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ÖZET 

 

DİETİL PİROKARBONAT,  HOMOSİSTEİN TİYOLAKTON VE  

METİLGLİOKSAL İLE MODİFİYE EDİLEN NİSİNİN ÖZELLİKLERİ 

 

DEMİR ÖZER, Ezgi 

Niğde Ömer Halisdemir Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Gıda Mühendisliği Anabilim Dalı 

 

Danışman   :Prof. Dr. Metin YILDIRIM 

 

Şubat 2018, 70 sayfa 

 

Dietil pirokarbonat (DEPK), homosistein tiyolakton (HSTL) ve metilglioksal (MG) ile 

modifiye edilen nisinin bazı özelliklerinin incelenmesi bu tez çalışmasının temel 

amacını oluşturmuştur. Ticari nisin, diklorametan ile çöktürme ve katyon değiştirici 

kolon kromotografisi yöntemleri birleştirilerek en az %95 düzeyinde saflaştırılmıştır. 

Yüksek saflıktaki Nisin Z DEPK ile %13,68, HSTL ile %6,30 ve MG ile %70,51 

düzeyinde modifiye edilmiştir. Tripsin ve termolisin enzimleriyle hidrolizasyon ve 

trisin-sodyum-dodesil-sülfat poliakrilamid jel elektroforez analiziyle modifikasyonun 

gerçekleştiği gösterilmiştir. DEPK ve MG ile modifiye edilen nisin, Staphylococcus 

aureus ATCC 6538, Bacillus subtilis ATCC 6633, Lactococcus lactis ssp. cremoris AÜ, 

Enterococcus faecium ATCC 9097, Listeria monocytogenes NCTC 5348 ve 

Escherichia coli RSKK bakterilerine karşı antibakteriyel aktivite göstermemiştir. HSTL 

ile modifiye edilmiş nisin ise sadece Enterococcus faecium ATCC 9097’ye karşı 

antibakteriyel aktivite göstermiş ve minimum inhibisyon konsantrasyon (MİK) değeri 

16,75 µM olarak saptanmıştır.  

 

Anahtar Sözcükler: Bakteriyosin, nisin, kimyasal modifikasyon, dietil pirokarbonat, homosistein 

tiyolakton, metilglioksal, antibakteriyel aktivite. 
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SUMMARY 

 

PROPERTIES OF NISIN MODIFIED WITH DIETHYLPYROCARBONATE,  

HOMOCYSTEINE THIOLACTONE OR METHYLGLYOXAL 

 

DEMİR ÖZER, Ezgi 

Niğde Ömer Halisdemir University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Food Engineering 

 

Supervisor   : Prof. Dr. Metin YILDIRIM 

 

February 2018, 70 pages 

 

The main purpose of this study is to investigate some properties of nisin modified with 

diethylpyrocarbonate (DEPC), homocysteine thiolactone (HCTL) and methylglyoxal 

(MG). Commercial nisin was purified to at least 95% using the method developed by 

combining dichloromethane precipitation and cation exchange column chromatography 

methods. High-purity Nisin Z was modified by 13.68% with DEPC, 6.30% with HCTL 

and 70.51% with MG. The modification was confirmed by using hydrolyzing activities 

of trypsin and thermolysin enzymes followed by tricine-sodium-dodecyl-sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis. The nisin modified with DEPC or MG did not show 

any antibacterial activity against Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus subtilis 

ATCC 6633, Lactococcus lactis ssp. cremoris AÜ, Enterococcus faecium ATCC 9097, 

Listeria monocytogenes NCTC 5348 or Escherichia coli RSKK. HCTL modified nisin 

had a little antibacterial activity against Enterococcus faecium ATCC 9097 and the 

minimum inhibitory concentration (MIC) of HCTL modified nisin was 16.75 μM 

against Enterococcus faecium ATCC 9097.  

 

Keywords: Bacteriocin, nisin, chemical modification, diethyl pyrocarbonate, homocysteine thiolactone, 

methylglyoxal, antibacterial activity. 
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BÖLÜM I 

 

GİRİŞ 

 

Tüketicilerin doğal ve katkısız ürünlere gösterdikleri talepteki artış nedeniyle laktik asit 

bakterileri ve bakteriyosinler potansiyel gıda koruyucusu olarak önem kazanmıştır 

(Marth, 1998; Cleveland vd., 2001). Bakteriyosinler, ribozomal olarak sentezlenen, 

biyosentez sonrası değişime uğrayabilen, küçük katyonik, hidrofobik veya amfifilik 

karakterli, insan sindirim sistemi proteazları tarafından parçalanabilen, geniş bir pH 

aralığında aktif olan ve genellikle ısıya direnç gösteren doğal antimikrobiyal peptidler 

ve/veya proteinlerdir (Klaenhammer, 1993). Nisin, Lactococcus lactis subsp. lactis 

tarafından kimyasal bir savunma sistemi olarak yarışma içerisinde bulunduğu 

mikroorganizmalara karşı üretilen bakteriyosindir. Gıda katkı maddesi (Avrupa Birliği 

gıda katkı maddesi kodu E234) olarak ticari boyutta kullanılan ilk bakteriyosin (Galvez 

vd., 2007) olan nisin günümüzde sebze, süt, peynir, et ve diğer bazı gıda maddelerinin 

üretiminde kullanılmaktadır (Yang vd., 2014).  

