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OZET
NiSIN URETEN L.lactis IZOLASYONU VE NiSIN
ORETIMINE ETKi EDEN FAKTORLER
KISLA, Duygu
Doktora Tezi, Gida Miihendislii Bolimii
Tez Yoneticisi : Prof. Dr. Adnan UNLUTURK
Nisan 2001, 133 sayfa

Bu ¢alismada, agar kuyu difdzyon (agar well-diffusion
method) ve nokta inokilasyon agar difizyon (agar spot method)
yontemleri ile nisin dreten L.lactis izole edilmeye ¢aligilmigtir.
Toplam 83 ornegin 67°sinden izole edilen 273 laktik asit bakterisi
bakteriyosin Gretimi acisindan taranmig ve bakteriyosin iireten bir
izolata rastlanmamustir. Nisin treten L.actis 497 susunun nisin
aktivitesi hem regresyon esitligi kullamlarak (IU/ml) hem de nisin
titresi (AU) olarak saptanmaya calisiimgtir. Her iki yontemin de
nisin aktivitesinin belirlenmesinde saghkh ve hassas yGntem
olmadiklart bulunmugtur. Regresyon esitlifi kullamilarak saptanan
nisin aktivite degerleri daha fazla degisken sonuglar verdigi i¢in,
nisin tretimine etki eden faktorlerin (karbon kaynaklanmn cesidi
ve konsantrasyonu, maya ekstrakt: konsantrasyonu, mangan iyonu,
magnezyum  iyonu, kalsiyum  iyonu konsantrasyonlar)
belirlenmesinde, nisin aktivitesi nisin titresi olarak hesaplanmugtir.
Elde edilen sonuglar sakkarozun diger karbon kaynaklarina
(glukoz, fruktoz, laktoz) kiyasla nisin aktivitesini artiwdif,
sakkaroz ve maya ckstrakti konsantrasyonlarimin artinimasiyla
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nisin aktivitesinde degisiklik olmadify saptannugtir. Ayni sekilde
ortamda bulunan mangan, magnezyum ve kalsiyum iyonlarnin

nisin {iretimine bir etkisinin olmadig belirlenmisgtir.

Anahtar sozciikler: Nisin, L.lactis, nisin aktivite tayini
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ABSTRACT
ISOLATION OF NISIN PRODUCING L.lactis AND
FACTORS EFFECTING NISIN PRODUCTION
KISLA, Duygu
PhD in Food Eng.
Supervisor: Prof Dr. Adnan UNLUTURK
April 2001, 133 pages

Isolation of nisin producing L.lactis by using agar well-
diffusion and agar spot methods has been studied. Totally 273
lactic acid bacteria isolated from milk, cheese and vegetable
samples were screened for bacteriocin production by using
indicator microorganism M.Juteus 982 and no bacteriocin producer
was detected. Determination of the nisin activity of L.actis 497 by
regression equation (IU/ml) and as a nisin titer has been studied.
Both of the methods were found as not sensitive and reliable. Since
nisin activity values determined by regression equation gave more
unreliable results as compared to the nisin titer method, as the
activity indicator of nisin, nisin titer has been used in the
determination of the effect of various factors (type and
concentration of carbon sources, yeast exiract concentration,
concentrations of manganese, magnesium and calcium ions) in
nisin production of L.lactis 497. Sucrose, in comparison with other
carbon sources (glucose, fructose, lactose), increased the nisin
activity and increasing the sucrose and yeast extract concentrations

did not cause any increase in nisin production. Similarly, ions such
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as manganese, magnesium and calcium did not have any effect on

nisin production.

Key words: Nisin, L./actis, nisin activity determination
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1.GIRIS

Birgok laktik asit bakterisi, simirh alanda é6zellikle iiretici
bakteriye yakin tiirlere karsi bakterisidal etki gosteren ve
bakteriyosin  olarak  adlandinlan peptidler retirler. Bu
bakteriyosinler arasinda en iyi bilineni L.Jactis subsp. lactis’in bazi
suslan tarafindan tiretilen “nisin” dir. Nisin, ender amino asitlerden
olan “lantiyonin” igerdiginden “lantibiyotikler” simfinin bir iiyesi
olup etki mekanizmast smirlidir. Gram-negatif bakteri, maya ve
kifleri inhibe etmedigi halde, gram-pozitif bakterilere ozellikle
spor olusturanlara karsi etkilidir (Delves-Broughton, 1990a;
Hansen, 1994).

Nisin Gretimi biomass olusumu ile paralellik tagimaktadir.
Onci nisin molekdld, hiicrelerin aktif biyiime fazimn baginda
sentezlenmekte olup maksimum nisin Giretim hizina ise logaritmik
ireme fazimn sonunda ulagilmaktadir (De Vuyst and Vandamme,
1992; De Vuyst and Vandamme, 1993). Bu nedenle biomass
verimini dolayistyla nisin Gretimini etkileyen faktorler iizerine
cesitli galismalar yapilmgtar.

1969 yilinda FAO/WHO ortak komitesi tarafindan nisinin
gida katkisi olarak kullamlmasina izin verilmis olup dinyada
50’nin  Gzerinde ilkede giivenli ve etkili bir gekilde
kullamlmaktadir (Roller, 1991; Gorris, 1994; Roller and Lusengo,
1997). Ulkemizde de halen Avrupa Birligi ulkelerinde gegerli olan
gidalarda (irmik ve tapioka pudingler ve benzer iiriinler,
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olgunlagtinlmis ve islem gormiiy peynirler, eksitilmis krema)
kullanmilmaktadir (TGKY, 1997).

Bu caligmada, agar difiizyon yontemlerinden agar kuyu
difizyon ve nokta inokiilasyon agar difiizyon yontemleri ile nisin
ireten L.lactis izole edilmeye gahigilmistir. Nisin dreticisi L.Jactis
497 susunun nisin aktivitesi agar kuyu difiizyon yontemi ile tayin
edilerek, yontem dogruluk ve hassasiyet agisindan degerlendirilmig
ve nisin tretimini etkileyen gesitli faktorler (karbon ve azot
kaynaklan, katyonlar) incelenmigtir.




2. LITERATUR OZETI

2.1  Lactococcus lactis Tarafindan Uretilen

Bakteriyosinler

Bakteriyosinler, genellikle iiretici bakteriye yakin tiirlere

kars1 bakterisidal etki gosteren protein veya protein
kompleksleridir (Klaecnhammer, 1988). Laktik asit bakterileri
diger gram-pozitif bakterilere kars: etkili ¢esitli bakteriyosinler
oretirler. Klaenhammer’a gore laktik asit bakterilerinin
drettikler1 bakteriyosinler 4 simifa aynilmaktadir (Jack et al.,
1995); Simf 1: bu gruba ait bakteriyosinler ender rastlanan
amino asitleri (lantiyonin ve tiirevleri) igeren ve ‘lantibiyotik’

olarak adlandinlan kagiik peptidlerdir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1 Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen lantiyonin

igeren bakteriyosinler (Ouwehand,1998)

Lantibiyotik Uretici sug

Carnocin U149 Carnobacterium piscicola U149
Cytolysin L1 Enterococcus faecalis
Cytolysin L2 E. faecalis

Lacticin 481 Lactococcus lactis 481
Lactococcin L.lactis ADRI85L030

Nisin A L.lactis subsp. lactis

Nisin Z L.lactis subsp. lactis N1ZO 22186
Lactocin S Lactobacillus sake 145
Mutacin Streptococcus mutans
Salivaricin A Str.salivarus 20P3
Streptococcin A-FF22 Str.pyogenes
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Smif 2: dagik molekil afirhgma sahip (<10 kDa), 1siya
dayamikli, lantiyonin igermeyen membran aktif peptidler bu
grupta yer alir (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2 Laktik asit bakterileri tarafindan tretilen digik
molekil agirhgina sahip lantiyonin igermeyen bakteriyosinler

(Ouwehand,1998)
Bakteriyosin Uretici Sus
Acidocin 8912 Lb.acidophilus
Brevicin 37 Lb.brevis
Camnobacteriocin A Cb.piscicola LV17A
Carnobacteriocin BM1 Cb.piscicola LV17B
Carnobacteriocin B2 Cb.piscicola LN17B
Curvacin A Lb.curvatus LTH 1174
Gassericin A Lb.gasseri
Hiraecin S E.hirae C311
Lactacin B Lb.acidophilus
Lactacin F " | Lb.johnsonii 11088
Lacticin 3147 L.lactis DPC3147
Lactococcin A L.lactis subsp. cremoris 9B4
Lactococcin B L.lactis subsp. cremoris 9B4

Lactococcin G
Lactococein M
Leucocin A
Mesentericin Y105
Pediocin AcH
(Pediocin PA-1)
Pediocin JD
Piscicolin 126
Plantaricin A
Plantaricin C
Plantaricin S
Plantaricin T
Reutericin 6
Sakacin A
Sakacin P

L.lactis subsp. lactis LMG 2081
L.lactis subsp. cremoris 9B4
Leuconostos gelidum
Leu.mesenteroides Y105
Pediococcus acidilactici H

P. acidilactici
Cb.piscicola
Lb.plantarum
Lb.plantarum 11441
Lb.plantarum
Lb.plantarum
Lb.reuteri

Lb.sake LB 706
Lb.sake 673
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Simf 3: bu gruba ait bakteriyosinler yiiksek molekiil agirligina
sahip (>30 kDa), 1siya hassas proteinler igermektedirler
(Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3 Laktik asit bakterileri tarafindan iretilen yiiksek
molekal agirlifina sahip bakteriyosinler (Ouwehand,1998)

Helveticin J
Helveticin V-1829
Lacticin A
Lacticin B

Bakteriyosin Uretici Sug
Acidophilucin A Lb.acidophilus
Caseicin 80 Lb.casei B80

Lb.helveticus
Lb.helveticus
Lb.delbrueckii
Lb.delbrueckii

Sinif 4: proteine ilaveten zorunlu (essential) lipid veya karbonhidrat
gruplan igeren kompleks bakteriyosinler bu grubu olugturmaktacir
(Cizelge 2.4).

Cizelge 2.4 Laktik asit bakterileri tarafindan uretilen kompleks

bakteriyosinler (Ouwehand, 1998)

Bakteriyosin Uretici Sus

Bacteriocin Lb.fermenti

Lactocin 27 Lb.helveticus
Leuconocin S Leu.paramesenteroides

Pediocin SJ-1

P.acidilactici

McKay’in yaptii1 bir aragtirmada Lacfococcus suglarinin
¢ofunda veya bazilaninda goérillen plazmid baglantili fenotip
ozellikler belirtilmigtir (von Wright and Sibakov, 1998).

Bakteriyosin Uretimi bu Ozelliklerden birisidir. L./actis
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tarafindan aretilen plazmid kodlu bakteriyosinler diplococcin,
lactococcinler ve lantibiyotik tip bakteriyosinler olarak 3 gruba
ayrilmaktadir. Lantibiyotik tip bakteriyosinlerden olan nisin
aretiminin o6nceleri plazmid baglantii oldugu tahmin
edilmesine ragmen 1990 yilinda yapilan g¢aligmalardan sonra
nisin aretim genlerinin plazmid kodlu olmay1p nisin firetim ve
bagisikiginin  yer degistirebilir (transmissible) kromozomal
gen bloklan tarafindan kodlandifin bulunmustur (Delves-
Broughton and Gasson, 1994; Hansen, 1994; von Wright and
Sibakov, 1998).

2.1.1 Diplococcin: Ilk tamimlanan plazmid kodlu
bakteriyosinlerden birisi olup L.lactis subsp. cremoris 346
tarafindan uretilmektedir (Klaecnhammer, 1988; Dufour et al,,
1991; Thuault et al, 1991). Nisinden farkh olarak
antimikrobiyal aktivitesi diger Lactococus tirlerine kargi
smurhidir ve spor olugturan bakterilere karsi etkili degildir
(Klaenhammer, 1988). Diplococcine duyarli hicrelerde, lizis
olmadan DNA ve RNA sentezinde inhibisyona baglh olarak
olam meydana gelir. Diplococcin, lantiyonin ve f-
metillantiyonin gibi ender rastlanan amino asitleri igermez.
Molekiil agarhig 5300 Daiton’dur (Piard et al., 1990). Tripsin,
pronaz ve o-kimotripsin enzimleri tarafindan tamamen inaktif
olur. Diplococcin iretiminin  hangi plazmid tarafindan

kodlandign bilinmektedir ancak bu sistem iizerinde fazla
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genetik veya molekiiler biyolojik analiz yapilmamistir (von
Wright and Sibakov, 1998).

2.1.2 Lactococcinler: Lactococcinler baglica diger
laktokoklara kargi  aktivite gosteren 1siya dayamkh
nonlantibiyotik peptidlerdir (von Wright and Sibakov, 1998).
Cizelge 2.1’de L.lactis ADRIS5L030 tarafindan dretilen ve
lantiyonin igeren ‘Lactococcin’ ile kangtinlmamalidir. Cizelge
2.2°den goraldagi gibi L./actis subsp. cremoris 9B4 tarafindan
lactococcin A, B, M ve L.lactis subsp. lactis LMG 2081
tarafindan lactococccin G bakteriyosinleri iiretilmektedir.
Bunlanin disginda. L.actis subsp. cremoris 346 susu da
lactococcin tipi bakteriyosin dretmektedir. L.lactis subsp.
cremoris 9B4’te bakteriyosin Uretiminden sorumlu plazmidde
bakteriyosin uretim ve bagigiklik genleri iki ayn bélgede

organize olmus durumda bulunmaktadir. Bu bélgelerden birisi

(dustk antagonistik aktivite ile ilgili olami) lactococcin M,
yiksek antagonistik aktivite gosteren diger bélge ise
lactococcin A ve B olarak bilinmektedir.

Lactococcinler membran aktif peptidler olup gozenek
olusturarak sitoplazmik membramin batanlagini bozarlar
(Ouwehand, 1998). Nisinden farkh olarak aktivite igin spesifik
protein reseptoriine ihtiyag duyarlar. Membranda farkli
biyiklikte olusan gézeneklerin bakteriyosin konsantrasyonuna
bagh oldugu daginilmektedir. Bu durum, kiigiikk molekiillerin

igeriye girmesine, UV absorbe eden amino asitler, K*, o-
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nitrofenol gibi maddelerin disariya gikmasina neden olarak
membran gegirgenligini artirir.

Lactococcinler diginda L.lactis DPC 3147 tarafindan
lacticin 3147 (plazmid kodiu ve - lantibiyotik olmayan
bakteriyosin) iretilmektedir (Cizelge 2.2). L.Jactis DPC 3147,
kefir tanesinden izole edilmis olup genig inhibisyon spektrumu
olan bakteriyosin #retmektedir (Ryan et al., 1996). Lacticin
3147 yukanda bahsedildigi gibi lactococcinler gibi membran
aktif  peptiddir Etki mekanizmas1  lactococcinlere
benzemektedir (Ouwehand, 1998). Lacticin 3147’ nin tripsin, a-
kimotripsin, proteinaz K ve pronaz E enzimlerine karst duyarls,
pepsin enzimine karg1 ise duyarli olmadig: bulunmustur (Ryan
et al.,1996).

2.1.3 Lantibiyotik tip bakteriyosinler: Cizelge 2.1°den
goraldagt gibi nisin A ve nisin Z diginda L./actis 481 ve
L.lactis ADRIS5L030 suglan tarafindan sirastyla lacticin 481
ve lactococcin bakteriyosinleri iretilmektedir (Piard et al,,
1990; Dufour et al., 1991; Pridmore et al., 1996).
Lantibiyotiklerin genel o0zelligi thioether amino asitlerden
lantiyonin ve B-metillantiyonin igermesidir. Bunun yaninda
lantibiyotikler o,pB-didehidroalanin ve o,B-didehidrobiitirin
igerebilir (Bierbaum and Sahl,1993). Lantibiyotik tip
bakteriyosinlerin model tipi olan nisin, lantibiyotiklerin etki
mekanizmasini acgiklayan oOrnek olarak bolim 2.1.3.1.2°de

anlatilmigtar.
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Piard et al. (1990) yaptig1 bir ¢aligmada, lacticin 481’in
birgok Lactococcus suslarini, bazi Lactobacillus, Leuconostoc
ve Clostridium turlerini inhibe ettigini saptamiglardir. Lacticin
481, ender rastlanan amino asitlerden, lantiyonin ve B-
metillantiyonin i¢ermektedir (Pridmore et al., 1996). Molekiil
agirhf;n 5500 Dalton’dur. Fisin ve proteinaz-K enzimleri
tarafindan tamamen inaktif oldugu halde pronaz ve a-
kimotripsin enzimleri tarafindan kismen inaktif olur. Tripsin
enzimine ise dayamklidir.

Dufour et al.’un (1991) yaptin bir galigmada ise
lactococcin saflagtinlarak molekil agirhg: yaklagik 2,3-2,4 kDa
olarak bulunmus ve lactococcin iretimi ve bagisiklhifindan

sorumlu olan plazmidin ayrimi yapilmigtir.

2.1.3.1 Nisin
2.1.3.1.1 Nisinin yapisi

Nisin L.lactis subsp. lactis’in bazi suslan tarafindan
oretilen ve ribozomlarca kodlanan polipeptid yapisinda bir
bakteriyosindir. Nisin adi, N grubu streptokoklanin arettigi
inhibitdr madde anlamina gelen ‘group N (Streptococci)
Inhibitory Substance’ kelimelerinden ti‘xl;etilmistir (Delves-
Broughton, 1987; Harris et al., 1992a; Bierbaum and Sahl,
1993).
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Ilk olarak 1928 yilinda Lactobacillus bulgaricus’un
geligmesini inhibe eden bir inhibitér madde tammlanmigtir
(Hurst, 1972; Harris et al,, 1992a; Gudmundsdottir, 1993).
Rogers tarafindan belirlenen bu inhibitér madde daha sonra
Mattich and Hirch tarafindan galisilmis ve bu maddeye ‘Nisin’
ad verilmistir (Harris et al., 1992a; Gudmundsdottir, 1993).
Nisin ile ilgili ilk aragtirmalar, nisinin veterinerlik ve klinik
alanlarda terapatik amag igin kullamlmasiyla ilgilidir. Ancak,
dar antibakteriyal spektrum gostermesi, viicut sivilarinda digak
¢ozonirlige sahip olmasi, sindirim proteazlan tarafindan
inaktive edilmesi ve fizyolojik pH’da (pH: 7,0-7,5) stabil
olmamas: gibi nedenlerle terapatik amag igin uygun olmadif
saptanmistir (Delves-Broughton, 1990b; Vandenbergh, 1993).
Hirsch tarafindan peynir yapiminda nisin @reten starter
kiltarler kullamlmis ve peynirlerde ‘clostridial’ gaz olusumu
onlenmistir. Boylece ilk olarak nisinin gida koruyucusu olarak
kullanilmasi  onerilmigtir (Gudmundsdottir, 1993). Daha
sonralari peynirin olgunlagtirma agamasinda nisinin starter
kiltirin geligmesini inhibe ettigi gozlenmis ve peynir
yapimmda nisin dreten kaltarlerin kullamm {Gzerine ilgi
azalmistir. Yinede 1950°lilerin ortasinda, pastorize peynirierde
‘clostridial’ bozulmanin 6nlenmesinde nisinin en etkili yontem
oldugu bulunmugstur (Delves-Broughton, 1990a). 1966’dan
sonra molekiler biyolojinin geligsmesiyle birlikte nisinin yapisi

ile ilgili aragtirmalar artmis ve Gross and Morell tarafindan
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nisinin yapis1 aynntilh bir sekilde agiklanmigtir (Sekil 2.1;
Hurst, 1972; Hansen, 1994).

Nisin, ender rastlanan amino asitleri (DHA, DHB,
lantiyonin, B-metillantiyonin) igerdiginden lantibiyotikler
sinifimn  bir iiyesidir (Harris et al., 1992a; Hansen, 1994).
Ingram adh bir arastirmaci 6ncii (precurser) nisin polipeptid
zincirindeki siradan amino  asitlerin  posttranslasyonel
mekanizma tarafindan ender olmayan amino asitlere
donigimiinii gosteren bir hipotez o6ne strmuagtir (Sekil 2.2;
Harris et al., 1992a). Buna gore, serin ve treonin amino
asitlerinin dehidre olmasiyla sirasiyla DHA ve DHB
olusmaktadir. DHA ve DHB’ye sistein siilfidril gruplanimn
eklenmesiyle de thioether baglan ve sirasiyla lantiyonin ve f-
metillantiyonin amino asitleri olugmaktadir (Harris et al.,
1992a; Hansen,” 1994). Bu durumda nisin molekild 2
basamakta sentezlenmektedir (Gudmundsdottir,1993): dncii
molekiliin protein sentez mekanizma tarafindan sentezi ve aktif
nisin molekiline doniigimii saglayan enzimlerin yardimiyla
posttranslasyonel modifikasyonlar. Oncii nisin molekilin 57
amino asit uzunlugunda olup 23 amino asit lider bolgeyi, 34
amino asit yapisal bolgeyi olusturmaktadir (Sekil 2.3; Delves-
Broughton and Gasson, 1994). 23 amino asitlik kisim nisinin
salgilanmasinda lider olarak gérev yapar ve aktif nisin
molekiili olusumu agamasinda "peptidaz enzimi yardimiyla
zincirden  aynlir (Bierbaum and Sahl, 1993;
Gudmundsdottir,1993).
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HOOC-Lys-DHA-Val-His-Ile-Ser

Sekil 2.1 Nisinin yapisi (Hansen, 1994)
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Sekil 2.2 Nisinde bulunan ender amino asitlerin sentezlenmesi (Harris et
al., 1992a)
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Sekil 2.3 Oncii nisin molekiiliiniin yapisi (Delves-Broughton and Gasson, 1994)
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Onci nisin molekilinin yapisal bolgesinde bir takim
mutasyonlar olugturarak nisine gére bazi avantajlari olan nisin
analoglani olusturmak mimkindiir (Liu and Hansen, 1990;
Hansen, 1994). Ancak bunu gergeklestirmek igin
posttraslasyonel modifikasyon mekanizmasmn iyi bilinmesi
gerekir.

Hirsch tarafindan yapilan g¢ahgmalarda nisinin farkh
polipeptid yapilarda bulundufu belirtilmigtir. Berridge et al.
tarafindan A, B, C, D ve E olmak {izere 5 adet polipeptid nisin
molekilis tammianmigtir (Harris et al., 1992a; Gudmundsdottir,
1993). Kagit kromatografisi yontemi kullanilarak yapilan amino
asit analizlerinde nisin A, B ve C arasinda belirgin bir benzerlik
olmasina ragmen nisin D’nin biraz daha farkh yapida oldugu
bulunmugtur. Diger iiginde mevcut olan valin ve metiyonin amino
asitlerinin nisin D’de bulunmadif1 gérilmigstir. Aym zamanda bazi
kiikiirt igeren amino asitlerin okside haldeki formlan nisin D’nin
yapisinda bulunmaktadir. Gross and Morell tarafindan saptanan
nisinin yapisi nisin A’ya ait olup, bu durum NMR ve FAB-MS (fast
atom bombardment mass spectroscopy) ¢ahismalanyla
dogrulanmustir. Nisin B, C, D ve E’nin nisin A’mn par¢alanma
trinleri oldugu duginilmektedir (Harris et al, 1992a). Chan et al.
yaptiklan bir ¢ahgmada son kullanma tarihinden 3 yil sonraya ait
ticari nisin 6meklerinde nisin ile birlikte iki tane nisinin dogal
pargalanma {iriinlerini izole etmiglerdir (Harris et al, 1992a;

Gudmundsdottir, 1993). Bunlar, nisin molekiilinin 32. amino

asidinden bolinmisg nisin 1-32, nisin molekiiliindeki hem 5. hem de
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32. amino asidinden bolinmiy [(desDala 5) nisin 1-32]
bilesikleridir. Nisin 1-32’nin bazi gram-pozitif bakterilere karst
nisin kadar aktif oldugu, digerinin [(desDala 5) nisin 1-32] ise
nisine gore 500 kat daha az aktif oldugu bulunmustur. Gross and
Morell, nisinin kuvvetli asidik ortamda 50°C’de muamele
edilmesinden sonra ortaya ¢ikan en onemli iirinGn [(desDala 5)
nisin  1-32] oldupunu bulmuglardir (Harris et al, 1992a;
Gudmundsdottir, 1993). Chan et al., Bemridge et al‘un
calismalarinda belirtilen nisin A ve nisin B’nin sirasiyla nisin 1-34
ve nisin 1-32 olabileceklerini bildirmiglerdir (Gudmundsdottir,
1993).

Nisin A’mn kimyasal olarak taretilen
modifikasyonlarina ilaveten DNA dizisinde degisikliklere bagl
olarak nisin varyasyonlan ortaya gikabilir. Omek olarak
L.lactis subsp. lactis NIZO 22186 mn urettigi peptid (Nisin Z),
27. amino asit olan histidin yerine asparagin’in yer degistirmesi
haricinde nisin A’min benzeridir (Harris et al., 1992a; Bierbaum
and Sahl, 1993). Nisin Z’nin Nisin A’ya gore agarda daha izl
difizyon goéstermesi amino asit kompozisyonundaki
degisiklikten ileri gelmektedir (Delves-Broughton and Gasson,
1994).

