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OZET

BAKTERIYOSIN URETICISi LAKTIK ASIT
BAKTERILERI iCIN DOGAL GELISME ORTAMI
FORMULASYONU VE FERMENTASYON
KOSULLARININ OPTIMIZASYONU

Asli POLAT

Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Gida Miihendisligi Programi
Yiiksek Lisans Tezi

Danisman: Prof. Dr. Omer SIMSEK

Es-Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Furkan DEMIRGUL

Bu tez calismasinda, Lactococcus lactis subsp. lactis N8 susu kullanilarak
antimikrobiyal fermantasyon tozlarinin iiretilmesi i¢in etkili olan fermantasyon
kosullarinin optimizasyonu amaglanmistir. Optimizasyon islemleri biyoreaktor
ortaminda gerceklestirilmigtir. Elde edilen sivi fermentler, uygun tastyicilara

belirli oranlarda yiiklenmis ve piiskiirtmeli kurutucu ile toz formuna getirilmistir.

Biyoreaktorde gerceklestirilen calismanin ilk agamasinda, antimikrobiyal aktivite
tizerine etkili olan demineralize peynir alt1 suyu tozu (DPST), soya kiispesi ve
glikoz surubu konsantrasyonlart yanit yiizey yontemi kullanilarak optimize
edilmistir. Fermantasyon kosullarinin optimizasyonu i¢in bagimsiz degiskenlerin
sinir degerleri DPST konsantrasyonu i¢in 50 ile 100 g/L, soya Kkiispesi
konsantrasyonu i¢in 20 ile 50 g/L, glikoz surubu konsantrasyonu iginse 5 ile 50
g/L olarak belirlenmistir. Merkezi Bilesik Tasarimi (Central Composite Design,

CCD) yontemi kullanilarak belirlenen parametreler ile orta noktanin 6 kez tekrar

X



edildigi toplam 20 denemeden olusan bir deneme deseni olusturulmustur.
Fermantasyon ortamindan alinan ornekler aracilifiyla fermantasyon siiresince
ortamda kalan glukoz miktar1, mikrobiyal gelisim ve antimikrobiyal aktivite takip

edilmistir.

DPST konsantrasyonunun 50 g/L degerinden 100 g/L degerine artirilmasi ile
antimikrobiyal aktivitenin bir miktar yiikseldigi ancak daha sonra diistiigii, soya
kiispesi konsantrasyonunun 20 g/L degerinden 50 g/L. degerine artirilmasi ile
antimikrobiyal aktivitenin yiikseldigi, glikoz surubu konsantrasyonunun 5 g/L
degerinden 50 g/L degerine artirilmasi ile antimikrobiyal aktivitenin yiikseldigi
gozlemlenmistir. Optimum fermantasyon ortami konsantrasyonlarinin DPST igin
100 g/L, soya kiispesi i¢in 50 g/L ve glikoz surubu icinse 50 g/L oldugu
belirlenmistir. Optimum kosullarda gergeklestirilen validasyon fermentasyonuyla
tiretilen s1v1 fermentin antimikrobiyal aktivitesinin M. luteus’a karsi 9120 IU/mL

oldugu tespit edilmistir.

Calismanin ikinci asamasinda, en yiiksek antimikrobiyal aktivite gosteren sivi
ferment  %5-10-15-20-30 oranlarinda DPST’ye ve %]1-3-5-10-15-20-30
maltodekstrine yiiklenerek piiskiirtmeli kurutucu ile kurutulmustur. En yiiksek
antimikrobiyal aktiviteye sahip yliklemenin %35 oraninda maltodekstrin oldugu

tespit edilmistir.

Bu c¢aligma ile DPST, soya kiispesi ve glikoz surubu gibi gida sanayii atiklarindan
diisiik maliyetli antimikrobiyal Ozellikte fermentler {liretilebilecegi gdsterilmis
olup, ileri ¢aligmalarla konsantrasyon disinda diger fermentasyon parametrelerinin
de optimize edilmesiyle elde edilecek antimikrobiyal fermentlerin ticarilesme

potansiyelleri bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Lactococcus lactis, nisin, antimikrobiyal aktivite, atik

yonetimi, siirdiiriilebilirlik

YILDIZ TEKNIiK UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

NATURAL GROWTH MEDIUM FORMULATION AND
OPTIMIZATION OF FERMENTATION CONDITIONS
FOR BACTERIOCIN PRODUCING LACTIC ACID
BACTERIA

Asli POLAT

Department of Food Engineering

Master of Science Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Omer SIMSEK

Co-supervisor: Assoc. Prof. Dr. Furkan DEMIRGUL

This thesis aims to optimize the fermentation conditions effective for producing
antimicrobial fermentation powders using Lactococcus lactis subsp. lactis N8
strain. Optimization processes were carried out in a bioreactor environment. The
obtained liquid fermentations were loaded onto suitable carriers in specific

proportions and then converted into powder form using a spray dryer.

In the first phase of the study conducted in the bioreactor, the concentrations of
demineralized whey powder (DPST), soy flour, and glucose syrup that affect
antimicrobial activity were optimized using response surface methodology. The
boundary values for the independent variables for optimizing the fermentation
conditions were set at 50 to 100 g/L. for DPST concentration, 20 to 50 g/L for soy
flour concentration, and 5 to 50 g/L for glucose syrup concentration. A design of
experiments consisting of a total of 20 trials, including six replications of the
center point, was created using the Central Composite Design (CCD) method.

During the fermentation process, glucose levels in the fermentation medium,

Xi



microbial growth, and antimicrobial activity were monitored through samples

taken from the fermentation environment.

It was observed that increasing the DPST concentration from 50 g/L to 100 g/L
resulted in a slight increase in antimicrobial activity, which then decreased.
Increasing the soy flour concentration from 20 g/L to 50 g/L led to an increase in
antimicrobial activity, and increasing the glucose syrup concentration from 5 g/L
to 50 g/L also resulted in higher antimicrobial activity. The optimum fermentation
medium concentrations were determined to be 100 g/L for DPST, 50 g/L for soy
flour, and 50 g/L. for glucose syrup. The antimicrobial activity of the liquid
fermentation produced under optimal conditions was found to be 9120 IU/mL

against M. luteus.

In the second phase of the study, the liquid fermentation showing the highest
antimicrobial activity was loaded onto DPST in the ratios of 5-10-15-20-30% and
onto maltodextrin in the ratios of 1-3-5-10-15-20-30%, then dried using a spray
dryer. It was determined that the loading with 5% maltodextrin had the highest

antimicrobial activity.

This study demonstrates that antimicrobial fermentations with low cost can be
produced from food industry wastes such as DPST, soy flour, and glucose syrup.
Further research and optimization of other fermentation parameters, in addition to
concentration, may enhance the commercial potential of the antimicrobial

fermentations obtained.

Keywords: Lactococcus lactis, nisin, antimicrobial activity, waste management,

sustainability
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti
1.1.1 Laktik Asit Bakterileri

Fermentasyon islemi, heniliz mikroorganizmalarin varlig1 bilinmiyorken dahi gida
tiretiminde kullanilan en eski yontemler arasinda yer almaktadir. Ekmek, yogurt,
peynir, soya sosu, sirke, bira ve sarap gibi bircok fermente gida uygarligin
gelisiminden bu yana insan beslenmesinde dnemli bir yer tutmaktadir. Gidalarin
raf Omrilinlin uzatilmasmni ve ayni zamanda gidalara istenilen oOzelliklerin
kazandirilmasini saglamak noktasinda fermentasyon teknolojileri gida endiistrisi
icin olduk¢a 6nemlidir [1]. Diinya mutfaklarina ait olan pek ¢ok fermente gidanin
tiretiminde laktik asit bakterileri (LAB) tarafindan gergeklestirilen laktik asit

fermentasyonundan yararlanilmaktadir.

GRAS (Genel Olarak Giivenilir) olarak kabul edilen LAB tiirleri arasinda bazilari
insan bagirsaklarinin dogal mikroflorasinda yer almakta ve gida endiistrisinde
siklikla kullanilmaktadir [2]. LAB, en genel tanimiyla glukoz, laktoz ve siikroz
gibi  c¢esitli  karbonhidratlar1  fermente ederek laktik asit {iretebilen
mikroorganizmalar olup, su anda fermente gida iiretiminde starter veya koruyucu
kiiltiir olarak yaygin sekilde kullanilmaktadirlar. LAB tiirleri genellikle kisa ve
uzun c¢ubuk veya kok sekilli olmak iizere farkli morfolojik &zellikler
gostermektedir [3] . LAB, 10-45°C sicaklik aralifinda ve nispeten yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda gelisebilen, asit veya alkali kosullara tolerans gosterebilen

mikroorganizmalar olarak bilinmektedir [4].

Tiiketicilerin sentetik koruyucular ve saglik iizerindeki olumsuz etkileri
konusunda artan 6n yargilar1 nedeniyle, mikroorganizmalar ve bunlarin iirettigi
metabolitlerin gida korumasinda “dogal koruyucu” olarak kullanimi son yillarda
onemli bir ilgi goérmektedir [5] . Gidalarda istenmeyen mikroorganizmalarin
gelisimi  ve istenmeyen bilesiklerin  olusumu, fermantasyon siiresince
fermantasyonda rol oynayan mikroorganizmalarin faaliyetleri ve liretmis olduklari

cesitli metabolitler aracilifiyla engellenebilmektedir. Bu durum gidalara sentetik



koruyucularin  eklenmesini engellemekte ya da kullanom miktarlarinin
azaltilmasima neden olabilmektedir [6] . Bu kapsamda LAB tiirlerinin iirettigi

cesitli metabolitler son yillarda olduk¢a 6nem kazanmistir [7].

LAB tarafindan {retilen g¢esitli metabolitler bozulma ve hastalik yapici
mikroorganizmalara karsi gosterdikleri antimikrobiyal aktivite sayesinde hem
gida giivenligi hem de gida giivencesi agisindan biiyilk oneme sahiptir [8] .
Fermente gidalarin iiretiminde starter veya koruyucu Kkiiltiir olarak kullanilan
cesitli LAB tiirlerinin, gidalarin normal depolama kosullarinda iiretebildikleri
organik asitler (laktik asit ve asetik asit gibi), diisiik molekiil agirlikl1 bilesikler
(diasetil ve yag asitleri gibi), antifungal bilesikler (fenil laktat, propiyonat ve
hidroksifenil laktat gibi), bakteriyosinler (nisin, pediosin ve enterosin gibi),
alkoller, karbondioksit, ve hidrojen peroksit gibi metabolitler sayesinde liriiniin
duyusal 6zelliklerini bozmadan gidada gelismesi istenmeyen mikroorganizmalarin
gelisimini Onleyebildigi bilinmektedir [9, 10]. Konuyla ilgili yapilan ¢aligsmalar,
LAB ve/veya LAB tarafindan tretilen metabolitlerin, Listeria monocytogenes,
[11], Bacillus cereus [12] ve Salmonella enterica serovar Typhimurium [13] gibi
cesitli gida kaynakli patojenlere ve ayrica gida sanayiinde dnemli sorunlara neden
olmasinin yaninda antibiyotik direngliligin artmasina da katkida bulunan patojenik
biyofilmlere [14] karsi etkili oldugunu gostermektedir. LAB tarafindan iiretilen
organik asitlerin, hiicre zarindaki yag1 ¢cozerek hiicre zarina niifuz ettigi ve hiicre
icinin normalde noétr olan pH’1n1 disiirlip hiicrenin inaktivasyonuna sebep olarak
etki gosterdigi bilinmektedir [15] . Bununla birlikte, LAB tarafindan iiretilen
antimikrobiyal metabolitlerden bazilarinin etki mekanizmalari hala tam olarak
aydinlatilamamis olup, konuyla ilgili yapilacak ileri ¢aligmalarla bu metabolitlerin

patojenlerle miicadelede daha etkin kullanilmalar1 saglanabilir.