 

Bugün Türkiye de dâhil olmak üzere birçok ülkede nisinden gıda katkı maddesi olarak 

yararlanılmaktadır (Yıldırım, 2010). Ancak nötr solüsyonlarda çözünürlüğünün düşük, 

antibakteriyel spektrumunun sınırlı ve proteolitik enzimler tarafından hızla 

parçalanabilir olması nisinin kullanımını sınırlayan önemli faktörler arasında yer 

almaktadır (Guiotto vd., 2003). Bu olumsuzluklar genetik ve kimyasal modifikasyonları 

da kapsayan çeşitli bilimsel faaliyetlerle giderilmeye çalışılmaktadır. C-terminal 

amidasyonu, halkalı yapı oluşturulması, D-aminoasitlerin ilavesi ve halojen eklenmesi 

gibi uygulamalar ile antimikrobiyal peptitlerin biyolojik aktivitelerinin ve proteazlara 

karşı stabilitelerinin arttırılmasına yönelik çalışmalar yapılmıştır (Wang, 2012).  

 

Bazı protein ve enzimlerin modifiye edilmesinde dietilpirokarbonat, homosistein 

tiyolakton ve metilglioksal kullanılmıştır (Hnizda vd., 2008; Jalili vd., 2011; Banerjee 

ve Chakraborti, 2013). Dietil pirokarbonat, lizinin yan grubundaki pozitif yükü 

uzaklaştırıp yerine etil grubu ekleyerek proteinlerin hidrofobik özelliğini artırmaktadır 

(Pal ve Ghosh, 1998). Dietil pirokarbonat histidin, lizin ve tirozin ile reaksiyona 

girebilmektedir. Modifiye edilmiş proteinin hidroksilamin ile reaksiyonu sonucunda 

histidin ve tirozin modifikasyonu geri alınabilmektedir. Böyle bir uygulama ile sadece 
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lizinin yan grubunun modifiye edilmesi sağlanabilmektedir (Hnizda vd., 2008). 

Homosistein tiyolakton, proteinlerdeki lizin aminoasidinin yan zincirindeki serbest 

amino grubuyla kolaylıkla reaksiyona girerek homosistein-ɛN-Lys-protein oluşumunu 

sağlamaktadır (Jalili vd., 2011). Metilglioksal lipit ve protein katabolizmasının ürünü ve 

glikolizin ise yan ürünü olup Maillard benzeri reaksiyona giren bir bileşiktir  

(Pietkiewicz vd., 2011; Banerjee ve Chakraborti, 2013). Maillard benzeri reaksiyonlar 

açısından metilglioksalın glikozdan 20 000 kat daha aktif olduğu belirlenmiştir. 

Metilglioksalın, pozitif yüklü aminoasitlerle reaksiyona girerek ya yan grupların 

modifikasyonuna ya da çapraz bağlanmaya yol açtığı saptanmıştır (Banerjee ve 

Chakraborti, 2013). 

 

Protein mühendisliğindeki gelişmeler, nisinin eczacılık ve tarım alanlarında da terapötik 

(tedavi edici) bir ajan olarak kullanılmasına olanak sağlamaktadır (Sen vd., 1999). 

Küçük doğal bir antimikrobiyal protein olan ve gıda katkı maddesi olarak 

kullanılmasına izin verilen nisinin antimikrobiyal etkinliğinin kimyasal 

modifikasyonlarla arttırılabileceği değerlendirilmiştir. Yapılan kaynak taramalarında 

temel olarak proteine bağlı lizin aminoasidinin yan grubunun modifikasyonunu 

sağlayan dietil pirokarbonat, homosistein tiyolakton ve metilglioksal ile nisinin 

modifiykasyonunu konu alan herhangi bir çalışmaya rastlanmamıştır. Bu yüzden dietil 

pirokarbonat, homosistein tiyolakton ve metilglioksal ile sadece lizin aminoasidinin yan 

grubunun modifiye edilmesinin nisinin bazı özellikleri üzerine etkisinin incelenmesi bu 

tez çalışmasının temel amacını oluşturmuştur.  
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BÖLÜM II 

 

KAYNAK ARAŞTIRMASI 

 

Bu bölümde, nisinin yapısal özelliklerinden ve günümüze kadar nisine uygulanan 

genetik ve kimyasal modifikasyonlardan bahsedilmiştir. Ayrıca diğer bazı proteinlerin 

dietil pirokarbonat, homosistein tiyolakton ve metilglioksal ile modifikasyonlarına da 

yer verilmiştir. 

 

2.1 Nisinin Fizikokimyasal Özellikleri, Antimikrobiyal Aktivitesi ve Kullanımı 

 

Bakteriyosinler, gıda kaynaklı patojenleri ve bozulma etmeni mikroflorayı inhibe 

edebilmektedir. Bu özelliklerinden dolayı bakteriyosin üreteci laktik asit bakterileri 

veya bunların ürettikleri saflaştırılmış bakteriyosinler gıda sistemlerinde biyokoruyucu 

olarak büyük bir kullanım potansiyeline sahiptir (De Martinis vd., 2002). 

 

Birçok gıdada biyokoruyucu olarak kullanılan ve Lactococcus lactis subsp. lactis 

tarafından üretilen nisin ilk kez 1928 yılında tanımlanmıştır (Rogers, 1928). FAO ve 

WHO (Gıda Tarım Örgütü/Dünya Sağlık Örgütü) tarafından 1969 yılında gıda katkı 

maddesi olarak kullanılmasına izin verilen nisin, ticari boyuta taşınan ilk bakteriyosindir 

(Abdullah vd., 2010; Plat vd., 2011). FAO ve WHO tarafından bir günde kg vücut 

ağırlığı başına alınabilecek nisin düzeyi (ADI değeri) 2 mg olarak belirlenmiştir 

(FAO/WHO, 2013).  