Nisin molekili asidik karakterde olup disik pH’da
stabilitesi ve ¢ozanurligia yaksektir (Delves-Broughton,1987;
Delves-Broughton, 1990a). Liu and Hansen (1990) yaptiklan
bir galigmada nisinin ¢6zinirligi ve stabilitesi Gzerine pH nin

(pH 2-12) etkisini incelemiglerdir. Buna gore nisinin farkh
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pH’larda tamponlanmig sudaki ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Digak
pH’da nisinin ¢ozinirliginin olduk¢a yiksek oldugu (57
mg/ml, pH:2, 25°C), yiksek pH’da ise ¢ozinirlagin hizli bir
sekilde azaldig1 (0,25 mg/ml, pH:8-12, 25°C) bulunmugtur.
Nisin yiiksek pH’da stabil degildir, inaktif durumdadir.
Inaktivasyon mekanizmas1 bilinmemekle beraber bu durum
denaturasyon, kimyasal modifikasyon veya her ikisinin
kombinasyonu sonucu ortaya ¢ikabilir (Liu and Hansen, 1990).
Nisin molekilinde mevcut DHA ve DHB yiksek pH’da
bulunan nikleofiller (drmegin hidroksil gruplan) tarafindan
meydana getirilen modifikasyonlara karsi hassastir (Liu and
Hansen, 1990; Harris et al., 1992a). Nisinin yiiksek pH’da
reaksiyonu, niikleofilik gruplar ile DHA ve DHB arasindaki
intermolekiiler (molekiil arasi) ve intramolekiler (molekil ici)

reaksiyonlanin sonucu olarak multimer drinlerin olusumuna

neden olmaktadir. Nikleofilik gruplar ile reaksiyondan sonra .

DHA ve DHB’nin modifikasyonuna bagli olarak nisin,
antibiyotik etkisini kaybettigi gibi bazik ortamlarda stabilitesini
kaybedip ¢ozinarlagi azalmaktadir (Liu and Hansen, 1990),
Liu and Hansen’in (1990) yaptiklan galigmada denaturasyon
igleminde gorilen keskin pH gecisi olmadifn igin nisinin
yiksek pH’dan kaynaklanan inaktivasyonunun basit bir
denaturasyon sonucu olmadifi ortaya ¢tkmugtir. Liu and
Hansen’in (1990) yaptiklan diger bir ¢alismada nisin, CNBr ile
muamele edilmis ve nisin pargalan (nisin 1-21, nisin 22-34)

elde edilmigtir. Bu pargalarin bakteriyel spor geligimini zarar
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gormemis nisine gore yaklagik %90 daha az inhibe ettigi
saptanmigtir. Bitin elde edilen sonuglara gore nisin
molekalinde mevcut DHA ve DHB’nin aktivite i¢in &nemli
oldugu belirlenmistir.

Ender rastlanan amino asitlerin nisinin birtakim yapisal
ozelliklerinde, omegin digik pH’da otoklavlandiktan sonra
stabilitesini kaybetmemesinde onemli oldugu samilmaktadir
(Hansen, 1994). Yapilan bir ¢ahgmada tampon ¢ozeltideki
nisinin 121°C’de 15 dakika otoklaviandiktan sonra pH 3’de
aktivitesinin tamamim, pH 5°de %35’ini, pH 7°de ise %0,5"ini
korudugu saptanmgtir (Delves-Broughton, 1990b). Bagka bir
calismada tampon ¢ozeltideki nisinin pH 2’de 115°C’de 20
dakika otoklavlandiktan sonra aktivitesinin kaybolmadif
bulunmustur (Piard et al., 1990). Yapilan ¢alismalar, 1s1l islem
dikkate alindigindan gidalardaki nisin aktivitesi kaybinin
tampon ¢ozeltilerde gorilen kayba gore daha az oldugunu
gostermistir (Delves-Broughton,1990a). Bunun nedeni bayik
molekillerin koruyucu etkilerinden kaynaklandigi seklinde
agiklanmigtir.

Nisin aktivitesi kayb1 gidalarin depolama siiresi boyunca
da meydana gelebilir. Bu kayiplar yiksek pH ve yiksek
sicakliklarda daha fazladir (Delves-Broughton, 1990a).

Yapilan gesitli galigmalarda nisin aktivitesi Gzerine
degisik proteolitik enzimlerin etkisi incelenmigtir. Buna gore
daha 6nce Jarvis and Mahoney tarafindan tripsin enzimi ile

nisinin aktivitesinde azalma olmadigi belirtilmesine ragmen
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(Harris et al., 1992a; Uhlman et al., 1992), Shiba et al.’un -

yaptifi calismada nisinin tripsin ile muamelesinden sonra
olugan irinlerin (nisin 1-12, nisin 13-20) gergekte inaktif
oldugu belirtilmistir (Harris et al, 1992a). Yinede tripsin
enziminin nisine etki etmedigini gosteren ¢alismalar mevcuttur
(Klaenhammer, 1988; Kojic et al., 1991; Thuault et al., 1991;
Uhlman et al.,1992; Zezza et al., 1993). Nisinin a-kimotripsin
enzimi tarafindan inaktive edildigi, proteinaz K ve pepsin
enzimlerinin  ise nisine etki etmedigi® saptanmigtir
(Klaenhammer, 1988; Piard et al., 1990; Kojic et al., 1991;
Uhlman et al.,1992; Zezza et al., 1993). Pronaz E enziminin ise
bazi galigmalarda nisine etki etmedigi, baz1 ¢aligmalarda ise
nisinin pronaz E tarafindan inaktive edildigi belirtilmigtir
(Klaenhammer,1988; Kojic et al., 1991; Thuault et al., 1991;
Zezza et al., 1993).

2.1.3.1.2 Nisinin etki mekanizmasi

Nisinin vejetatif hiicrelere kars1 etki mekanizmas: ile
cesitli galigmalar yapilmis olmasina ragmen, sporlara olan
etkisi ile yapilan ¢aligmalar sayica daha azdir. Ilk olarak 1960
yilinda katyonik yapisindan dolay: nisinin yiizey aktif deterjan
gibi davramip stoplazmik membrana etki ederek. UV
absorblayan maddelerin hicre digina sizmasina neden oldugu
belirtilmigtir (Henning et al.; 1986; Bierbaum and Sahl, 1993;
Jack et al, 1995). Daha sonra 1973 yilinda yapilan bir
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alismada nisinin murein sentezini inhibe ettifi gosterilmigtir.
Ancak bu inhibisyon ¢ok yiksek konsantrasyonlarda
gergeklestipi icin, murein sentezi inhibisyonunun primer etki
mekanizmas) olduguna dair sipheler artmigtir (Henning et al.,
1986; Jack et al., 1995). 1980’lerden sonra nisinin primer etki
mekanizmasinin ~ sitoplazmik membran  izerine oldugu
anlasilmistir (Henning et al., 1986; Delves-Broughton and
Gasson, 1994; Jack et al., 1995). Henning et al. (1986)
yaptiklan bir galigmada, nisinin Bacillus subtilis’te in vivo
murein sentezini inhibe ettigi, buna karsin hicre duvannda
murein tabakasi bulunmayan Mycoplasma mycoides’in nisine
karst direngli oldugunu saptamislardir. Bu bulgular nisinin
sitoplazmik membran lizerine etkili olmadifini
dusindirmistar. Ancak aym aragtirmacilar, Micrococcus luteus
protoplastinda nisin varhfinda makromolekil sentezinin
inhibisyonunu gostererek nisinin  sitoplazmik membran
uzerinde de etkili oldugunu belirtmislerdir. Bu sonuglar, nisinin
sitoplazmik membramn, fosfolipid komponentleri ile etkilesime
girerek sitoplazmik membranin fonksiyonunu kaybetmesi ile
agiklanmigtir. Murein sentezinin inhibisyonu ve membran
fonksiyonunun  bozulmasimin  mikroorganizma  {zerinde
sinerjistik etki olugturarak inhibitor etkisinin artmasina neden
oldugu belirtilmistir. Nisin ve diger lantibiyotiklerin varhginda
DNA, RNA, protein ve polisakkarit biyosentezi durmaktadir.
Boylece hiicreler biyosentetik islemler igin yeterli enerjiye

sahip olamamakta ve aym1 zamanda membran bﬁtfmlﬁgﬁnﬁn
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bozulmas1 sonucu, disik molekil agirligina sahip maddeler
(ATP, amino asitler, iyonlar gibi) sitoplazmik membranda
olusan gdzeneklerden hiicre digina taginmaktadir (Bierbaum
and Sahl,1993; Jack et al., 1995). Membranda gozenekler ise su
sekilde olugmaktadir: Oncelikle nisin molekiilit katyonik
yapisindan dolayr membranda negatif yaklia fosfolipidlerle
etkilesime girmektedir. Ancak bir nisin molekalii tek gozenek
olusturmak igin ¢ok kiigik oldugundan, birden fazla nisin
molekiili sitoplazmik membrana baglanmaktadir. Baglanan
molekiller konformasyonel degisime ugrayarak ¢ubuk seklini
almaktadir. Béylece membranda silindirik yapida.  kanallar
olugmaktadir. Nisin molekillerinin hidrofobik kisimlan
membranin lipid bolgesine bakarken, hidrofilik kisimlar ise su
dolu gozenek sininm olusturmaktadir.

Gram-negatif bakterilerin sitoplazmik membranlan da

nisine karsi hassastir. Ancak gram-negatif bakterilerde dig

membran zayiflatilmadiktan sonra bu etki gorilmez. Dig.

membranin zayiflatilmasi ozmotik sok ya da dis membranin
lipopolisakkarit tabakasina etki eden islemlerin (6rnegin
EDTA) uygulamas: ile saglanabilir (Harris et al., 1992a).
Yapilan ¢alismalarda nisinin gelat yapic: ajan olan EDTA ile
kombinasyonunun uygulanmasiyla Saimonella ve diger gram-
negatif bakterilerinin inhibisyonunun gergeklestigi belirtilmistir

(Stevens et al., 1991; Vandenbergh,1993; Shefet et al., 1995)..

Deterjan, boya , antibiyotik gibi molekillerin hiicre igerisine

girmesine izin vermeyen dis membramn lipopolisakkarit
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tabakasinda magnezyum ve kalsiyum iyonlan bulunmaktadar.
Selat yapici ajanlardan olan EDTA lipopolisakkarit tabakasinda
bulunan magnezyum ve kalsiyumu baglayarak
lipopolisakkaritlerin- .ve lipitlerin dis  membrandan
kaybolmasina neden olur ve bu durum hiicrelerin nisine kargi
hassasiyetini arttinr (Shefet et al., 1995). Baz aragtirmacilar
EDTA’ya ilaveten, sitrik asit monohidrat, sodyum fosfat
dibasic, etylenebis (oxyetylene-nitrilo) tetraasetik asit gibi
diger selat yapici ajanlarin da nisin ile birlikte kullamldifinda
Salmonella ve diger gram-negatif bakterilere karsi inhibitér
etki gosterdigini belirtmiglerdir.

Nisinin bakteriyostatik veya bakterisidal etkisi, nisin
konsantrasyonu ile vejetatif hiicre veya spor konsantrasyonuna.
baghdir. Nisinin sporlara olan etkisi bakterisidal etkiden gok
bakteriyostatik etkidir (Delves-Broughton and Gasson,1994).
Gida koruyucu olarak dikkate alindiginda, nisinin sporlar
iizerinde etkisini sirdiirebilmesi igin raf 6mrii boyunca ortamda
belirli oranda bulunmasi gerekmektedir (Oscroft et al., 1990;
Delves-Broughton and Gasson,1994).

Nisinin molekiler diizeyde sporlara olan etkisi galigilmis
buna gore cimlenen sporlann membranlanndaki proteinin
yapisinda bulunan silfidril gruplarina nisinin baglanarak etki
gosterdigi fosfolipidlerin ise bu noktada onemli olmadig:
belirtilmistir {(Delves-Broughton and Gasson,1994;
Hansen,1994).
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2.1.3.1.3 Nisin iiretimi ve nisin iiretimine etki eden

faktorler

Nisin, L.lactis subsp. lactis’in bazi suslan tarafindan
tiretilmektedir. Oncti nisin molekild, hiicrelerin aktif biyiime
fazinin baginda sentezlenmekte olup maksimum nisin dretim hzina
ise logaritmik tireme fazinin sonunda ulagiimaktadir (De Vuyst and
Vandamme, 1992; De Vuyst and Vandamme, 1993). Bu ozellik
nisinin sekonder metabolit olmayp nisin iretiminin primer
metabolit kinetifi gosterdigini belirtmektedir. Nisin dretimi
biomass olusumu ile paralellik tagidifn i¢in, biomass verimini
artirict faktorlerin nisin {retimini de artiracagi dasimiilmastir. Bu
nedenle biomass verimini dolayisiyla nisin #retimini artinc
faktorler olarak pH, karbon, azot, fosfor kaynaklannin gesit ve
konsantrasyonu, katyonlarin etkisi ve sicaklik degerleri ile gegitli
aragtirmalar yapilmigtir.

Nisin dretimi ile sakkaroz fermente etme yetenegi
arasindaki iligki ilk olarak 1950’lerde Hirsch tarafindan
belirtilmigtir (Klaenhammer, 1988; Harris et al., 1992a). De Vuyst
(1994), yaptifn bir galismada 27 farkli L.Jactis subsp. lactis suglan
arasindaki ' nisin iiretme Kkapasitelerini incelemis ve sakkaroz
fermentasyon yetenefinin nisin dretimi ile baglantii oldugunu
gostermigtir. De Vuyst and Vandamme .(1992), nisin freticisi
L.lactis subsp. lactis NIZO 22186 susunun farkh sakkaroz
konsantrasyonlan igeren fermantasyon besiyerinde (Fermentation
Medium, FM) nisin iretimlerini pH kontrollii ve pH kontrolsiiz
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sartlarda incelemislerdir. Buna gore pH kontrolsiiz fermantasyon
denemesinin sonucunda en yikksek nisin miktanna yaklagik 1500
TU*/ml olarak maksimum biomassin olugtufu logaritmik fazin
sonunda erisilmistir. Kiltiirde baslangigta hizh biomass olusumu ve
nisin @retimi gorilmesine ragmen, sonunda laktik asit birikimine
bagl: olarak yiiksek biomass ve nisin diizeyleri elde edilmemigtir.
Aym denemede sakkaroz baslangig dozu 100 g/I'ye ¢ikanidiginda
bile nisin miktan yaklagik 2000 IU/ml olmustur.

Aym aragtrmacilann pH  kontrollt fermantasyon
denemesinde ise olugan laktik asitin siirekli notralizasyonu biomass
verimini dolayisiyla nisin miktanm da artirarak maksimum nisin
miktanna (1793 IU/ml) ulagilmstr. pH kontrolli sartlarda
sakkaroz konsantrasyonu 10 g/’den 40 g/’'ye ¢ikarildifinda ise
maksimum nisin miktan 3267 IU/ml olarak saptanmgtir.
Aragtirmacilar 40 g/’den sonra sakkarozun ortamda kalmaya
bagladigin ve nisin miktarinda azalma oldugunu belirtmislerdir.

De Vuyst and Vandamme (1993), farkhi fosfor ve azot
kaynaklarinin L.lactis subsp. lactis NIZO 22186 sugunun
gelismesine ve nisin tretimine etkisini incelemiglerdir. Fosfor
kayna@ cesidinin etkisi pH kontrolsiiz sartlarda incelenmis ve De
Vuyst and Vandamme’da (1992) belirtilen sakkaroz bazli (%2)
FM’ye %! oraminda inorganik fosfor kaynaklan ilave edilmistir.
Buna gore KH,PO,’1n maksimum kuru hiicre agirhif ve maksimum
nisin miktan1 (yaklastk 2000 IU/ml) olugmasmna neden oldufu
gozlenmistir. KH,PO4 konsantrasyonunun etkisi ise pH kontrolli
(pH: 6,8) ve pH kontrolsiiz sartlarda incelenmis ve her iki durumda

* 1ug nisin = 40 TU (International Unit) = 40 RU (Reading Unit)
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da maksimum kuru hiicre agirhfa ve maksimum nisin tretimi
(yaklapk 3500 IU/ml) %5 KH,PO, konsantrasyonunda
gerceklesmigtir.  Azot kaynai c¢esidinin etkisi pH kontrolsiz
sartlarda incelenmigtir. Buna gére sakkaroz bazh (%2) FM’ye azot
kaynaklann %1 oramnda ilave edilmigtir. Pamuk gekirdegi kispesi
kullanimmn maksimum kuru hiicre agirhiga ve maksimum nisin
miktan (2500 IU/ml) olusturdugu belirlenmistir. %3 oraninda
pamuk g¢ekirdegi kiispesi ve %4 oraninda soya fasilyesi
kaynaklarinmn da en yiiksek nisin aktivite degerleri verdigi ayrca
belirtilmigtir.

Chinachoti et al. (1997), L.lactis 10-1 susu tarafindan nisin
Z uretimi igin alternatif karbon kaynaf olarak ksiloz kullammini
calismalannda denemiglerdir. Bunun yaminda sicaklik, dogal
kauguk lateksini ayirma igleminde elde edilen ve igerisinde birgok
amino asit, peptid ve inorganik tuz igeren serumun spreyli kurutucu
ile kurutulduktan sonra elde edilen serum tozu (NRSP) ve Ca®,
Mg, Mn* iyonlari ile pH’min nisin Z tretimi uzerine etkisi
incelenmigtir. Nisin iireten hiicrelerde kalsiyum iyonunun-baglica
etkisinin aktif nisin molekiilii olugumu ve bafisikhf uzerinde
oldugu belirtilerek nisinin dretici hicrelere kalsiyum kompleksi
seklinde baglandipn agiklanmugtir. Denemelerin. sonucunda pH
kontrolsiz ~ fermantasyon  ortaminda  baslangig  ksiloz
konsantrasyonunun 10 g/I’den 70 g/I'ye artinilarak en yiiksek nisin
miktanimin (942, IU/ml), 40g/1 ksiloz konsantrasyonunda olugtugu
gozlenmigtir. Buna gére denemelerde kullamlacak bagslangig ksiloz
konsantrasyonu 40 g/l olarak segilmigtir. -Aragtirmacilarin yaptifn
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bagka bir denemede pH kontrolsiiz ortamda 37°C’de en yiiksek
hiicre yogunluBu ve nisin iiretimi gozlenmigtir. NRSP’nin etkisi ise
hem pH kontrolsiiz hem pH kontrollii (pH: 6) sartlarda belirlenmig
ve ortama %1,5 oraninda. NRSP ilave edilmesinin her iki durumda
da hiicre yopunlufunu artrdifn ancak nisin Z retimini
etkilemedigi bulunmustur. Diger bir denemede pH kontrolsiz
sartlarda CaCl, MgSO; ve MnCly’iin nisin Z iiretimine etkisi
incelenmis ve besiyerine 0,1 M olarak ilave edilen katyonlardan
MnCl, igeren ortamda nisin Z Gretimine rastlanmadifi, MgSO, ve
CaCl,“tin ise nisin Z Gretimini sirastyla %11 ve %40 artirdifn
bulunmugtur. Aym aragtirmacilar pH kontrolla sartlarda en ytksek
nisin Z uretiminin pH 5,5 ve 6,5’¢e gore pH 6’da oldugunu
gostermislerdir.

Shimizu et al.’un (1999) yaptiklan ¢ahgmada nisin dreticisi
L.lactis subsp. lactis ATCC 11454 susunun pH kontrollii (pH: 6) ve
pH kontrolsiz anaerobik, pH kontrolldi (pH: 6) acrobik sartlarda
maltoz bazli besiyerinde nisin dretimlerine bakilmigtir. Denemede
elde edilen sonuglara gére, en yiiksek nisin Gretimi (58 mg/l) pH
kontrollii anaerobik sartlarda gergeklegmisti. En digikk nisin
miktan ise tremenin durmasiyla 7,4 mg/l olarak pH kontrolsiz
anaerobik sartlarda olusmugtur.

De Vuyst (1994), farkli L.lactis subsp. lactis suslan ile
yaptifs denemede nisin {iretimini arttirmak igin daha farkh bir yol
onermistir. Buna gore nisin dretim ve bagigiklik oOzelliklerinin
genetik olarak baglantili oldugundan dolay: kendi drettifi tirime
daha fazla direng gdstererek digiik nisin tretim kapasitesine sahip
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susun daha fazla nisin idretme yetenegi kazandirmamn miimkin
olacagin belirtmigtir. Bu durum Qiao et al. (1997) tarafindan nisine
kars1 direnci eritromisin ile artinlmg L.Jactis LAC 48 susunun
nisin Gretiminin parent susa gore daha fazla oldugu seklinde
gosterilmigtir.

2.1.3.1.4 Nisin iireten L.lactis izolasyonu ve nisin
aktivitesi tayini

-Laktik asit bakterilerinin drettikleri inhibitér maddelerin
saptanmasinda cesitli yontemler kullamimaktadir. Buntann gogu
inhibitdr maddelerin kati kiltir ortama difiizyonu ve bu ortamda
bulunan  duyarli- - organizma  geligmesinin  inhibisyonuna
dayanmaktadir (Kociubinski et al., 1996). Agar difiizyon yontemi,
laktik asit bakterileri tarafindan retilen, agar iginde kolayhikla
difize olabilen inhibitor maddelerin saptanmasinda kullanilan
uygun bir yontemdir ve kalitatif olarak bakteriyosinojenik suglarm
taranmasinda kullamlmaktadir.

Spelhaug and Harlander’in (1989) yaptiklan bir ¢ahigmada
bakteriyosin treticisi olduklan bilinen laktik asit bakteri suglarinin
bakteriyosine bagh inhibisyonunun saptanmasinda  nokta
inokiilasyon agar difiizyon yonteminden ve bu yontemin
givenirliligini etkileyen besiyerlerinden bahsedilmistir. L.Jactis
subsp. lactis 11454 (nisin iireticisi) ve bakteriyosin dfreticisi
olmayan L.lactis subsp. lactis LMO0230 (negatif kontrol)
kiltirlerinin 10 mM Tris-HClI’de (pH: 7) hazirlanan 10 kat
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(tenfold) dilisyonlan M17-G (%0,5 glukoziu M17), Brain Heart
Infusion (BHI) ve MRS Agar ortamlanna nokta inokiilasyon
yapilmis ve inkibasyondan sonra Uzerine indikator
mikroorganizma olarak L.monocytogenes 38 igeren yan kati BHI
Agar dokiilmistir. 30°C’de 20 saatlik inkiibasyon sonrasi petride
olugan zonlar incelenmis, negatif kontrol ile kiyaslandifinda nisin
dreticisi kiltirin MRS Agar’da olusturdufu zonun nisin ve
asitlikten kaynaklandign belirlenmigtir. Negatif kontrol sugunun-
M17-G ve BHI Agarda zon olusturmadifn gorildiigtinden
L.lactis subsp. lactis 11454 susunun bu besiyerlerinde
olusturduklan zonlarin sadece nisine bagh oldugu belirtilmistir.
Harris et al. (1992b), sauerkraut fermantasyonunda rol
oynayan laktik asit bakteri izolatlanmin bakteriyosin retme
yeteneklerini nokta inokilasyon agar diftizyon yéntemi ile
Tripticase Soy Agar kullanarak saptamiglardir. Cesitli indikator
mikroorganizma gruplarina karg: olugan zonlar bakteriyosin {iretimi
agisindan incelenmigtir. Daba sonra yapilan analizler ile
bakteriyosin iireten izolatlanin ikisi nisin treten L.lactis olarak
tamimlanmigtir. Aym ¢aligmada, nisin iireticisi olan suslann nisin
aktivitesi tayininde kiiltir sipernatanti kaynar su banyosunda 1
dakika boyunca isitildiktan sonra seri halde iki kat (twofold)
dilisyonlann (0,02 M HCI ile) hazirlanmigtir. Her bir diliisyon,
petrilerde indikat6r mikroorganizma olarak L.Jactis subsp. cremoris
ATCC 14365 igeren besiyerine aktarilmig ve inkiibe edilmigtir.
Nisin titresi, indikatér mikroorganizmay1 tamamen inhibe eden en
yiksek dilisyonun kargihipn olarak tammlanmis ve mililitredeki
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aktivite birimi (AU/ml) olarak ifade edilmigtir. Benzer sekildeki
nisin aktivite tayini Motlagh et al. (1991) tarafindan da yapilmagtir.
Bu ¢alismada, nisin dreticisi olan L./actis subsp. lactis DL 16
kaltar pH’st 5,5’¢ ayarlamp kaynar su banyosunda 15 dakika
bekledikten sonra elde edilen kiltir preparatinin antimikrobiyal
aktivitesinin nisine bagh oldugu belirtilmigtir. Bu sekilde elde
edilen nisin preparatinin steril deiyonize su ile hazrlanan
dilasyonlan indikator mikroorganizma olarak Lactobacillus
plantarum NCDO 955 igeren besiyerine nokta inokilasyon
yapilarak olusan zonlar incelenmis ve nisin aktivitesi (AU/ml)
hesaplanmgtir.

Zezza et al. (1993), siitten izole edilen laktik asit bakteri
izolatlanmin  bakteriyosin Giretme yeteneklerini MI17 Agar
kullanarak nokta inokiilasyon agar difizyon yontemi ile
saptamglardir. Ancak nokta inokiilasyon isleminden sonra izolatlar
anaerobik inkiibe edilmis ve inkiibasyondan sonra koloniler
kloroform buhan ile 6ldiurilmistir. indikatér mikroorganizma
olarak ¢esitli Clostridium tiirlerine karst olusan inhibisyon zonu
bakteriyosin iretimini dogrulayan sonug olarak belirtilmigtir. Bu
sekilde aktif olan suglar daha sonra yapilan testlerle tammlanmig ve
{i¢ tanesi nisin dreten L./actis olarak belirlenmistir.