LAB, fermantasyon son liriinlerine gore iki gruba ayrilmaktadir. Homofermantatif
LAB, son iirlin olarak yalnizca laktik asit {iretirken, heterofermantatif LAB, laktik
asitle birlikte karbondioksit, etanol ve asetik asit gibi farkli bilesikler de
iiretebilmektedir. Homofermantatif LAB Embden-Meyerhof-Parnas (EMP)
yolunu, heterofermantatif LAB ise pentoz fosfat yolunu tercih etmektedir [5] .
60’tan fazla cins igermesine ragmen [3] LAB cinsleri arasinda Lactobacillus,

Lactiplantibacillus, Levilactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,



Streptococcus, Enterococcus ve Weisella gibi cinsler gida fermantasyonlarinda

onemli yere sahiptir [16]

1.1.2  Bazi Onemli Laktik Asit Bakterileri
1.1.2.1 Lactobacillus spp.

Gram pozitif ve mikroaerofilik bakterilerdir. Genel olarak katalaz negatif 6zellik
gostermektedir [17] . Spor olusturmazlar ve hareketsizdirler. Homofermentatif
tiirleri laktik asit {iretirken, heterofermantatif tiirleri es molar miktarda laktik asit,
CO», etanol ve asetik asit liretmektedir. Gidalarin fermentasyonunda siklikla
kullanilan bu bakterilerin kullanildigi en yaygin {iiriin gruplar1 hubuat iiriinleri,

meyve ve sebzeler, siit ve bazi siit lirlinleridir [18].
1.1.2.2 Lactococcus spp.

Fakiiltatif anaerobik ve mezofilik 6zellik gosteren bu cinse iiye tiirler, Gram
pozitif, katalaz negatif, homofermentatif ve sporsuz bakterilerdir. Ozellikle peynir
ve tereyagi gibi fermente gidalarda biiylik rol oynayan bu bakteriler giivenli bir
gecmise sahip olmalarindan ve ayni zamanda bazi tiirlerinin nisin ve laktisin gibi
bakteriyosinleri iiretebilmesinden dolay1r gidalarda koruyucu kiiltiir olarak da

kullanilabilmektedir [19, 20].
1.1.2.3 Pediococcus spp.

Gram pozitif, katalaz negatif ve homofermantatif olan bu tiirler spor
olusturmamaktadir. Bazi tiirleri, cesitli sebze tursularinda ve zeytin
fermantasyonlarinda starter kiiltiir olarak kullanilmalarinin  yaninda gida
patojenleri i¢in de kontrol bariyeri olarak kullanilabilmektedir. Bazi tiirleri genis
bir pH araliginda aktivite gosteren antimikrobiyal 6zellige sahip pediosin adli
bakteriyosin iiretmektedir. Bu bakteriyosin istenmeyen mikroorganizmalarin

inhibe edilmesinde rol oynamaktadir [21].
1.1.2.4 Enterococcus spp.

Gram pozitif, katalaz negatif ve fakiiltatif anaerob bakterilerdir. Insan ve sicak
kanli hayvan bagirsaklarinda bulunabilmesi, bu bakterilerin fekal indikatér olarak
kullanilmasina neden olmustur. E. faecalis gibi baz tiirleri firsat¢1 patojen olarak

degerlendirilmektedir. Sucuk, peynir ve tursu gibi gidalarin {iretiminde starter



veya koruyucu kiiltiir olarak kullanilmaktadir. Bazi tiirleri enterosin isminde

bakteriyosinler iiretebilmektedir [22].
1.1.2.5 Leuconostoc spp.

Gram pozitif, katalaz negatif, fakiiltatif anaerob, heterofermantatif ve sporsuz olan
bu bakteriler, glukozun fermentasyonu sonucu laktik asit, etanol, karbondioksit ve
diasetil gibi bilesikler {iretebilmektedir. Bazi tiirlerinin leukosin isminde
bakteriyosin iiretebilmesi, bu tiirlerin biyokoruyucu olarak kullanilabilecegini

gostermektedir [23].
1.1.2.6 Streptococcus spp.

Bu cinsin iiyeleri, katalaz negatif, Gram pozitif, hareketsiz, genellikle fakiiltatif
anaerobik ve homofermentatiflerdir. Yogurt fermentasyonunda rol alan bir
Streptococcus tiurli (S. thermophilus) olmasina ragmen Oldiiriicii ya da ciddi
hastaliklara da sebep olabilen patojen tiirleri (S. mutans, S. pneumoniae gibi) de

mevcuttur [24].

1.1.3  Laktik Asit Bakterileri Tarafindan Uretilen Bazi Antimikrobiyal
Bilesikler

Fermentasyon, diger uygulamalarin yani sira gida, cevre, enerji ve tibbi
destekleyen endiistriyel biyoteknolojinin temel teknolojilerinden birisidir. Daha
diisik cevresel etki ile yiiksek verimlilikte gida bilesenleri iiretmek icin
mikroorganizmalar  kullanilmaktadir. Fermantasyon islemi ile gidalarin
korunmasinin yan sira degerli biyoaktif bilesikler de iiretilmektedir [25]. Uygun
mikroorganizmalar1 segerek fermentasyon siireclerini optimize etmek, enzimler,
vitaminler, katki maddeleri ve antimikrobiyaller gibi bilesiklerin daha az ¢evresel
etki ile iretilmesine olanak tanimaktadir. Bu baglamda, gerekli kaynaklar1 ve
iretilen atiklar1 azaltarak siirdiiriilebilir teknolojilere katki saglamak amaciyla
mikroorganizmalarin ve ortamlarin uygun olarak se¢ilmesi 6onem arz etmektedir

[26].

LAB tiirleri tarafindan basta laktik ve asetik asit gibi organik asitler olmak iizere

farkli antimikrobiyal bilesikler iiretilebilmektedir.



1.1.3.1 Organik Asitler

Organik asitler, sebzeler, et ve siit gibi bir¢cok gidada dogal olarak bulunabildikleri
gibi fermentasyon siireci boyunca mikroorganizmalar tarafindan da
sentezlenebilmektedir. Bu asitler, gidanin pH degerini diisiirerek hem dogal olarak
var olan hem de ¢evreden bulasan mikroorganizmalarin ¢cogalmasini engelleyici
bir etki gostermektedir. Bu durum, istenmeyen mikroorganizmalarin gelisimini
siirlayarak, gida giivenliginin arttirilmasina ve gidanin raf émriiniin uzatilmasina

katkida bulunmaktadir [27].

Mikroorganizmalar tarafindan {iretilen asetik asidin diger organik asitlere gore
daha yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Asetik asidin
pKa degeri (3,86) laktik asidin pKa degerine (4,75) kiyasla daha yiiksek oldugu
bilinmektedir [28] . Ancak LAB tarafindan asetik asit iiretimi diger organik
asitlere kiyasla en diistiktiir [29].

Organik asitlerin mikroorganizmalar iizerindeki antimikrobiyal aktivitesi ii¢

etkiye baglanmaktadir:

1. Gigli asitler, diisik pH seviyeleri nedeniyle hiicresel enzimler {izerinde
denatiirasyon etkisi gostererek inhibitér bir etki olusturmaktadir. Bu etki,
enzimlerin iglevlerini bozarak hiicre {izerinde olumsuz bir etki yaratmaktadir.
Ayrica, hiicre i¢i ve dig1 arasinda biiyiik bir pH gradienti oldugunda, hiicre zarinin
proton gecirgenligi sonucunda sitoplazmik pH’nin  diismesine neden
olabilmektedir. Bu durum, hiicre i¢i ve dis1 pH dengesizliklerinin neden oldugu

hiicresel homeostazin bozulmasina yol agabilmektedir.

2. Zayif asitler; sitoplazmik pH’1 diisiirerek antimikrobiyal etki gostermektedir.
Fakat disosiye olmamis formlar1 da metabolizma iizerinde inhibit6r etkiye sahip

olmaktadir.

Organik asitlerin pH’1 diislirmesiyle siilfit, nitrat ve karbonat gibi iyonlar

antimikrobiyal etki gosterebilmektedir [29].
1.1.3.2 Hidrojen Peroksit

LAB, oksijen, laktat, pirtivat ve NADH nin bulundugu ortamlarda antimikrobiyal
bir bilesik olan hidrojen peroksiti sentezleyebilmektedir [30]. Bu bilesik, ¢esitli

gidalardaki istenmeyen mikroorganizmalarin inaktivasyonu i¢in etkili ve basit bir



yontem olarak kullanilmaktadir. Hidrojen peroksitin genis bir etki spektrumuna
sahip oldugu, mayalar, kiifler, virlisler ve bakteri sporlar1 gibi ¢esitli
mikroorganizmalara kars1 antogonistik etki gosterdigi bilinmektedir. Bu etkinin,
hidrojen peroksidin metabolik islemlerde rol alan enzimlerin siilfidril gruplarini
etkileyerek disiilfit kopriileri olusturmasiyla meydana geldigi diisiiniilmektedir

[31].

Hidrojen peroksitin bakteri membranlarini bozma kabiliyeti, ozellikle Gram
pozitif bakterilerde 6nemli bir etkiye sahiptir. Ornegin, Escherichia coli gibi
bakterilerde DNA {izerinde denatiire edici etkiye sahip olabilmekte ve
kromozomik replikasyonu engelleyerek niikleotit bazlarin1 agiga ¢ikararak DNA

zincirinde kirilmalar meydana getirebilmektedir [32].
1.1.3.3 Diasetil

Streptococcus, Leuconostoc, Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus ve
Oenococcus gibi belirli tiirlerin ve suslarin iirettigi diasetil, tereyagi kokusuyla
taninan s1v1 bir bilesiktir. Bu bilesik, tereyagi ve diger siit iiriinlerinin yani sira
kirmizi ve beyaz sarap, kavrulmus kahve gibi ¢esitli fermente gidalarda da

bulunabilmektedir [33].

Diasetil, mayalar, Gram negatif bakteriler ve LAB haricindeki Gram pozitif
bakterilere karsi antimikrobiyal etki gostermektedir. GRAS statiisiinde olmasina
ragmen, gida katki maddesi olarak kullanimi siirlidir. Antimikrobiyal etkinin
saglanabilmesi icin yiliksek miktarlarda kullanilmas: gerekmektedir. Ancak,
yiiksek konsantrasyonlarda diasetil kullanimi iirlinlin duyusal o6zelliklerini
olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Bu nedenle, yiiksek uguculugu nedeniyle

diasetilin ylizey temizliginde kullanilmasi 6nerilmektedir [34].
1.1.3.4 Reuterin

Reuterin, heterofermantatif Limosilactobacillus reuteri tirii tarafindan tretilen,
diisitk molekiil agirlikli ve yiiksek ¢oziiniirliiklii bir maddedir. Reuterin, DNA
sentezi lizerinde etkili olan riboniikleotid rediiktazin alt birimini baglayici bir
inhibitdr olarak rol oynamaktadir. Bu oOzellikleriyle Salmonella, Shigella,
Clostridium, Staphylococcus, Listeria, Candida ve Trypanosoma gibi c¢esitli

cinsler iizerinde inhibe edici bir etkiye sahiptir [35].



L. reuteri suslar1 probiyotik olarak kullanildiginda, konak¢iyr mikrobiyolojik,
kimyasal ve fiziksel streslere karsi koruma saglamaktadir. Bu suslarin kullanimi,
kolesterol seviyelerinin distiriilmesine, bagisiklik sisteminin diizenlenmesine ve

cesitli olumlu saglik etkilerinin elde edilmesine yardimci olmaktadir [36].
1.1.3.5 Karbondioksit

Karbondioksit, anaerobik bir ortam olusturarak enzimatik dekarboksilasyonu
inhibe etmekte ve lipit membran yapisinda birikerek membranin gegirgenligini
bozmaktadir [36] . Karbondioksitin potansiyel antimikrobiyal etkisi onu et
tiriinlerinin ambalajlanmast i¢in kuvvetli bir bilesen haline getirmektedir.
Pseudomonas spp gibi bazi aerobik Gram-negatif bakterilerin biiylimesini énemli

Olciide inhibe edebilir [37].
1.1.3.6 Bakteriyosinler

Cesitli bakteriler tarafindan ribozomal olarak sentezlenen ve antimikrobiyal etkiye
sahip olan peptitler, bakteriyosin olarak adlandirilmaktadir. Bakteriyosinler,
bakteriler tarafindan sentezlenerek cevreye salgilanmakta ve genellikle tiretici tiire
yakin tiirlerin inhibisyonunda etkili olmaktadir. Kisa ve uzun zincirli yapidaki
peptitlerden olusan bu molekiiller, gastrointestinal sistemde proteaz enzimlerinin

etkisiyle inaktif hale gelmektedir [38].

1925 yilinda Gratia, E. coli’nin bir susunun diger kiiltiirlerine karsi bir madde
trettigini kesfetmistir. Bu madde daha sonra 1946 yilinda Gratia ve Fredricq
tarafindan “colicine” olarak adlandirilmistir. Daha sonra, 1953 yilinda genel bir

terim olarak “bakteriyosin” terimi kullanilmigtir [36].