 

Yapısal, fizikokimyasal ve moleküler özellikler temelinde laktik asit bakterileri 

tarafından üretilen bakteriyosinler sınıf I (ısıya dirençli modifiye küçük peptidler, 

lantibiyotikler), sınıf II (ısıya dirençli modifiye edilmemiş küçük peptidler, lantiyonin 

içermeyenler) ve sınıf III (ısıya duyarlı büyük proteinler) olmak üzere 3 ana gruba 

ayrılmaktadır (Zacharof ve Lovitt, 2012). Sınıf I lantibiyotikler grubunda yer alan nisin 

3,5 kDa moleküler ağırlıkta olup 34 aminoasit içermektedir (Parada vd., 2007; Plat vd., 

2011). Nisinin birincil yapısı 1971’de Gross ve Morell (1971)  tarafından belirlenmiştir. 

Lantibiyotikler, dehidroalanin, dehidrobütirin, lantionin ve β-metil-lantionin gibi ender 

aminoasitleri içerirler (Breukink ve de Kruijff, 1999; Koponen vd., 2002). 
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Nisin inaktif formda 57 aminoasit olarak sentezlenir. Bu aminoasitlerin 23’ü lider 

peptidi ve 34’ü ise aktif nisini oluşturur. İnaktif nisindeki serin ve treonin aminoasitleri 

NisB enzimi tarafından sırasıyla dehidroalanin (didehidroalanin) ve dehidrobütirne 

(didehidrobütirin) dönüştürülür. Sonra NisC enzimi yardımıyla bunlar arasında kurulan 

tiyoeter bağları halka oluşumunu sağlar. Daha sonra NisP enzimiyle lider peptit 

uzaklaştırılıp aktif nisin olarak NisT tarafından hücre dışına salgılanır (Şekil 2.1) 

(Kuipers vd., 1995; Koponen vd., 2002; Breukink ve de Kruijff, 2006; Perez vd., 2015). 

 

 
 

Şekil 2.1. Nisinin biyosentez sonrası değişime uğratılması (Breukink ve de Kruijff, 

2006) 

 

Nisin, ender rastlanan aminoasitler içermesinden dolayı düşük pH değerlerinde 

otoklavlansa bile aktivitesini kaybetmemektedir (Hansen, 1994; Guiotto vd., 2003). Şu 

ana kadar nisinin A, Z, Q, F, U ve U2 olmak üzere 6 doğal çeşidi tanımlanmıştır (Şekil 
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2.2). Nisin A, Z, Q ve F Lactococcus lactis suşları tarafından, nisin U ve U2 ise 

Streptococcus uberis tarafından üretilmektedir (Field vd., 2008). 

 

 
 

Şekil 2.2. Nisin çeşitlerinin aminoasit dizilimleri 

 

Nisin, diğer lantibiyotiklerden farklı olarak yan grubu aromatik veya negatif yüklü olan 

aminoasit içermez (Liu ve Hansen, 1992; Yuan vd., 2004). Nisin fizyolojik pH 

değerinde pozitif yüklüdür (+4) (Breukink ve de Kruijff, 2006). Nisin amfifilik 

karaktere de sahiptir; N-terminal kısmı fosfolipit grupları ile etkileşebilen hidrofobik 

aminoasitler içerirken C-terminal kısmı ise hidrofilik aminoasitler içerir (Van Den 

Hooven vd., 1996). 

 

Nisin iki bölgeden (domain) oluşur. N terminalini içeren birinci bölge A, B ve C 

halkalarından, C terminalini içeren ikinci bölge ise D ve E halkalarından oluşur. Bu iki 

bölge Asn-Met-Lys içeren esnek mafsal kısmı (hinge region) ile birbirine bağlanır 

(Yuan vd., 2004) (Şekil 2.2). 

 

Nisinin iki farklı mekanizma ile antibakteriyel etki gösterdiği bildirilmiştir (Şekil 2.3). 

Birinci mekanizmada nisinin bakteriyel hücre duvarı sentezi için elzem öncül çapraz 

bağlayıcı molekül olan lipit II’ye bağlanarak bakteri hücre duvarı sentezini önlediği; 

ikincisinde ise lipit II’ye bağlandıktan sonra nisinin C-terminal kısmını fosfolipit 

membrana geçirip gözenek oluşturacak şekilde komplekslere dönüştüğü belirtilmiştir. 

Oluşan gözenekler iyon dengesinin bozulmasına ve sonuçta bakteri hücresinin ölümüne 

yol açmaktadır (Breukink ve de Kruijff, 2006; Slootweg vd., 2013a) Lantiyonin 
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halkalarının ilk ikisinin lipit II’yi bağlamada, son üçünün ise membrana tutunmada 

önemli olduğu belirtilmiştir (Hasper vd., 2006). 