Nisin aktivite tayininde agar kuyu difiizyon yontemi de
kullamlmaktadir. Buna gore De Vuyst and Vandamme (1992), De
Vuyst and Vandamme (1993), De Vuyst (1994) ve De Vuyst
(1995) FM’de gelistirilen nisin iireticisi L./actis subsp. lactis NIZO
22186 susuna ait kiltirin 0,02 M HCl’de hazirlanan 10 kat




30

(tenfold) diliisyonunu kaynar su banyosunda 5 dakika beklettikten
sonra santrifij edilerek elde edilen siipernatanttaki nisin aktivite
tayinini Tramer and Fowler'da (1964) belirtildigi sekilde
Micrococus flavus DSM 1790 susu kutlamlarak agar kuyu diftizyon
yontemi ile saptarmglardir. Buna gore, indikator mikroorganizma
inokille edilmis nisin tayin besiyeri (nisin assay medium, NAM)
iceren petrilere belirli ¢apta kuyular agilarak igerisine siipernatant
aktarilmig ve inkiibasyon sonrasi olugan zonlarin ¢aplan daba 6nce
standart nisin ¢ozeltileri (1-10 IU/ml) kullamlarak hazirlanan
standart egri ile kargilaginlmigtir. Chen et al.un (1997) yaptiklan
calismada, MRS Broth’da geligtirilen nisin iireticisi L.Jactis subsp.
lactis CCRC 14016 suguna ait kiltiir, santriftj edilip filtre ile steril
edildikten sonra L.monocytogenes inokile edilmis MRS Agar
iceren petrilere agilan kuyulara sipernatant ve 0,1 M asetat
tamponu (pH: 6) ile hazirlanan seri balde iki kat (twofold)
dilasyonlar geklinde aktanlmugtir. Standart nisin gozeltilen
kullanilarak standart epri ¢izilmis ve nisin miktan regresyon egitlifi
ile hesaplanmistir. -

Nisin disinda bakteriyosin ireten difer laktik asit
bakterilerinin saptanmasinda ve bakteriyosin aktivite tayininde
nokta inokiilasyon agar difiizyon ve agar kuyu difizyon yontemleri
kullanilmaktadir. Nokta inokilasyon agar difizyon yontemiyle
yapilan denemelerde laktik asit bakteri kiltorlerinin  nokta
inokiilasyon islemi MRS Agar (Barefoot and Klaenhammer, 1983;
Thuault et al., 1991; Cintas et al., 1995), M17-G Agar (Dufour et
al., 1991; Ryan et al., 1996), MRS-0,2 Agar (%0,2 glukoziu MRS
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Agar; Schillinger and Licke, 1989) ve TSAYE (glukozsuz
Tripticase Soy Agar + %0,6 maya ekstrakti; Khan et al., 1996)
izerine yapilmigtir. Carminati et al.’un (1989) g¢aligmasinda
belirtildigi gibi notralize olmus, filtre ile steril edilerek ve katalaz
enzimi ilave edilmis siipernatantlar ile, bazi galigmalarda da
nétralize olmus filtre ile steril edilmis siipernatantlar kullamlmigtir
(Giraffa et al, 1990; Piard et al., 1990). Aktivite tayininde
sipernatantlanin  seri  halde iki kat (twofold) dilasyonlan
hazirlanarak bakteriyosin titresi saptanmig ve aktivite birimi (AU)
olarak ifade edilmigtir. Cesitli galigmalarda nokta inokiilasyon agar
difiizyon yontemiyle bakteriyosin iirettifi belirlenen kiltirler agar
kuyu difiizyon yontemiyle dogrulanmig ve aktivite birimi (AU)
saptanmigtir. Bunun igin nétralize olmus, filtre ile steril edilerek
katalaz enzimi ilave edilmig siipernatant (Schillinger and Licke,
1989; Cintas et al., 1995), dializ edilerek ve filtre ile steril edilmis
stipernatant (Barefoot and Klaenhammer, 1983) veya sadece filtre
ile steril edilmis siipernatant (Dufour et al., 1991; Ryan et al., 1996)
kullamlmgtir. Kojic et al. (1991) ise sadece kiiltiir sipernatantini
M17-G Agar izerine agilan kuyu igerisine aktarmis ve galigmada
bakteriyosin aktivite birimi (AU/ml) hesaplanmigtir.

Agar difiizyon yoOnteminin yamisira nisin aktivitesinin
saptanmasinda mikrotitre analiz yOontemi (Zezza et al., 1993),
bioliiminesans yontemi (Waites and Ogden, 1987; Wahlstrom and
Saris, 1999), zit-faz HPLC yo6ntemi (Chinachoti et al., 1997) ve
ELISA yontemine (Falahee et al., 1989; Yusof et al., 1993) ait
calismalar mevcuttur.
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2.1.3.1.5 Nisinin antimikrobiyal 6zellikleri

Diger bakteriyosinler gibi nisinin mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal etkisi simrhidir. Gram-negatif bakteriler, maya ve
kiifleri inhibe etmedigi halde,: gram-pozitif bakterilere 6zellikle
spor olugturanlara kars1 inihibitor etki .gostermektedir (Scott and
Taylor, 1981; Magdoub et al., 1984; Henning et al., 1986; Ogden,
1986; - Ogden et al., 1988; Splittstoesser and Stoyla, 1989;
Bayoumi, 1991; Daeschel et al., 1991; Kanatani et al., 1992; Zezza.
et al., 1993; Ariyapitipun et al., 1999; Beard et al., 1999; Steeg et
al., 1999).

Spor olusturmalan nedeniyle gida endistrisinde Gnemli
bakterilerden olan Bacillus ve Clostridium turlerine kars1 nisinin
antimikrobiyal etkisi ile ¢esitli caligmalar yapilmigtir. Bu
caligmalarda -hem hiicrelerin canh kalma, gelisme hem de efer
toksin iireten suslar ile gahgiliyorsa toksin diretimine nisinin etkisi
aragtinimgtir. '

Oscroft et al. (1990), 95°C’de 15 dakika sire ile 1sisal strese
maruz kalan Bacillus spp. (Bacillus cereus CRA 193 + Bacillus
licheniformis CRA 219 + Bacillus spp. CRA 190 + Bacillus spp.
CRA 220 + Bacillus spp. CRA 128) sporlanimin ( 10%ml) 1000
IU/ml nisin iceren ortamda pH 6’da 5. ginden sonra iliremeye
baglayabildigini  bildirmiglerdir. Buna karsin pH 5,7’ye
dugaraldaginde ise 250 IU/ml nisin igeren ortamda gelisme ancak
43 giin sonra baslayabilmigtir. Baglangigtaki spor sayis1 azaldik¢a
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daha az konsatrasyondaki nisinin spor geligimini onledigi de
belirtilmigtir.

Beuchat et al. (1997), farkli nisin konsantrasyonlaﬁ igeren
BHI Broth ve et sosuna inokiile edilen B.cereus vejetatif hiicreleri
(10°ml) izerine 1 pgml gbi az miktardaki nisin
konsantrasyonunun et sosundaki o6ldiriicii etkisinin, BHIB’daki
etkiye gore daha az oldugunu belirtmiglerdir. Bunun nedeni et
sosunu hazirlarken nisinin et pargalan iizerine baglanmasi ya da et
sosunda  B.cereus’un geligimini etkileyen yag asitleri, seker, tuz
ve nigasta gibi maddelerin bulunmasi seklinde agiklanmigtir. Ayrica
¢aliymada 8 ve 15°C’de 14 giin depolanan et sosunda hem B.cereus
vejetatif hicreleri (107/m1) hem de sporlarmin (10”/ml; inokiilasyon
oncesi 80°C’de 5 dakika isil islem uygulanmis ) neden oldugu
toksin olujumunun 8°C igin 1 pg/ml, 15°C igin 5 pg/ml
konsantrasyonlarindaki nisin ile tamamen inhibe oldugu da
agiklanmgtir.

Wandling et al. (1999) yaptif1 galismada mililitresinde 10’
B.cereus veya B.stearothermophilus sporlar (inokiilasyon oncesi
100°C’de 15 dakika 1sil islem uygulanmig) iceren siite farklt
oranlarda nisin (2000, 4000 IU/m1) ilave ederek, her iki bakteri igin
farkli sicakliklarda D degerlerini saptamiglardir. Denemenin
sonucunda nisin ilavesinin kontrol dmeklere kiyasla D degerini
azalttig1 gorilmiigtir.

Nisinin Clostridium botulinum tip A, tip B ve tip E
sporlarimin geligmesinin 6nlenmesinde etkili oldugu ¢ahgmada, tip

E sporlannin nisine en duyarli, tip A sporlanimin ise en direngli
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olduklari bulunmustur. (Scott and Taylor, 1981). Aym ¢ahgmada,
tip E sporlarinin 7 ginlik inktibasyon sonrasi ortamda fremenin
onlenmesi igin baslangi spor yikine (10%/ml, 10*ml) bagh olarak
gerekli nisin miktar: 50-1000 TU/ml iken, tip B sporlan igin bu
degger 500-2000 IU/ml, tip A sporlan igin ise mililitrede 1000-2500
IU’den fazla olarak saptanmustir. Daha 6nce yapilan galigmalarla
kiyaslandiginda genel olarak Clostridium sporlanmin Bacillus
sporlarina gore nisine daha direngli olduklan aragtirmacilar
tarafindan agiklanmagtir. '

Taylor et al. (1990), morina ve ringa filetolan ile sicak
tutsiileme uygulanmig uskumru filetolanmn graminda 250, 500 ve
1000 IU nisin olacak sekilde omeklere nisin gozeltileri sprey
ederek, anaerobik ortamda C.borulinum tip E sporlan inokile
etmislerdir. Her 3 balik tura igin 10°C’ de depolanan dmeklerde
toksin Gretiminin 26°C’de depolanan omeklere gére daha uzun
sirede ve daha az nisin konsantrasyonu kullamimasiyla ortaya
ciktify belirtilmigtir. '

Roberts and Zottola (1993) calismalarinda C.sporogenes
sporlan iizerine nisinin etkisini krem peynir yapiminda nisin {reten
kiltir kullanarak gostermislerdir. Bu amagla C.sporogenes sporlan
(10*/g) inokiile edilen pastorize eritme peynirlerinin 22 ile 37°C’de
depolanan ve nisin igeren partisinde (%53 nem igeren peynirlerde
387 IU/g; %60 nem igeren peynirlerde 301 IU/g) gaz olusumu
ve/veya koti koku olusumu ile bozulmanin baslamasimin ticari
starter kiltiir kullanilarak yapilan krem peynirlerine gore daha uzun
zaman sonra ortaya gkt goOsterilmigtir. Genel olarak 37°C’de
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nisinin koruyucu etkisinin 22°C’ye gore daha az oldugu da
belirtilmigtir.

Onemli gida kaynakhi patojenlerden olan Listeria
monocytogenes ve diger patojenler lizerine nisinin etkisini gosteren
cesitli caligmalar yapilmugtir.

Chung et al. (1989), sifir etini dnce nisin ¢ozeltisine (10*
IU/ml) daha sonra ayn ayn L.monocytogenes, Staphylococcus
aureus, ' Salmonella typhimurium: ve Pseudomonas aeruginosa
igeren bakteri kiltarime (107/ml) daldirdigs gibi diger bir denemede
et omeckleri Once bakteri kultirii sonra nisin ¢ozeltisine
daldinlmistir. Her iki deneme sonucunda L.monocytogenes ile
S.aureus tUzerine nisinin onemli derecede (p<0,05) inhibitor

etkisinin ilk 2 dakika igerisinde meydana geldifi saptanmgtir..

Gram-negatif bakteriler agisindan nisinin onemli etki yaratmadig
gorilmigtiir. Buna benzer sonug Motlagh et al. (1991) tarafindan
disk yontemi ile yapitlan denemede -elde edilmistir. Listeria
tirlerine ait 11 sus ile S.typhimurium, S.anatum, E.coli, Aeromonas
hydrophila ve Yersinia enterocolitica kiltiirlerini ayn ayn igeren
ortamda Listeria tiirlerine ait 11 susa karst L.Jactis subsp. lactis DL
16 tarafindan tretilen nisin iceren preparat (600 AU/20ul) ve
Nisaplin (Nisinin ticari adi; 20000 AU/20ul) tarafindan inhibisyon
zonu olustufu ancak gram-negatif bakterilere karst zonun
goriilmedigi belirtilmistir. Bu denemelerin yamisira Chung et al.
(1989) tarafindan 5 ve 37°C°de depolanan 6nce nisin ¢bzeltisine
daldinhip sonra yapay inokiilasyon yapilmig etler Gzerine nisinin
dagitk sicaklikta kontrol orneklere kiyasla daha etkilhi oldufu
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belirtilmistir. Aragtrmacilar nisin aktivitesinin zamanla azaldigim
ancak bu azalmamn yiksek sicaklikta daha fazla olduBunu
belirtmisler ve nisinin et Gizerinde koruyucu etki yaratmasimn tek
bagina yeterli olmadigim agiklamiglardir.

Dean and Zottola (1996) ise sogufa direngli
L.monocytogenes’in canh kalma stresini dondurmada incelemisler
ve -18°C’de 3 ay boyunca depolanan nisin ilave edilmeyen
dondurma 6meklerinde L.monocytogenes sayisinin (103/g)
degismeden kaldign halde dondurma miksine 535 IU/g olacak
sekilde Nisaplin ilave edilen 6meklerde L.monocytogenes sayisinin
onemli derecede (p<0,05) azaldigim gostermislerdir Bu azalmanmmn
%3 yagh dondurmada, %10 yagh dondurmaya gore daha fazla
oldupu belirtilmistir. Bunu nedeni, yagin bakteri hiicrelerinin
dondurma igleminden gelen hasara karsi koruyucu etki gostermesi
seklinde agiklanmigtir.

Laktik asit bakterileri (LAB) birgok gidanin bozulmasindan
sorumlu  olan mikroorganizma gruplandir. Genel olarak
bakteriyosinler diretici bakteriye yakin tirlere kars: bakterisidal etki
gosterdiklerinden dolayr nisinin besiyeri ortamimn haricinde
degisik gmda gruplannda LAB’ne karst inhibitor etki gosteren
ornekler mevcuttur.

Kalra and Dudani (1975) yogurt yapuninda yogurt kaitard
(%3) ile birlikte %1 oramnda nisin ureten kultir (L./actis-4)
kullammnin, Lb.bulgaricus Uzerine etki gostererek fazla
miktardaki asit iretiminin baskilandifi bildirmiglerdir. Boylece
yogurt kalitesinin 22°C’de 72 saat, 30°C’de isec 48 saat kadar
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korundugu aragtirmacilar tarafindan agiklanmistir. Gupta and
Prasad (1989) ise caligmalannda, kati yogurt tretiminden sonra
farkli oranlarda nisin ilave ederek akiskan yogurt elde etmislerdir.
Kontrol (nisin igermeyen) 6mekleri 18-22°C’de 3. giinde duyusal
olarak kabul edilemez olarak belirlendigi halde, 100 RU/g nisin
ieren yogurt omeklerinin lezzet, yapi ve kivaminda fazla
degisiklik olmadan 7 giine kadar tiiketilebilecedi saptanmgtir.
Collins-Thompson et al. (1985), degisik kirlenmis et
trinlerinden izole edilen 30 adet LAB susunun (10°/ml; Lb.lactis,
Lb.plantarum, Lb.brevis, Lb.viridescens, Lb.mesenteroides ve
atipik laktobasiller) birgogunun maksimum 25 IU/ml veya daha az
konsantrasyonda  nisin  igeren ortamda  gelisebildigini
bildirmislerdi. Buna karsin Lb.plantarum, Lb.lactis ve
Lb.viridescens suglannin ise daha direngli olduklan bulunmustur
(50 IU/ml). Lb.brevis’in bir sugunun ise 250 IU/ml nisin igeren
ortamda geligebildigi gorilmugtir. Ogden and Tubb’in (1985)
yaptif1 ¢alismada goBu bira zararlis1 olan 149 bakteri susu ve 12
bira mayasimn nisin duyarlilif1 agar kuyu difiizyon yontemi ile test
edilmigtir. Buna g6re gram-pozitif bakterilerinin  biiyik
cofuniugunun (%92) nisine, (100 IU/ml kuyu) kars1 inhibisyon
zonu olugturdugu, 32 gram-negatif bakteri sugu ve bira mayalarimn
ise zon olusturmadift gorilmiigtir. Buna benzer bir ¢alisma
Radler’in (1990) sarap, Gziim ve asma yapraklanndan izole ettifi
LAB suslan (Pediococcus, Lactobacillus, Leuconostoc spp.)
tzerine yapilmig ve LAB’nin yaklagik %82’sinin 10 IU/0,1ml nisin
konsantrasyonunda 1¢cm’den biiyiik zon olugturduBu belirtilmigtir.
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El-Bedaway et al. (1985) yaptiklan ¢aligmada bir gesit tath
su bah@1 olan 7Zilapia nilotica +4°C’de depolanmadan 6nce nisin
¢ozeltilerine (500-1000 RU/g, 20 ve 30 dakika ) daldinlmigtr.
Genel olarak nisin ile muamele edilen 6rneklerde toplam canly,-
koliform, LAB sayimlarinin kontrol 6meklere kiyasla daha disik
oldugu, kiif ve maya sayimlan .iizerine ise nisinin etkili olmadi: -
bulunmustur. 12 gin sonunda kontrol Srneklerine ait sayimlar
(toplam canh, koliform, LAB) 10’-10%/g arasmnda degisirken 1000
RU/g, 30 dakikalik uygulamaya ait sayimlar kontrol érnege gére 1-
1,5 logaritmik birim azalma gdstermigtir.

Joosten and Nunez (1996), Manchego peynir yapiminda
stite nisin dreten L.Jactis ESI 561 susu ile histamin iireticisi olan
Lb.buchneri St 2A susu (1,9; 19; 190/ml) inokiile etmiglerdir.
14°C’de 4 ay depolamadan sonra kontrol 6reklerde Lb.buchneri St
2A sayisi 10°-10%g arasinda degisirken, L.lactis ESI 561 sugu
kullamilarak dretilen peynirlerde Lb.buchneri sayisi <100/g,
histamin miktar ise <10 mg/kg olarak saptanmugtir.

Davies et al. (1999), Bolonya tipi sosis miksine, nisin (25
ug/g) ile birlikte son konsatrasyon 10*/g olacak sckilde LAB
kansimi  (Lb.curvatus, Lb.sake, Leumesenteroides subsp.
mesenteroides, Leu.carnosum) ilave etmiglerdir. Sosis omekleri
vakum paketlenerek 8°C’de inkiibe edildiklerinde kontrol
orneklerinin (nisin igermeyen) 7 gin iginde bozulurken (LAB
sayist 210%/g), nisin igeren 6rneklerin 50 giinden fazla bozulmadan
kaldig: tesbit edilmistir.
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1990 yilindan sonra yapilan galigmalarda nisinin baza gram-
negatif bakterilere karsi etkili oldupu belirtilmistir. Ik olarak
Blackburn et al. tarafindan gram-negatif bakterilerin geligimini
onlemek igin nisin kullanilmig ve yapilan galijmada nisinin selat
yapma ozelligine sahip maddeler ile birlikte kullamldiginda gram-

negatif bakterilere kars: etkili oldugu saptanmugtir (Vandenbergh,

1993).

Stevens et al. (1991), 20 adet Salmonella tirleri (10/ml) ile
diger gram-negatif bakterilerinin (10"/ml; Enterobacter aeragenes,
Shigella flexneri, E. coli, Citrobacter freundii) 50 pg/ml nisin ve 20
mM EDTA igeren ortamdaki sayilarinda 37°C’de 30 ve 60 dakika
sonra 2,5-6.9 logaritmik birim azalma kaydederken, sadece nisin ya
da EDTA igeren ortamda bakterilere ait sayimlarda degisiklik
gorilmemigtir. Aragtirmacilar nisin ve EDTA kombinasyonu
tarafindan meydana gelen inhibisyonun zamana bagh bir olay
oldugunu bildirmislerdir.

Shefet et al. (1995), tarafindan yapilan bir ¢alismada, nisin
+ EDTA uygulamasina direncli S.#yphimurium NAR hiicreleri (10°-
10°/m1) tavuk derisine inokiile edildikten sonra drnekler nisin (100
ug/ml) bazh farkh konsantrasyonlarda selat yapict maddelerden
EDTA ve sitrik asit ile yiizey aktif madde olan tween 20 igeren
cozeltiler ile 20 ppm klor ¢ozeltilerine daldinlmistir. Nisin igeren
¢ozeltilere daldinlan deri 6rneklerinden sayim (¢alkalama yontemi
ile yapilmsg) alinan en yitksek Salmonella sayis1 10%*/m1 iken, klor
iceren gozeltiye daldinlan omekte bu sayi 10*"*/ml olarak
saptanmmstir. Aym sekilde uygulama sonrasi ¢ozeltilerden sayim
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alindiginda da en yiiksek Salmonella sayisi klora ait uygulamada
bulunmustur (10%*'/ml). Arastrmacilar, dezenfektan olarak genis
kullamm alanina sahip olan klorun nisin igeren formiilasyonlara
gore daha az etkili oldugunu ve (100 pg/ml nisin; 5 mM EDTA,
%3 sitrik asit; %0,5 tween 20; pH, 3,5) formiilasyonun
dekontaminasyon igin en etkili oldugunu bildirmisleridir.

Sonug¢ olarak, nisinin sahip oldufu antimikrobiyal
ozelliginin belirli kriterlere bagh oldufu soylenebilir. Ortamn
pH’s1, sicaklifa, besin komposizyonu, hedef mikroorganizmamn
tird, ortamdaki nisin konsantrasyonu bu kriterler arasinda
sayilabilir. Koruyucu olarak nisin kullanilarak belirli bir gidanin raf
omriniin uzatlmas: isteniyorsa, raf Omri boyunca hedef
mikroorganizmanin ve/veya mikroorganizmalanin geligmesini
engelleyecek kadar ortamda nisin bulunmas: gereklidir. Bilindigi
gibi depolama boyunca nisin miktarinda kayiplar gorilmektedir.
Bu kayiplar 6rnegin yitksek pH, yiiksek sicaklik gibi durumlarda
daba fazladr. Aym zamanda ortamda bulunan baz
mikroorganizmalann sahip oldugu proteolitik enzimler (nisinaz
aktivitesi) yiiziinden, nisin inaktif duruma gelmektedir.

Baz1 gida sistemlerinde 6megin et igin nisin uygulamasinin
uygun olmadif belirtilmistir. Bu durum, etin heterojen bir yapida
olup nisinin bu gida grubu i¢in diizgiin bir dagilim gostermemesine
ve nisinin et proteinleri ile bag olugturarak aktivitesinin azalmasi
seklinde agiklanmuigtir. Hem yukandaki nedenlerden dolay: hem de
maliyet agisindan nisinin tek bagina yeterli olmadifi durumlarda
bagka koruyucularla birlikte kullamimasi 6nerilmektedir.
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2.1.3.1.6 Nisinin gidalarda kullanim alanlan -

Nisin dasiik konsantrasyonlarda siit ve peynir gibi gidalarda
dogal olarak bulunmakta ve herhangi bir hastalik etkisi yaratmadan
insanlar tarafindan tiketilmektedir. Nisin ile yapilan akut toksisite
ve dogal olarak tikketilen miktardan 100 kat daha fazla alinarak
yapilan uzun doénem toksisite ¢aligmalart, nisinin toksik etkisinin
olmadifim gostermigtir (Delves-Broughton, 1987). Kilogram viicut
afirthg basgina 3300000 IU nisinin (82,5 mg) olumsuz etki
yaratmadifn bu ¢aliymada gosterilmigtir. Sicanlarda nisinin oral
toksisitesi ise oldukga dugiktir (LDsp: 7 g/kg; Bierbaum and
Sahl 1993). Nisin viicuda alindiktan sonra barsaklardaki sindirim
enzimleri tarafindan lzh bir gekilde inaktive olur. Yapilan bir
¢aligmada nisin iceren sivimin tiiketilmesinden 10 dakika sonra
insan tikriigtinde nisin saptanmamstir (Delves-Broughton, 1990a).

1969 yilinda FAO/WHO ortak komitesi tarafindan nisinin
gida katkis1 olarak kullamilmasina izin verilmig olup diinyada
50’nin  Gzerinde ilkede givenli ve etkili bir gekilde
kullamlmaktadir (Roller, 1991; Gorris, 1994; Roller and
Lusengo,1997). 1988 yilindan beri FDA tarafindan pastorize iglem
gormiis peynirlerde C.botulinum sporlannin gelismesinde ve toksin
olusumunu o6nlemek amaciyla GRAS (Generally Regarded As
Safe) olarak kullammina izin verilmigtir (Roberts et al., 1992;
Gorris, 1994). Avrupa Birligi ilkelerinde ise irmik ve tapioka
pudingler, olgunlagtinlmig ve islem gormiis peynirler ile eksitilmis
kremada nisin (E 234) kullammina izin verilmektedir (Roller and
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Lusengo, 1997). Ulkemizde de halen Avrupa Birligi ilkelerinde
gecerli olan gidalarda agafida belirtilen miktarlarda (maksimum
doz) kullanilmaktadir (TGKY, 1997):

frmik ve tapioka pudingler
ve benzer trinler : 3 mg/kg

Olgunlagtiriimig ve iglem
gormiis peynirler :12,5mg/kg (Bazi peynirlerde fermantasyon

sonucu bulunur.)