Gecmis yillarda yapilan c¢alismalar, bakteriyosinlerin gida koruyucusu olarak
faydal 6zellikler sergiledigini ortaya koymustur. Bakteriyosin ilavesi ile gidalarin
raf Omriiniin uzatilabildigi ve gidalarda mikrobiyal bozulmalardan kaynaklanan

ekonomik kayiplarin azaltilabildigi gézlemlenmistir [39].

Lactobacillus acidophilus tarafindan iretilen acidophilin ve lactocidin, L.
plantarum tarafindan tretilen lactolin veya L. lactis tarafindan iiretilen nisin gibi
bakteriyosinler, Staphylococcus aureus, Listeria spp., B. cereus, Clostridium
perfingens gibi gida kaynakli patojen bakterileri inhibe etmektedir. Ayrica, bazi

Gram negatif bakteriler lizerinde de etkili olduklar rapor edilmistir [40].



Bakteriyosinlerin gida koruyucusu olarak kullanilmasinin temel nedenleri
arasinda, bu maddelerin GRAS statiisiinde olmalari, 6karyotik hiicrelere karsi
toksik etki gostermemeleri ve bakterilerin direng gelistirmelerinin zor olmas1 gibi

nedenler yer almaktadir [41].

LAB tarafindan iretilen bakteriyosinler i¢in farkli  simiflandirmalar
yapilabilmektedir. Ancak genel olarak, Klaenhammer [42] tarafindan onerilen ve
Nes vd [43] , tarafindan modifiye edilen siniflandirma, birgok arastirmacidan
kabul gérmiistiir. Bu siniflandirmada bakteriyosinler dort ana gruba ayrilmaktadir.

Ancak biyokimyasal olarak ilk ii¢ sinif genellikle daha ¢ok dikkate alinmaktadir.
1.1.4 Bakteriyosinlerin Siniflandirilmasi

Siniflandirma ve bakteriyosinlerin taksonomisi yillar iginde hizli bir sekilde
degismistir. Ik siniflandirilan grup kolisinlerdir ve Fredericq (1957), tarafindan
Once reseptdre tutunma sonra da spesifik immunitelerine gore gruplara ayrilmistir.
Pek c¢ok bakteriyosin, detayli olarak incelenmis ve sonug¢ olarak, direng

spektrumlarina gore alt siniflara ayrilmislardir [44].

Reeves [45], bakteriyosin iireten tiirleri temel alarak, 16 ayr1 bakteriyosin sinifi
olusturmustur. Bu smiflandirma, aktivite spektrumuna gore degil, {iretici
organizmaya gore yapilmistir.

Bradley [46], bakteriyosinleri temel yapilarini baz alarak siniflandirmistir. Buna
gore, bakteriyosinleri diisiik ve yliksek molekiil agirlikli bilesikler olmak iizere iki
sinifa ayrmustir. 1k grup, kiiciik, 1siya dayanikli, ultrasantrifiigasyon ile
¢okmeyen ve elektron mikroskobuyla saptanmayan olurken, diger grup ise, daha
biiylik, kolayca c¢okebilen, 1siya dayaniksiz, tripsine direngli ve elektron
mikroskobuyla saptanabilirdir.

Kalenhammer [47] , Gram pozitif bakteriler tarafindan iiretilen bakteriyosinleri

dort grupta siiflandirmistir.

Jack ve arkadaslar1 [48] bakteriyosinleri aktivite spektrumlarindaki disiilfid ve
monosiilfid baglarini temel alarak siiflandirmistir. Bu durumda bakteriyosinleri 4

grupta siniflandirmastir.

Cotter vd. [49], yayinladiklar1 ¢alismada bu siniflandirma sistemini diizeltmeyi
onermistir. Onerilen smiflandirmaya gore, bakteriyosinleri baslica iki grup altinda

siiflandirmiglardir. Sinif 1 lantionin igeren lantibiyotikler iken, smif 2 ise
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lantionin igermeyen bakteriyosinlerdir. Onceki smiflandirmada yer alan ve sinif 3
olarak bilenen hidrolazlar ise ‘Bakteriyolizinler’ olarak ayrica siniflandirilmistir.
Klaenhammer smiflandirmasinda yer alan 4. grupta yer alan bakteriyosinler ise
aktivite i¢cin peptid olmayan bir kisma ihtiya¢ duyan bakteriyosinlere ayrilmistir.
Fakat bu grupla ilgili yeterince bilgi olmadigindan bu grup siniflandirmaya dahil

edilmemistir.
1.1.4.1 Grup I Bakteriyosinler

Bu grupta yer alan bakteriyosinler daha fazla ‘lanthionine’ icermelerinden dolay1
lantibiyotikler olarak adlandirilmaktadir. 19-38 amino asit uzunlugunda kiigiik
peptitlerdir. Yapilarinda lanthionine (Lan) ve methyllanthionine (MeLan) amino
asit tliirevlerini igermektedir. Bu kisimlar, amino asitler arasinda kovalent kopriiler
olusturmaktadir. Bunun sonucunda yapida i¢ halkalar olugsmakta ve lantibiyotige

kendine 6zgii 6zelliklerini kazandirmaktadir [46].

Molekiil agirliklar1 SkDa’dan daha disiiktiir. Bu grubun en yaygin 6rnegi nisindir.
Nisinin iki varyasyonu nisin A ve nisin Z’dir. Iki nisin varyasyonu da bir amino
asit hari¢ benzer molekiil yapiya sahiptir ve benzer bir antimikrobiyal aktivite
gostermektedir [50] . Bircok calisma nisinin L. monocytogenes, S. aureus ve B.
cereus dahil olmak iizere farkli mikroorganizmalar ve LAB tiirleri lizerinde genis
bir antimikrobiyal etki sergiledigini gostermistir. Nisin, genis antimikrobiyal etki
yelpazesi nedeniyle c¢esitli teknolojik uygulamalarda kullanilabilmektedir.
1969°da FAO/WHO, gida uygulamasi i¢in giivenli olan tek bakteriyosin olarak
nisini onaylamistir. Nisin ayrica Avrupa Birligi {iilkelerinde E234 numarali

biyokoruyucu bilesen olarak kullanilmaktadir [51].
1.1.4.2 Grup II Bakteriyosinler

30-100 amino asit igeren, 1siya direncli, lanthionine icermeyen peptitlerden
olusmaktadir. Molekiil agirliklart 10kDa’dan kiigliktiir. Bu grupta yer alan
bakteriyosinler grup 2a, grup 2b, grup 2c ve grup 2d olmak iizere dort alt gruba
ayrilmistir. Bu smifin en 6nemli grubu Listeria spp. ilizerine inhibitor etkisi olan
pediosindir [52] . Grup 2b bakteriyosinler, iki peptit icermekte ve tam aktivite
gostermek i¢in bu iki peptite de ihtiyag duymaktadir. Grup 2c¢ bakteriyosinleri
siklik bakteriyosinlerdir. Grup 2d {iyesi bakteriyosinler ise sozii edilen ilk {i¢ grup

icerisinde yer almayan diger grup 2 iiyesi bakteriyosinleri igermektedir [53].



Bu grupta yer alan bakteriyosinlerin ¢ogu membran gegirgenligini arttirarak
inhibitor etki gostermektedir. Bu sinif i¢in pek ¢ok siniflandirma yapilmis olsa da
heterojen yapilarindan dolayi saglikli bir siniflandirma yapmak zor olmustur. Tiim
siiflandirma sistemlerinde kabul gbren 2 grup bulunmaktadir. Bunlar siif 2a
pediosin benzeri ve sinif 2b iki peptitli bakteriyosinlerdir [49]. Pediosin benzeri
bakteriyosinler, L. monocytogenes’e karsi ylksek bir aktivite gostermesine
ragmen aktivite spektrumu dardir [54] . Iki peptitli bakteriyosinler her iki
bakteriyosinin kombine ¢aligmasina gereksinim duymaktadir. Membran
potansiyelini bozarak, iyonlarin kacisina veya hiicre i¢i ATP konsantrasyonunun

azalmasina neden olmaktadir [55].
1.1.4.3 Grup III Bakteriyosinler

Istya duyarli ve biiyiikk molekiiler agirliga sahip bakteriyosinlerdir. Molekiiler
biiytlikliikleri 30 kDa ve iizerindedir. Bu grubun bazi iiyeleri L. helveticus
tarafindan tiretilen helvetisin J ve helvetisin V-1829 ve L. acidophilus tarafindan

tiretilen laktisin B’dir [53].

1.1.4.4 Grup IV Bakteriyosinler

Bu grupta yer alan bakteriyosinlerin biyolojik olarak aktif olabilmeleri icin
polipeptit yapisi disinda karbonhidratlar veya lipitler gibi ilave bazi yapilar
icermeleri gerekmektedir. Plantarisin S, laktosin 27 ve lekonosin S bu grubun bazi
tiyeleridir [38].

1.1.5 Bakteriyosinlerin Etki Mekanizmasi

Bakteriyosinlerin bakterisidal etkisi, bakteriyosinin uyguladigi etki mekanizmasi
ve bakterinin hiicre zarindaki spesifik bir reseptorii hedeflemesi gibi c¢esitli
faktorlere baglidir. Lantibiyotiklerin ¢ogu i¢in gecerli olan ortak mekanizma
peptidoglikan biyosentezinin inhibisyonudur. Hiicre duvart 6nciilii olan lipid II’ye
baglanarak peptidoglikan zincirinin biiyiimesi engellenmektedir [56].

Birgok bakteriyosin, hedef bakterilerin hiicre zar1 ile etkilesime girmelerini
saglayan fizikokimyasal ve yapisal 6zelliklere sahiptir [57] . G6zenek olusumu,
bakteriyosinler tarafindan kullanilan en yaygin etki sekli olarak kabul
edilmektedir. Gozenek olusumu bakteriyosinler (pozitif yiiklii) ile fosfolipitler
(negatif yiiklii) arasindaki elektrostatik ¢ekim kuvveti ile gerceklesmektedir. Bu

konuda L. lactis tarafindan elde edilen bir lantibiyotik olan nisin arastirilmigtir
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[58] . Nisin, elektrostatik kuvvetler yoluyla negatif yiikli lipitlerle etkilesime
girerek peptit agregasyonuna neden olmaktadir [59]. Negatif membran potansiyeli,
nisinin C-terminal kisminin membran fosfolipit boyunca taginmasini tesvik ederek
gbzenek olusumuna neden olmaktadir [58] . Gozenek olusumu membran
gecirgenliginde kaymaya neden olmakta, bu da proton itici kuvvetin kismen ya da

tamamen dagilmasina neden olarak hiicre dliimiine yol agmaktadir [56].

1.1.6 Biyokoruma Kapsaminda Laktik Asit Bakterileri ve Bakteriyosinler
Cesitli  ekosistemlerde bulunan mikroorganizmalar, sulama sulari, ¢iftlik
calisanlari, bocekler, hayvanlarin digkilari, hasat sonrasi kaynaklar ve diger
gidalardan kaynaklanan ¢apraz kontaminasyon dahil olmak iizere ¢esitli sekillerde
gidalart kirletebilmektedir [60] . Mikrobiyal kontaminasyon nedeniyle gida
giivenligi ile 1ilgili sorunlar artmistir. Gidalart korumak, gida kaynaklh
enfeksiyonlar1 azaltmak, gidalarin bozulmasindan kaynaklanan ekonomik
kayiplar1 azaltmak ve artan diinya niifusunun gida ihtiyaglarini karsilamak icin
oldukca 6nemlidir [61].

Gidalar1 korumak amaciyla kullanilan sentetik koruyucular mikrobiyal gelismeyi
yavaglatabilmekte ve hatta durdurabilmektedir [62] ancak son yillarda sentetik
katki maddeleri tiiketicilerin 6n yargili tepkilerine maruz kalmakta ve tiiketiciler
sentetik katki maddesi igermeyen dogal gidalara yonelmektedir. Bu durum,
minimum islenmis gidalara yonelik artan taleple birlikte, arastirmacilar1 dogal
koruyucu arayigina itmektedir [63].

Gida isletmecileri ve tiiketiciler, sentetik koruyuculart kullanmak yerine daha
dogal alternatifler olarak fermentasyon islemlerinden sonra elde edilen dogal
antimikrobiyalleri kullanmay1 tercih etmektedir [64].