 

 

Şekil 2.3. Nisinin antibakteriyel etki mekanizması 

Diğer bakteriyosinlere oranla daha yüksek bir antimikrobiyal aktiviteye sahip olan 

nisinin minimum inhibisyon konsantrasyonunun 10 µg/L (3 nM) kadar düşük olduğu 

bildirilmiştir (De Vos vd., 1993; Kuipers vd., 1995). Nisin doğal bir koruyucu olarak 

peynir, sıvı yumurta, salata sosları, konserve gıdalar, süt ürünleri ve kıymada (kırmızı 

et) bakteri gelişimini kontrol altına almak amacıyla kullanılmaktadır (Rollema vd., 

1996; Wilson-Stanford vd., 2009). Ayrıca metisiline dirençli Staphylococcus aureus ve 

vankomisine dirençli enterokoklar gibi antibiyotiklere dirençli Gram pozitif koklara 

karşı etkinliği nedeniyle nisinin tedavi amaçlı kullanım olanağı da bulunmaktadır 

(Brumfitt vd., 2002; Dischinger vd., 2014). Ancak nisinin proteolize karşı duyarlı 

olması ve ağız yoluyla zayıf bir biyo-elverişliliğe sahip olması klinik kullanımını 

kısıtlamaktadır (Maher vd., 2009).  

 

Nisin pH 5-7 aralığında ısıtıldığında stabilitesi ve aktivitesi azalmaktadır. Asidik 

koşullarda yüksek bir çözünürlüğe (pH 2’de 57 mg/mL) sahipken nötr ve alkali 

koşullardaki çözünürlüğü ise çok düşüktür (pH 8-12 aralığında 0,25 mg/mL) (Liu ve 

Hansen, 1990). Gıda bileşenleriyle etkileşime girmesi ve proteolitik enzimlere duyarlı 

olması nedeniyle nisinin gıda sistemlerindeki antimikrobiyal etkinliği azalmaktadır 

(Aasen vd., 2003; Lopes vd., 2017). 
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Antibiyotiklere dirençli klinik patojenlere etkili olabilmesi sağlık sektörünün 

lantibiyotiklere karşı olan ilgisini arttırmıştır (Dischinger vd., 2014). Bulaşıcı 

hastalıkların yaygınlaşması ve hayatı tehdit eden bir durum olarak antibiyotiklere karşı 

direncin artması mikroorganizmaların kontrolünde yeni yollar aranmasında etkili 

olmuştur (Bonev vd., 2004).  

 

Nisinin nötr ve hafif alkali çözeltilerde düşük çözünürlüğe sahip olması, antibakteriyel 

spektrumunun sınırlı olması, proteolitik enzimler tarafından hızla parçalanabilmesi ve 

gıda koşullarına dayanıksızlık gibi kullanımını sınırlayıcı olumsuzluklardan dolayı, 

bilimsel çalışmalar genetik ve kimyasal modifikasyonlara yönelmiştir. Ancak bu 

çalışmaların başarısını etkileyen en önemli unsurlardan birisi nisinin saflık düzeyidir. 

Bu nedenle ilk basamak olarak nisinin saflaştırılması aşaması önemli olmaktadır. 

 

2.2 Nisinin Saflaştırılması 

 

Bakteriyosinler, kısmi (örneğin ticari formda %2,5 saflıktaki nisaplin, Danisco, 

Amerika Birleşek Devletleri) veya tam saflaştırılmış formda direkt ya da üretici 

mikroorganizmaların kullanılmasıyla dolaylı olarak gıdalara ilave edilebilmektedir.   

 

Bakteriyosinlerin farklı aminoasit dizisine ve üç boyutlu yapıya sahip olmaları 

nedeniyle saflaştırılmaları için genel bir metot ya da protokol mevcut değildir (Heng 

vd., 2007; Pingitore vd., 2007). Bu nedenle bakteriyosinlerin saflaştırılmasında farklı 

teknikler kullanılmaktadır. Bu tekniklerden en sık kullanılanları tuzla çöktürme, iyon 

değiştirici ve ters faz C-18 katı faz ekstraksiyonu, adsorbsiyon-desorbsiyon, ters faz 

yüksek basınçlı sıvı kromatografisi (RP-HPLC) ve sodyum dodesil sülfat poliakrilamid 

jel elektroforezi (SDS PAGE) gibi teknikleridir (Pingitore vd., 2007). 

 

Kompleks bir bileşime sahip olan besiyeri ortamından ayrılmalarında bakteriyosinlerin 

katyonik ve hidrofobik karakterlerinden faydalanılır (Cheigh vd., 2004). Saflaştırmada 

kullanılan metotlarda genel olarak, bakteriyosinlerin organik çözücülere karşı olan 

ilgisinden, konsantre tuz çözeltilerinde ve farklı pH’larda çözünebilme yeteneklerinden 

yararlanılmaktadır (Parada vd., 2007).  
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Nisinin saflaştırılmasında Cheigh vd. (2004) tek basamakta gerçekleştirilen expanded 

bed iyon değiştirici kromatografi yöntemini kullanmışlardır. Lactococcus lactis subsp. 

lactis A164 tarafından üretilen nisin Z bu yöntemle saflaştırıldığında %90 düzeyinde 

verim ve 31 katlık saflık artışı elde edilmiştir. Bu yöntem, çok fazla işlem basamağı ve 

pahalı ekipmanlar gerektiren ancak yine de geri kazanım oranının çok düşük olduğu 

mevcut saflaştırma tekniklerinden daha üstün bulunmuştur. 

 

Suarez vd. (1997), nisinin saflaştırılmasında, immunoafinite kromatografisi temeline 

dayanan tek basamaklı saflaştırma tekniğini kullanmışlardır. Bu teknik ile besiyeri 

ortamında bulunan nisinin %72,7’sini geri kazanmışlar ve saflık düzeyinde ise 10,3 

katlık artış sağlamışlardır. Önerilen tekniğin, geleneksel yöntemlere göre hızlı, 

tekrarlanabilir ve yüksek verimli olduğu belirtilmiştir.  