Eksitilmis krema : 10 mg/kg

Nisin ticari olarak uretilen tek bakteriyosin olup,
ingiltere’de “Nisaplin” acd altnda Aplin and Barrett Ltd. girketi
tarafindan dretilmektedir. Cizelge 2.5’te 1989 yilinda Aplin and
Barrett Ltd. sirketi tarafindan yayinlanan ve bazi iilkelerde izin
verilen maksimum nisin miktarlan ile kullamldign  gidalar
gosterilmistir (Delves-Broughton, 1990a). Cizelge 2.5°ten de
goruldigi gibi nisinin yasal olarak kullamldify gidalar daha gok siit
ve sit drimleri ile baz konserve gidalar olmasma karsin nisinin
birgok gidada uygulanabilirligi konusunda ¢ahigmalar devam
etmektedir.
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Cizelge 2.5 Baz iilkelerde nisin kullanimina izin verilen gidalar ve

maksimum nisin miktarlan (Delves-Broughton, 1990a).

Ulke

Gida

Maksimum miktar

(IU/g)

Cegsitli iglem goérmiig
eritme peynirler

10060

Arjantin

Islem gormiis peynir

500

Avustralya

Peynir
Konserve domates

Konserve domates piiresi

ve salgasi
Konserve ¢orbalar

Sinirsiz

Bulgaristan

Peynir

Taze baliklan
depolamada
kullanilan buz

200 mg/kg

Cekoslovakya

Hububat triinleri
Mayonez

Islem gormis peynir
Hazir gidalar
Yari-hazir gidatar
Konserve sebzeler
Bebek gidalan

500

Katar

Siit ve siit Griinleri

Simirsiz

Polonya

Olgunlagtiimis peynir

4000

Singapur

Peynir

Sinirsiz

Konserve gidalar



Blok ve eritme peynirleri bakteriyel sporlarin geligmesi ve
¢imlenmesi ile birlikte bozulmaya maruz kalilar. - Baghca
bozulmaya neden  olan bakteriler arasinda C.sporogenes,
C.butyricum ve C.tyrobutyricum sayilabilir nadiren Bacilllus tirleri
de goralmektedir (Delves-Broughton and Gasson, 1994). Bu
bakteri sporlan g¢ogunlukla silajdan ¢if site bulagilar ve
pastdrizasyon sirasinda canhbiklanm korurlar (Eckner, 1992).
Bunun yaminda C.borulinum da potansiyel tehlike durumundadr.
Peynirlerde bakteri tipi ile birlikte, spor yiikii, 151l islemin derecesi,
peynirin  pH’si, peynirin komposizyonu, depolama siiresi ve
depolama sicaklifi -nisin ilavesine etki eden faktorleri
olusturmaktadir (Delves-Broughton and Gasson, 1994). Bunun
yanmisira nisin Greten kiiltir kullanarak peynir yapimma ait
cahismalar da mevcuttur. Ihman iklime sahip ve yetersiz
sofutmadan dolay: raf 6mrii problemleri olan tlkelerde tiketicilere
iyi kalitede sit saflamak zor olmaktadwr. Isiya direngli bakteri
sporlan icerebilen gerek pastorize gerek steril siitlere nisin ilavesi
siitlerin raf 6mriniin uzatiimasinda yeterli olabilmektedir (Delves-
Broughton, 1987). Bunun yamsira sitli tathlar ile yogurt
yapiminda da nisin kullamimasiyla iiriinlerin raf 6miirlerinde artis
saglanabildifi gosterilmistir (Vandenbergh, 1993). Yogurt
yapmminda yogurt kiiltiirii ile birlikte nisin Greten kiltir kullanarak
raf 6mriiniin uzatilmasina ait ¢aligmalar da bulunmaktadir.

Nisinin stabilitesi ve aktivitesi azalan pH ile arttifindan
nisin, aside toleransh bozulma yapan floray: kontrol altina almak
igin yitksek asitli (pH<4,5) konserve gidalarda kullamldigi gibi,
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dugitk asitli (pH>4,5) konserve gidalarda da koruyucu olarak
kullanilmaktadir (Hurst, 1978; Delves-Broughton, 1990a). Genel
olarak dustik asitli konserve gidalarda C.botulinum sporlarm yok
edecek 1s1l iglem uygulamas: gereklidir. Bu organizmanin suglan
diger Clostridium tirlerine gére nisine daha duyarhdir (Hurst,
1978). Ancak bazi bozulmaya neden olan termofilik bakteriler
(B.stearothermophilus, C.thermosaccharolyticum), C.botulinun’ dan
daha fazla 1siya direngli olduklanindan, konserve gdalar
C.botulinum sporlanm yok etmek igin uygulanan 1s1l islemin
6tesinde bir 151l igleme tabi tutulurlar. Bu sekilde gidalann doku, tat
ve goriniglerinde 1sil zararlar ortaya ¢ikabilir Ancak- bu
organizmalar da nisine karsi duyarh olduklan igin, nisin
kullamlarak konserve gidalarda termofilik bozulmalar kontrol
altina alabilir ayrica ekstra 1s1l iglem uygulanmasi onlenmiyg olur.
Isil iglem boyunca yiiksek pH ile birlikte (pH>4,5) nisinin yaklagik
%70-90°1 degrade olmasmna ragmen kalan nisin miktari bakteri
sporlarna kars: etkili durumdadir (Delves-Broughton and Gasson,
1994).

Nisinin et ve et irinlerinde uygulanabilirlii, fermente
Grinlerde nisin dreten starter kullanarak ya da nisin ilavesiyle
bozulma yapan floray1 kontrol altina almak veya toksikolojik
agidan nitrit ele alindipinda, nisin kullammiyla nitrit diizeyini
azaltarak C.botulinum’un gelisimini 6nlemek seklinde olabildigi
gibi taze etlerin nisin igeren g¢oOzeltilere daldirarak raf Omrind
uzatmak seklinde de olabilmektedir (Delves-Broughton and
Gasson, 1994). Nisin, konserve gidalar olarak et Grinlerinde zaten
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kullamlmaktadir. Genel olarak, etlerde kullanilan nisin ile degisken
sonuglar olmak mimkiindiir. Bunun nedeni daha once nisinin
antimikrobiyal ézelliklerinde de belirtildigi gibi nisinin et
pargalarina ve yiizeyine baglanmasi, et sistemlerinde homojen
olmayan dafilim, zayif ¢ozinirligia ve fosfolipidlerle etkilegimi
ile agiklanabilir (Delves-Broughton, 1987; Delves-Broughton and
Gasson, 1994).

Ozellikle bira ve sarap iiretiminde laktik asit bakterileri
fermantasyon boyunca geliserek bozulmaya neden olmaktadir.
Bunun sonucunda bulanikhik, asit artis1, kétii lezzet olusumu ortaya
¢ikmaktadir. Yapilan gahigmalarda belirli miktarda nisin ilavesi bira
ve sarap mayalanna zarar vermeden istenmeyen laktik asit
bakterilerinin gelismesini durdurmada yeterli bulunmugtur (Delves-
Broughton, 1987; Delves-Broughton and Gasson, 1994). Biracilikta
diger 6nemli bir konu, kullamlan mayanin kontaminasyonudur.
Mayanin nisin ile yikanmasi sonucu kontamine laktik asit
bakterileri kisa siirede 6lmekte ve asit ile ytkamaya gore mayamn
performansinda da azalma meydana gelmemektedir (Delves-
Broughton and Gasson, 1994).

Nisinin yukanda bahsedilen gidalar yaninda sivi yumurta,
balik ve unlu gidalarda da uygulanabilirligi konusunda ¢aligmalar
yapilmaktadir (Delves-Broughton, 1990a). Gidalarda kullamilan
nisin miktan gidadan gidaya, tilkeden iilkeye degismektedir. Bugin
baz1 iilkelerde nisin, antibiyotik olarak adlandinldig igin gidalarda
kullamimi yasaktir. Ancak nisin bir bakteriyosin olup, givenli bir
koruyucu olarak kullamlmasinda sakinca yoktur. Baz1 gidalarda isil
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islem ile birlikte kullamldiginda, 1s11 islemin azalmasina bagh
olarak proses masraflaninin azalmasina, gidalanin lezzet, goriintii ve
besin degerinin iyilesmesine yardimci olmaktadir. Nisinin
gelecekte de koruyucu olarak kullamimasina devam edilecektir.
Ozellikle genetik yéntemler sayesinde daha genis mikrobiyal
spektruma ve daha fazla aktiviteye sahip olan meodifiye nisin
molekiilleri elde etmek miimkin olacaktir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal
-3.1.1 Kiiltiirler

Nisin @ireten Lactococcus lactis subsp. lactis NCFB 497
(Bundan sonra L.lactis 497 olarak belirtilecektir) ve indikatér
mikroorganizma Micrococcus luteus NCFB 982 (Bundan sonra
M.luteus 982 olarak belirtilecektir) suslan National Collection of
Food Bacteria’dan (NCFB, Ingiltere) liyofilize halde temin
edilmigtir. Diger indikatér mikroorganizmalar L.monocytogenes
Scott A ve S.aureus ATCC 6538 P, EU. Gida Mihendisligi
Bolimi Mikrobiyoloji Laboratuvan (Bomova-IZMIR) kultar
koleksiyonundan sirasiyla yatik Tryptone Soya Agar (TSA) ve
yatik BHI Agar’da, Lactobacillus spp. D17 ise Institiit Fur Hygiene
und Toxikologie (Almanya) boliiminden dik MRS Agar’da temin

3.1.2 Besiyerleri

Laktik asit bakterisi izolasyonunda yapilan 6n denemelerde
besiyeri olarak tamponlanmig Elliker Agar [EA; g/l: tripton (Oxoid,
142), 20; maya ekstrakt: (Oxoid, L21), 5; jelatin (Oxoid, L8), 2,5;
glukoz (Riedel-De-Haen, 16325), 5; laktoz (Oxoid, L70), S;
sakkaroz (Merck, 1.07653.1000), 5; NaCl (Horasan Kimya), 4;
sodyum asetat (Merck, 106265), 1,5; askorbik asit (Merck,
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Art.127), 0,5; agar (Merck, Art.1615), 15 + %04 (w/v)
diamonyum fosfat : Na,HHPO4; Merck, Art.6586 + NaH,P0,4.2H,0;
Merck, 106345], asil denemelerde ise MRS Agar [MRS Broth
(Oxoid, CM 359) + % 1,5 agar] kullanilmigtir (Teuber et al., 1992).

Laktik asit bakteri kiltirlerini aktive etmek igin MRS
Broth, M luteus 982 kiltirinii aktive etmek igin Yeast Glucose
Broth [YGB; g/l: nutrient broth no.2 (Oxoid, CM 67), 25; glukoz
(Riedel-De-Haen,  16325), 5; maya ekstrakti (Oxoid, L21), 3; pH:
6,8] veya BHI Broth (Oxoid, CM 225), L.monocytogenes Scott A
koltarii icin Tryptone Soya Broth (TSB; Oxoid, CM 129) ve
S.aureus ATCC 6538 P kiltiirii igin BHI Broth kullanildigi halde
agar difizyon yo6ntemlerinde indikator mikroorganizmalann
gelismesi i¢in yukanda belirtilen besiyerlerinin % 1,5 agar igeren
katt formlan veya sadece nokta inokulasyon agar difuzyon
yontemine ait asil denemelerde M /uteus 982 kiiltiirimin geligmesi
i¢in yan kati BHI Agar (% 0,75 agar igeren) kullamlmastrr.

Laktik asit bakterilerini stok olarak saklamak igin %10’luk
yagsiz siittozu besiyeri [YSB; g/l: yagsiz siittozu (Pinar siit), 100;
CaCO; (Carlo Erba, 327059), 10; glukoz (Riedel-De-Haen, 16325),
10; maya ckstrakti (Oxoid, L21), 3], Mluteus 982 kiltarini
saklamak igin yatik Yeast Glucose Agar (YGA; YGB + % 1,5
agar), L.monocytogenes Scott A kiiltirima saklamak i¢in yatik
TSA (TSB + % 1,5 agar) ve S.aureus ATCC 6538 P kultirii igin ise
yatik BHI Agar (BHI Broth + % 1,5 agar) kullanilmigtir (Hardie,
1986; Jackman et al., 1990).
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Nokta inokiilasyon agar difiizyon yontemi ile bakteriyosin
direten laktik asit bakterilerinin belirlenmesine ait 6n denemede -
yayma plak yonteminin uygulandifa besiyeri olarak MRS Agar
kullanilmistir. Asil denemelerde igne 6ze ile nokta inokilasyon
isleminin uygulandia ve sapheli bakteriyosin lreticisi laktik asit
bakterisi ile yapilan denemede ise yayma plak ydnteminin
uygulandis besiyeri olarak izolatlann asit wretimini engellemek
amaciyla YGA mn igeriginden glukoz gikarilm§ ve maya ekstrakt:
icerigi ise %0,6 olarak degistirilmis yeast agar (YA) kullamimgtir
(Khan et al., 1996).

Standart egrinin olugturulmasinda yapilan 6n denemede FM
(g/1; sakkaroz (Merck, 1.07653.1000), 10; pepton (Oxoid, L37), 10;
maya ekstrakti (Oxoid, L21), 10; KH,PO; (Riedel-De-Haen,
962815) , 10; NaCl (Horasan Kimya), 2; MgSO4.7H,0 (Riedel),
0,2; pH: 6,8), nisin aktivitesinin saptanmasinda yapilan o6n
denemede L.lactis 497 kiiltariiniin geligimi igin inokilasyon ortami
(FM’nin iceriginden pepton ¢ikanlmig) ve FM kullamlmigtir (De
Vuyst and Vandamme, 1992). Asil denemede ise hem standart
egrinin olusturulmas: hem de kiltirin geliymesi igin MRS Broth
kullamlmgtir.

Standart egrinin olusturulmas1 ve nisin aktivitesinin
saptanmasina ait 6n ve asil denemelerde Tramer and Fowler (1964)
tarafindan onerilen besiyeri olarak NAM [g/l: pepton (Oxoid, 1L.37),
10; et ekstrakti (beef extract; Oxoid, 0126-01), 3; NaCl (Horasan
Kimya), 3; maya ekstrakt: (Oxoid, L21), 1,5; esmer seker (Takita),

1; agar, 15; pH: 6,8; sterilizasyon sonrast %2 oramnda tween 20
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(Merck, Art.822184) ve steril destile su (1:1) ilavesi] veya YGA
kullanilmgtir.

3.2 Yontem

3.2.1 Lactococcus izolasyonu

10 g kat1 veya 10 ml siv1 6rnek almarak 90 m! peptonlu su
(%0,1°lik pepton, Oxoid L37) igine aktanlmistir. Kati 6rnekler 1
dakika boyunca Laboratory Blender Stomacher 400°de homojenize
edilmistir. Hazirlanan 10™lik dilisyondan aym diliisyon sivist
kullamlarak diger desimal dilasyonlar hazirlanmustir. Hazirlanan
dilisyonlardan besiyeri olarak EA veya MRS Agar kullanilarak cift
tabaka yontemi ile ¢ift paralelli ekim yapilmis, ekim yapilan
petriler 30°C’de 3 giin inkibe edilmistir (Sharpe et al., 1966;
Kandler and Weiss, 1986; Teuber et al, 1992). Inkiibasyon
sonunda olusan kolonilerden her 6rnek igin ortalama 5 koloni izolat
olarak MRS Broth’a aktanlmis ve 30°C’de 24-48 saat inkiibe
edilmigtir. Izolatlarn safin ¢izim yontemi (MRS Agar’da) ve
Gram boyama ile kontrol edildikten sonra izolatlara katalaz testi
uygulanmigtir. Bu sekilde gram-pozitif kok seklinde ve katalaz-
negatif olan kiltiirler ‘kok seklinde laktik asit bakterisi’ (KLAB)
olarak YSB’ne almmis ve besiyeri pihtilasincaya kadar 30°C’de
24-48 saat inkiibe edilmistir (Schillinger and Liicke, 1987).
Glukozdan gaz iretimi negatif olan homofermantatif koklar
(KHLAB), farkli sicakliklarda ireme, pH 9,2°de sivi besiyerinde
treme, % 4 NaCl igeren sivi besiyerinde iireme, arginin hidrolizi ve
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karbonhidrat fermantasyon testlerinin bolim 3.2.3°de belirtilen
sonuglarina gore “L.lactis olma olasihfr yiksek kiltirler” olarak
YSB’ne ahinmug ve pihtilagincaya kadar 30°C’de 24-48 saat inklbe
edilmistir (Mundt, 1986; Schillinger and Liicke, 1987).

Boylece EA kullamlarak 2 adet ¢ig sit 6rneginden 32 izolat,
MRS Agar kullamlarak 68 adet peynir, 14 adet ¢if sit ve 1 adet
beyaz lahana olmak izere toplam 83 6rnegin 67 sinden 273 izolat
elde edilmistir.

3.2.2 Kiiltiirlerin hazirlanmasi

Liyofilize L.lactis 497 kiltirine 0,5 ml MRS Broth ilave
edilerek bu kansim 10 ml MRS Broth’a aktanilmig ve 30°C’°de 48
saat inkiibasyona birakilmistir. Bu sekilde aktive edilen L.lactis 497
kiltara MRS Broth’a %2 oraninda inokile edilerek 30°C’de.24
saat ikinci kez inkiibasyona birakilmugtir. Daha sonra, ikinci kez
aktive edilen bu kiltir YSB’ye %2 oramnda inokile edilerek
30°C’de 24 saat inkiibe edilmis ve stok kiltir olarak buzdolab
kogullarinda saklanmigtir (Hardie, 1986). Liyofilize M.luteus 982
kiiltiiriine 0,5 ml YGB ilave edilerek siispanse edilmistir (Jackman
et al., 1990). Bu kangim 10 ml YGB’ye aktanlmig ve 30°C’de 48
saat inkiibe edilmigtir. Aktive edilen Mluteus 982 kultari %2
oraninda YGB’ye inokiile edilerek 30°C’de 48 saat ikinci kez
aktive edilmigtir. Daha sonra kiiltir, yabhk YGA’ya inokiile edilerek
30°C’de 2-3 giin inkiibasyona birakilmig ve stok kiltir olarak
buzdolab: kosullannda saklanmigtir.
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Stok laktik asit bakteri kiltiirlerini aktive etmek i¢in MRS
Broth’a %5°lik (dik MRS Agar’da temin edilen Lactobacillus spp.
D17 kultirinii aktive etmek igin MRS Broth’a igne 6ze ile),
Mluteus 982 kiiltiriing aktive etmek igin YGB’ye veya BHI
Broth’a, L.monocytogenes Scott A kiltiri igin TSB’ye ve S.aureus
ATCC 6538 P kiltura i¢in ise BHI Broth’a birer 6ze dolusu ekim
yapilarak laktik asit bakterisi igeren tiipler 30°C’de 24 saat,
digerleri 30°C’de 48 saat inkiibe edilmigtir.

Izolatlarin tammlanmasinda  kullamlan  biyokimyasal
testlerde, stok laktik asit bakteri kiiltirleri bir kez aktive edildikten
sonra yatik MRS Agar’a alinarak 30°C’de 24 saat inkiibe edilmis
ve biyokimyasal test ortamlanna inokiiliim olarak kullanilmigtir.

Standart efrinin olugturulmasi1 ve nisin aktivitesinin
saptanmasina ait 6n ve asil denemelerde kullamlmak tizere YGB’de
canlandinlan M luteus 982 kiiltiirit yatik YGA’ya inokile edilerek
30°C’de 24 saat inkiibe edilmigtir. Geligen kiiltiriin fizerine 7 ml
steril fizyolojik su (% 0,85 NaCl iceren saf su) ilave- edilerek
suspanse edilmis ve steril fizyolojik su kullanarak kiltir 10 kat
seyreltilmistir (Tramer and Fowler, 1964). Boylece M.luteus 982
kaltiri NAM ve YGA’ya inokillasyon i¢in hazir duruma
getinlmigtir.

3.2.3 izolatlarmn tammlanmasi

Izolatlann tammlanmasi Cizelge 3.1°deki semaya gore
yapilmigtir.
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Cizelge 3.1 Izolatlann L.Jactis subsp. lactis olarak tammlanmasinda
kullamlan testler (Mundt, 1986; Schillinger and Liicke, 1987;

Teuber et al., 1992).
Gram reaksiyonu Gram-pozitif, kok
Katalaz iiretimi negatif
Glukozdan gaz firetimi negatif
10°C’de tireme pozitif
40°Cde iireme pozitif
45°C’de iireme tgegatif
pH 9,2°ds siv1 besiyerinde treme pozitit
%4 NaCl igeren siv1 besiyerinde fireme pozitif
Arginin. hidrolizi pozitif
Dekstrinden asit trefioi negatit
Rafinozdan asit tiretimi negatif
Ramnozdan asit firetimi negatif
Ribozdan asit tiretimi pozitif
Sorbitoelden asit iiretimi negatif
%0, 1 metilen mavisi igeren siitte iireme pozitif
%A0 safra iceren ortamda iireme pozitif
izopren kinon tiretimi pozitif
Sitrattan CO, iiretimi negatif
Diasetil ve asetoin iiretimi negatif
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3.2.3.1 Katalaz testi

Temiz bir lam Gzerinde %10’luk H,0, ¢ozeltisinden 1
damla, yatik MRS Agar’da gelismis 6ze dolusu kultirr ile siispanse
edilmis ve gaz kabarciklan ¢ikigt gozlenmigtir (Harrigan and Mc
Cance, 1976). Gaz kabarciklanmn gozlenmesi katalaz-pozitif
olarak degerlendirilmigtir.

3.2.3.2 Glukozdan gaz iiretimi

Denemede, iceriginden sitrat ¢ikanimg durham tipi
bulunan MRS Broth besiyeri olarak kullanilmgtir (Schillinger and
Licke, 1987). Ekim yapilan tiipler 30°C’de 3 gin inkiibasyona
birakilmistir (Boubekri and Ohta, 1996). Glukozdan gaz Gretimi
durham tiiplerinde gaz olugumu ile gézlenmistir.

3.2.3.3 Farkh sicakhiklarda iireme

fcerisinde MRS Broth bulunan tiplere ekim yapilmigtir
(Schillinger and Licke, 1987). Tapler 45°C’de 3 gin, 10°C’de 7
gin ve 40°C’de 3 gin inkibe edilmistir (Ledford and Brown,
1979). 40°C ve 45°C’deki denemeler su banyosunda
gergeklestirilmigtir. Inkiibasyon sonrasi bulamklik gézlenen tupler
pozitif olarak degerlendirilmigtir.
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3.2.3.4 pH 9,2’de siv1 besiyerinde iireme .

pH’s1 steril 1 N ve 0,1 N NaOH ile 9,2°ye ayarlanmig MRS
Broth kullamlmugtir. Ekim yapilan tipler 30°C’de 2 gin
inkiibasyona birakilmistir (Ledford and Brown, 1979; Schillinger
and Licke, 1987). Inkiibasyon sonras: bulamklik goézlenen tipler
pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.2.3.5 %4 NaCl igeren siv1 besiyerinde iireme

MRS Broth’a %4 oraminda NaCl (Horasan Kimya) ilave
edilerek besiyeri hazirlanmigtir. Tipler ekim yapildiktan sonra
30°C’de 3 gin inkiibe edilmigtir (Boubekri and Ohta, 1996).
Bulaniklik gozlenen tipler pozitif olarak degerlendirilmigtir.

3.2.3.6 Arginin hidrolizi

Denemede, igeriginden glukoz ve et ekstrakt (lab.lamco
powder; Oxoid, L29) ¢ikarilmis ve %0,3 oraninda arginin (Merck,
Art.1542) ve %0,2 oraninda sodyum sitrat (Riedel-De-Hacen,
25116) ilave edilmis MRS Broth kullamlmigtir (Schillinger and
Licke, 1987). Ekim yapilan tiipler 30°C’de 2 gin inkibe
edilmigtir. Inkiibasyon sonrasi kiltirin 1 ml’si temiz bir test
tipiine aktarilarak izerine 1 ml Nessler ayiraci ilave edilmigtir.
Kahverengi veya portakal kirmizisi renk olusumu pozitif olarak
degerlendirilmistir (Harrigan and Mc Cance, 1976).
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3.2.3.7 Karbonhidrat fermantasyon testleri

Bazal besiyeri olarak iceridinden glukoz ve et ekstrakti
¢tkanlmis ve %0,004 oraninda bromcresol purple (Merck,
Art.3025) ilave edilmis MRS Broth kullamlmugtir (Schillinger and
Licke, 1987; De Vuyst, 1994). Riboz (Sigma, R-7500), rafinoz
(Merck, Art.7419), ramnoz (Difco, 0175-13), sorbitol (Sigma, S-
1876) ve dekstrin (Difco, 0161-17)’in %10’luk ¢ozeltileri
hazirlamp, dekstrin digindakiler membran filtrasyon (Millipore,
type HA, pore size: 0,45 um) ile steril edilmigtir (Mundt, 1986;
Boubekn and Ohta, 1996). Dekstrinin %10’luk bulamk ¢o6zeltisi
once 100°C’de kaynar su banyosunda 15 dakika bekletilip berrak
duruma geldikten sonra membran filtreden gegirilmigtir. Seker
¢ozeltileri aseptik olarak igerisinde bazal besiyeri olan tiiplere son
konsantrasyon %! olacak sekilde ilave edilmistir. Ekim yapilan
tipler 30°C’de 2 giin inkilbe edilmigtir (Passos et al., 1984).
Inkibasyon siiresi sonunda besiyeri renginin sartya dénigmesi
pozitif olarak degerlendirilmigtir.