Bakterilerde artan antibiyotik direnci kiiresel olarak ciddi bir sorun halini almistir.
Bu durum patojen bakterileri inhibe etmek i¢in kullanilan antibiyotiklerin
islevselliginin azalmasina yol acmistir [65] . Tiketicilerin talepleri, gida
maddelerindeki patojenlerle etkili bir sekilde savasabilecek yeni antimikrobiyal
bilesiklerin kesfedilmesi i¢in bakteriyosinler iizerine yogun caligmalara yol
acmistir. Gida korumasi, gelismekte olan iilkelerde ciddi bir endise haline
geldiginden, gida iizerinde olumsuz etkilere sebep olmadan gidanin bozulmasini
veya patojenlerin gelismesini kontrol etmeyi amaclayan Dbakteriyosin

uygulamalarina biiyiik 6nem verilmektedir [66].
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L. lactis subsp. lactis tarafindan iiretilen nisin, FDA onayina sahip tek gida
koruyucu bakteriyosindir. Diger bakteriyosinler arasinda pediosin, sakasin,
reuterin, laktisin, makedosin ve kolisin bulunur. Bunlarin ¢ogu Gram pozitif
bakterileri inhibe eder bu nedenle nisinden ¢ok daha dar antimikrobiyal spektruma
sahiptir [67].

1.1.7 Laktik Asit Bakterilerinin Dogal Ortamda Gelistirilmesi

Gilinlimiizde LAB’1n gelistirilmesi i¢in kompleks ortamlar mevcuttur. Bunlar
arasinda De man Rogosa ve Sharpe (MRS), brain heart infusion (BHI), sodium
laktat (NaLa), M17 ve trypticase soy broth yeast extract (TSBYE) bulunmaktadir.
Bu ortamlar LAB’in gelismesini hizlandirmakta ve bakteriyosin {iretimini
arttirmaktadir. Ancak bu ortamlarin  kullanimi, yiiksek maliyet ve uzun
inkiibasyon siireleri gibi nedenlerle endiistriyel kullanimda zorluk olusturmaktadir.
Maliyet acisindan yiiksek olan yeast extract ve pepton gibi azot kaynaklar1 ayni

zamanda bakteriyosinlerin saflastiriimasini da zorlastirmaktadir [68].

Genis bir bakteri yelpazesi i¢in gelisme ortami saglayan bu kompleks ortamlar,
belirli suglar icin bakteriyosin iiretim siire¢lerinde bilesim ve konsantrasyon
acisindan optimal degildir. Bu sinirlamalar arasinda, hiicre metabolizmasi igin
gerekli olan belirli temel molekiillerin varligi, Fe™ ve Ca*? gibi gerekli olan
minerallerin  eksikligi sOylenebilir. Bu nedenlerle bakteriyosin iiretim
verimliliginin arttirilmast i¢in ortam formiilasyonunun optimize edilmesi

gerekmektedir [69].

Gida endiistrisinden kaynaklanan atik iiriinler, ¢evreye atilmalari durumunda
yiiksek biyokimyasal oksijen ihtiyact nedeniyle ¢evresel bir sorun olusturmaktadir.
Bu nedenle LAB kullanilarak bakteriyosin iiretiminde kiiltiir ortamlarina azot
acisindan zengin gida atiklarinin dahil edilmesi atik bertarafi sorununu ¢dzmede
onemli bir rol oynayacaktir. Ayn1 zamanda ticari 6lgekte bakteriyosin tiretimi igin
teknoloji ve ekonomi agisindan uygulanabilir bir yaklasim benimsenebilecektir

[70].

Gida atiklarinin islenmesiyle {tretken ve siirdiiriilebilir bir dongii miimkiin
olacaktir. Bu atiklarin geri doniistiiriilmesi yiiksek katma degerli iiriinler

iretilmesine olanak saglayacaktir [71].
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LAB tarafindan bakteriyosin iiretimi i¢in seker pancari veya seker kamigi melasi,
soya kiispesi, peynir alt1 suyu gibi endiistriyel atiklar kullanilabilmektedir [72].
Fermantasyon ortaminin formiilasyonunda endiistriyel atiklar kullanilirken bir dizi
kriter g6z onlinde bulundurulmalidir. Bu kriterler arasinda karbon/azot igerigi,
fiyat ve ulasilabilirlik yer almaktadir. Karbon/azot agisindan zengin ve diisiik
maliyetli gida bazli endiistriyel yan iiriinler LAB tarafindan bakteriyosin iiretimi
icin uygun kaynaklar olarak degerlendirilmistir. Bu ortamlar yiiksek safsizlik
seviyelerine ragmen, ucuz ve gida kokenli olmalar1 gibi nedenlerle gida
endiistrisinde bakteriyosin liretimini uygulama ag¢isindan en uygun hale getirmistir

[73].

1.2 Tezin Amaci

Bu caligmanin amaci, gida sistemlerinde kullanima hazir genis spektrumda
antimikrobiyal etkiye sahip fermantasyon tozlarinin iiretilmesidir. Bu amag

dogrultusunda ¢alismanin hedefleri ise su sekilde siralanabilir:

+ Gida sanayii yan iriinlerinden antimikrobiyal metabolit {iretimi ig¢in
Lactoccus lactis subsp. lactis N8 susu kullanilarak en yiiksek verimde
tiretim saglayacak optimum fermentasyon ortam kosullarinin (DPST
konsantrasyonu, soya kiispesi konsantrasyonu ve glikoz surubu
konsantrasyonu) biyoreaktor ortaminda optimize edilmesi,

4+ En yiiksek verimde lretim yapilan ortam i¢in tekrar {iretim yapilarak
fermentasyon ortam kosullarinin dogrulanmasi ve

4 Elde edilen fermentlerin uygun tastyicilara yiiklenerek kurutulmasi ve toz

ferment uretilmesidir.
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2

MATERYAL-METOT

2.1 Materyal

2.1.1 Bakteri Suslan ve Kiiltiir Ortamlar:

Calismada kullanilan nisin iireticisi Lactococccus lactis subsp. lactis N8 susu
(Pamukkale Universitesi, Gida Miihendisligi Béliimii, Mikrobiyal Kiiltiir
Koleksiyonu’ndan temin edilmistir) %0,5 glukoz igeren M17 besiyeri (GM17,
Condalab, Ispanya) ortaminda 30°C’de 24 saat gelistirilmistir. Nisin aktivitesinin
belirlenmesi i¢in indikator olarak kullanilan Micrococcus luteus NCIMB 86100
(Pamukkale Universitesi, Gida Miihendisligi Béliimii, Mikrobiyal Kiiltiir
Koleksiyonu’ndan temin edilmistir) susu, LB besiyeri (Condalab, Ispanya)
ortaminda 37°C ve 250 rpm karistirma hizinda 24 saat gelistirilmistir. Calisma
boyunca kullanilan tiim suslar son konsantrasyonu %30 olan gliserol igerisinde -
80°C’de muhafaza edilmistir. Arastirma kapsaminda kullanilan tiim besiyeri
malzemeleri ve kimyasal maddeler, mikrobiyolojik ve analitik safliklarda temin
edilmistir. Bu calisma kapsaminda {i¢ farkli fermantasyon ortami (DPST, soya

kiispesi ve glikoz surubu) kullanilmastir.

2.1.2 Fermantasyon Ortami Olarak Kullanilan Gida Bilesenleri

Bu c¢alismada kullanilan %70 DPST, Enka Siit ve Gida Mamulleri Sanayi ve
Ticaret AS’den (Konya, Tiirkiye), soya kiispesi Promar Gida’dan glikoz surubu
ise metro marketten temin edilmis ve denemeler yapilincaya kadar nemsiz ve

serin ortamda kapali bir sekilde muhafaza edilmistir.

2.2 Metot
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2.2.1 Arastirma Plam ve Ornekleme

Bu tez kapsaminda L. lactis subsp. lactis N8 susu kullanilarak gida yan sanayi
tirtinlerinden yiiksek verimle antimikrobiyal metabolit {iretimini saglayacak
fermentasyon kosullarinin optimize edilmesi amaclanmistir. Optimizasyon

denemeleri biyoreaktor lceginde gergeklestirilmistir.

Antimikrobiyal ~ Ozellikli ~ fermantasyon  tozlarinin  {iretiminde; DPST
konsantrasyonu, soya kiispesi konsantrasyonu ve glikoz surubu konsantrasyonu
faktor olarak secilerek Minitab 19 yazilimi ile olusturulmus olan deneme
tasarimina gore fermantasyon tozu iiretimi gerceklestirilmistir. Bu kapsamda,
DPST konsantrasyonu, soya kiispesi konsantrasyonu ve glikoz surubu
konsantrasyonu bagimsiz degisken olarak belirlenmis ve bunlarin bagimli
degisken olan antimikrobiyal aktivite {izerine etkisi arastirilmistir. Fermentasyon
tozu lretimi icin 3 seviye, 3 faktor olacak sekilde CCD (Central Composite

Design, Merkezi Bilesik Tasarimi) ile deneme desenleri kurulmustur.

Deneme deseninden elde edilen verilerden bagimsiz degiskenler ile bagimsiz
degiskenler arasindaki iliskinin belirlenmesi ic¢in regresyon analizi sonucu 2.
dereceden modeller olusturulmustur. Olusturulan modelin gergege uygun bir
yaklasim olup olmadigina ‘Lack of fit’ (model uyumsuzlugu)’den kaynaklanan
hatanin Onemsiz, regresyondan kaynaklanan varyasyonun %95 giiven araligi

seviyesinde dnemli olmasi ile karar verilmistir [74].

Fermentasyon tozu iiretimi i¢in deneme tasariminda faktorlerin kodlanmis

degerleri Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2. 1. Fermantasyon tozu iiretimi igin faktorlerin kodalnmig seviyeleri

Parametreler En diisiik nokta Orta nokta En yiiksek nokta

DPST
konsantrasyonu 50 75 100

(g/L)

Soya kiispesi
konsantrasyonu 20 35 50
(gL)
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Glikoz surubu
konsantrasyonu 5 27,5 50

(gL)

Calismada prosesi etkileyen 3 faktér olan DPST, soya kiispesi ve glikoz surubu
degerleri sisteme tanitilmistir. Bagimsiz degiskenlerin parametre araliklart 6n

denemeler sonucu belirlendi.

Tablo 2.2’de optimizasyonu gerceklestirmek amactyla program tarafindan verilen

ve orta noktanin 6 kez tekrar edilmesiyle olusan 20 adet deneme deseni

gosterilmistir.
Tablo 2. 2. Deneme Deseni Tablosu
Parametreler DPST Soya Kiispesi Glikoz Surubu

(g/L) (g/L) (¢/L)
1 100 35 275
2 >0 35 27,5
3 50 20 50
4 100 50 50
> 73 35 27,5
6 100 20 5
! 73 35 27,5
8 50 50 5
? 75 35 27,5
10 7 50 27,5
11 100 50 5
12 73 35 27,5
13 75 35 27,5
14 100 20 50
15 75 35 5
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16 75 35 27,5

17 50 20 27,5
18 75 20 27,5
19 75 35 50
20 50 50 50

2.2.2 Biyoreaktor Calisma Kosullar:

Kesikli calisan karistirmali biyoreaktorde farkli bilesenler igeren ortamlar
kullanilarak antimikrobiyal metabolit liretimi gerceklestirilmigtir. 1 L hacimde
Minifors 2 (infors, Isvigre) markali biyoreaktdr kullanilmistir. Proses siiresince
karistirma hizi, sicaklik ve pH degerleri kontrol edilmistir. Calismalar steril
kosullarda yapildigindan dolay1 besiyerinin hazirlanmasindan sonra biyoreaktor
121°C’de 15 dk otoklavlanmistir. Ortamin sterilligini bozmamak adina asilama ve

numune alma iglemleri aseptik kosullarda gergeklestirilmistir.

24 saat inkiibe edilen L. lactis N8 on kiiltiirlinden biyoreaktdre %1 oraninda
inokiilasyon yapilmistir. Antimikrobiyal metabolit iiretimleri 30°C sicaklikta

gercgeklestirilmistir. Ortaminin pH’s1 SN NaOH ile 6,0’a ayarlanmistir.