 

Ticari nisin (%2,5) etil alkol ve metil alkol kullanılarak saflaştırılmıştır. Etil alkol 

kullanılldığında, en yüksek saflık düzeyi 5,5 kat ile %70 etil alkol konsantrasyonunda 

elde edilmiştir. Bu koşullardaki verim düzeyi ise %84,7 olarak saptanmıştır. Metil alkol 

kullanılması durumunda ise en yüksek saflık düzeyi 5,3 kat ile %90 metil alkol 

konsantrasyonunda elde edilmiş ve verim ise %91 düzeyinde gerçekleşmiştir (Xiao vd., 

2010). 

 

Nisin ticari olarak %2,5 saflıkta pazarlanmaktadır. Ancak bilimsel çalışmalarda daha 

yüksek saflık derecelerine ihtiyaç duyulmaktadır. Slootweg vd. (2013a) ticari nisini 

(%2,5) diklorametan ve selit muamelesi ile %34 saflık düzeyine çıkarabilmişlerdir. Bir 

başka çalışmada ise pH’sı 3 olan 50 mM laktik asit içerisinde çözündürülen ticari nisin 

(%2,5) katyon değiştirici kolondan geçirilmiştir. Tek bir aşamada gerçekleştirilen bu 

uygulama ile yüksek saflık ve verimde nisin elde edilebilmiştir (Abts vd., 2011). 

 

2.3 Nisine Uygulanan Genetik Modifikasyonlar 

 

Nisin ile ilgili biyomühendislik alanındaki çalışmalar yaklaşık 30 senedir sürmektedir. 

Literatürün kapsamlı bir şekilde incelenmesi sonucunda, çok sayıda nisin türevi 

oluşturulmasına karşın, patojen mikroorganizmalara karşı az sayıda başarı sağlandığı 

saptanmıştır. 
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Nisin Z üzerinde genetik modifikasyonun gerçekleştirildiği ilk çalışmada, Met-17’nin 

Gln’e ve Gly-18’in Thr’e dönüştürülmesiyle Micrococcus flavus’a karşı antimikrobiyal 

aktivitenin arttığı, Bacillus cereus ve Streptococcus thermophilus’a karşı ise 

antimikrobiyal aktivitenin azaldığı tespit edilmiştir. Ayrıca Ser-5 Thr’e ve sentez 

sonrası modifikasyonla da Dha-5’in Dhb’e dönüşümü sağlandığında da aktivitenin 

azaldığı tespit edilmiştir (Kuipers vd., 1992).  Kuipers vd. (1995) tarafından yapılan bir 

diğer çalışmada, Ile-1 Trp’a, Thr-2 Ser’e, Ser-3 Thr’e, Lys-12 Pro’e, Thr-13 Cys’e, 

Met-17 Trp’a, Asn-27 Lys’e ve His-31 Lys’e dönüştürülmüştür. Bu dönüşümlerden Ile-

1’in Trp’a ve Thr-13’ün Cys’e dönüşümü aktivitede azalmaya yol açarken Thr-2’nin 

Ser’e dönüşümü ise Micrococcus flavus ve Streptococcus thermophilus’a karşı olan 

aktivitede 2 katlık artış meydana getirmiştir. Lys-12’nin Pro’e dönüştürülmesi 

aktivitede değişiklik oluşturmadığından bu pozitif yükün nisinin antimikrobiyal 

aktivitesi için elzem olmadığı ancak çözünürlüğü arttırabileceği belirtilmiştir. 

Çalışmada oluşturulan mutantların çoğunluğunun antimikrobiyal aktivitesinde azalma 

gerçekleşmiştir.  

 

Nisinin klinik amaçlı kullanımında, en büyük problem fizyolojik pH’da düşük 

çözünürlüğe sahip olmasıdır. Nisinin çözünürlüğünü artırmak amacıyla Rollema vd. 

(1995) tarafından yapılan çalışmada, Asn-27 ve His-31 aminoasitlerinin lizine 

dönüştürülmesi sonucu elde edilen iki mutantın nötral pH’daki çözünürlüğünün belirgin 

bir şekilde arttığı tespit edilmiştir.   

 

Yapılan bir başka çalışmada ender aminoasitlerin antimikrobiyal aktivite üzerine etkileri 

araştırılmıştır (van Kraaij vd., 2000). Bu çalışmada, biyosentez sonrası 

modifikasyondan önce dizideki Thr-13, Cys’e dönüştürülüp C halkasındaki tiyoeter 

bağlarının oluşumu engellenmiştir. NMR analizleri, bu mutantın yapısının doğal nisine 

oldukça benzediğini göstermiştir. Buna karşın antimikrobiyal aktivitesi oldukça 

azaldığından bu durum C halkasının antimikrobiyal aktivitedeki öneminin göstergesi 

olarak kabul edilmiştir. Aynı çalışmada Ser-5 ve Met-17’nin Cys’e dönüştürülmesinin 

ise antimikrobiyal aktiviteyi arttırdığı tespit edilmiştir. 
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Asn-20’nin Lys’e ve Met-21’in yine Lys’e dönüştürüldüğü iki ayrı mutantın Gram 

negatif Shigella, Pseudomonas ve Salmonella türlerine karşı antimikrobiyal aktiviteye 

sahip olduğu belirlenmiştir. Ayrıca her iki mutantın genetik olarak modifiye edilmemiş 

nisine göre daha yüksek çözünürlük gösterdiği saptanmıştır. Oluşturulan nisin 

mutantlarının Micrococcus flavus ve Streptococcus thermophilus’a karşı aktivitelerinde 

azalma meydana geldiği saptanmıştır (Yuan vd., 2004). 