3.2.4 Bakteriyosin iireten laktik asit bakterilerinin
belirlenmesi )

3.2.4.1 Agar kuyu difiizyon yontemi

3.2.4.1.1 Kiiltiir siipernatantlarinim hazirlanmas:

Izolatlar boliim 3.2.2°de bahsedildigi sekilde bir kez aktive
edildikten sonra %2 oraninda igerisinde MRS Broth bulunan
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santrifiij tiplerine inokile edilerek 30°C’de 24 saat inkubasyona
birakilmigtir (Schillinger and Licke, 1989). Inktbasyon sonunda
kltirler 15 dakika santrifij (Hettich Rotofix II, 2500xg) edildikten
sonra sipernatantlarin pH’s1 olusan asitlifi nétralize etmek
amactyla 5 N; 1 N ve / veya 0,1 N NaOH ile 6,5°¢ ayarlanmigtir
(Carminati et al., 1989; Schillinger and Liicke, 1989). Notralize
edilen stipemnatantlar membran filtrasyon (Millipore, type HA, pore
size: 0,45 um) ile steril edilerek (Carminati et al., 1989; Dufour et
al, 1991) son konsantrasyon mililitrede 5 mg olacak sekilde
H;O,ten gelen inhibisyonu 6nlemek amaciyla katalaz enzimi
(Sigma, C-9322) ilave edilmistir (Schillinger and Licke, 1989).
Bunun igin 10 mM potasyum fosfat tamponu [pH:7, K,HPO,
(Merck, 1.05101.1000), KH,PO, (Merck, 4871)] igerisinde %5°lik
katalaz ¢Gzeltisi hazirlanarak membran filtrasyon (Millipore, type
HA, pore size: 0,45 um) ile steril edilmistir (Carminati et al.,
1989). Katalaz ilave edilen siipernatantlar 25°C’de 30 dakika
bekletilmigtir (Carminati et al., 1989).

3.2.4.1.2 Antagonistik etkinin saptanmasi

Bolim 3.2.2°de anlatildifn sekilde aktive edilen M.Juteus
982 kiltiiri 20 ml YGA’ya 1 ml olacak sekilde ilave edilmis ve
petrilere 20°ser ml olarak paylagtinlmigtir. Daha sonra petriler
4°C’de 1 saat bekletilmistir (Tramer and Fowler, 1964). Her
M.luteus 982 kiltarli igeren YGA petrisinde 4 kuyu olacak sekilde
5 mm c¢apmdaki steril delik agic1 yardimiyla kuyular agilarak
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igerisine, bolim 3.2.4.1.1°de anlatildipy tGzere hazirlanan 30 pl
kiltir siipernatantlan ilave edilmistir. Petriler 30°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmig, inkibasyondan sonra inhibisyon zon
caplan olgilmisgtiir. Boylece 17 adet L./actis olma olasih@ yiiksek
izolat, 61 adet KHLAB ve 35 adet KLAB izolatlan olmak uzere
toplam 113 bakteri izolah agar kuyu difizyon yontemiyle

bakteriyosin iiretimi agisindan taranmigtir.

32.4.13 Kontrol &rneklerinin inhibitor etkisinin

incelenmesi

Kontrol 6mekleri olarak 10 mM fosfat tamponu, bolim
3.2.4.1.1°de anlatildipx sekilde hazirlanan katalaz ¢ozeltisi ve SN,
IN ve/veya 0,1 N NaOH ile nétralize edilmis %1 lik laktik asit
(Merck, Art.366) gozeltisi kullamlmgtir (Carminati et al, 1989).
Orneklerin hepsi membran filtrasyon (Millipore, type HA, pore
size: 0,45 pm) ile steril edilmistir. Bu sekilde hazirlanan kontrol
omeklerinin inhibitér etkisi bolim 3.2.4.1.2°de anlatildif sekilde

incelenmigtir.

3.2.4.2 Nokta inokiilasyon agar difiizyon yéntemi

Nokta inokiilasyon agar difizyon yontemi ile yapilan 6n
denemede peynir 6meginden bolim 3.2.1°de anlatildify sekilde
dilisyonlar hazirlanarak, uygun dilisyonlardan MRS Agar
petrilerine yayma plak yontemi ile ekim yapilmis ve yanm saat
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sonra petrilerin wizeri yan katt MRS Agar ile kaplanmugtir (Thuault
et al., 1991). 30°C°de 48 saat sonra petrilerin iizerine 3. kat olarak
bolim 3.2.2°de anlatldips sekilde aktive edilen Mluteus 982
(YGB’de aktive edilmig), L.monocytogenes Scott A, S.aureus
ATCC 6538 P, Lactobacillus spp. D17 kiltirlerini ayn ayr igeren
sirastyla YGA, TSA, BHI Agar ve MRS Agar (0,75 ml kaltar/15
m! besiyeri) dokilmagtir. 30°C’de 24 saat inkibasyon sonrasi
kolonilerin etrafinda olusan inhibisyon zonlan incelenmigtir.
Inhibisyon zonu olugturan kolonilerden bolim 3.2.1°de belirtildigi
tizere KLAB olarak tamimlanan 15 izolatin bakteriyosin iretme
yetenekleri agar kuyu difizyon yontemine benzer nokta
inokilasyon agar difizyon yéntemi ile dogrulanmugtr. Ancak
bolim 3.2.4.1.1°de anlatldif1 sekilde laktik asit bakterisi kaltir
sipernatantlanmin  hazirlanmasinda  sterilizasyon  amaciyla
membran filtrasyon islemi yerine 1sil islem uygulanmstir (Qiao.et
al., 1997). Bunun igin nétralize edilen siipernatantlardan 1’er ml
alinarak 15 adet 5 ml’lik steril cam siselere aktanlmg ve siseler su
banyosunda 65°C°de 15 dakika boyunca bekletilmistir.
Antagonistik etkinin saptanmasinda ise bolam 3.2.2°de
belirtildigi gibi aktive edilen Mluteus 982 (YGB’de aktive
edilmis), L.monocytogenes Scott A, S.aureus ATCC 6538 P,
Lactobacillus spp. D17 kiltirleri ayn ayn 20 ml besiyerine
(srastyla YGA, TSA, BHI Agar ve MRS Agar) 1 ml olacak gekilde
ilave edilmis ve petrilere 20°ser ml olarak paylagtirlmigtir. Her bir
indikatér mikroorganizma kiltiiriinii igeren besiyeri petrisinde 5
izolata ait sipernatant olacak sekilde yukanda anlatildi dzere
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hazrlanan 3’er ul laktik asit bakteri kltiir sipernatantlan petrilerin
iizerine aktanlmig ve petriler 30°C’de 24 saat inkiibe edilmigtir.

Nokta inokiilasyon agar difiizyon yontemi ile yapilan asil
denemede ise bolim 3.2.2°de anlatildigy sekilde biyokimyasal
testlerde kullanilmak tizere inokiiliim olarak hazirlanan laktik asit
bakteri kultarleri her YA petrisinde 5 izolat olacak sekilde igne 6ze
ile nokta ekim yapilarak 30°C’de 24 saat inkilbe edilmigtir.
Mluteus 982 kiltiirii ise BHI Broth’da canlandinldiktan sonra, 0,1
ml kiltir 10 ml yan kati BHI Agar’a ilave edilerek daba 6nce
nokta ekim yapilmig olan YA petrilerinin tizerine dokilmigtir.
30°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra etrafinda inhibisyon zonu
olusan koloniler siipheli bakteriyosin ireten izolatlar olarak
tammlanmigtir (Khan et al., 1996). izolatlann bakteriyosin tiretme
yetenekleri agar kuyu difizyon yontemi ile dofrulanmgtir. Toplam
160 adet KLAB izolat: nokta inokiilasyon agar difiizyon yontemi
ile bakteriyosin tiretimi agisindan taranmigtir.

* Nokta inokilasyon agar difiizyon yontemi ile gsipheli
bakteriyosin dreticisi geklinde tanimlanarak YSB’de stok olarak
saklanan laktik asit bakteri kiiltirinin bakteniyosin iretme
yetenegini tekrar test etmek igin YSB’den 1 ml ahnarak 9 ml
peptonlu su (% 0,1’lik pepton, Oxoid, L37) igine aktanimugtir.
Hazrlanan 1071k dilisyondan aym dilisyon sivisi kullamlarak
diger desimal diliisyonlar hazirlanmig ve uygun dilisyonlardan
yayma plak y6ntemi ile YA petrilerine ekim yapilmugtir. 30°C°de
24 saat sonra yukanda anlatildify Gizere hazirlanan Mluteus 982
kiltiiri igeren yari katt BHI Agar petriler Gzerine dokiilmiigtar.
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30°C°de 24 saat inkiibasyon sonrasi kolonilerin etrafinda olugan
inhibisyon zonlann incelenmistir. Inhibisyon zonu gorilen
kolonilerin (12 adet) bakteriyosin. Giretme yetenekleri agar kuyu
difiizyon yontemi ile dogrulanmigtir.

3.2.5 Standart egrinin ¢izilmesi ve nisin aktivitesinin
saptanmasi

3.2.5.1 Standart e@rinin ¢izilmesi

Standart egrinin ¢izilmesinde yapilan 6n denemede nisinin
(Sigma, N 5764) 1000 IU/ml olacak sekilde stok ¢ozeltisi
kullamilmigtir. Bunu hazirlamak i¢in 100 mg nisin 90 ml steril 0,02
M HCI'de ¢6zilmis ve oda sicakhifinda 2 saat bekletilmistir
(Tramer and Fowler, 1964). Uzerine daha sonra 10 ml steril FM
ilave edilmistir (De Vuyst and Vandamme, 1992). Kanisimdan 10
ml alinarak steril bir tipe konulmug, 100°C’de kaynar su
banyosunda S5 dakika bekledikten sonra oda sicakh@ina
sofutulmustur. Daha sonra ¢ozelti 15 dakika santrifiij (Hettich
Rotofix II, 2500xg) edilmistir. Bu stok g6zeltiden 0,02 M HCl ile
seyreltme yapilarak 1, 2, 4, 6, 8 ve 10 IU/ml konsatrasyonlannda
nisin ¢6zeltileri hazirlanmigtir (Tramer and Fowler, 1964).
Hazrlanan nisin g¢oOzeltilerinin  antagonistik etkisi NAM’da
saptanmigtir. Bunun igin bélim 3.2.2’de anlatidifn sekilde
hazirlanan M./uteus 982 kiiltirinden NAM’a %2 oraminda inokiile
edilerek petrilere yaklagik 20 ml olarak dékilmiis ve 4°C’de 1 saat
bekletilmistir. Daha sonra 7 mm ¢apinda kuyular agilarak her
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kuyuya 70 pl standart nisin ¢ozeltileri ilave edilmigtir. Petriler
30°C’de 24 saat inkiibe edilmigtir. Her bir konsantrasyon 3 paralelli
caligilarak elde edilen ortalama inhibisyon zon gaplanna karsilik

.nisin konsantrasyonlarinin logaritmas: alinmig ve MS Exel 97

programi kullanarak standart eri ¢izilmistir.

Standart egrinin ¢izilmesi ile yapilan asil denemede ise
yukarida bahsedilen o6n denemedeki islemlerin  aymisi
uygulanmigtir. Ancak FM yerine MRS Broth kullanilmig ve 0,5; 1;
2,5; 5; 10; 25; 50; 100; 200 ve 400 IU/ml konsantrasyonlarnda
nisin ¢ozeltileri hazirlanmagtir.

3.2.5.2 Nisin aktivitesinin saptanmasi

L.lactis 497 kultirinin nisin aktivitesinin saptanmasina ait
6n denemede stok olarak YSB’de muhafaza edilen kiltiirden 9 ml
inokiilasyon ortamina %5’lik inokiilasyon yapilarak tiip 30°C’de 18
saat inkibe edilmigtir. Gelisen kultiirden 250 ml’lik erlendeki 150
ml FM’ye %2 oraninda inokiilasyon yapilmis ve erlen 30°C’de 24
saat inkibe edilmistir (De Vuyst and Vandamme, 1992).
Inkiibasyon sonunda kiiltirden 1 ml ahnarak 0,02 M HCI ile
seyreltme yapilmig ve 1/10°luk diliisyon oram hazirlanmistir. Bu
asamadan sonra islem basamaklanna boliim 3.2.5.1°de belirtildigi
sckilde santrifiij islemine kadar devam edilmigtir. Ancak santrifiij
isleminden sonra hicrelerin ortamdan tamamen elimine
olduklanndan emin olmak igin siipernatant membran filtrasyon
(Millipore, type HA, pore size: 0,45 um) ile steril edilmigtir.
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Boéylece steril 1/10°luk siipernatanttan 0,02 M HCI ile 1/100 ve
1/500°lik siipernatantlar hazirlanarak sipernatantlann M. luteus 982
kiltiriine karsi antagonistik etkisi bolim 3.2.5.1°de anlatildif
sekilde NAM’da saptanmigtir. '

L.lactis 497 kﬁltﬁrﬁnﬁq nisin aktivitesinin saptanmasina ait
asil denemede ise 3 farkh yol (A, B, C) denenmigtir. Bunun igin
oncelikle her 3 yol igin izlenen iglem basamaklan bélim
324.1.1de agar kuyu difiizyon yontemi i¢in kiltir
siipernatantlanmn hazirlanmasinda  anlatildipy  Gizere  santrifiy
islemine kadar aym tutulmugtur. Santrifiij isleminden sonra elde
edilen siipernatant 2’ye ayrilmig bir kismi A yolu, diger kism B ve
C yollan igin kullamlmugtir. A yolu igin iglem, bolim 3.2.4.1.1°de
kualtir slipernatantlannin  hazirlanmasinda santrifiyj isleminden
sonra katalaz enzimi ilavesine kadar devam etmigtir. Katalaz
enzimi ilavesinden sonra siipernatantin (orijinal) fosfat tamponu
(pH: 7, bolim 3.2.4.1.1) ile 1/10 ve 1/50’lik dilasyonlan elde
edilmigtir. B ve C yollan i¢in kullanilan siipernatantin pH’s1 2 M ve
0,2 M HCI ile 2,35’e ayarlanarak membran filtrasyon (Millipore,
type HA, pore size: 0,45 um) ile steril edilmigtir. Bu agamadan
sonra siipernatant 2’ye aynlmg (bir kismi B yolu, bir kissmn C
yolu), B yolu igin kullanilan siipernatant 100°C’de 5 dakika
bekledikten sonra oda sicakhifina sofutulmugtur. Siipernatant
(orijinal) 0,02 M HCl ile seyreltme yapilarak A yolundaki diliisyon
oranlan hazirlanmigtir. C yolu i¢in kullanilan siipernatant (orijinal)
ise 1s1l igleme tabi tutulmadan 0,02 M HCI ile seyreltilerek A
yolundaki diliisyon oranlari hazirlanmistir. A, B ve C yollarna ait
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orijinal siipernatantlarin ve diliisyon oranlannm M.lweus 982
kaltirine kars1 antagonistik etkisi bolim 3.2.5.1’de anlatildiga
sekilde hem NAM hem YGA’da saptanmigtir.

3.2.6 Nisin iiretimine etki eden faktdrlerin belirlenmesi
3.2.6.1 Karbon kaynaklarmin nisin iiretimine etkisinin

saptanmasi

Karbon kaynaklan olarak glukoz (MRS Broth’un normal
igerigi), sakkaroz (Merck, 1.07653.1000), laktoz (Oxoid, L.70) ve
fruktozun (Merck, 5321) nisin dretimine etkisi incelenmigtir.
Karbon kaynaklannin nisin iretimine etkisi bolim 3.2.5.2°de
belirtildigi sekilde B yolu ve NAM kullamilarak gerg¢eklestiriimis
ancak ikinci inokiilasyon agamasindan 6nce 2 kez fizyolojik su ile
yikanmig L.Jactis 497 kiltiria MRS Broth’un yamsira igerifinden
glukoz gikanlmig ve %2 oraminda sakkaroz, laktoz ve fruktoz
igeren MRS Broth tiiplerine inokiile edilmistir. Denemede orijinal
siipernatantlar 0,02 M HCI ile 2 kat seyreltilerek 1/8, 1/16, 1/64,
1/128, 1/256 ve 1/512°lik diliisyonlar hazirlanmstir.

3.2.6.2 Farkh maya ekstrakti konsantrasyonlarimn nisin

diretimine etkisinin saptanmasi

Denemede %0,5; %1; %2 ve %4 oraninda maya ekstrakti
(Oxoid, L21) konsantrasyonlani kullamlmustir. Bunun igin béliim
3.2.5.2°de belirtildigi sekilde B yolu ve NAM kullamlarak deneme
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gerceklestirilmistir. Ancak L.lactis 497 kiiltiird ikinci inokulasyon
agamasinda igeriginden glukoz ¢ikanimis, %2 sakkaroz (Merck,
1.07653.1000) ve yukanda belirtilen konsantrasyonlarda maya
ekstrakti igeren MRS Broth tiiplerine inokiile edilmigtir. Orijinal
stpernatantlar 0,02 M HCI ile 2 kat seyreltme yapilarak 1/128,
1/256, 1/512, 1/1024, 1/2048 ve 1/4096 diliisyon oranlan
hazirlanmstir.

3.2.6.3 %0,5 maya ekstrakti ve farkh oranlarda
sakkaroz konsantrasyonunun nisin iiretimine etkisinin

saptanmasi

Deneme bolim 3.2.5.2°de belirtildigi sekilde B yolu ve
NAM kullamlarak yapilmigtir. Ancak L.lactis 497 kulttra ikinci
nokiilasyon asamasinda igerifinden glukoz gikanilmis, %0,5 maya
ekstrakth (Oxoid, L21) ve %2, %6 ve %10 oranlarda sakkaroz
(Merck, 1.07653.1000) iceren MRS Broth tiiplerine inokile
edilmistir. Denemede boliim 3.2.6.2°de belirtilen diliisyon oranlar
kullaniimgtir.

3.2.6.4 %4 maya ekstrakt: ve farkh oranlarda sakkaroz

konsantrasyonunun nisin iiretimine etkisinin saptanmasi

Deneme bolim 3.2.5.2°de belirtildigi sekilde B yolu ve
NAM kullamlarak yapilmistir. Ancak L.Jactis 497 kiltiri ikinci
inokilasyon asamasinda igeriginden glukoz ¢ikanlmig, %4 maya
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ekstrakth (Oxoid, L21) ve %2, %6 ve %10 oranlarda sakkaroz
(Merck, 1.07653.1000) igeren MRS Broth tiiplerine inokiile
edilmigtir. Denemede béliim 3.2.6.2°de belirtilen diliisyon oranlan
kullanitmagtir.

3.2.6.5 Farkhh mangan iyonu konsantrasyonunun nisin

dretimine etkisinin saptanmasi

Bu galismada 0 ppm, 120 ppm ve 1200 ppm mangan
iyonunun (MnSO,.4H,O; BDH, 10153) nisin fretimine etkisi
incelenmigtir. Deneme boliim 3.2.5.2°de belirtildigi sekilde B yolu
ve NAM kullanilarak yapilmigtir. Ancak L.Jactis 497 kaltura ikinci
inokiilasyon asamasinda igeriginden glukoz ¢ikanlmug, %2
sakkarozlu (Merck, 1.07653.1000) ve yukanda belirtilen
miktarlarda mangan iyonu iceren MRS Broth tiplerine inokiile
edilmigtir. Mn*? iyonunun etkisi incelenirken MgSQOs.7H,O (10
ppm) MRS Broth besiyerinin igeriginden - gikanlmamugtir.
Denemede bolim 3.2.6.2°de  belirtilen dilisyon oranlan
kullanilmigtur,

3.2.6.6 Farkh magnezyum iyonu konsantrasyonunun
nisin iiretimine etkisinin saptanmasi

Calismada 0 ppm, 100 ppm ve 1000 ppm magnezyum
iyonunun (MgSO,.7H,0; Uparc, Pr.No. 12246402) nisin Gretimine
etkisi incelenmistir. Deneme béliim 3.2.5.2°de belirtildigi sekilde B
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yolu ve NAM kullanilarak yapilmigtir. Ancak L./actis 497 kiltara
ikinci inokiilasyon asamasinda igeriginden glukoz gikanlmg, %2
sakkarozlu (Merck, 1.07653.1000) ve yukanda belirtilen
miktarlarda magnezyum iyonu iceren MRS Broth tiiplerine inokile
edilmigtir. Mg*? iyonunun etkisi incelenirken MnSO4.4H;0 (12
ppm) MRS Broth besiyerinin igeriginden ¢ikarilmamgtr.
Denemede bolim 3.2.6.2°de belirtilen dilisyon oranlan
kullamlmugtir.

3.2.6.7 Farkh kalsiyum iyonu konsantrasyonunun misin

iiretimine etkisinin saptanmasi

Caligmada 100 ppm, 1000 ppm ve 4000 ppm kalsiyum
iyonunun (CaCl,.2H,0; Riedel-De-Haen, 12064) nisin #iretimine
etkisi incelenmigtir. Deneme bolim 3.2.5.2’de belirtildigi sekilde B
yolu ve NAM kullamlarak yapilmistir. Ancak L.lactis 497 kiltiri
ikinci inokiilasyon asamasinda igeriginden glukoz ¢ikarilmg, %2
sakkarozlu (Merck, 1.07653.1000) ve yukanda belirtilen
miktarlarda kalsiyum iyonu igeren MRS Broth tiiplerine inokile
edilmigtir. Ca* iyonunun etkisi incelenirken MgSQO,.7H;O (10
ppm) ve MnSO.4H,O (12 ppm) MRS Broth besiyerinin
igerifinden ¢ikanlmamstir. Denemede bolim 3.2.6.2°de belirtilen
dilisyon oranlan kullamiimgtir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Lactococcus izolasyonu

Bu ¢alismada, genellikle laktokoklann izolasyon ve
saymmunda kullanilan EA ile yapilan 6n denemelerde, 2 adet ¢ig sut
orneginden izole edilen 32 adet laktik asit bakterisi izolatlarimn
higbirisi Lactococcus olarak tammlanmadiindan bu asamadan
sonra bakteriyosin tireten laktik asit. bakterilerinin izolasyonunda
MRS Agar kullamlmigtir. Boylece 83 ornekien 273 adet laktik asit
bakteri izolat: elde edilmigtir.

Cizelge 3.1’de verilen Gram reaksiyonu (Gram-pozitif,
kok), katalaz Gretimi (katalaz-negatif) ve glukozdan gaz Gretimi
(negatif), KHLAB tammlamasinda kullamlan testler olup, bunlarin
yaminda 10°C’de treme ve 45°C’de ireme Lactococcus cinsinin
tanimlanmasinda kullanilan testlerdir (Schillinger and Lucke,
1989). Cizelge 3.1’¢ gore izolatlarm L.Jactis subsp. lactis olarak
tanimlanabilmesi igin, bu caligmada yapilan Gram reaksiyonu,
katalaz Gretimi, glukozdan gaz tretimi, farkh sicakhklarda treme
(10°C, 40°C, 45°C), pH 9,2’de siv1 besiyerinde. ireme, arginin
hidrolizi ve karbonhidrat (dekstrin, rafinoz, ramnoz, riboz, sorbitol)
fermantasyon testlerine ilaveten %0,1 metilen mavisi igeren siite
ireme, %40 safra iceren ortamda fireme, izopren kinon niretimi,
sitrattan CO, firetimi, diasetil ve asetoin olusumu testlerinin
yapilmasi gerekmektedir (Mundt, 1986; Teuber et al., 1992). Ancak
bu galismada elde edilen izolatlara éncelikle sadece bdlum 3.2.3 de
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belirtilen testler uygulanmig ve L.Jactis olma olasiift yuksek
kiltirler olarak tammlanan bu izolatlardan bakteriyosin pozitif
oldugu belirlenen kaltirlere daha sonra diger testlerin
uygulanmasina karar verilmistir. Béylece ilk asamada 3 6rnegin
2’sinden 41 adet KHLAB izole edilmig ve 17’si ‘L.lactis olma
olasihf yiiksek izolat” olarak tammlanmigtir. Bu 17 izolatin bolim
3.24.1°de bahsedilmis olan agar kuyu difiizyon yOntemi
kullamlarak bakteriyosin tiretimine bakilmistir. Sonugta izolatlarm
bakteriyosin fretmedigi gorildiginden Cizelge 3.1°de belirtilen
son 5 testin yapilmasina gerek duyulmamistir. Bundan sonra,
bakteriyosin {iretimi test edilecek izolat elde edilmesinde,
izolatlann bakteriyosin tiretmeme olasilig g6z 6niine almmigtir. Bu
nedenle bu asamadan sonra zaman kaybim onlemek amaciyla
izolatlar cins dizeyinde tammlanmadan sadece KHLAB veya
KLAB olarak elde edilmigtir. Boylece 17 adet L.lactis olma
olasihf yiksek izolat, 61 adet KHLAB ve 195 adet KLAB olmak
izere toplam 273 izolat bakteriyosin uretimi agisindan test
edilmigtir.