Tim fermantasyonlar 24 saat gergeklestirilmistir. Denemelerde 24. saatlerde
aseptik kosullarda 5 mL ornek alinmistir. Bakteriyel gelisimi belirlemek icin
alman Orneklerin mikrobiyal ekimi yapilmistir. Ayrica ortamda kalan glukoz
miktarinin belirlenmesi i¢in, GOPOD Megazyme D-Glukoz (K-GLUC) analiz kiti

kullanilarak glukoz tayini ve antimikrobiyal aktivite tayini yapilmistir.
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Denemeler boyunca baslangic pH degeri, sicaklik ve karistirma hizi sabit
tutulmustur. Deneme deseninde gergeklestirilen her bir denemenin 24. saatinden
elde edilen antimikrobiyal aktivite sonuglari yanit olarak kullanilmig ve elde
edilen sonuglarla Minitab 19 kullanilarak optimum baslangic DPST
konsantrasyonu, soya kiispesi konsantrasyonu ve glikoz surubu konsantrasyonu
degerleri belirlenmistir. Fermantasyon c¢aligmalarina iligkin goriintiiler Sekil

2.1°de verilmistir.

Sekil 2. 1. Calismada gergeklestirilen biyoraktor uygulamalari

Fermentasyon sonucu elde edilen fermentin, 9500 rpm’de 25 dk
santrifiijlenmesiyle (Hitachi, Japonya) elde edilen siipernatant 80°C’de 15 dk

pastorize edilmistir. Fermentlere ait gorseller Sekil 2.2°de verilmistir.
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Sekil 2. 2. Fermantasyon sonucu elde edilen fermentler

Gliserol stok icerisinde -80°C’de saklanan L. lactis N8 ve M. luteus NCIMB
86100 suslar1 oncelikle tiipler igerisinde aktive edilip, ¢ogaltilarak on kiiltiir elde
edilmistir. Bu islem i¢in kiiltiir kosullarina uygun olacak sekilde LB (Condalab,
Ispanya) ve GM17 (Condalab, Ispanya) on kiiltiir besiyeri hazirlanip, otoklavda
121°C’de 15 dk steril edildikten sonra GM17 besiyerine L. lactis N§ GM17 ve LB
besiyerine M. luteus NCIMB 86100 susu inokiile edilmistir. 24 saat inkiibasyon

sonrast gelistirilen kiiltiir ayn1 ortama pasajlanarak tazelenmistir.

2.2.3 Besiyeri Hazirlanmasi

Bu ¢alismada DPST, soya kiispesi ve glikoz surubu kullanilarak 6zel bir besiyeri
ortam1 hazirlanmistir. Ik olarak, asilama islemi yapilmadan 24 saat dnce belirli
oranlarda peynir altt suyu tozu ve soya kiispesi ile besiyeri hazirlanmistir.
Hazirlanan bu besiyerine proteaz enzimi (Stern enzim, Almanya) ilave edilerek
soya kiispesindeki proteinlerin par¢alanmasi saglanmistir. Hazirlanan besiyeri pH
6,0’da ve 50°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda,
besiyeri 5000 rpm de 20 dk santrifiijlenerek siipernatant ve kat1 faz ayrilmistir.
Santrifiijleme islemi sonrasi elde edilen siipernatanta deneme deseninde belirlenen
oranlarda glikoz surubu ilave edilmistir. Daha sonra 5N NaOH ¢ozeltisi
kullanilarak pH’s1 6,0’a ayarlanan bu karisim, biyoreaktor ile birlikte
otoklavlanarak sterilizasyon saglanmistir. Sterilizasyon sonrasi %1 oraninda
asilama yapilarak fermantasyon islemi baglatilmistir. Besiyerinin hazirlanmasi

stiresince gerceklestirilen basamaklar Sekil 2.3°te gosterilmistir.
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Sekil 2. 3. Besiyerinin hazirlanmasi siiresince gerceklestirilen basamaklarin

sematik gosterimi (Yazar tarafindan BioRender.com kullanarak olusturulmustur)

2.2.4 Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Fermentlerin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi i¢in Tramer ve Fowler [75]
tarafindan Onerilen yontem kullanilmistir. Standart nisinden (Sigma, Almanya)
0,001 gr tartilarak 10 mL pH’s1 2,5 olan ve %0,1 Tween 80 (Merck, Almanya)
iceren saf suda ¢oziindiirilmistiir. Ardindan 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/125,
1/250, 1/500 oranlarinda seyreltmeler yapilmistir. Aktivitesinin belirlenmesi

istenen Ornekler de ayni sekilde hazirlanarak diliisyonlar hazirlanmistir.

Indikatér patojen mikroorganizmanin LB besiyerinde gelisen 24 saatlik aktif
kiiltiirtinden 70 pL alinarak igerisinde 7 mL yumusak LB (%0.75 agar iceren)
bulunan tiiplere aktarildiktan sonra tiipler vortex yardimiyla karistirimastir.
Vortekslenen karisim Nutrient agar (Condalab, Ispanya) iceren plaklarin iizerine
ikinci bir tabaka halinde homojen bir sekilde dokiilmiistiir. Agarin donmasi i¢in
30 dakika bekledikten sonra standart nisin ve ferment iirinleri 5 pL oraninda
petrilere damlatilmigtir. Petriler 37°C’de 18 saat inkiibe edilmis ve inkiibasyon

bitiminde  koloniler etrafinda zon  olusumuna  bakilarak  sonuclar
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degerlendirilmistir. Standart nisin konsantrasyonu ve zon caplar1 kullanilarak
Sekil 2.8’de gosterilen standart nisin grafigi denklemi elde edilmistir. Standart
nisin  egrisi  kullanilarak  fermentlerin  nisin  igerikleri  hesaplanmistir.
Antimikrobiyal aktivite analizi siiresince gerceklestirilen basamaklar Sekil 2.4’°te

gosterilmistir. Analizler 3 paralel olacak sekilde gerceklestirilmistir.

Sekil 2. 4. Antimikrobiyal aktivite analizi siiresince gergeklestirilen basamaklarin

sematik gosterimi (Yazar tarafindan BioRender.com kullanarak olusturulmustur)

2.2.5 Mikrobiyal Ekim

Fermentasyon kiiltiirlerindeki bakteri sayilart standart mikrobiyolojik sayim
yontemlerine gore belirlenmistir [76] . Buna gore, 1 mL alinarak 9 mL FTS
bulunan tiiplere koyulmus ve karistirilmistir. GM17 agar petrileri {lizerine yayma
plak yontemi ile paralelli ekimler yapilmis ve 30°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonras1 30-300 koloni arasindaki petriler sayilmis ve

koloni sayis1 hesaplanmistir. Analizler 3 paralel olacak sekilde gerceklestirilmistir.

2.2.6 Glikoz Tayini

Uretim ortaminda kalan glukozun belirlenmesi i¢in GOPOD Megazyme D-
Glukoz (K-GLUC) analiz kiti kullanilmigtir. Fermentasyon ortamindan alinan

ornekler dncelikle 9500 rpm’de 25 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 iist faz
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80°C’de 15 dk pastorize edilerek analizde kullanilmustir. Uretici tarafindan
Onerilen protokol izlenerek analiz i¢in kor, standart ve 6rnek hazirlanmigtir. Kor
icin, 3 mL GOPOD reagent iizerine 100 pL saf su eklenmistir. Standart, 3 mL
GOPOD reagent ve 100 pL glukoz standart soliisyonu (1 mg/mL) ile
hazirlanmistir. Biyoreaktdrden alinan 6rnekler i¢in 3 mL GOPOD reagent iizerine
100 pL glukoz igeren o6rnek eklenerek tiim ornekler 50°C su banyosunda 20 dk
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 orneklerin 510 nm dalga boyunda
absorbanslart UV spektrofotometrede okunmustur. Sekil 2.5’de verilen standart
glukoz egrisi kullanilarak 6rneklerin glukoz miktarlar1 hesaplanmistir. Analizler 3

paralel olacak sekilde gerceklestirilmistir.

Standart Glikoz Egrisi

0.3

0,25 y=0,0093x +0,0121
R*>=0,9942 '

Absorbans

0 5 10 15 20 25 30

Konsantrasyon mg/L

Sekil 2. 5. Standart glikoz egrisi

2.2.7 Optimum Kosullarda Uretim

Minitab 19 programi kullanilarak olusturulan 20 deneme deseni rastgele sirayla
denenmis ve elde edilen antimikrobiyal aktivite verileri sisteme yanit olarak
girilmistir. En yiiksek aktivite gdsteren denemeye gore optimum bir deneme plani
olusturulmustur. Optimum plan dogrultusunda iiretim 3 paralel olacak sekilde
gergeklestirilmistir. 24 saat siiren fermentasyon siirecinde 4, 8, 16, 20 ve 24.
saatlerde drnekler alinarak antimikrobiyal aktivite analizi, GOPOD Megazyme D-
Glukoz (K-GLUC) analiz kiti kullanilarak rezidii glukoz tayini yapilmis ve

biyokiitle miktarlar1 tespit edilmistir. Bu ¢alisma sonucunda, optimum kosullar
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altinda antimikrobiyal aktivitenin ve metabolit iiretiminin zamana bagh

degisimlerinin degerlendirilmesi saglanmustir.
2.2.8 Metabolitlerin Tasiyiciya Yiiklenmesi ve Kurutulmasi

Pastorize edilmis ve hiicre icermeyen numuneler DPST ve maltodekstrine
yiiklenerek kurutulmustur. Piiskiirtmeli kurutma teknigi ile fermentasyon tozu
eldesinde mini piiskiirtmeli kurutucu (Buchi B-290, Isvigre) kullanilmustir.
Oncelikle farkl1 konsantrasyonlardaki maltodekstrin ve DPST ¢dzeltileri metabolit
icerisinde manyetik karistiricida  ¢oziindiirlilerek  hazirlanmistir.  Belirlenen
parametre araliklar1 6n denemeler sonucu belirlenmistir. Hazirlanan farkli
konsantrasyonlardaki bu ¢ozeltiler giris sicakligi 80°C olacak sekilde piiskiirtmeli
kurutucuya beslenmistir. Kurutma cihazina ait calisma parametreleri giris
sicakligr 80°C, ¢ikis sicakligi 60°C, pompa %50 ve aspiratdr %100 olacak sekilde
ayarlanmistir. Piiskiirtmeli kurutma sonucunda elde edilen tozlar falkon tiiplere
doldurularak, nem absorpsiyonunu Onlemek amaciyla +4°C’de muhafaza

edilmistir. Uretimlere ait iiretim plan gizelgesi Tablo 2.3’de gosterilmistir.

Tablo 2. 3. Uretim plan cizelgesi

Kaplama Materyali Konsantrasyon (%)
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1
3
5
Maltodekstrin 10
15
20
30

5
10
DPST 15
20
30

2.2.9 Fermantasyon Tozlarimin Antimikrobiyal Aktivitesinin Tespiti

Fermentasyon tozlarinin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi i¢in Tramer ve
Fowler [75] tarafindan 6nerilen yontem kullanilmistir. Standart nisinden 0,001 gr
tartilarak 10 mL pH’s1 2,5 olan ve %0,1 Tween 80 iceren saf suda
¢Oziindiirilmiustiir. Ardindan 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/125, 1/250, 1/500
oranlarinda seyreltmeler yapilmistir. Antimikrobiyal aktivitesi belirlenmek istenen
orneklerden 1 gr tartilarak standart nisine uygulanan ayni ¢ozdiirme ve seyreltme

islemleri uygulanmistir.

Indikatér patojen mikroorganizmalarm LB besiyerinde gelisen 24 saatlik aktif
kiiltiirlerinden 70 pL alinarak igerisinde 7 mL yumusak LB (%0,75 agar iceren)
bulunan tiiplere aktarildiktan sonra tiipler vortex yardimiyla karistirilmistir.
Vortekslenen karisim Nutrient agar igeren plaklarin iizerine ikinci bir tabaka
halinde homojen bir sekilde dokiilmiistiir. Agarin donmasi ig¢in 30 dakika
beklendikten sonra standart nisin ve ferment iriinleri 5 pL hacimde petrilere
damlatilmistir. Petriler 37°C’de 18 saat inkiibe edilmis ve inkiibasyona bitiminde
koloniler etrafinda zon olusumuna bakilarak sonuglar degerlendirilmistir. Standart
nisin konsantrasyonu ve zon cap oranlari kullanilarak standart nisin grafigi
denklemi elde edilmistir. Sekil 2.8’de verilen standart nisin egrisi kullanilarak
fermentlerin nisin igerikleri hesaplanmistir. Analizler 3 paralel olacak sekilde

gerceklestirilmistir.
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Standart Nisin Egrisi

10 R = y =0,3173x + 8,8452
R*=0,9563

Nisin Aktivitesi (IU/mL)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Zon cap! (mm)

Sekil 2. 6. Standart nisin egrisi

3

BULGULAR VE TARTISMA

3.1 Arastirma Plam ve Ornekleme
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Denemelerin sonuglar1 Minitab 19 programi kullanilarak yorumlanmistir. Modelin
fit edilmesi i¢in gerekli deneysel veriler CCD deneme planmi takip edilerek elde

edilmistir. Calismada;

DPST konsantrasyonu i¢in 50 ile 100 g/L degerleri,
Soya kiispesi i¢in 20 ile 50 g/L degerleri,

Glikoz surubu i¢inse 5 ile 50 g/L degerleri secilmistir.