 

Tesadüfi mutasyonlarla elde edilen 8 000 nisin türevi arasında Lys-22 yerine Thr içeren 

varyantın insan ve sığır için patojen olan Streptococcus agalactiae’e karşı yüksek 

aktivite gösterdiği saptanmıştır. Aynı çalışmada Listeria monocytogenes ve 

Staphylococcus aureus da dâhil olmak üzere bazı Gram pozitif patojen bakterilere karşı 

daha yüksek aktiviteye sahip Asn-20 yerine Pro, Met-21 yerine Val ve Lys-22 yerine 

Ser içeren nisin çeşitleri oluşturulmuştur (Field vd., 2008). 

 

Field vd. (2012), nisin A molekülü üzerinde genetik müdahale ile üretilen ve Ser-29 

yerine Gly içeren varyantın Staphylococcus aureus üzerinde daha yüksek aktiviteye 

sahip olduğunu tespit etmişlerdir. Ayrıca Ser-29 yerine Ala, Asp ve Glu eklenen nisin 

varyantlarının Escherichia coli, Salmonella Typhimurium ve Cronobacter sakazakii 

gibi Gram negatif bakterilere etki gösterdikleri de tespit edilmiştir. 

 

Zhou vd. (2016) yaptıkları çalışmada nisinin Ile-1, Met-17 ve Val-32 aminoasitlerinde 3 

farklı triptofan analoğunun oluşturulmasıyla nisinin biyokimyasal özelliklerinin 

değiştiğini ve modifiye nisinlerin antimikrobiyal aktivitelerinin azaldığını 

gözlemişlerdir. 

Nisinin kullanımını sınırlayan olumsuzlukların giderilmesine yönelik genetik 

modifikasyonlar özet halinde Çizelge 2.1’de verilmiştir. 
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Çizelge 2.1. Nisine uygulanan genetik modifikasyonlar ve sonuçları 

Yapılan Modifikasyonlar Sonuçlar Kaynaklar 

Met-17 yerine Gln ve Gly-

18 yerine Thr içeren nisin 

çeşitleri oluşturulması 

Micrococcus flavus karşı antimikrobiyal 

aktivite atmış, Bacillus cereus ve 

Streptococcus thermophilus’a karşı ise 

antimikrobiyal aktivite azalmıştır. 

Kuipers vd., 1992 

Dha-5 yerine Dhb içeren 

nisin çeşitleri oluşturulması  

Antimikrobiyal aktivite azalmıştır. Kuipers vd., 1992 

Ile-1 yerine Trp ve Thr-13 

yerine Cys çeşitleri 

oluşturulması  

Antimikrobiyal aktivite azalmıştır. Kuipers vd., 1995 

Thr-2 aminoasitinin Ser’e 

dönüştürülmesi  

M. flavus ve Str. thermophilus’a karşı 

olan aktivitede 2 katlık artış meydana 

getirmiştir. 

Kuipers vd., 1995 

Ile-1, Met-17 ve Val-32 
aminoasitlerinin Trp 

aminoasidine 

dönüştürülmesi  

Antimikrobiyal aktivitede azalma 
meydana gelmiştir. 

Zhou vd., 2016 

Asp-27 ve His-31 

aminoasitlerinin Lys’e 

dönüştürülmesi 

Nisinin nötral pH’daki çözünürlüğünde 

artış sağlanmış ve asit katalizli kimyasal 

bozulmalara karşı direnç kazandırılmıştır.  

Rollema vd., 1995 

Thr-13’ün Cys’e 
dönüştürülmesi ve C 

halkasındaki tiyoeter 

bağlarının oluşumunun 
engellenmesi 

Antimikrobiyal aktivite oldukça 
azalmıştır. 

van Kraaij vd., 
2000 

Ser-5 ve Met-17’nin Cys’e 

dönüştürülmesi  

Antimikrobiyal aktivitede artış 

sağlanmıştır. 

van Kraaij vd., 

2000 

Asn-20’nin Lys’e ve Met-

21’in yine Lys’e 
dönüştürülmesi 

Shigella, Pseudomonas ve Salmonella’ya 

karşı antimikrobiyal aktivite 
gözlenmiştir. M. flavus ve Str. 

thermophilus’a karşı aktivitelerinde ise 

azalma gözlenmiştir. 

Yuan vd., 2004 

Asn-20 yerine Pro, Met-21 

yerine Val ve Lys-22 yerine 

Ser içeren nisin çeşitleri 

oluşturulması 

Listeria monocytogenes ve S. aureus da 

dâhil olmak üzere bazı Gram pozitif 

patojen bakterilere karşı daha yüksek 

biyolojik aktivite sağlanmıştır. 

Field vd., 2008 

Tesadüfi mutasyonların 
oluşturulması 

Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere 
karşı etkili varyantlar oluşturulmuştur. 

Field vd., 2008 

Ser-29 yerine Gly eklenmesi S. aureus üzerinde daha yüksek 

antimikrobiyal aktivite sağlanmıştır. 

Field vd., 2012 

Ser-29 yerine Ala, Asp veya 

Glu eklenmesi 

Escherichia coli, Salmonella 

Typhimurium ve Cronobacter sakazakii 
gibi Gram negatif bakterilere karşı 

aktivite kazandırılmıştır. 