4.2 Bakteriyosin Ureten Laktik Asit Bakterilerinin

Belirlenmesi

Yukanda belirtildigi gibi elde edilen L./actis olma olasihf
yiksek izolatlar ile KHLAB ve KLAB izolatlarmin Once
bakteriyosin iiretme yetenekleri test edilmigtir. Nitekim Harris et al.
(1992b) ve Zezza et al. (1993) yapmus olduklan bakteriyosin treten
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laktik asit bakterisi izolasyonu ¢aligmalarinda benzer yol
izlemiglerdir.

Nisin tireten L.lactis izolasyonu ile ilgili gahigmalarda nisin
tireten L.Jactis’in bulunma olasihf belirtilmigtir.  Delves-
Broughton (1990a), Aplin and Barrett Ltd. sirketinin 9 ulkede
yaptifa ¢aligmada 251 ¢ig siit 6rneginin 109’unun nisin dreten
L.lactis igerdigini belirtmistir. Harris et al. (1992b), sauerkraut
salamurasindan izole edilen 153 laktik asit bakteri izolatindan
bakteriyosin iireten 14 kaltiriin 2 tanesini nisin Greten L.lactis
olarak belirlerken, Zezza et al. (1993) ise siitten izole edilen 2000
laktik asit bakteri izolatindan bakteriyosin iretenlerin arasindan
sadece 3 tanesini nisin treten L.Jactis olarak saptamiglardir. Bu
calismalanin yaninda, nisin diginda bakteriyosin ureten L.lactis
izolasyon ¢aligmalanida mevcuttur. Thuault et al. (1991) yaptiklan
caligmada 40 ¢ig sit omeginden izole edilen laktik asit
bakterilerinden 4 tanesi bakteriyosin Ureten L.lactis olarak
tanimlanmmgtir. Uhlman et al. (1992) kangik salata ve fermente
olmus havugtan izole edilen 123 laktik asit bakterisinden 2’sini,
Garver and Muriana (1993) ise perakende satilan gida
oreklerinden izole edilen bakteriyosin Greten 40 izolat arasindan
9unu bakteriyosin dreten L.Jactis olarak tammlamglardir. Bu
caligmalar g6z o6niine alindifinda, izolat sayisi ile bakteriyosin
tireten L.Jactis sayis1 arasindaki oran agisindan bakteriyosin treten
L.lactis yakalama olasthginin digik oldufu gorilmektedir.
Yukandaki literatiir bilgilerine gére bakteriyosin treticisi L./actis
izolasyon olasihft %1-2 dozeylerinde olmasma karsin bu
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cahgmada elde edilen 273 izolattan bakteriyosin dreten hi¢bir

izolata rastlanmamigtir.

4.2.1 Agar kuyu difiizyon yontemi ile bakteriyosin

iireten laktik asit bakterilerinin belirlenmesi

Agar kuyu difiizyon yontemi ile bakteriyosin tireten laktik
asit  bakterilerinin  belirlenmesinde ilk adm  kiltar
sipernatantlanmn ~ hazirlanmas: © iglemidir.  StGpernatantlann
hazirlanmas: ile ilgili literatirde birgok galiyma mevcuttur. Once,
uygun bir besiyerinde gelistirilen izolatlarin santriftj islemiyle
sipernatantlannmin elde - edilmesi gerekmektedir. Yapilan cesitli
¢aligmalarda en yikksek nisin {iretiminin en yiksek biomass
tretimine bagh olarak logaritmik {ireme fazimin sonunda ortaya
ciktign saptanmigtic (De Vuyst and Vandamme, 1992; Chinachoti et
al, 1997). Bu nedenle, daha 6nce nisin Greten L.lactis 497 susu ile
yapilan denemelerin sonucunda kiltiirin, bolam 3.2.2°de
anlatldin sekilde bir kez aktive edildikten sonra, %2’lik
inokiilasyon orami ile MRS Broth besiyerinde 24 saat sonra
logaritmik fazin sonuna geldigi belirlenmigtir. Bundan dolays, diger
laktik asit bakterisi izolatlan igin de aym inkibasyon siiresi
uygulanmigtir.  Santrifij isleminden sonra yapilacak olan
notralizasyon iglemi siipernatantlann hazirlanmasinda en 6nemli
bolimii olusturmaktadir. Bu iglemin amaci laktik asit bakterilerinin
dretmis olduklann organik asitlerden meydana gelebilecek
inhibisyonun ortadan kaldirilmasidir. Bu amagla siipernatantlann
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pH’s1 6,5’e belirli normalitelerdeki (SN, IN, 0,1N) NaOH ile
ayarlanabildigi gibi (Carminati et al., 1989; Schillinger and Liicke,
1989; Giraffa et al., 1990; Piard et al., 1990; Uhlman et al., 1992;
Cintas et al., 1995), nétralizasyon amaciyla siipernatantlar dializ de
edilebilir (Barefoot and Klachammer, 1983; Schillinger and Licke
1989; Thuault et al., 1991; Farias et al,, 1994). Bu galigmada
siipernatantlarn pH’s1 6,5’ ayarlandiktan sonra membran filtre ile
steril edilmistir. Membran filtrasyonun amaci, agilan kuyulara
aktarilan siipernatantta santrifiij ijleminden sonra kalan hiicrelenn
inkiibasyon sirasinda kuyu icerisinde geligerek organik asit
olusumuna bagli olarak inhibisyon zonu olusturmasimmin
engellenmesidir. Santriflij isleminden sonra siipernatantta kalan
hiicrelerin uzaklagtirilmas: ya membran filtrasyon ile (0,22um veya
0,45um; Barefoot and Klaenhammer, 1983; Carminati et al., 1989,
Schillinger and Liicke, 1989; Giraffa et al., 1990; Piard et al., 1990;
Cintas et al., 1995) ya da 1s1l islem uygulanarak [100°C’de 15
dakika (Motlagh et al., 1991); 100°C’de 3 dakika (Uhlman et al.,
1992); 65°C’de 15 dakika (Qiao et al, 1997)]
gerceklestirilmektedir. Bu ¢cahymada membran filtrasyon (0,45um)
yontemi segilmigtir. Bundan sonraki islem laktik asit bakterilerinin
wrrettifi H,0,’ten gelen inhibisyonun onleme agamas: olan katalaz
enzimi  ilavesidir. Ancak literatirlerde  stpernatantlann
hazirlanmasinda, katalaz enzimi ilavesi ile ilgili ¢aligmalar stirhidir
(Carminati et al., 1989; Schillinger and Liicke, 1989; Cintas et al,,
1995). Schillinger and Licke (1989) ile Spelhaug and Harlander
(1989) yaptiklan ¢ahgmalarda bakteriyosin ireten laktik asit
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bakteri izolatlaninin, katalaz enzimi ilavesiyle yapilan denemede,
enzim ilave edilmeden yapilan denemeye kiyasla, indikator
mikroorganizmaya karst olusan. inhibisyon zonunda degisiklik
meydana - gelmedifini  belirtmiglerdir. Ancak bazi durumlarda.
yeterli miktardaki H,O,’in patojen mikroorganizmalan inhibe ettigi
agiklanmgtir  (Spelhaug and Harlander,1989). Denemede,
izolatlann yeterli miktarda H,O, olugturabilecegi olasihn goz
online alindify igin siipernatanttaki son konsantrasyon 5 mg/ml
olacak sekilde katalaz enzimi ilavesi yapilmistir. Boylece kiltir
sipernatantlarin © hazirlanmasinda Carminati et al.  (1989),
Schillinger and Licke (1989) ile Cintas et al.’un (1995) yaptiklan
islem basamaklan (santrifijleme, noétralizasyon, membran
filtrasyon ile sterilizasyon ve katalaz enzimi ilavesi) uygulanmstir.
Agar kuyu difazyon yontemi ile 17 adet "L.Jactis olma
olasihf yiiksek" izolat, 61 adet KHLAB ve 35 adet KLAB olmak
tizere toplam 113 izolat bakteriyosin firetimi agisindan taranmgtr
(Sekil 4.1). Her denemede nisin freticisi L.Jactis. 497 kaltirii
kontrol sus olarak kullamlms ve bu susun yaklagik 13 mm ¢apinda
zon (kuyu ¢ap1 dahil) olugturdugu goézlenmistir. Aym sekilde
kontrol 6reklerinin de inhibitér etkisi incelenmis ve bu 6rneklere

ait inhibisyon zonu gozlenmemistir.
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Laktik asit bakterisi
(YSB)

%5

(MRS Broth; 30°C/24 saat)

%2

(MRS Broth; 30°C/24 saat)

¢=3 <ID <= CID ¢= CID

Santrifitj (2500 x g, 15 dakika)

|

Notralizasyon (pH: 6,5)

|

Sterilizasyon (0,45um)

|

Katalaz enzimi ilavesi
(5 mg/ml)

ﬂ 30 pl

O O\ (Mluteus 982 igeren YGA)
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Sekil 4.1 Agar kuyu difiizyon yontemi ile bakteriyosin iireten laktik
asit bakterilerinin belirlenmesi
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Gerek agar kuyu difiizyon yonteminde gerek bolim 3.2.4.2
"Nokta inokiilasyon agar difiizyon yontemi ile bakteriyosin ireten
laktik asit bakterilerinin belirlenmesi"ne ait asil denemede
anlatldifn gibi indikatér mikroorganizma olarak AMluteus 982
kiiltirai segilmistir. Literatirlerde nisin aktivitesi tayininde (b6lim
2.1.3.1.4) L.monocytogenes, Lactobacillus planiarum ve
bakteriyosin freticisi olmayan L.Jactis subsp. lactis gibi gesitli
indikatér mikroorganizmalar kullanilmasina ragmen, gerek
gidalarda gerek nisin dreten kiltirlerde nisin aktivite tayininde
¢opunlukla  indikator  mikroorganizma  olarak  Mluteus
kullanslmigtir (Tramer and Fowler, 1964; Calderon et al., 1985,
Chung et al., 1989; Gupta and Prasad, 1989; Taylor et al., 1990; De
Vuyst and Vandamme, 1992; Roberts et al,, 1992; Roberts and
Zottola, 1993; Dean and Zottola, 1996; Davies et al., 1999).

Bu deneme siiresince 3 adet sipheli bakteriyosin iireten
izolat tespit edilmistir. Sekil 4.2°ye bakildiginda 1 ve 3 nolu
izolatlar bakteriyosin tretmeyen kultirleri, K kodlu izolat nisin
tireticisi olan L. /actis 497 kontrol susunu, 2 nolu izolat ise siipheli

bakteriyosin treticisini géstermektedir.




77

Sekil 4.2 Agar kuyu difiizyon yontemi ile bakteriyosin treten ve
uretmeyen laktik asit bakterilerinin M.Juteus 982 igeren YGA
petrisinde goruntiisi

1, 3 : Bakteriyosin uretmeyen izolatlar

2 : Supheli 1zolat

K : L.lactis 497 (nisin treticisi)

T.C. YOKSEKOCRETIM KURULE
' ' GN MERKEZ(
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Sekil 4.2°den de anlasilacag: gibi kontrol susuna ait zonun
berrak oldugu, 2 nolu izolata ait zonun ise bulanik oldugu, kuyu
igerisinde ve kenarlarda iireme oldugu gorilmektedir. Bu sekilde
iireme olan vyerlerden preparat hazirlanip mikroskop altinda
incelendifinde laktik asit bakterilerinin varhifi goézlenmigtir. Bu
durum membran filtrasyon sirasinda laktik asit bakterilerinin
siipernatanta gegip, inkiibasyon sirasinda YGA’da geliserek asit
olusumuna bagh olarak zon olusturmasi seklinde agiklanmugtir.
Gergekten bu siipheli izolatlar agar kuyu difiizyon yontemiyle
tekrar bakteriyosin iiretimi agisindan incelendiklerinde, izolatlarin
bakteriyosin ireticisi olmadiklan goriilmiistir. Boylece membran
filtrasyon igleminin daha dogru bir deyisle sipernatanttaki
hiicrelerin ortamdan uzaklagtinlmasimn 6nemi ortaya ¢ikmaktadir.

Agar kuyu difizyon yonteminin zaman alic1 ve fazla iggiicii
gerektirmesi nedeniyle bu agamadan sonra Khan et al. (1996)
tarafindan onerilen ve daha kisa siirede daha fazla sayida izolatin
bakteriyosin iiretimi agisindan taranmasina olanak tamyan asagida
agiklanan ‘Nokta inokillasyon agar difizyon’ yontemi
uygulanmugtir.

4.2.2 Nokta inokiilasyon agar difiizyon yontemi ile

bakteriyosin iireten laktik asit bakterilerinin belirlenmesi

Nokta inokiilasyon agar difiizyon yontemi ile bakteriyosin
ureten laktik asit bakterilerinin belirlenmesinde uygun besiyerlen

iizerine kati kiultir ve sivi kiltir izolatlan nokta inokiilasyon
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yapilabildigi gibi (Barefoot and Klaenhammer, 1983; Schillinger
and Licke, 1989; Motlagh et al., 1991; Harris et al., 1992b; Cintas
et al,, 1995; Ryan et al., 1996) ayrica izolatlann siipernatantlan da
kullamlabilmektedir (Carminati et al., 1989, Giraffa et al., 1990;
Piard et al., 1990; Harris et al., 1992b). Bunun yam sira gida
omeginin (Thuault et al., 1991; Khan et al., 1996) ya da bakteri
izolatmin (Dufour et al., 1991) uygun desimal diliisyonlarindan
ekim yapilan petrilerde olusan kolonilerin bakteriyosin iiretme’
yetenekleri de incelenebilmektedir.

Yukanda bahsedildigi gibi nokta. inokiilasyon agar difiizyon
yonteminde izolatlara ait siipernatantlanin kullanildis Carminati et
al. (1989), Giraffa et al. (1990), Piard et -al.’un (1990) yaptikian
¢ahgmalarda agar kuyu difiizyon yonteminde oldugu gibi
stpernatantlara nétralizasyon uygulamp filtre ile steril edilerek
ve/veya katalaz enzimi ilave edilmigtir. Bu tiir bir uygulama tipki
agar kuyu diftizyon yonteminde oldugu gibi zaman alict ve fazla
iggiich gerektirmesi nedeniyle tercih edilmemigtir.

Nokta inokiillasyon agar difiizyon yontemi kullamlarak
peynir 6rnegi ile yapilan 6n denemede (béliim 3.2.4.2) inkiibasyon
siiresi sonunda farkh indikator mikroorganizma gruplarim igeren
MRS Agar petrilerinde olusan koloniler incelendiklerinde, tek tik
kolonilerin haricinde hepsinin etrafinda berrak zon . gézlenmistir.
M. luteus 982, L.monocytogenes Scott A, S.aureus ATCC 6538 P.ve
Lactobacillus spp. D17 kiiltiirlerine karg1 inhibisyon zonu olusturan
kolonilerden toplam 15 adet KLAB segilmis ve bdliim 3.2.4.2°de
belirtildigi sekilde izolatlann bakteriyosin iiretme yetenekleri test
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edilmistir. Bunun sonucunda higbir izolata ait inhibisyon zonu
gozlenmemisgtir.

Spelhaug and Harlander (1989) nisin Ureticist L.lactis
subsp. lactis 11454 susu ile yaptiklan bir ¢alismada nokta
inokiilasyon isleminde kullamlacak besiyerinin  6nemini
vurgulamiglardir. Aragtirmacilann yaptiklan bu galigmada, nokta
inokilasyon igleminin uygulandif1 besiyerinin igerisinde bulunan
fermente edilebilir karbon kaynagi miktannmn, indikator
mikroorganizmaya kargt olusan inhibisyon zonunu etkiledigi
sonucuna vanimigtir. Aragtirmacilar besiyeri olarak %2 glukoz
igerifi olan MRS Agar’da goézlenen zonun olusan asitlikten
kaynaklandigini, %0,5 ve %0,25 glukoz i¢eren sirasiyla M17-G ve
BHI Agar da ise fermente edilebilir karbon kaynag kisitlandig igin
bu ortamlarda olugan zonlann asit olusumundan kaynaklanmayip
bakteriyosine ait oldugu belirtilmigtir. Barefoot and Klaenhammer
(1983), Thuault et al. (1991) ve Cintas et al. (1995), nokta
inokiilasyon isleminde MRS Agar kullanmiglar ve olusan
inhibisyon zonunu bakteriyosin firetimi agisindan pozitif olarak
degerlendirmiglerdir. Ancak Spelhaug and Harlander’in (1989)
yapmi§ olduklan galigma dikkate alindifinda hemen hemen biitiin
izolatlann asitlikten dolay: inhibisyon zonu olusturacaklan tahmin
edildifinden bu sekilde bakteriyosin iireten izolat elde edilmesi
uygun degildir. Aym sekilde ¢aligmamizin sonucu, MRS Agar
kullamldiginda kolonilerin etrafinda olusan zonlarn asit zonu
oldugunu dogrulamaktadir. Thuault et al. (1991) ve Cintas et al.
(1995) yaptiklan galigmalarda nokta inokiilasyon agar difiizyon
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yonteminde MRS Agar kullanarak pozitif sonu¢ veren izolatlarn
ancak %10-20’sinin agar kuyu difiizyon yonteminde bakteriyosin
tretimi agisindan olumlu sonug verdiklerini saptamiglardr.

MRS Agar ile yapilan ¢aligmalann yamnda nokta
inokiilasyon agar difiizyon yonteminde fermente edilebilir karbon
kaynag simrlandinlmis besiyerleri de (Tripticase Soy Agar, M17
Agar, M17-G Agar, MRS-0,2 Agar) kullamlmistir. Ancak
Schillinger and Licke (1989), Spelhaug and Harlander’in (1989)
yaptiklan ¢aliymada simrlandinlmig karbon kaynag igeren besiyeri
kullamlsa dahi asit iretiminden gelen inhibisyon zonunun
gorilebilecegini belirtmiglerdir, Aym ¢aligmada aragtirmacilar
anaerobik inkiibasyon ile izolatlarin H,O, olusumunu da elimine

etmiglerdir. Béylece aragtirmacilarin bu ¢ahgmasinda MRS-0,2

‘Agar kullamlarak nokta inokiilasyon agar difiizyon yéntemi ile

pozitif sonug veren 19 izolatin, agar kuyu difizyon yontemi ile
tekrar test edildiklerinde ancak 6’simn asitlik ve H,Oy'ten gelen
inhibisyonun diginda  bir  inhibitér etki  gésterdiklerini
belirtmiglerdir. Gergekten bolim 4.2.1°de bahsedilen siipheli
bakteriyosin Greticisi izolatlarin siipernatanta gegerek %0,5 glukoz
igeren YGA’da inhibisyon zonu olugturmalarnt sinirlandinlmg
karbon kaynag: kullamminin da yanhs sonu¢ vermesine neden
oldugunu gostermektedir. Bu amagla izolatlann bakteriyosin
tretimi agisindan taranmasinda asit {iretimini elimine etmek igin
karbon kaynag c¢ikanlarak maya ekstrakti oram artinlms YA
kullamilmugtir (Sekil 4.3). Boylece nokta inokiilasyon agar difiizyon
yontemi ile toplam 160 adet KLAB bakteriyosin tretimi agisindan
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taranmagtir. Nisin iiretici L. Jactis 497 kiltiriniin her denemede ayn
bir YA petrisine tek olarak ekimi yapilmig ve yaklagik 20 mm
¢apinda berrak zon olugturdugu gozlenmigtir.




&3

Laktik asit bakterisi

(YSB)
[ w
@ (MRS Broth; 30°C/24 saat)
8 (MRS Agar ; 30°C/24 saat)

‘ (YA; 30°C/24 saat)

e \ YA petrisi iizerine

Inkiibasyon sonrasi dokutar

8 (M.Iuteus 982 igeren yan kati BHI Agar)
>

Sekil 4.3 Nokta inokiilasyon agar difiizyon yontemi ile bakteriyosin
ureten laktik asit bakterilerinin belirlenmesi



Bu deneme siiresince ilk 87 KLAB izolat arasindan berrak
zon ¢ap: yaklagik 4 ile 12-mm olacak $ekilde toplam 4 adet, kalan
73 KLAB izolati arasindan da nisin dreticisi L./actis 497 kontrol
susunun olugturduBu berrak zona yakin biytiklikte zon olugturan 1
adet siipheli bakteriyosin {ireticisi izolat elde edilmigtir. Bu izolatlar
agar kuyu difizyon yéntemiyle tekrar bakteriyosin retimleri
agisindan test edildiklerinde, izolatlann bakteriyosin Greticisi
olmadiklan g6riilmistir. Ancak kontrol susa yakin biiyiklikte
berrak zon olusturan izolata (sipheli bakteriyosin ureticisi) ait
kiltirden bolam 3.2.4.2°de anlatildif sekilde YA petrilerine ekim
yapihp kolonilerin M/uteus 982 kiiltiirine karsi olusturdufu
antagonistik e¢tki incelendiginde, kolonilerin gofuniufunun
etrafinda inhibisyon zonunun olusmadifi goézlenmistir. Inhibisyon
zonu goriilen kolonilerin 12 tanesi stoga alnarak tekrar agar kuyu
difizyon yoOntemiyle test. edildiklerinde sonucun bakteriyosin
firetimi agisindan olumsuz ‘ol&ugu saptanmigtir. Bu durumda, asit
tretimini elimine etmek igin karbon kaynag ¢ikanlarak hazirlanan
besiyerlerinde bile elde edilen sonucun mubakkak agar kuyu
difizyon yontemiyle dogrulanmas: gerektifi agikca gorilmektedir.
Bunun yamsira, YA petrilerinde inhibisyon zonu gorilen
kolonilerin plazmid kodlu bakteriyosin irettikleri ve transferler
arasinda stabil olmamalan ya da inhibisyon zonu gorillen kolonileri
olusturan hiicreler igerisinde transferler arasinda bakteriyosin
tireticisi olmayanlann ortama hakim olup say:ca fazla olmalan gibi
bu durumu aydinlatic1 agiklamalar yapmak miimkindiir.
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Gerek agar kuyu difizyon gerek nokta inokilasyon agar
difizyon yo6ntemi ile yapilan izolasyon g¢ahgmalarinda olumiu
sonu¢ alinmadigs igin bundan sonraki denemelerde L.lactis 497
kontrol susu kullamlarak nisin Gretimine etki eden faktorler

incelenmigtir.

4.3 L.lactis 497 Kiiltiiriiniin Nisin Aktivitesi

L.lactis 497 kiltirinin nisin aktivitesinin saptanmasinda
agar kuyu difiizyon yontemi kullamlmigtir. Bu yontemi kullanarak
nisin aktivitesi 2 sekilde belirlenebilir. Bunlardan birisi, nisin titresi
olarak ifade edilen ve siipernatantin seri halde hazirlannmsg iki kath
dilisyonlan arasinda indikatér mikroorganizmayl tamamen inhibe
eden en yiksek dilisyonun karsihfidir ve mililitredeki aktivite
birimi (arbitrary activity unit;- AU/ml), dilisyon faktdra ve
kuyulara aktanlan sipernatant miktan goz oniine alinarak asagida
belirtilen formiile gore hesaplanabilir (Harris et al.,1992b; Farias et
al,, 1994):

(1000/X)x(1/D) ; X:aktanlan sipernatant miktan (ul)
D: indikator mikroorganizmanin inhibe
oldugu diliisyon faktori (titre)
1000: 1 mi = 1000 pl
Ikinci yontem ise, . standart nisin gozeltileri kullanilarak olusan
inhibisyon 'zon ¢aplan ile bunlara karsi gelen nisin
konsantrasyonlarinin logaritmasi arasinda standart egri gizilmesi ve
bu efri yardimiyla kiiltiir siiperatantlanmn seri halde hazirlanan
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dilisyonlanmin olugturduklar1 inhibisyon zonlarina karsihik gelen
nisin miktariin  (IU/ml) regresyon esitlii  kullamlarak
hesaplanmasidir (Tramer and Fowler, 1964; Calderon et al., 1985;
Waites and Ogden, 1987; Chung et al., 1989; Gupta and Prasad,
1989; Taylor et al., 1990; Rogers and Montville, 1991; De Vuyst
and Vandamme, 1992; Roberts et al., 1992; De Vuyst and
Vandamme, 1993; De Vuyst, 1994; De Vuyst, 1995; Dean and
Zottola, 1996; Chen et al., 1997; Davies et al., 1999).

Bu ¢alismada nisin Greticisi L.Jactis 497 susuna ait nisin
aktivitesi, standart e@rinin ¢izilmesi ve regresyon esitligi
kullamlmas: ile saptanmgtir. Ancak nisin iiretimine etki eden
faktérlerin incelenmesinde nisin aktivitesi hem “AU”, hem de
“IU/ml” olarak belirlenmigtir. Mevcut literatiirlerde bulunan
caligmalann biiyitk gogunlugu, standart efri olusturularak nisin
aktivitesinin saptanmasi konusunda Tramer and Fowler’a (1964)
atif yapmugslardir. Bu nedenle nisin aktivitesi tayini Tramer and
Fowler (1964) ile De Vuyst and Vandamme (1992) tarafindan
belirtilen iglem basamaklan dikkate ahinarak yapiimigtir.