Modellerin deneysel veriyi ne kadar iyi karsiladigini belirlemek i¢in R? ve adj-R?
degerleri kullanilmigtir. R?, modelin deneysel veride agiklayabildigi varyasyonun
toplam  varyasyona orani olarak tanimlanir. Modelin  uygunlugunu
degerlendirirken R? degerlerinin %90’ lizerinde olmasi onerilmektedir [77] .
Tablo 3.2’de model igin hesaplanmis R?, adj-R? ve Pred-R? ve desirebility
degerleri gosterilmistir. Adj-R? ve Pred-R? degerlerinin birbirine yakin olmasi
(%20), olusturulan modellerin tahmin giicliniin yiiksek oldugunu gdstermektedir

[78].

Tablo 3. 1. Model i¢in hesaplanan istatistiksel degerler

Parametreler Antimikrobiyal Aktivite
R? 0,993
Adj-R? 0,996
Pred R? 0,896
Desirebility 1,00

Optimizasyon caligsmalar1 sonucunda elde edilen antimikrobiyal aktivite verileri
kullanilarak gergeklestirilen analiz ile 6nemsiz olan degiskenler ¢ikarilip, dnemli
olan bagimsiz degiskenlerle olusturulan modelin genel regresyon esitligi, Esitlik

3.1°de verilmistir.

Antimikrobiyal ~ aktivite (IU/mL) = 3604-132A-1781B-382C-115,3AA-
110,6CC+394,3AB+223,8AC
3.1)

A: DPST konsantrasyonu
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B: Soya kiispesi konsantrasyonu

C: Glikoz surubu konsantrasyonu

MNormal Probability Plot

Percent
=

Residual

Sekil 3. 1. Modellerin uygunlugunun test edilmesi i¢in kullanilan istatistikler

Tasarimdaki bagimsiz degiskenlere bakildiginda p degerinin <0,0001 oldugu
goriilmektedir. Ayn1 zamanda bu faktorlerin p degerlerinin 0,05’den kiiciik oldugu
ve faktorlerin modeli anlamli bir sekilde agikladigi sdylenebilmektedir. Tablo

3.3’de modele ait veriler gdsterilmistir.

Tablo 3. 2. Modele ait istatistiksel veriler
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Varyasyon Kareler DF Kareler F-Degeri P-

Kaynag Toplanmm Ortalamasi
Degeri
Model 63132860 9 7014762 141,96 0,000
DPST 761306 1 761306 15,41 0,003
Soya kiispesi 28775585 1 28775585 582,34 0,000
Glikoz surubu 20781363 1 20781363 420,56 0,000
DPST*DPST 1389643 1 1389643 28,12 0,000
Soya 4596 1 4596 0,09 0,767
kiispesi*soya
kiispesi
Glikoz 839522 1 839522 16,99 0,003
surubu*glikoz
surubu
DPST*soya 10904161 1 6058150 122,60 0,000
kiispesi
DPST*glikoz 7904209 1 7904209 159,96 0,000
surubu
Soya 39018 1 39018 0,79 0,397
kiispesi*glikoz
surubu
Hata 100 9 49414
Lack of fit 75 4 53256 1,15 0,431

DPST*DPST: DPST konsantrasyonunun karesini, Soya kiispesi*Soya kiispesi:
Soya kiispesi kosantrasyonunun karesini, Glikoz surubu*Glikoz surubu: Glikoz
surubu konsantrasyonunun karesini, DPST*Soya kiispesi: DPST ve soya kiispesi
interaksiyonunu, DPST*Glikoz surubu: DPST ve glikoz surubu interaksiyonunu,
Soya kiispesi*Glikoz Surubu: Soya kiispesi ve glikoz surubu interaksiyonunu, DF:
Serbestlik derecesini ifade etmektedir.

3.2  Yumusak Agar Yontemi ile Sivi Fermentlerde

Antimikrobiyal Aktivitenin Degerlendirilmesi

28



Bu c¢alisma kapsaminda iretilen antimikrobiyal karisimlarin  indikator
mikroorganizmaya (M. luteus NCIMB 86100) karsi antimikrobiyal aktivitesi
yumusak agar yontemiyle arastirllmis ve elde edilen antimikrobiyal aktivite

degerleri (IU/mL) Tablo 3.3’te verilmistir.

Tablo 3. 3. Antimikrobiyal aktivitenin deneysel verileri
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Parametreler DPST

Soya Kiispesi Glikoz Deneysel
(g/L) (g/L) Surubu Veriler
(/L) (IU/mL)
1 100 35 27,5 3098
2 50 35 27,5 2581
; 50 20 50 1640
: 100 50 50 9092
> 5 35 27,5 3561
6 100 20 5 1002
! 5 35 27,5 3410
i 50 50 5 1757
? & 35 27,5 3510
10 [F 50 27,5 5840
11 100 50 5 3002
12 5 35 27,5 3050
13 73 35 27,5 3580
4 100 20 50 2006
= & 35 5 1200
16 5 35 27,5 3200
17 50 20 27,5 940
18 73 20 27,5 1363
v > 35 50 4800
20 50 50 50 3000

Sonuglar, antimikrobiyal aktivitenin farkli deneme kosularina bagli olarak
degisiklik gosterdigini ortaya koymustur. Uretilen antimikrobiyal karigimlardan
en fazla antimikrobiyal etki gdsteren denemenin 100g/L DPST, 50 g/L soya
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kiispesi ve 50 g/L glikoz surubu kullanilarak gergeklestirilen 4 numarali deneme

oldugu tespit edilmistir. Denemelere ait temsili gorsel Sekil 3.2°de gosterilmistir.

Sekil 3. 2. Denemelere ait zon goriintiileri. Std: standard nisinin, 6, 7, 8, 9 ve 10

orneginin M. luteus’a kars1 olusturdugu zonlar1 gostermektedir.

3.3 Mikrobiyal Ekim Sonuclar ve Glikoz Tayini

Fermentasyon ortamindan 24 saat sonunda alinan 6rneklerde L./actis N8 sayisinin
2,6 x 10° KOB/mL (50 g/L DPST, 50 g/L soya kiispesi ve 50 g/L glikoz surubu)
ile 2,9 x 10"* KOB/mL (100 g/L DPST, 50 g/L soya kiispesi, 50 g/L glikoz surubu)
arasinda degistigi goriilmiistiir. Uretim ortaminda kalan glukozun belirlenmesi
icin GOPOD Megazyme D-Glukoz (K-GLUC) analiz kiti kullanilmistir.
Biyoreaktorden 24. saatte alinarak analizi yapilan orneklere ait sonuglar Tablo

3.4’te verilmistir.
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Tablo 3. 4. 24 saatlik fermentasyonun ardindan biyoreaktdrden alinan 6rneklerin

bakteri sayilar1 ve rezidii glikoz miktarlari

DPST Soya Glikoz L. lactis N8  Rezidii
Parametreler (@/L) kiispesi surubu glikoz
(KOB/mL) .

(g/L) (e/L) miktari
(g/L)

1 100 35 27,5 1,4 x 100 0,038
2 50 35 27,5 4,9 x 1010 0,016
3 50 20 50 2,8 x 1010 0,071
4 100 50 50 29x 10" 0,042
5 75 35 27,5 2,4x 10! 0,022
6 100 20 5 1,2 x 10" 0,012
7 75 35 27,5 2,4 x 10" 0,023
8 50 50 5 2.6x 10! 0,011
9 75 35 27,5 2,9x 10" 0,021
10 75 50 27,5 2,2x 10! 0,029
11 100 50 5 1,5x 1012 0,018
12 75 35 27,5 2,8x 10! 0,023
13 75 35 27,5 2,1 x 10" 0,024
14 100 20 50 3,1x 10" 0,038
15 75 35 5 3,2x 101 0,015
16 75 35 27,5 2,2 x 10! 0,022
17 50 20 27,5 2,3x 1010 0,007
18 75 20 27,5 1,2 x 10 0,031
19 75 35 50 1,8 x 10!! 0,033
20 50 50 50 2,6 x 10° 0,079
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3.4 Optimum Uretim Sonuclar

Optimizasyon sonucu ortaya ¢ikan optimum degerler 3 deneme iiretimi ile
tekrarlanmistir. Optimum {iretime ait tekerriir denemelere iliskin detaylar Tablo

3.5 ve Sekil 3.3’te verilmistir.

Tablo 3. 5. Optimum {iretime ait sonuglar

Fermentasyon Antimikrobiyal Biyokiitle Rezidii Glikoz
siiresi Aktivite (IU/mL) (mg/mL) (g/L)
4. saat 0 1,10+ 0,26 44,9 + 0,26
8. saat 984 + 11,50 4,06 £0,15 32,6 £ 0,41
16. saat 4280 + 6,50 5,10+£0,11 20,5+ 0,50
20. saat 6250 £ 6,55 6,13+0,15 8,06 + 0,41
24. saat 9120 + 10,06 8,73 + 0,30 0,55 +0,03

Sonuglar 3 tiretimin ortalamasi alinarak hesaplanmistir.

50 10 10000
45 9 9000
40 8 8000
w
e U 7000 3
> E :
_ 30 2 6 6000 g
2 253 S soo0 &
o 5 —
g 20 g 4 4000 §
Y 15 s 3 3000 E
10 g 2 2000
5 1 1000
0 0 0
0 5 10 15 20 25 30
—e— Hiicre Yogunlugu (mg/L) —&— Antimikrobiyal Aktivite
Glikoz (g/L)

Sekil 3. 3. Optimum {iiretime ait sonuglar

Optimum {iretim ile CCD modellerinin birbirine yakin sonuglar verdigi tespit
edilmistir. Optimizasyon sonucunda DPST konsantrasyonunun 100 g/L, soya
kiispesi konsantrasyonunun 50 g/L, glikoz surubu konsantrasyonunun ise 50 g/L
olmast durumunda antimikrobiyal aktivitenin 9120 IU/mL oraninda oldugu

bulunmustur.
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Tablo 3. 6. Fermentasyon siiresine gore kinetik degerler

Fermentasyon Biyokiitle Tiiketilen glikoz  Birim zamanda
siiresi miktar1 basina miktar1 basina iiretilen nisin
nisin iiretimi nisin iiretimi miktari
(IU/mg) (IU/mg) (IU/mL)
8. saat 242,36 57,29 104,87
16. saat 839,22 145,08 267,50
20. saat 1019,41 149,880 214,00
24. saat 1044,33 184,142 380,00

3.5 Yumusak Agar Yontemi ile Fermantasyon Tozlarimin

Antimikrobiyal Aktivitenin Degerlendirilmesi

Uretim siiresince elde edilen antimikrobiyal metabolit karisimlari, belirli kosullar
altinda piskiirtmeli kurutucu kullanilarak toz forma doniistiiriilmiistiir. Kurutma
islemi yapilirken tasiyict olarak DPST ve maltodekstrinin farkli oranlari
kullanilmigtir. Bu tasiyicilar biyoaktif bilesenlerin oksidasyon ve termal
degradasyonuna karsi korunmasina yardimer olur. Bu durum, aktif bilesenlerin
stabilitesini artirmaya ve raf dmriinii uzatmaya yardimeci olur [79, 80]. Bu tozlarin
indikator mikroorganizmaya karsi1 antimikrobiyal aktiviteleri yumusak agar
yontemi ile arastirilmis ve antimikrobiyal aktivite degerleri (IU/gr) Tablo 3.6°da

verilmistir.
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Tablo 3. 7. Fermentasyon tozlarina ait antimikrobiyal aktivite sonuglari

Kullanilan Antimikrobiyal Antimikrobiyal
Konsantrasyon Aktivite (IU/gr) Aktivite (IU/gr)
y DPST Maltodekstrin

ol - 20780

703 - 28830

%05 24130 41000

%10 33050 23020

%15 17770 13060

%20 6380 18230

%30 7910 8120

Uretilen fermentasyon tozlarindan en yiiksek aktivitenin %35 oraninda
maltodekstrin yliklemesi yapilarak elde edildigi belirlenmistir. Toz {riinlerin

indikator susa karsi inhibisyon zonlarinin goriintiisii Sekil 3.4’te verilmistir.