Field vd., 2012 
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2.4 Nisine Uygulanan Kimyasal Modifikasyonlar 

 

Protein ve nükleik asit gibi büyük moleküllerin yapılarında kimyasal reaksiyonlarla 

değişiklikler oluşturmaya kimyasal modifikasyon denir. Proteinlerin kimyasal 

modifikasyonu, bilim ve teknolojide karşılaşılan sorunları çözüme kavuşturmak için 

kullanılan araçlardan birisidir (Feeney vd., 1982). Proteinlerin doğal yapılarının 

aydınlatılması, terapötik etkili proteinlerin oluşturulması ve yeni protein yapılarının 

üretilmesi gibi uygulamalarda kimyasal modifikasyondan yararlanılabilir (Spicer ve 

Davis, 2014).  

 

Nisinin nötral ve hafif alkali ortamlarda yetersiz çözünmesinden ve proteolitik 

enzimlerle kolayca parçalanmasından dolayı FDA tarafından onaylı, toksik ve 

immunojenik olmayan polietilen glikolün nisine bağlanması ile söz konusu 

olumsuzlukların giderilmesine çalışılmıştır. Nisinin N-terminal-amino grubuna 

polietilen glikolün bağlanması sonucunda nisinin antibakteriyel aktivitesinin tamamen 

kaybolduğu gözlenmiştir (Guiotto vd., 2003). N-terminal-amino grubunun metilasyonu 

sonucunda da nisinin antibakteriyel aktivitesi kaybolmuştur (Bonev vd., 2004). Glikoz 

ile 95°C’de Maillard reaksiyonuna uğratılan nisinin antibakteriyel etkinliğinin azaldığı 

ve tripsin ile hidrolizinin zorlaştığı tespit edilmiştir (Abdullah vd., 2010). Ancak 

Muppalla vd. (2012) tarafından tam tersi bir sonuca ulaşılmıştır. Bu araştırmacılar, 

radyasyon uygulamasıyla oluşturulan nisin-karbonhidrat komplekslerinin daha yüksek 

antibakteriyel etkiye sahip olduğunu belirlemişlerdir. 

 

Asetik asit varlığında hidrojen peroksit ile oksidasyona uğratılan nisinin bakterisidal 

etkisini tamamen kaybettiği belirlenmiştir (Wilson-Stanford vd., 2009). Antimikrobiyal 

aktiviteye zarar vermeden başarılı bir şekilde uygulanan nisinin ilk C terminal 

modifikasyonu biotinin C terminaline bağlanmasıyla gerçekleştirilmiştir (Maher vd., 

2009). Benzer bir şekilde C terminaline propargilamin (2-propinilamin) bağlanmasıyla 

modifiye edilen nisinin aktivitesini koruduğu Slootweg vd. (2013a) tarafından 

bildirilmiştir.  

 

Nisinin kullanımını sınırlayan olumsuzlukların giderilmesine yönelik kimyasal 

modifikasyonlar Çizelge 2.2’de özetlenerek verilmiştir. 
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Çizelge 2.2. Nisine uygulanan kimyasal modifikasyonlar ve sonuçları 

Yapılan 

modifikasyonlar 
Sonuçlar Kaynaklar 

N-terminal-amino 

grubuna polietilen 

glikolün bağlanması 

Antibakteriyel aktivitenin 

tamamen kayıp olması 

Guiotto vd., 2003 

N-terminal-amino 

grubunun metilasyonu 

Antibakteriyel aktivitenin 

azalması 

Bonev vd., 2004 

Asetik asit varlığında 

hidrojen peroksit ile 

lantioninin oksidasyonu  

Antibakteriyel aktivitenin 

azalması 

Wilson-Stanford vd., 

2009 

C-terminal-karboksil 

grubuna biotin 

eklenmesi  

Antibakteriyel aktivitenin 

etkilenmemesi  

Maher vd., 2009 

Glikoz ile 95°C’de 

Maillard reaksiyonuna 

maruz bırakılması  

Antibakteriyel aktivite 

azalırken tripsin ile 

hidrolizin zorlaşması 

Abdullah vd., 2010 

Radyasyon uygulaması 

ile nisin-karbonhidrat 

kompleksinin 

oluşturulması 

Antibakteriyel aktivitenin 

artması 

Muppalla vd., 2012 

C-terminal-karboksil 

grubuna propargilamin 

bağlanması 

Aktivitenin korunması Slootweg vd., 2013a 

 

2.5 Dietil pirokarbonat, Homosistein Tiyolakton ve Metilglioksal ile Yapılan 

Modifikasyonlar 

 

Kimyasal modifikasyonların gerçekleşmesi kullanılan kimyasala, seçilen bölgeye ve 

modifikasyon koşullarına bağlıdır (Spicer ve Davis, 2014). Çoğu aminoasidin yan 

grupları biyosentez sonrası modifiye edilmektedir. Bu modifikasyonlar serin, treonin ve 

tirozinin fosforilizasyonu gibi enzimatik ya da sisteinin nitrozilasyonu gibi enzimatik 

olmayan koşullarda gerçekleşebilir (Azevedo ve Saiardi, 2016). Lizin, sistein, glutamik 

asit, aspartik asit, serin, tirozin ve triptofan aminoasitlerinin sahip oldukları yan gruplar 

aktif kimyasal bileşiklerle modifiye edilebilmektedir (Hackenberger ve Schwarzer, 

2008; Minten vd., 2014). 