Tramer and Fowler (1964) ¢aligmalaninda, standart egri
olusturulurken mililitrede 10 IU nisin aktivitesi diizeyine kadar
nisin konsantrasyonlarinin logaritmas: ile inhibisyon zon gaplan
arasinda dogrusal iligki oldugunu belirtmiglerdir. Aym1 durum De
Vuyst and Vandamme’in (1992) yaptiklan ¢alismada da
belirtilmistir. Ancak, Rogers and Montville (1991) ve Roberts et al.
(1992), swasiyla log 1000 IU/ml ve log 100 TU/ml nisin
konsantrasyonlarina kadar dogrusal iligki gérilebilecegini




87

agiklamuglardir. Rogers and Montville (1991) aym ¢aligmada
indikatér mikroorganizma olarak M/uteus 10240 kiltGranin
yamsira Lb.sake 15521 kiltiring kullanmglar ve Lb.sake’nin
M.lutes’a kiyasla nisine kargt daha hassas oldugunu ve daha bityik
zon olusturdugunu saptamuglardir. Her iki mikroorganizma igin
olusturulan standart egride regresyon katsayisinin (R? 0,98°den
biyiik oldugu da agiklanmighr. Waites and Ogden (1987) ise
standart efri olugtururken indikatér mikroorganizma olarak
Lb.brevis BSO 28 susu kullanarak, (inhibisyon zon ¢ap1 - kuyu
api)’ ile 1-1000 IU/ml nisin konsantrasyonlarmin logaritmasi
arasinda  standart e@ri  olugturmuslardir.  Araghrmacilar
olugturduklan standart egrinin 1-100 IU/ml nisin konsantrasyonlar
icin uygun olmadigrm ancak 100-1000 IU/ml nisin
konsantrasyonlar igin dogrusal iligki verebilecegini belirtmiglerdir.

Bu ¢aligmalann 1511 altinda standart efirinin ¢izilmesinde
yapilan 6n denemede (bolam 3.2.5.1) De Vuyst and Vandamme’in
(1992) cahsmalannda belirttigi FM kullamlarak 10 IU/ml
konsantrasyonuna kadar nisin gozeltileri hazirlanmgtir. M. luteus
982 kiltirine karst olugan inhibisyon zon gaplan 6lgilerek standart
egri elde edilmigtir. 1 IU/ml nisin konsantrasyonuna karsihik gelen
ortalama inhibisyon zon ¢apt 8 mm (kuyu ¢apr dahil), 10 IU/ml
nisin konsantrasyonuna karsilik gelen ortalama zon ¢ap1 ise 10 mm
(kuyu ¢ap1 dahil) olarak dlgalmiigtiir. Zon gaplan arasmndaki farkin
az oldugu (2. mm) gorillmektedir. De Vuyst and Vandamme (1992)
cahigmalannda standart efriye ait bilgi -vermemiglerdir. Ancak
besiyeri olarak NAM kullanan - Tramer and Fowler (1964) ile
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Tween 20 igeren nutrient agar kullanan Rogers and Montville’in
(1991) galismalarinda yukandaki nisin konsantrasyonlarina karsihk
gelen inhibisyon zon g¢aplan arasindaki fark sirasiyla yaklasik 6
mm ile 4 mm olarak saptanmigtir. Aym sekilde inokiilasyon ortarm
ve FM’de gelistirilen L.lactis 497 sugunun nisin aktivite tayini igin
yapilan 6n denemede (bolim 3.2.5.2), hazirlanan 1/10, 1/100 ve
1/500°lik siopernatantlanin Mluteus 982 kiltirine kars:
olugturdugu antagonistik etki incelenmis ve petrilerde inhibisyon
zomu gorilmemisti. De Vuyst and Vandamme (1992), nisin
treticisi L.Jactis subsp. lactis NIZO 22186 susu ile ayn: besiyerinde
yaptiklan g¢alismada belirli zaman araliklarinda nisin aktivitesini
Olgmiigler ve 4 saat sonra nisin aktivitesinin saptanabilir diizeyde
oldufunu belirtmislerdir. Aym ¢aligmada aragtirmacilar en yiksek
biomass Gretiminin oldufu 8. saatte en yiksek nisin
konsantrasyonunu (~1500 IU/ml) gézlemlemiglerdir. Daha &nceleri
de belirtildigi gibi nisin dreticisi L.Jactis 497 susu en yiksek
biomass aretimine MRS Broth’da 24 saat sonra ulasmaktadir. Bu
durumda yukarida belirtilen inhibisyon zonunun goriilmemesinin
nedeni L.lactis 497 susunun FM’de 24 saat sonra saptanabilir
diizeyde nisin iretememesi ya da az iretmesi sonucu 1/10’luk
dilusyonun seyreltik gelmesi seklinde agiklanabilir. Bu noktada
dikkat cekici bir durum, nisinden gelen inhibisyon zonu
olmamasina ragmen pH’lan 2’ye yakin siipernatantlann asitlikten
dolayn Mluteus 982 kiltirine karsi inhibisyon zonu
olugturmamasidir. Bu durum indikatér mikroorganizmamn L./actis
497 susunun rettii laktik asite karst duyarll olmas: ile
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sipernatantlann aktanldigi besiyerinin tamponlama 6zelliginden
kaynaklanabilir. Gergekten M./uteus kiltira iceren YGA petrilerine
agilan kuyulara 0,02 M HCl (pH:2) aktanldiginda inkiibasyon
sonrasi higbir zona rastlanmamugtir.

Baylece standart egrinin gizilmesi ile yapilan 6n denemede
inhibisyon zon ¢aplan arasindaki farkin az olmas1 hem de L./actis
497 kiltirinim nisin aktivitesi ile yapilan 6n denemede FM’de
gelistirilen kontro! susun NAM’da inhibisyon zonu olugturmamas:
nedeniyle denemenin FM yerine MRS Broth kullamlarak
yapimasina karar verilmis ve nisin ftireticisi L.Jactis 497 susunun
aktivite tayini MRS Brothda 3 farkli yol denenerek
gergeklestirilmistir (Sekil 4.4). Sekil 4.4’¢ bakildiginda, Sekil
4.1’de agar kuyu difizyon yonteminde kullamlan islem
basamaklan, katalaz enzimi ilave edilmesine kadar A yolu i¢in aym
tutulmustur. Katalaz enzimi ilavesinden sonra siipernatantin fosfat
tamponu ile 1/10 ve 1/50’lik dilasyonlan elde edilmistir. B yolu,
De Vuyst and Vandamme’1n (1992) nisin aktivite galismalarina ait
bazi modifikasyonlar icermektedir. C yoluna bakildiginda kaynar
su banyosunda 5 dakika kaynatma iglemi hari¢ B yolunun aymsi
oldugu gérilmektedir. A, B ve C yollanna ait aktivite tayininde
M.luteus 982 kulttri %2 oraminda hem YGA hem NAM’a inokiile
edilerek petrilere dékiilmistir. Denemede her 3 yol igin bolim
3.2.5.1°de belirtildigi tizere hem YGA hem NAM iizerine kuyular
agilarak ortalama inhibisyon zon ¢aplan (kuyu g¢api dahil)
6l¢ulmagtiir (Cizelge 4.1).
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1. luctis 497
(YSB)

(MRS Broth:
30°C/24 saat)

(MRS Broth,
30°C/24 saat)

<TI0 <= (D <— 1D

Santrifuj (2500 x g, 15 dakika)

Sterilizasyon (0,45um)
Sterilizasyon ﬂ
Steril siipematant\A 0,02M HCl ile
Katalaz enzimi seyreltme,
ilavesi (Smg/mi) Kaynar su 1/10; 1/50
banyosunda
l bekletme, 5 on'jinal Cﬁ
. dakika
Stpernatant l YGA ve NAM
il 0,02M HCl ile C
seyreltme,
f;f‘ia; il 1/10; 1/50
seyreltme, orijinal
1/10; 1/50
orijinal <:~|j YGA ve NAM
B
YGA ve NAM
A

Sekil 4.4 L.lactis sugunun nisin aktivitesinin saptanmasi
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Cizelge 4.1 L.lactis 497 kiltirinin 3 farkli yontem kullamlarak
elde edilen sipernatant diliisyonlanrnin YGA ve NAM’da
olugturduklan ortalama zon gaplan (mm)

Yontem Besiyeri Siipernatant Diliisyonlan
Orijinal 1/10 1/50
A NAM 20,0 16,07 14,00
YGA 17,0 12,0 10,0
B NAM 26,0 16,5 13,8
YGA 23,5% 13,7 11,5
C NAM _ [2730  |157 137
YGA 22,5% 14,3 11,2

*: Llactis 497 kontaminasyonu g6zlenmistir.

Cizelge 4.1’de goruldugu gibi bazi OSlgimlerde: (*)
kontaminasyon g6zlenmis bu nedenle de (*) olarak belirtilen
6lgimler dikkate almmamigtir. Cizelge 4.1 .incelendifinde, en
kigik ortalama inhibisyon zon gaplan: A yolu kullamldifinda
ol¢tlmistir. Bunun nedeni, daha 6nce de deginildigi gibi kaltir
ortaminda protein iizerine adsorbe olmus nisinin serbest hale
gegmesi igin asitle muamele ve kaynar su banyosunda bekletme -
iglemlerinin yer almamasi geklinde agiklanabilir. Bu nedenle, agar
kuyu difizyon yoéntemi ile bakteriyosin dreten laktik asit
bakterilerinin saptanmasinda uygulanan yolun aktivite tayini igin
yeterli olmadifi gozlenmigtir. Cizelgede B ve C yollanna ait
6lgimler incelendiginde ise B yoluna ait olgiimlerin .C yoluna
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kiyasla biraz daha biyiik oldugu gorilmektedir. Bu sekilde, asitle
muamelenin yaninda kaynatma isleminin de sonucu etkiledigi
belirlenmistir. B ve C yollan i¢in kultir sipernatant pH’simin
2,35%¢ ayarlanmasinin nedeni, daha once FM kullamlarak yapilan
6n denemede L.Jactis 497 susunun nisin aktivite tayininde 1/10°luk
dilasyon pH’simn bu degerde olmasidir. NAM ve YGA agisindan
gizelge incelendiginde ise NAM’da olusan ortalama zon ¢aplarinin
YGA’ya gore daha biyik oldufu da gozlenmigtir. Tramer and
Fowler (1964) , NAM igeriginde bulunan Tween 20 sayesinde
nisinin agar iginde daha hizh difuze olabilecegini belirtmiglerdir.
Gergekten yukanda elde edilen sonug bunu dogrulamaktadir.
Kontaminasyon olan kuyulardaki olgimler dikkate alinmadan
gizelge bir bitiin olarak incelendiginde B yolunun ve NAM
kullaniminin hem aktivite tayini hem de standart egri ¢izimi igin
uygun - oldufu gérilmektedir. Daha once belirtildigi gibi bu
calismaya ait modifikasyonlardan birisi De Vuyst and
Vandamme’in (1992) g¢aligmalannda, fermantasyon ortaminda
geligtirilen nisin fireticisi kiiltir 10 kat seyrelecek sekilde kuvvetli
asitle muamele edildifi halde bu galigmada L./actis 497 susunun
siipernatanttaki nisin konsantrasyonunu seyreltmemek igin 2 M ve
| 0,2 M HCl ile pH’s1 ayarlanmig ve gizelgede bu “orijinal” diliisyon
olarak tammianmustir.
‘ Chen et al’un (1997) yaptiklan ¢aligmada nisin aktivite
tayininde A yoluna benzer bir yoéntem kullantimgtr.
Aragtirmacilann yaptiklan bu denemede kuyu igerisine santrifiy

|
edilerek membrandan gegirilen nisin ireticisi L.lactis subsp.lactis

o
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CCRC 14016 kiltiir siipernatant1 ve bu siipernatantin 0,1 M asetat
tamponunda (pH:6) hazirlanan diliisyonlart kuyulara aktarilmustir.
Ancak siipernatant etrafinda olugan inhibisyon zonunun kiltarin
dretmis oldugu laktik asit ve nisinden gelecegi arastirmacilar
tarafindan goz ardh edilmigti. Aym ¢alismada dilasyonlara ait
zonlar, asetat tamponu sayesinde notralizasyon iglemi bir gekilde
gerceklestifi igin, nisine bagh olabilecegi halde bu kez nisinin
protein iizerine adsorbe olmug durumdan serbest hale gegmesi igin
asitle muamele ve kaynar su banyosunda bekletme iglemleri
yapilmadifindan olusan zonlann gergek nisin  aktivitesini
belirleyemeyecegi agiktir. Aragtirmacilanin galigmalannda nisin
aktivite tayinini bu sekilde olgtikklerini belirtmeleri sagirticidir.
Aymni aragtirmacilar ¢aligmalannda standart egri olugturulmasina ait
herhangi bir bilgi de vermemislerdir.

Llactis 497 susu ile yapillan nisin aktivite tayini
denemesinin sonucuna goére standart egri bolim 3.2.5.1°de
anlatldigr sekilde 0,5-400 IU/ml konsantrasyonlarinda standart egri
¢izilmigtir. Bu sekilde elde edilen standart egrinin denklemi y =
0,3457x — 4,1372 ve R? = 0,9895 olmasina ragmen, 0,5-10 IU/ml
konsantrasyonlan arasinda kalan egri dikkate alindifinda y =
0,2985x — 3,5264 ve R* = 0,9961 olarak saptanmigtir. Bu nedenle
ikinci denklemde regresyon katsayis1 daha biyik oldugu i¢in 0,5-
10 IU/ml konsantrasyonlan arasindaki standart egri dikkate
alinnmugtir (Sekil 4.5).
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1,2

y=0,2085x- 3,5264
R?=0,9961

08 1
0,6 -
04 1

0,2 -

log nisin konsantrasyonu, IU/ml

-0,2 1

-04 -
ortalama zon ¢api, mm

Sekil 4.5 Standart nisin egrisi (0,5-10 IU/ml)
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Cizelge 4.2’de ise standart nisin konsantrasyonlarma
karsihk gelen ortalama inhibisyon zon ¢aplart (kuyu ¢ap: dahil)
gorilmektedir. 0,5 TU/ml nisin konsantrasyonuna karsilik gelen
ortalama zon ¢apt 10,8 mm, 10 IU/ml nisin konsantrasyonuna
karsilik gelen ortalama zon ¢apt 15,2 mm olarak ol¢ilmigtir. Zon
¢aplan arasindaki fark 4,4 mm’dir. Tramer and Fowler (1964) ile
Rogers and Montville’in (1991) ¢aligmalaninda yukanda belirtilen
nisin konsantrasyonlanna karsilik gelen inhibisyon zon ¢aplan
arasindaki fark yaklagik 7 mm olarak saptanmigtir. Cizelge 4.2°den
gorildiigi gibi ortalama zon ¢aplan arasinda yaklajik 1 mm’lik
fark nisin aktivitesini %100 degistirmektedir. Ornegin, ortalama
zon ¢ap1 13,3 mm’ye karsilik gelen nisin aktivitesi 2,5 IU/ml iken,
14 mm’ye karsilik gelen aktivite 5 TU/ml olmaktadir. 3 paralelli
olarak yapilan inhibisyon zon gaplan oOlgimleri arasinda bile
cizelgeden de gorildugi gibi 0,5 mm’lik fark ortaya
¢ikabilmektedir. Bu durumda paraleller arasinda bile nisin
aktivitesi agisindan %50°ye yakin farkhiliklar gorilebilmektedir. Bu
yontemi kullanarak nisin aktivite tayini yapan ¢aligmalann
bazilarinda standart egri ¢izilmesi konusunda bilgi verilmemistir.
Tramer and Fowler (1964) ile Rogers and Montville’in (1991)
¢ahgmalannda ise ortalama zon ¢aplan arasinda yaklagik 2 mm’lik
fark nisin aktivitesini %100 degistirmektedir. Nisin aktivitesinin bu
sekilde milimetrik 6lgiime dayal1 olarak belirlenmesi saghikli ve
hassas bir yontem degildir. Ancak yine de literatiirlerde standart
egri kullamlarak aktivite tayini yapan g¢aligmalar mevcuttur. De
Vuyst and Vandamme (1992) ile Chen et al. (1997) ¢ahsmalarinda



96

nisin aktivitesi degerlerini sirasiyla 1500 IU/ml ve 230 IU/ml
olarak belirlemislerdir. De Vuyst (1994), gesitli L./actis suslarmin
nisin tretim kapasitelerini saptamig ve suslanin 1 IU/ml ile 1886
TU/ml nisin konsantrasyonlan arasinda gesitli aktivite degerlerine
sahip olduklanm ifade etmiglerdir.

Cizelge 42 B yolu kullamlarak hazirlanan farkh nisin
konsantrasyonlaninin M. Juteus 982 igeren NAM’da olusturduklan

ortalama zon ¢aplan

Nisin konsantrasyonu Zon gaplar (mm) Ortalama zon
(TU/ml) gaplan (mm)

0,5 11,0-11,0-10,5 10,8

1 12,0-12,0-11,5 11,8

2,5 | 13,0-13,5-135 133

5 14,0 - 14,0- 14,0 14,0

10 15,0-15,0- 15,5 15,2

Sekil 4.5°de belirtilen standart egri dikkate alinarak, Cizelge
41°de B yoluna ait v¢ NAM kullanilarak yapilan ortalama
inhibisyon zon gaplanna karsihik gelen nisin aktivitesi saptanabilir.
Ancak, bu standart efrinin kullanilabilmesi igin ortalama
inhibisyon zon ¢aplan 10,8-15,2 mm arasinda olmalidir. Buna gére
Cizelge 4.1°den 1/50°lik diliisyona ait 13,8 mm inhibisyon zonu
aktivite tayini igin uygun olmaktadir. Egriye ait regresyon esitligi
kullanilarak;
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y =0,2985x — 3,5264 denkleminden, x = 13,8 mm ise,
y =0,5929, nisin aktivitesi (IU/ml) = 50 x antilog (0,5929)
nisin aktivitesi (IU/ml) = 195 olarak hesaplanabilir.

Boylece L.lactis 497 susuna ait nisin aktivitesi 195 IU/ml olarak
bulunmugtur.

4.4 Nisin Uretimine Etki Eden Faktorler

L.actis 497 susunun nisin Gretimine etki eden faktdrler
olarak karbon kaynaklannin (glukoz, sakkaroz, fruktoz ve laktoz)
¢esit ve konsantrasyonu, maya ekstrakti konsantrasyonu ile mangan
iyonu, magnezyum iyonu ve kalsiyum iyonu konsantrasyonlari
cahigiimistir. Daha once de ifade edildipi gibi nisin tiretimine etki
eden faktérlerin incelenmesinde nisin aktivitesi hem ‘TU/ml” hem
de ‘AU’ olarak belirlenmigtir. ,

Motlagh et al. (1991) nisin ureticisi L./actis subsp. lactis
D16 sugunun nisin aktivitesi tayininde (AU olarak) kalttr pH’sm
5,5°e ayarladiktan sonra kaynar su banyosunda bekletmiglerdir.
Halbuki kiltir ortaminda adsorbe olan nisinin proteinlerden
aynlmasi1 igin o6ncelikle kuvvetli .asitle muamele edilmesi
gerekmektedir. Bu sekildeki aktivite tayininde, olusan zonun
gergek nisin aktivitesini belirleyemeyecegi agiktir. Benzer gekilde
birgok araghrmaci tarafindan agar kuyu difiizyon yontemiyle
bakteriyosin ireten laktik asit bakterilerinin saptanmasinda
kullamlan pH’s1 6,5’¢ ayarlanmis, filtre ile steril edilerek ve/veya
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katalaz enzimi ilave edilmis sipernatantlarin seri halde 2 kat
diliisyonlann hazirlanarak bakteriyosin aktiviteleri “AU” olarak
saptanmigtir (Barefoot and Klaenhammer, 1983; Carminati et al.,
1989; Schillinger and Liicke, 1989; Giraffa et al., 1990; Piard et al,,
1990; Cintas et al., 1995). Dufour et al. (1991) ve Ryan et al
(1996) ¢aligmalannda sadece filtre ile steril edilmis bakteriyosin
direticisi laktik asit bakteri siipernatantlan ve dilisyonlanm aktivite
tayininde (AU olarak) kullanmiglardir. Halbuki siipematantlann
olusturduklari zonlann laktik asit bakterilerinin urettikleri
bakteriyosin ve asitten meydana geldigi agiktir ve bu sekilde
aktivite tayini yapilmasi yanls sonug verecektir. Kojic et al. (1991)
ise sadece bakteriyosin treticisi laktik asit bakteri kultir
sipernatantim ve dilisyonlarim aktivite tayininde (AU olarak)
kullanmiglardir. Bu sekilde bakteriyosin aktivite tayiminde
bulunulmas: siipernatantin olusturdugu inhibisyon zonunun laktik
asit bakterisinin Grettigi bakteriyosin ve asitten meydana gelmesi ve
laktik asit bakteri hiicreleri ortamdan uzaklagtnlmadif igin
inkiibasyon ile besiyerinde asit olusturmasi sonucunda yanls
olarak belirlenecektir.

Yukandaki ¢ahismalar dikkate alinarak nisin tiretimine etki
eden faktorlerin incelenmesinde B yolu ve NAM kullamilmagtir.
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4.4.1 Karbon kaynakiarnin nisin iiretimine etkisi

Bu ¢aligmada karbon kaynaklan olarak %2 oraninda glukoz
(MRS Broth’un normal igeridi), sakkaroz, lakioz ve fruktoz igeren
MRS Broth kullaniimgtir.

Cizelge 4.3’te %2 oraminda seker igeren MRS Broth’da
30°C’de 24 saat inkitbe edilen L.lactis 497 kiltirine ait
sipernatantlann  M.luteus 982 igeren NAM’da olusturduklan
ortalama zon gaplan goriilmektedir. Sekil 4.6(a, b, ¢, d)’da ise %2
sakkaroz iceren MRS Broth’da geligen L.lactis 497 kiiltirine ait
-sﬁpernatantlann Mhuteus 982 igeren NAM’da olugturduklan
zonlann fotograflan goriilmektedir. Karbon kaynaklarinin nisin
tiretimine etkisini anlamak igin nisin aktivitesinin saptanmasi
gerekmektedir. Egfer nisin aktivitesi, nisin titresi olarak ifade
edilmek istenirse Cizelge 4.3°¢ bakarak  sipernatant
dilasyonlarindan inhibisyon zonunun olusmadif dilisyonu bulmak
gerekir. Bu durumda, glukoz, fruktoz ve laktoz kaynaklan igin-
nisin titresi “512 AU” oldugu halde sakkaroz kaynaf
kullamldiginda 1/512°lik diliisyonda inihibisyon zonu olugmusgtur.
Ancak olusan zon fazla bityiikk olmadigz igin (8,5 mm), denemede
yapilmadign halde bir sonraki iki kat diliisyonda (1/1024)
inhibisyon zonunun olugmayaca agiktir. Dolayisiyla sakkaroz
kaynafi igin nisin titresi “1024 AU” olarak ifade edilebilir. Bu
durumdan da anlagildifi gibi karbon kaynaf: olarak sakkaroz
kullammimin nisin aktivitesini artirdifi sOylenebilir. Ancak aym
¢izelge orijinal diliisyonlarin olugturduklan inhibisyon zonlarinin
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boyukliga agisindan incelenecek olursa, glukoz karbon kaynagfi
olarak kullamldiginda en biyik zonun olustufu goriiimektedir.
Daha sonra sirasiyla fruktoz, sakkaroz ve laktoz gelmektedir. Bu
durumda nisin aktivitesini artiran karbon kayna@: olarak sakkaroz
3. swrada yer almaktadwr. Halbuki stpematant dilisyonlan
seyreldikge (1/16°hik dilisyondan sonra) diger karbon kaynaklarna
kiyasla sakkarozun nisin aktivitesini artirdifn gorilmektedir. Boyle
bir durumda sakkaroza ait orijinal diliisyonda da en biyik zonun
olusmasi beklenmesine ragmen bu sgekilde bir sonug
g6zlenmemigtir.

Cizelge 4.3 %2 seker igeren MRS Broth’da gelisen L.lactis 497
kiltiirine ait sipernatanflann M. Juteus 982 igeren NAM'da
olugturduklan ortalama zon ¢aplan (mm)*

Karbon Siipernatant Dilasyonlart

Kaynag |Orijinal | 1/8 1716 |1/64 |1/128 |[1/256 |1/512
Glukoz (21,7 15,3 140 (11,7 (100 |82 7,0
Sakkaroz | 19,2 15,3 14,5 12,0 (11,0 100 |85
Fruktoz (19,7 14,9 13,5 10,9 10,0 |80 7,0
Laktoz 17,3 14,2 13,5 10,3 |87 73 7,0

?: Kuyu ¢ap1 7 mm’dir, diger gizelgeler i¢in bu 6lgtim gegerlidir.