Sekil 3. 4. Farkli yiiklemelere ait zon goriintiisii

Siv1 fermente, %5 oraninda maltodekstrin ilave edilerek piiskiirtmeli kurutucu ile
toz haline getirildi. Bu islem sonucunda kurutma verimi %87,7 olarak bulundu.
Toz formundaki fermentin antimikrobiyal aktivite analizi yapildi ve sonuglar

degerlendirildi. Sonug¢ olarak, iiretilen nisin %19,8 oraninda maltodekstrine

yiiklendi.
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3.6 Bagimsiz Degiskenlerin Antimikrobiyal Aktiviteye Etkisi
3.6.1 DPST Konsantrasyonlarimin Antimikrobiyal Aktiviteye Etkisi

CCD kullanilarak biyoreaktdrde gerceklestirilen fermentasyon denemelerinde
DPST degiskenine ait en diisiik ve en yiliksek noktalar 50-100 g/L olarak
belirlenmistir. DPST konsantrasyonunun pH 6,00 degerinde, 30°C sicaklikta ve
100 rpm calkalama hizinda gergeklesen denemelerde antimikrobiyal aktivite

tizerine etkisi Sekil 3.5’te gosterilmistir.

DPST

50 75 100
Sekil 3. 5. DPST konsantrasyonunun antimikrobiyal aktiviteye etkisi (g/L)

Sekil 3.5’e gore DPST konsantrasyonunun 50 g/L degerinden 100 g/L degerine
artirllmasi ile antimikrobiyal aktivitenin bir miktar yiikseldigi ancak daha sonra
diistiigli gozlemlenmistir. Denemeler sonucunda DPST konsantrasyonu ve DPST
konsantrasyonunun karesinin istatistiksel agidan Onemli bir etkisinin oldugu

bulunmustur (P < 0,05).

Peynir alt1 suyu, siit ve siit iiriinleri endiistrisinin énemli bir yan iriinii olarak
tanimlanmaktadir. Peynir alti suyu, besleyici bir igerige sahiptir. Bu besinler
arasinda laktoz (%4,5-5,0 [w/v]), ¢Oziiniir proteinler (%0,6-0,8 [w/v]) ve mineral
tuzlar (%0,5-0,7 [w/v]) bulunmaktadir. Bununla birlikte, bir atik olarak yiiksek
biyolojik oksijen ihtiyaci ve kimyasal oksijen ihtiyaci seviyeleri nedeniyle biiyiik
bir kirlilik sorunu teskil etmektedir [70]. Bu nedenle peynir alt1 suyu i¢in ¢evre

dostu ve ekonomik bir bertaraf yontemi bulmak siit endiistrisi i¢in bilyiikk 6nem
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tagimaktadir. Mikrobiyal gelisim i¢in dogal besiyeri ortami olusturarak katma

degerli tirlinler iiretmek, bu soruna karsi ¢6ziim olarak goriilmektedir [81].

Saf nisinin maliyetinin yiiksek oldugu bilinmektedir. Yiiksek maliyet nedeniyle
daha ucuz substratlar kullanilmasiyla iiretim maliyeti diisiiriilerek nisinin ticari

kullanimi tesvik edilmelidir [82].

Nisin tretimi genellikle karmagsik ortamlar, sicaklik ve pH gibi kontrol edilen
parametreler gerektirir [83] . Laktik asit birikimine bagli olarak pH’in diismesi,
mikrobiyal gelismeyi sinirlayict faktor olarak bilinmektedir [84]. Bu nedenle, L.
lactis’in gelistirilmesi i¢in ticari ortamlarin kullanilmasi 6nerilmektedir. Ancak bu
ortamlarin yliksek maliyeti, nisin gibi bilesiklerin biliylik Olgekli iiretimi icin
onemli bir kisittir. Ayrica, bu ortamlar fazla miktarda protein i¢ermektedir ve
bunlarin 6nemli bir kismu tiiketilmeden kalmaktadir. Bu durum gereksiz maliyet
olusturmakla birlikte bakteriyosin saflastirilmasini da zorlagtirmaktadir [85]. Bu
nedenle nisin iretimi i¢cin daha ucuz formiilasyonlarin gelistirilmesi

gerekmektedir [82].

Guerra vd. [86] tarafindan yapilan ¢alismada L. lactis CECT 539 susunun
bakteriyosin liretme kabiliyeti konsantre ve seyreltilmis peynir alti suyunda

denenmistir. Bu ortamlara ait ortalama bilesimler Tablo 3.7’de verilmistir.

Tablo 3. 8. Peynir alt1 suyu ortamlarinin bilesimi [82]

Konsantre Peynir Seyreltilmis Peynir

Al Alti
Suyu (CW) Suyu (DW)

Toplam Seker 48,11 20,54
1ndirgen sekerler 32,13 16,86
Proteinler 5,02 2,04
Toplam azot 1,05 0,45
Toplam fosfor 0,43 0,25
Kiil 5,10 3,00
Kati1 kalinti 62,70 26,60

37



Maksimum biyokiitle ve nisin iiretimleri 12 saat (DW’de 0,42 g/L) ve 15 saat
(CW’de 0,34 g/L) sonra elde edilmistir. Ayrica metabolik aktivitenin CW’de daha
yiiksek olmasina ragmen nisin iiretimi CW’de (8§ BU/mL) DW’ye (23 BU/ml)
gore daha diisiik oldugu bulunmustur. En iyi sonuglar DW’de elde edildiginden,
bu ortam ileri iiretim ¢aligmalar1 i¢in secilmistir. Peynir alt1 suyunda ticari nisin
tiretim ortamina gore daha diigiik miktarda bakteriyosin ve biyokiitle iiretimi
ger¢eklesmistir. Bu durum, bu ortamin biiyiime ve bakteriyosin iiretimi i¢in bazi
temel besinlerden yoksun oldugunu veya peynir alti suyu proteinlerinin azot
kaynag1 olarak kullanilmak iizere uygun olmayan bir bilesime sahip oldugunu

gostermektedir [86].
3.6.2 Soya Kiispesi Konsantrasyonlarimn Antimikrobiyal Aktiviteye Etkisi

CCD kullanilarak biyoreaktdrde gerceklestirilen fermantasyon denemelerinde
soya kiispesi degiskenine ait en diisiikk ve en yiiksek noktalar 20-50 g/L olarak
belirlenmistir. Soya kiispesi konsantrasyonunun pH 6,00 degerinde, 30°C
sicaklikta ve 100 rpm calkalama hizinda gerceklesen denemelerde antimikrobiyal

aktivite tlizerine etkisi Sekil 3.6’da verilmistir.

Soya Kiispesi

Sekil 3. 6. Soya kiispesi konsantrasyonu (g/L)

Sekil 3.6’ya bakildiginda soya kiispesi konsantrasyonunun 20 g/L. degerinden 50
g/L degerine artirilmasi ile antimikrobiyal aktivitenin ylikseldigi gézlemlenmistir.
Denemeler sonucunda soya kiispesi konsantrasyonunun istatistiksel agidan 6nemli

(P <£0,05) bir etkisinin oldugu bulunmustur.
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L. lactis’in gelistirilmesi genellikle tripton, pepton, maya ekstrakti, misir likorii
veya et ekstrakti gibi biiyiikk miktarlarda pahali ve yliksek kaliteli azot kaynaklari
gerektirmektedir. Cogu durumda, bu azot kaynaklari, biyiik Olgekli nisin
liretiminin maliyetini 6nemli Olcilide artiran bir etmen olarak goriilmektedir [80].
Bu nedenle bir¢ok calisma L. lactis fermantasyonu ve nisin iiretiminin maliyetini

azaltmak icin alternatif azot kaynagi aramaya yonelmistir [71].

Soya fasiilyesi yaklasik olarak %40 protein igeren ucuz bir tarimsal hammaddedir
[87]. Soya yag1 endiistrisinde yan iiriin olan ve yagdan arindirilmis soya kiispesi
yiiksek besin degeri, arzu edilen amino asit icerigi ve diisilk maliyeti nedeniyle L.
lactis fermantasyonu i¢in azot kaynagi olarak kullanilma potansiyeline sahiptir

[88].

Liu vd. [89] tarafindan yapilan ¢alismada, soya kiispesi ortamindaki nisin tiretimi,
ticari fermantasyon ortamindaki nisin iretiminden %21,3 daha yiiksek
bulunmustur. Bu sonug¢ yag1 alinmis soya fasulyesi kiispesi (DSM) hidrolizatinin
L. lactis fermentasyonu ve nisin iiretimi i¢in uygun bir azot kaynagi olabilecegini
gostermistir. DSM ortaminda nisin {iretimi 10. saatte zirveye ulasirken, ticari
fermentasyon ortaminda bu zirve 8. saatte gerceklesmistir. Bu farkin stakiyoz ve
rafinoz gibi DSM oligosakkaritlerinden kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Bu
oligosakkaritler, L. lactis tarafindan fretilen o-galaktozidaz ile galakatoza
hidrolize edilebilmektedir. L. lactis’in asit stresi altinda karbon metabolizmasi
yolunda meydana gelen degisikliklerin artan galaktoz kullanimina yol actig
bildirilmistir [90]. Bu nedenle DSM ortamindaki sus, tek karbon kaynagi olarak

siikroz igeren susa gore daha iyi bir aktivite gdstermektedir [89].

3.6.3 Glikoz Surubu Konsantrasyonlarinin Antimikrobiyal Aktiviteye

Etkisi

CCD kullanilarak biyoreaktdrde gerceklestirilen fermantasyon denemelerinde
glikoz surubu degiskenine ait en diisilk ve en yliksek noktalar 5-50 g/L olarak
belirlenmistir. Glikoz surubu konsantrasyonunun pH 6,00 degerinde, 30°C
sicaklikta ve 100 rpm calkalama hizinda gerceklesen denemelerde antimikrobiyal

aktivite lizerine etkisi Sekil 3.7’de verilmistir.
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Glikoz Surubu

Sekil 3. 7. Glikoz surubu konsantrasyonu (g/L)

Sekil 3.7’ye gore glikoz surubu konsantrsyonunun 5 g/L degerinden 50 g/L
degerine artirilmasi ile antimikrobiyal aktivitenin yiikseldigi gozlemlenmistir.
Denemeler sonucunda glikoz surubu konsantrasyonu ve glikoz surubu
konsantrasyonunun karesinin istatistiksel agidan dnemli (P < 0,05) bir etkisinin

oldugu bulunmustur.

Yapilan bir ¢alismada [91] 11 farkli karbon kaynagi (ksiloz, arabinoz, glukoz,
fruktoz, galaktoz, mannoz, siikroz, maltoz, laktoz, rafinoz ve nisasta), L. lactis’in
hiicre biiyiimesi ve nisin Z {iretimi i¢in karsilastirilmistir. Her karbon kaynagi m17
besiyerine %0,5 oraninda ilave edilmistir. 12 saatlik inkiibasyon sonrasi glukoz,
stikroz ve laktoz, L. lactis’in gelismesi i¢in en uygun karbon kaynagi olarak
belirlenmistir. Bu karbon kaynaklari {izerinde yapilan ¢aligmalarda ise en yiiksek
hiicre biyokiitlesi siikrozda gelistirilen hiicrelerde gozlenmistir. Glukoz veya
laktozda daha az gelisim olurken siikrozda gelistirilen hiicrelere benzer bir
biiylime profili gozlenmistir. Ancak galaktoz, inkiibasyona siiresinden 9-11 saat
sonra hiicre yogunlugunda 6nemli bir azalmaya neden olmustur. Siikroz en
yiiksek hiicre gelisimini saglamistir. Ancak laktoz, siikroz ve glukozdan yaklasik

3-4 kat daha fazla nisin Z tiretmistir.

Gelisme ortaminin optimizasyonu, fermantasyon isleminin iyilestirilmesinde
dikkate alinmast gereken faktorlerden birisidir.  Endistriyel — 0Olgekli
fermantasyonlar icin gelisme ortami1 uygun maliyet, yliksek iirlin verimi, kisa
fermantasyon siiresi gibi bir¢ok kriteri karsilamalidir [92] . Bununla birlikte, en

yiiksek {riin verimini saglayan ortam c¢ogu durumda en uygun maliyetli
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olmayabilir. Tercih edilen ortamin se¢imi bu nedenle duruma ve farkli faktorler
arasindaki bir dengeye baglidir. Ortamin formiilasyonu sadece bakteriyosin
tiretiminin iyilestirilmesini degil, ayn1 zamanda iiretimini stabilize etmeyi de

amaclamaktadir [93].

Bakteriyosin {iretimini en iist diizeye ¢ikarmak i¢in kiiltiir ortamina takviye olarak

sekerler, vitaminler ve azot kaynaklar1 eklenebilir [94].

L. lactis ve S. pyogenes 54 gibi birka¢ LAB susunun, sirasiyla nisin Z ve
streptokok SA-FF22 iiretiminde tercihen glukoz kullandig1 goriilmiistiir. L.
lactis’in glukoz ile diger karbon kaynaklarina kiyasla daha yiiksek spesifik
bliylime, daha hizli substrat tiiketimi ve daha fazla son {iriin olusturdugu

gozlemlenmistir [95].

Papagianni vd. [96], L. lactis ile glukoz tiiketim orani ve nisin iiretimi arasinda

dogrudan bir iliski bildirmistir.

3.6.4 Soya kiispesi-DPST, Glikoz Surubu-DPST, Soya Kiispesi-Glikoz
Surubu Interaksiyonlarimin Antimikrobiyal Aktiviteye Etkisi

Soya kiispesi-DPST interaksiyonuna ait grafik Sekil 3.8°de, glikoz surubu-DPST
interaksiyonuna ait grafik Sekil 3.9’da ve soya kiispesi-glikoz surubu

interaksiyonuna ait grafik Sekil 3.10°da verilmistir.

. Soya Kiispesi'DPST |
g Antimikrobiyal
F Aktivite
2
% 0
£V Antimikrobiyal 5000 | = Q- 1000
£
g Aktivite (IU/mL) <000 I B jOOG - 2000
2 2000 | 2000 - 3000
23 | 748 3000 - 4000
] 5.0 T e B 2000 - 5000
E 7.5 =" Konsantrasyonu (%) B 000 - s000
& DPST [ | > 5000

2 Konsantrasyonu (%)

50 75 10,0

DPST konsantrasyonu (%)

Sekil 3. 8. Antimikrobiyal aktivite lizerine soya kiispesi-DPST interaksiyonunun

etkisi

Sekil 3.8’e bakildiginda DPST konsantrasyonunun en yiiksek, soya kiispesi
konsantrasyonunun en diisiik oldugu degerlerde (100 g/L ve 20 g/L)
antimikrobiyal aktivitenin en diisiik oldugu, DPST konsantrasyonunun 100 g/L
olmast ve soya kiispesi konsantrasyonunu 50 g/ olmasi durumunda

antimikrobiyal aktivitenin arttig1 tespit edilmistir.
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Sekil 3. 9. Antimikrobiyal aktivite lizerine glikoz surubu-DPST interaksiyonunun

etkisi

Sekil 3.9’a bakildiginda DPST konsantrasyonunun en yiiksek, glikoz surubu
konsantrasyonunun en diisiik oldugu degerlerde (100 g/L ve 5 g/L) antimikrobiyal
aktivitenin en diisiik oldugu, DPST konsantrasyonunun 100 g/L olmasi ve glikoz
surubu konsantrasyonunu 50 g/L olmasi durumunda antimikrobiyal aktivitenin

arttig tespit edilmistir.

Glikoz Surubu*Soya Kiispesi

. Antimikrobiyal
&£ e Aktivite

g P ‘ B e = = < 1]
g ‘ y B 0 - 1000
% 6000 ; W w000 - 2000
E Antimikrobiyal ~ 4n00 B 2000 - 3000
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2 o | 4 Glikoz surubu B 4000 - 5000
% L_‘_ L ;: Konsantrasyonu (%) B so00 - 5000
2 el TR u > 6000
@ Sovya kiispesi

2 3 4 5 Konsantrasyonu (%)

Soya kiispesi konsantrasyonu (%)

Sekil 3. 10. Antimikrobiyal aktivite {izerine glukoz surubu-soya kiispesi

interaksiyonunun etkisi

Sekil 3.10’a bakildiginda soya kiispesi konsantrasyonunun en yiiksek, glikoz
surubu konsantrasyonunun en diisik oldugu degerlerde (50 g/L ve 5 g/L)
antimikrobiyal aktivitenin diisiik oldugu, soya kiispesi konsantrasyonunun 50 g/L
olmast ve glikoz surubu konsantrasyonunu 50 g/L  olmast durumunda

antimikrobiyal aktivitenin arttig1 tespit edilmistir.

Nisin iretimini iyilestirmeyi amacglayan yenilik¢i caligmalar, nisin {Uretimini

olumsuz etkileyen faktorleri en aza indirerek c¢esitli manipiilasyonlarla yiiksek
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verim saglayan lretici suglarin gelisimini arastirmistir. Bu yaklagimlar Tablo
3.8’de verilmistir [97].

Tablo 3. 9. Nisin liretiminde yenilik¢i yaklagimlar

Nisin Ureticisi Nisin Uretimi Inovatif Yaklasim Kaynak

aox1 geni
klonlanmis ve
rekombinant nisin
iireticisi oksidatif
solunuma tegvik
edilmistir.

Papagianni and
Avramidis. [98]

L. lactis ATCC11454 7900 IU/mL

aox1 geni, glikolitik
aktiviteyi ve
oksidatif solunumu  Papagianni and
14000 TU/mL,  artirmak amaciyla  Avramidis. [98]
pfki3 ve pkaC
genleriyle birlikte
klonlanmustir.

L. lactis ATCC11454

Chitin baglanma
domeni, L. lactis

iireticisinde

L. lactis PLAC7 10500 IU/mL k]on]anmls ve chitin

varliginda siirekli
bir fermentasyon

sisteminde

kullanilmaisgtir.

Simsek [99]

Nisin Z tiretimini
artirmak amaciyla
L. lactis ssp. lactis
L. lactis YF11 4023 IU/mL YF'1l1] tizerinde
genom karigtirma,
yinelemeli
protoplast fiizyonu
ile uygulanmistir.

Zhang et al.
[100]

Aerobik kosullarda
L. lactis N8 5410 [U/mL ~ Demin ile fed batch Kordikanlioglu
fermentasyon
etal. [101]

gerceklestirilmistir.

Nisin,
fermantasyondan
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L. lactis ATCC11454

kopiik
4657 1U/mL  [raksiyonlamast ile
¢evrimici olarak
geri kazanilmistir.

Zheng et al.
[102]

Tablo 3. 10. Nisin iiretiminde yenilik¢i yaklasimlar (Devami)

L. lactis LD2

Nisin, degisken
besleme hiziyla
aerated fed-batch
15400 IU/mL fermentasyon

sisteminde
iretilmistir.

b

Jiang et al [103]

L. lactis F44

hdeAB, Idh ve murF
genleri, L. lactis
iireticisinin asidik
5560 IU/mL  toleransini artirmak
amactyla ayni anda
klonlanip ifade
edilmistir.

Zhang et al.
[104]

L. lactis F44A

Asidik tolerans,
nisin ireticisi L.
lactis'te asnH
5346 IU/mL geninin agiri
ekspresyonu ile
artirllmistir.

Hao et al. [105]

L. lactis UTMC106

Bu iretici,
fermantasyon
sisteminde
10800 IU/mL.  Yarrowia lipolytica
ATCC18942 ile
kullanildi.

Ariana and
Hamedi [106]

L. lactis N8

DPST, soya kiispesi
9120 TU/mL ve glikoz surubu
ortaminda
fermantasyon
gerceklestirilmistir.

Bu ¢alisma
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SONUC

4.1 Sonuc¢

Calismada antimikrobiyal ozellikli fermantasyon tozlarmin L. lactis N8 susu
kullanilarak en yiiksek verimle iiretimini saglayacak fermantasyon kosullarinin
optimizasyonu  gerceklestirilmigtir.  Optimizasyon denemeleri biyoreaktor
Ol¢eginde uygulanmistir. Optimizasyon denemelerinden sonra metabolitler uygun

tastyicilara yiiklenerek piiskiirtmeli kurutucu ile kurutulmustur.

Calismada, DPST, soya kiispesi ve glikoz surubu konsantrasyonlarmin
antimikrobiyal aktivite tizerindeki etkilerini belirlemek i¢in yanit yiizey
metodolojisine dayali CCD kullanilarak toplam 20 deneme igeren bir deneme
deseni olusturulmustur. DPST konsantrasyonu i¢in sinir degerler 50 ile 100 g/L,
soya kiispesi konsantrasyonu i¢in 20 ile 50 g/L, glikoz surubu konsantrasyonu igin

ise 5 ile 50 g/L olarak belirlenmistir.

Biyoreaktorde gergeklestirilen tim denemelere ait bulgular ve istatistiksel

analizlere ait sonuclar asagida 6zetlenmistir.

e Biyoreaktorde 20 farkli kosulda yapilan, 24 saat siiren fermantasyon
denemeleri sonucunda M. luteus’a karsi antimikrobiyal aktivitenin 940-

PN

9091 IU/mL arasinda degistigi tespit edilmistir.

e Gergeklestirilen denemelerde en yiiksek aktivitenin 100 g/L DPST, 50 g/L
soya kiispesi ve 50 g/L glikoz surubu karigimi kullanilarak hazirlanan

besiyeri ortaminda oldugu belirlenmistir.

e L. lactis N8 susu kullanilarak antimikrobiyal metabolit tiretiminde DPST,
soya kiispesi ve glikoz surubu konsantrasyonunun, DPST-soya kiispesi,

DPST-glikoz surubu konsantrasyonu interaksiyonlarinin, DPST, glikoz
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surubu konsantrasyonunun karelerinin istatistiksel olarak 6nemli (P < 0,05)

seviyede etkili olduklar1 tespit edilmistir.

DPST konsantrasyonunun 50 g/L degerinden 100 g/L degerine artirilmasi
ile antimikrobiyal aktivitenin bir miktar yiikseldigi ancak daha sonra
diistiigii, soya kiispesi konsantrasyonunun 20 g/L degerinden 50 g/L
degerine artirilmasi ile antimikrobiyal aktivitenin yiikseldigi, glikoz
surubu konsantrasyonunun 5 g/L. degerinden 50 g/L degerine artirilmasi ile

antimikrobiyal aktivitenin yiikseldigi gozlemlenmistir.

Antimikrobiyal metabolit iiretiminde DPST konsantrasyonu arttik¢a
antimikrobiyal aktivitenin bir miiddet arttig1 ancak daha sonra azaldigi,
glikoz surubu ve soya kiispesi konsantrasyonu arttikga antimikrobiyal

aktivitenin arttig1 belirlenmistir.

Calismanin ikinci asamasinda en yiiksek antimikrobiyal aktivite gosteren ortam

secilerek optimum iiretim yapilmistir. Bu ortamda iiretilen ferment piiskiirtmeli

kurutucu ile kurutulmustur. Kurutularak elde edilen fermantasyon tozuna ait

analiz sonuglar1 asagida 6zetlenmistir.

DPST ve maltodekstrin olmak iizere iki farkli tastyiciya %1-%3-%5-10-

15-20 ve 30 olmak iizere 7 farkli oranda yiikleme yapilmstir.

2 faktor ve 7 farkli kosulda yapilan yiiklemeler sonucunda antimikrobiyal

o

aktivitenin 7910-41000 IU/gr arasinda degistigi tespit edilmistir.

Yapilan yiiklemeler sonucu en yiiksek aktivitenin %35 oraninda

maltodekstrin kullanilarak elde edildigi belirlenmistir.

Bu calismada, peynir alti suyu, soya kiispesi ve glikoz surubu gibi gida

sanayiinin onemli atik ve yan {riinlerinden antimikrobiyal ozellige sahip

degerli tirlinlerin diisiik maliyetle tiretilebilecegi gosterilmis olup, bunun dogal

gida talebi artan tiiketici taleplerini karsilamaya yonelik, siirdiiriilebilir

sistemlerin gelistirilmesine yardimei olabilecegi diisiiniilmektedir. Daha ileri

calismalarla, ortam konsantrasyonuna ek olarak diger fermantasyon

parametrelerinin (pH, sicaklik, karistirma hizi ve havalandirma gibi) de
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optimize edilmesi ve ayrica elde edilen fermentteki antimikrobiyal bilesiklerin
(organik asitler ve bakteriyosinler gibi) saflastirilmas: ile diisiik maliyetli
atiklardan katma degeri yiiksek iriinlerin biiyiik oOl¢ekte ticari olarak

tiretimleri saglanabilir.
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