Sekil 4.6 (a)

Sekil 4.6 (b)
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Sekil 4.6 (c)
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Sekil 4.6 (d)

Sekil 4.6 (a, b, ¢, d) % 2 sakkaroz igeren MRS Broth’da gelisen
L.lactis 497 kiltirine ait siipernatantlanin M./uteus 982 igeren
NAM’da olugturduklan inhibisyon zonlan

Soldan saga; a) orijinal, 1/8, b) 1/16, 1/64, ¢) 1/128, 1/256, d) 1/512
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Cizelge 4.3 kullamlarak sonug bir kez de regresyon egitlifi
yardimiyla hesaplanabilir. Bunun igin daha once gizilen standart
egri  (Sekil 4.5) dikkate alinmahdr. Standart egrinin
kullanilabilmesi i¢in ortalama inhibisyon zon gaplannin 10,8-15,2
mm arasinda olmasi gerektigi hatirlanarak, glukoz igin 1/16, 1/64,
sakkaroz igin 1/16, 1/64, 1/128, fruktoz icin 1/8, 1/16, 1/64 ve
laktoz igin 1/8, 1/16 siipernatant diliisyonlanina karsilik gelen
ortalama inhibisyon zon gaplarimn hesaplama igin uygun olduklan
gorilmektedir. Eger bu dilusyonlara kargihk gelen nisin aktivitesi
regresyon egitligi kullamlarak hesaplanacak olursa;
y=0,2985 x - 3,5264 denklemi igin,

Glukoz:

x=14mm y=0,6526 nisin aktivitesi [U/ml = 71,89
x=11,7mm y=-0,03395 nisin aktivitesi [U/ml = 59,18
Sakkaroz:

x=14,5mm y=0,80185 nisin aktivitesi [U/ml = 101,38
x=12mm y=0,0556 nisin aktivitesi [U/ml = 72,74
x=11mm y=-02429 nisin aktivitesi [U/ml = 73,16
Fruktoz:

x=149mm y=0092125 nisin aktivitesi [U/ml = 66,73
x=13,5mm y=0,50335 nisin aktivitesi IU/ml = 50,98
x=10,9 mm y=-027275 nisin aktivitesi [U/ml = 34,15
Laktoz:

x=142mm y=0,7123 nisin aktivitesi IlU/ml = 41,24
x=13,5mm y=0,50335 nisin aktivitesi 1U/ml = 50,98,

bulunur.
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Yukanidan da gorildagii gibi karbon kaynaklarina ait her
dilisyon oram i¢in farkh bir aktivite degeri ortaya ¢ikmaktadir.
Hatta bu farklililar nisin fretimine etki eden diger faktorlerin
incelenmesine ait gizelgelerde daha buyik degerlere ulagmugtir.
Daha o6nce bélim 4.3’de ortalama inhibisyon zon aralifina diisen
tek bir diliisyon oldugu icin L.Jactis 497 susunun 195 IU/ml olarak
hesaplanan nisin aktivitesi (%2 glukoziu MRS Broth besiyerinde)
bu denemede aym: besiyeri igin 71,89 TU/ml (1/16’hik dilisyon) ve
59,18 IU/ml (1/64°lik diliisyon) aktivite degerleri bulunmusgtur.
L.lactis 497 susunun nisin aktivite degerinin iki denemede farkh
ciktign goriilmektiedir. Karbon kaynaklarinin nisin {retimine
etkisinin saptanmasinda, L.lactis 497 kiltiiriinin bir kez aktive
edildikten sonra 2 kez fizyolojik su ile yikanmasi haricinde bitim
islem basamaklari nisin aktivite tayininde belirtildigi gibi
yapilmigtir. Aktiviteler arasinda bu nedenden dolayr farklilik
olabilecegi sdylenebilir. Ancak maya ekstrakti konsantrasyonunun
nisin Gretimine etkisinin saptanmasinda (bdltm 4.4.2) bu
denemedeki iglem basamaklan kullamldifn halde, her iki
denemedeki aym1 formilasyona ait L.Jactis 497 sugunun nisin
aktivite degerleri biyik farklilik gostermigtir.

Bu asamadan sonra nisin titresi dikkate alinmi§ ve yiksek
nisin aktivitesinin .sakkarozlu besiyerinde elde edildigi kabul
edilerek bundan sonraki nisin iiretimini etki eden faktorlerin
incelenmesinde karbon kaynag: olarak sakkaroz kullaniimigtir.

Cesitli  aragtrmacilar  L.Jactis suglan ile yaptiklan
denemelerde glukoz ve sakkarozun yaminda ksiloz, maltoz gibi
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farkli karbon kaynaklan kullanarak suslann nisin aktivitelerini
saptamiglardir. Ancak karbon kaynaklan gesidinin nisin Gretimine
etkisini inceleyen ¢aligmalar az sayidadir. Harris et al. (1992b),
nisin iireticisi izolatlarin nisin aktivitelerini MRS Broth, M17-G
Broth, BHI Broth ve CJ Broth’da (lahana suyu) tayin ederek
suslann en fazla nisini (1600 AU/ml) MRS Broth’da irettiklerini
bildirmiglerdir. Chinachoti et al. (1997) ise, %1 glukoz ve %1
ksiloz igeren besiyerlerinde L.lactis 10-1 sugunun nisin aktivitesini
tayin etmigler ve %1 ksiloz igeren besiyerindeki nisin Z
aktivitesinin (810 IU/ml) daba fazla oldugunu saptamislardir. Bu
calismada L.lactis 497 susu, Harris et al. (1992b) tarafindan
belirtilen %2 glukozlu MRS Broth yerine %2 sakkaroz igeren MRS
Broth’da en fazla nisini dretmigtir. Diger karbon kaynaklannin ise
nisin Gretimini etkilemedigi gérialmiistiir.

44.2 Maya ekstrakti Kkonsantrasyonunun nisin

diretimine etkisi

Bu caliyjma %2 sakkaroz, %0,5; %1; %2 ve %4 maya
ekstrakt: iceren MRS Broth kullamlarak yapilmistir.

Cizelge 4.4’de % 2 sakkaroz ve farkli oranlarda maya
ekstrakt1 iceren MRS Broth’da 30°C 24 saat inkiibe edilen L./actis
497 kilturine ait siipernatanlann M.luteus 982 igeren NAM’da
olusturduklari ortalama zon ¢aplan gorilmektedir. Dort maya
ckstrakti konsantrasyonu igin de nisin titresinin aym oldugu
gorilmektedir (2048 AU). Cizelgede orijinal diliisyonlann
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olusturduklan inhibisyon zonu incelenecek olursa, maya ekstrakti
orammin %4’e gikarilmasi sonucunda en biiytik inhibisyon zonunun
olustugu gorilmektedir. Ancak 1/256’lik diliasyondan sonra biitin
maya ckstrakti oranlan igin hemen hemen inhibisyon zonlan
esitlenmekte ve sonugta aym titreye ulasiimaktadir. Bu durumda
nisin titresi agisindan bakildiinda maya ekstrakt: artistyla birlikte
nisin aktivitesinde bir artiy meydana gelmedii soylenebilir.

Cizelge 4.4 %2 sakkaroz ve farkli oranlarda maya ekstrakt: igeren
MRS Broth’da geligen L.Jactis 497 kiiltiiriine ait sipernatantlann
M. luteus 982 iceren NAM’da olusturduklan ortalama zon ¢aplan

(mm)

Maya Siipernatant Diliisyontan

ekstrakt1 | Orjinal | 1/128 | 1/256 {1/512 |1/1024 |1/2048 | 1/4096

%0,5 |19,8 13,8 11,3 |98 9,0 7,0 7,0

%1 {207 140 (11,3 (10,2 |88 7,0 7,0

%2 |198 125 (11,0 |95 8,0 7,0 7,0

%4 |235 13,8 |11,7 [10,3 8,2 7,0 7,0

Aym gizelge (Cizelge 4.4) kullamlarak nisin aktivitesi
regresyon esitligi yardimiyla hesaplandifinda, bélim 4.4.1°de
karbon kaynaklan igin yapilan denemedeki durum meydana gelmis
her diliisyon igin farkh bir aktivite degeri bulunmustur. Cizelgede 4
farkl: maya ekstrakti konsantrasyonlan igin aktivite hesaplamasi
yapilacak uygun dilisyonlarin 1/128 ve 1/256 olduklan
gorilmektedir. Her biri igin nisin aktivitesi hesaplanacak olursa,
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y =0,2985 x — 3,5264 denklemi igin,

%0.5 maya ekstraktr:

x=13,8mm y=0,5929 nisin aktivitesi [U/ml = 501,31
x=11,3mm y=-0,15335 nisin aktivitesi [U/ml = 179,84
%1 maya ekstrakti:

x=14mm y=0,6526 nisin aktivitesi [U/ml = 575,18
x=113mm y=-0,15335 nisin aktivitesi [U/ml = 179,84
%?2 maya ckstrakts:

x=12,5mm y=0,20485 nisin aktivitesi [U/ml = 205,14
x=11mm y=-0,2429 nisin aktivitesi IU/ml = 146,33
%4 maya ekstrakti:

x=13,8mm y=0,5929 nisin aktivitesi IU/ml = 501,31
x=11,7mm y=-0,03395 nisin aktivitesi [U/ml = 236,74;
bulunur.

Yukanidan da gorildigi gibi bu denemede diliisyonlara ait
aktiviteler arasindaki fark daha fazladir. Cizelge 4.4°te %0,5 maya
ekstrakti igeren kombinasyon bolim 4.4.1°de karbon kaynaklan
igin yapilan denemede sakkaroz iceren formiilasyonla aymdir.
Bolim 4.4.1’de sakkaroz igeren formiilasyondaki nisin titresi
“1024 AU” iken, bu denemede nisin titresi “2048 AU olarak
bulunmugtur. Regresyon esitligi kullanilarak yapilan nisin aktivitesi
tayininde bolim 4.4.1°de 1/128’lik dilisyona ait aktivite 73, 16
IU/ml iken, bu denemede aym diliisyona ait aktivite 501, 31 IU/ml
olarak hesaplanmigtir. Regresyon esitligi kullamlarak nisin
aktivitesi tayininin ¢ok farkh sonuglar verdigi goérilmektedir. Bu
asamadan sonra regresyon esitligi kullamlarak aktivite tayini
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yapilmayarak sadece nisin titresi degerlendirilmigtir. Gerek nisin
titresi olarak gerek regresyon esitligi kullamlarak yapilan aktivite
tayininde, nisin tretimini etkileyen faktorler aktivitede %20-30 gibi
bir artisa neden olsalar bile bu yontemler kullamlarak boéyle bir
artis1 olgmek imkansizdir. Ancak aktivitede ok biiyiik bir artisa
neden olduklan taktirde zon caplarmn biyimesine bagh olarak
bunu takip etmek miimkin olacaktir. Yine de milimetrik 6lgumlere
dayandiklan igin bu yontemlerin hassas olmadiklart bir kez daha
vurgulanmalidr.

Maya ekstraktina ait denemenin sonucunda, karbon kaynag
oranimin sabit kahp simrlayici faktér olma olasiifindan dolayr
bundan sonraki denemelerde maya ekstraktina ait oranlar sabit
tutularak (en digik; %0,5 ve en yiksek; %4) sakkaroz orammnin
artirilmasina  karar  verilmigtir. Do6rt maya  ekstrakti
konsantrasyonuna ait nisin titreleri aym oldugu igin %1 ve %2’lik
maya ekstrakt: igeren kombinasyonlar daha sonraki denemelerde
kullanilmamagtir.

4.43 %0,5 ve %4 maya ekstrakn ile farkh oranlarda

sakkaroz konsantrasyonunun nisin iiretimine etkisi

Bu galismada %0,5 ve %4 maya ekstrakt: konsantrasyonlan
icin %2, 6 ve 10 oranlannda sakkaroz konsantrasyonunun nisin
iiretimini nasil etkiledigi aragtimlmgtir.

Cizelge 4.5, %0,5 ve %4 maya ekstrakt1 ve farkh oranlarda
sakkaroz iceren MRS Broth’da 30°C’de 24 saat inkiibe edilen
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L.lactis 497 Kkiiltiriine ait siipernatantlanin M luteus 982 igeren
NAM’da olusturduklann ortalama zon gaplan gorilmektedir.
Cizelgeye gore %0,5 maya ekstrakti igeren her 3 sakkaroz
konsantrasyonu igin nisin titresinin aym oldufu (2048 AU)
goriilmektedir. Bu denemede %2 sakkaroza karsiik “2048 AU”
olarak 6lgilen nisin titresi daha dnce bdlim 4.4.2°de %0,5 maya
ekstrakti ve %2 sakkaroz igeren ortamda 6lgiilen nisin titresi ile
aym ¢ikmmgtir. Ancak bélim 4.4.1°de %2 sakkaroz igeren aym
besiyerindeki nisin titresinden (1024 AU) farkhdir.
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Gizelge 4.5 %0,5 ve %4 maya ekstrakt: ve farkli oranlarda sakkaroz igeren MRS Broth’da gelisen L./actis

497 kiltarane ait sipernatantlarin M./uteus 982 igeren NAM’da olugturduklan ortalama zon gaplari (mm)

Sakkaroz Stipernatant Diliisyoniar
Orijinal 1/128 1/256 1/512 1/1024 1/2048 1/4096
%0,5 %4 | %0,5 %4 | %0,5 %4 | %0,5 %4 1%0,5 %4 | %0,5 %4 | %0,5 %4
%2 245 31,3 {13,2 17,9 11,7 14,8 | 10,5 11,8 |89 85 7,0 70 170 7,0
%6 22,7 29,3 134 16,0 | 11,0 14,5 19,9 128 (83 103 (7,0 70 (7,0 7,0
%10 (242 29,2 | 13,0 17,0 | 11,5 14,0 | 10,9 11,3 [ 9,0 70 |70 70 |70 7,0
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Cizelgede %4 maya ekstrakti ve %2 ile %6 sakkaroz igeren
ortamdaki nisin titresi aym oldugu halde (2048 AU), %10 sakkaroz
iceren ortamda nisin titresinde azalma gorilmugtar (1024 AU). De
vuyst and Vandamme (1992) pH kontrolsiiz sartlarda yaptiklan
gahsmada, FM ortaminda sakkaroz konsantrasyonunun %1’den
%10’a gikarhldiginda ortamda fazla miktarda sakkarozun
tiketilmeden kaldipz belirtilerek nisin aktivitesinin 1500 IU/mi’den
ancak 2000 TU/ml’ye ¢iktfim bildirmiglerdir. Aragtirmacilann
yaptiklan ¢absmada nisin aktivitesinde yaklagik %33 artig oldufu
gorilmektedir. Bu ¢aligmada ise artan sakkaroz konsantrasyonu ile
aktivitede yukanda belirtilen diizeylerde artig olsa bile agar kuyu
difizyon yontemi ile bunu saptamak mimkim degildir. Chinachoti
et al. (1997) ise pH kontrolsiiz sartlarda nisin iretiminde kullanilan
ortamdaki ksiloz konsantrasyonunu %1°den %7’ye kadar artirarak
nisin aktivitesini Slgmisler ve buna gore en yiksek nisin miktannn
%4 ksiloz igeren ortamda olustuunu saptamuslardir. %4 ksiloz
konsantrasyonundan sonra artan ksiloz konsantrasyonuyla birlikte
olusan laktik asitin artigina bagh olarak nisin Z miktannda azalma
meydana geldigini belirtmislerdir. Bu ¢aliymada %4 maya ekstrakti
ve %10 sakkaroz iceren ortamda nisin titresindeki azalma aym
mekanizma ile baglantili olabilir.

Cizelge daha once oldugu gibi, orjinal diliisyonlann
olusturduklan inhibisyon zonlari agisindan incelenecek olursa,
maya ckstrakth orammin artmastyla nisin aktivitesinin arttifi
soylenebilir. Hatta bu durumun 1/1024’lik siipernatant dilisyonuna
kadar devam gorilmektedir. Ancak sonug titre agisindan
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incelendiginde maya ekstrakti konsantrasyonunun artmasi ile nisin
aktivitesinde artigin meydana gelmedigi goralmektedir.

Agar kuyu difiizyon yontemi kullamlarak farkhh maya
ckstraktt ve farkli sakkaroz konsantrasyonlart ile yapilan
denemelerin  sonucunda, maya ekstraki ve sakkaroz
konsantrasyonlarindaki artigin nisin aktivitesinde artisa neden
olmadigr gorildiginden, katyonlann etkisinin incelendifi
denemelerde MRS Broth igerigindeki maya eckstrakti %0,5 ve
sakkaroz konsantrasyonu %2 olarak kullamlmgtir.

4.4.4 Katyonlarin nisin firetimine etkisi

Bu c¢aligmada katyonlar olarak Mn*?, Mg ve Ca™
iyonlarimin nisin tretimine etkisi incelenmigtir.

Cizelge 4.6, 47 ve 4.8°de %2 sakkaroz, %0,5 maya
ekstrakt ve sirastyla farkli oranlarda Mn'2, Mg ve Ca'™ iyonlan
iceren MRS Broth’da 30°C’de 24 saat inkiibe edilen L.lactis 497
kiltir ~ siipernatantlannin =~ M./uteus 982 igeren NAM’da
olusturduklani ortalama zon gaplan g6rilmektedir. Daha o6nce
yapilan denemelerde %2 sakkaroz ve %0,5 maya ekstrakti igeren
MRS Broth’da (12 ppm Mn*%, 10 ppm Mg"?) gelisen L.lactis 497
susunun nisin titresinin “2048 AU” oldugu bilinmektedir. Cizelge
4.6 incelendiginde, Mn*? iyonu icermeyen ve 1200 ppm Mn*
iyonu igeren ortamda L. lactis 497 sugunun nisin titresi “1024 AU”
olarak gozlenirken, 120 ppm Mn™ iyonu igeren ortamda ise nisin
titresinin “512 AU” oldugu gorilmektedir. Chinachoti et al. (1997)
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tarafindan katyon olarak sadece 5500 ppm (0,1 M) Mn" iyonunun
nisin firetimini tamamen engelledigi belirtilmesine ragmen, bu
deriemede Mg iyonu (10 ppm) ile birlikte Mn' iyonunun
olmamas: ve Mn'? iyon konsantrasyonunun artinimasi -nisin
aktivitesinde belirli bir azalmaya neden olmaktadir. Bu nedenle
MRS Broth’un igeriindeki Mn"? iyonu konsantrasyonundaki nisin
titresinin daha yiksek olmasmdan dolayr diger denemelerde bu
miktar (12 ppm) kullamimigtir.

Cizelge 4.6 %2 sakkaroz, %0,5 maya ekstrakt: ve farkh oranlarda
Mn'*? iyonu iceren MRS Broth’da gelisen L.Jactis 497 kiiltariine ait
sipernatantlanin  M./uteus 982 igeren NAM’da olugturduklar

ortalama zon gaplan (mm)

Mangan, Stipernatant Dilisyonlar

Mn™ | Orijinal [1/128 [ 1/256 [ 1/512 | 1/1024 |1/2048 | 1/4096
(ppm

0 275 143 (108 |92 |70 7.0 7.0

120 (26,8 142 (11,3 |70 |70 7,0 7,0

1200 (27,0 140 {98 |90 170 7,0 7,0

Cizelge 4.7°de Mg™ iyonu igermeyen ve 100 ppm Mg*?
iyonu igeren ortamda nisin titresinin “2048 AU”, 1000 ppm Mg*
iceren ortamda ise “1024 AU” oldugu gorilmektedir. %2 sakkaroz
ve %0,5 maya ekstrakt: iceren MRS Broth’da (12 ppm Mn*, 10
ppm Mg*z) L. lactis 497 susunun nisin titresi “2048 AU” oldugu
halde, Mn™? iyonu (12 ppm) ile birlikte Mg iyonunun olmamas: ve
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MgJ'2 iyon konsantrasyonunun 10 kat artinlmasi aktivitede
degigiklik yaratmamistir. 100 kat artinldidinda ise titrede azalma
meydana gelmigti. Bu nedenle MRS Broth igerigindeki Mg
iyonu konsantrasyonu degistirilmeden 10 ppm olarak diger
denemelerde kullanilmigtir.

Cizelge 4.7 %2 sakkaroz, %0,5 maya ekstrakt: ve farkh oranlarda
Mg* iyonu igeren MRS Broth’da gelisen L./actis 497 kiiltiirine ait
sipernatantlanin M luteus 982 igceren NAM’da olugturduklan

ortalama zon gaplan (mm)

1000 26,0 14,7 {11,8 |87 7,0 7,0

Magnezyum, Siipernatant Diliisyonlan
Mg (ppm) |[Orijinal | 1/128 | 1/256 [ 1/512 | 1/1024 [1/2048 |1/4096
0 258 (140 (11,3 [11,3® |83 7,0 7,0
100 258 140 [11,7 [105 |80 7,0 7,0
7.0

*; L.lactis 497 kontaminasyonu gozlenmistir.

Cizelge 4.8 incelendiginde ise 100 ppm ve 1000 ppm Ca®
iyonu konsantrasyonlan igeren MRS Broth’da L./actis 497 sugunun
nisin titresinin “1024 AU” oldugu goriilmektedir. Chinachoti et al.
(1997) gahgmalaninda oldugu gibi 4000 ppm (0,1 M) Ca™ iyonu
kullamldiginda ise titrenin “512 AU”e diistiga gozlenmistir. Daha
once Ca*? iyonu igermeyen MRS Broth’da olgilen nisin titresinin
“2048 AU” oldugu hatirlanacak olursa, Ca” iyonu ilavesinin
aktivitede artiy meydana getirmedigi goriilmektedir. Halbuki
Chinachoti et al. (1997) ¢aligmalarinda 0,1 M Ca*? iyonunun nisin
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iiretimini %40, 0,1 M (2400 ppm) Mg iyonunun ise %11
artirdifim bildirmiglerdir. Ancak daha 6nceden de agiklandif gibi
agar kuyu difizyon yontemi kullanarak yukarida belirtilen
oranlardaki artisi belirlemek mimmkiin degildir.

Cizelge 4.8 %2 sakkaroz, %0,5 maya ekstrakti ve farkh oranlarda
Ca'? iyonu iceren MRS Broth’da gelisen L./actis 497 kiiltiirane ait
sipernatantlarin M. luteus 982 igeren NAM’da olusturduklan

ortalama zon ¢aplan (mm)

Kalsiyum Siipernatant Diliisyonlan

Ca* Orijinal | 1/128 [ 1/256 | 1/512 | 1/1024 |1/2048 |1/4096
(ppm)

100 25,8 150 (11,3 |93 |70 7,0 7,0

1000 253 133 (11,3 |80 (7,0 7,0 7,0

4000 (277 [150 [113 |70 |70 7.0 7.0

Sonug olarak agar kuyu difizyon yontemi kullanilarak
katyonlanin nisin Gretimine etkisi incelendiginde, mevcut
literatiirlerde bu konuyla ilgili ¢aligmalar ¢ok az olmakla beraber,
katyonlann nisin iretimini biyiikk oranda azaltan ya da artiran
etkiye sahip olmadiklan saptanmigtir.
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5. SONUC

“Nisin @reten L.Jactis izolasyonu ve nisin iretimine etki
eden faktorler’ konulu ¢alismada asagidaki sonuglar elde edilmigtir:

1. Toplam 83 peynir, ¢ig siit ve lahana 6rneginden izole
edilen 273 laktik asit bakterisi agar kuyu difiizyon ve nokta
inokiilasyon agar difiizyon yontemleri uygulanarak bakteriyosin
Gretimi agisindan taranmig ve bakteriyosin ureten bir izolata
rastlanmamigtir.

2. Bakteriyosin iireten laktik asit bakterileri izolasyonunun
ilk agsamasinda agar kuyu difizyon yontemine kiyasla daha kisa
sirede daha fazla sayida izolatin bakteriyosin tretimi agisindan
taranmasina olanak tantyan nokta inokiilasyon agar diftizyon
yonteminin kullanilmasinin uygun oldugu sonucuna vanimgtir.

3. L.actis 497 susunun nisin aktivitesi tayininde, kultdr
sipernatantinda proteinler iizerine adsorbe olmug nisinin serbest
hale gegmesi igin kuvvetli asitle muamele ve kaynar su banyosunda
bekletme iglemlerinin uygulanmasinin gerekli olduguna Kkarar
verilmistir. .

4. Nisin aktivitesi tayininde literatirde yaygin olarak
kullanilan agar kuyu difiizyon yonteminin hassas olmadifi bu
nedenlede kullamlmamas1 gerektifi sonucuna vanlmgtir. Bu
nedenle regresyon esitligi kullamlarak saptanan nisin aktivite
degerleri nisin titresi olarak saptanan degerlere kiyasla daba fazla
degisken sonuglar verdigi igin nisin dretimine etki eden faktérlerin
belirlenmesinde nisin aktivitesi, nisin titresi olarak ifade edilmigtir.
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5. Llactis 497 susu ile yapilan ¢alismada karbon kaynaklan
olarak glukoz, sakkaroz, fruktoz ve laktoz arasinda nisin titresi
olarak ifade edilen en yiiksek nisin dretimi %2 sakkaroziu MRS
Broth’da gergeklesmistir. Besi ortamina ilave edilen 1200 ppm
mangan, 1000 ppm magnezyum ve 4000 ppm kalsiyum iyonlarinin
nisin tretimleri izerinde etkisinin olmadif saptanmugtir.
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OZGECMIS

1969 Isparta dogumlu Tirkiye Cumhuriyeti vatandagi olan
Duygu KISLA, 1991 yihnda E.U. Gida Mithendisligi Boliiminde
lisans egitimini tamamladiktan sonra, 1992 yilinda aym bélimde
Arastima Gorevlisi olarak ¢aliymaya baglanmstir. Yiksek Lisans
egitimini 1994 yihnda tamamlayarak 1996 yihnda EU. Gida
Mihendisligi Bélimit’nde siirdiirdigii gorevinden aynlmg ve aym
yil EU. Su Urinleri Fakiltesinde Araghma Gorevlisi olarak
calismaya baglamugtir. Evli ve 1 kiz gocuk annesi olan Duygu
KISLA, halen E.U. Su Urinleri Fakiiltesi Avlama ve isleme
Teknolojisi Bolama Isleme Teknolojisi Anabilim Dalinda
Arastirma Goérevlisi olarak gérevini surdirmektedir.