 

Dietilpirokarbonat, homosistein tiyolakton ve metilglioksal ilk kez bu tez çalışmasında 

nisinin modifikasyonu için kullanıldığından literatürde nisinin bu kimyasallarla 
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modifikasyonuna ilişkin herhangi bir çalışmaya ulaşılamamıştır. Bu nedenle aşağıda, 

söz konusu kimyasalların bazı protein ve enzimlerin modifiye edilmesinde kullanımına 

ilişkin çalışmalara yer verilmiştir.  

 

Dietil pirokarbonat (DEPK) proteindeki histidinin yan grubu ile reaksiyona girerek N-

karboetoksihistidin türevleri oluşturur (Şekil 2.4) (Hnizda vd., 2008). Ayrıca bu bileşik 

histidinin yanı sıra lizin, (Şekil 2.4) ve tirozinin yan grupları ve polipeptit zincirinin N 

terminali ile de reaksiyona girebilmektedir (Konkle vd., 2010).   

 

Modifiye edilmiş proteinin hidroksilamin ile reaksiyonu sonucunda histidin ve tirozin 

modifikasyonları geri alınabilmektedir (Şekil 2.5). Hidroksilamin ile gerçekleşen 

reaksiyon kullanılarak sadece lizinin yan zincirinin modifiye edilmesi 

sağlanabilmektedir (Hnizda vd., 2008). DEPK, lizinin yan grubundaki pozitif yükü 

uzaklaştırıp yerine etil grubu eklemesi nedeniyle hidrofobik özelliği artırmaktadır (Pal 

ve Ghosh, 1998). 

 

 

Şekil 2.4. Histidin ve lizinin dietil pirokarbonat (DEPK) ile modifikasyonu (Narumi vd., 

2012) 
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Şekil 2.5. Histidinin Dietil pirokarbonat (DEPK) ile modifikasyonu ve modifikasyonun 

hidroksilamin ile giderilmesi 

 

DEPK ile laktat dehidrogenaz ve pridoksamin-5′-fosfat-oksidazda bulunan histidin 

kalıntıları modifiye edilmiştir (Hnizda vd., 2008; Lundblad, 2014).  

 

DEPK ile insülin, sitokrom C, lizozim ve insan serum albümünü modifiye edilmiştir. 

Çalışma sonucunda modifikasyon için aktif yan grupların proteinin yüzeyinde olması 

gerektiği belirlenmiştir. Ancak reaksiyonun gerçekleşmesi için bunun tek başına yeterli 

olmadığı, yan grupların bulunduğu ortamın ve protein yapısının da reaksiyonun 

gerçekleşmesinde etkili olduğu saptanmıştır (Hnizda vd., 2008).  

 

Homosistein tiyolakton (HSTL), proteinlerdeki lizin aminoasidinin yan zincirindeki 

serbest amino grubuyla kolaylıkla reaksiyona girerek homosistein-ɛN-Lys-protein 

oluşumunu sağlamaktadır (Şekil 2.6) (Jalili vd., 2011). 

 

 

Şekil 2.6. Proteinin homosistein tiyolakton (HSTL) ile modifikasyonu (Zang vd., 2016) 

   Histidin   +   Dietil pirokarbonat            N-Karboetoksihistidin 
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Sığır pankreatik insülinin HSTL varlığındaki özellikleri Jalili vd. (2011) tarafından 

incelenmiştir. Çalışma sonucunda artan HSTL konsantrasyonlarının sığır pankreatik 

insülininde yapısal değişmeye ve agregasyona yol açtığı tespit edilmiştir.  

 

HSTL ile modifikasyonun proteinlerin fonksiyonel ve yapısal özelliklerinde değişiklik 

yaptığı belirtilmiştir. Örneğin düşük yoğunluklu lipoproteinlerde, fibrinojen, sitokrom 

C, myoglobin, RNaz A, transferrin, γ-globulin ve hemoglobin gibi çoğu proteinde N-

homosisteinilasyon işleminin agregasyona neden olduğu belirtilmiştir. Tripsin, 

metionil–tRNA sentetaz, paraoksonaz gibi enzimlerin N-homosisteinilasyon reaksiyonu 

sonucunda modifikasyon derecesine bağlı olarak aktiviteleri ya azalmış ya da tamamen 

ortadan kalkmıştır (Perła-Kaján vd., 2007). 

 

Serbest homosistein tiyolaktonun vücuttaki konsantrasyonun artmasının kalp damar 

rahatsızlıkları, sinir sistemi bozuklukları gibi bazı hastalıklara neden olduğu ve bu 

durumun proteinlerin HSTL ile modifikasyonundan kaynaklandığı belirtilmiştir. 

Yetersizliği bu hastalıklara neden olabilen RNaz-A, lizozim ve karbonik anhidraz 

enzimlerinin HSTL modifikasyonuna duyarlı olup olmadıklarını belirlemek için yapılan 

çalışmada, söz konusu enzimler HSTL ile bir gece boyunca inkübasyona bırakılmıştır. 

Bir gecelik inkübasyon RNaz-A ve lizozim enzimlerinde herhangi bir aktivite kaybına 

yol açmazken, karbonik anhidraz enziminde aktivitenin tamamen yitirilmesine neden 

olmuştur. Ayrıca inkübasyon süresinin birkaç güne çıkarılmasının RNaz-A ve lizozim 

enzimlerinde de aktivite kaybına yol açtığı belirlenmiştir (Sharma ve Singh, 2017). 

 

Stroylova vd. (2011) αs1
-, β ve κ kazeinin HSTL ile modifikasyonun gerçekleştirildiği 

çalışmada modifikasyon sonrası disülfit bağının yanısıra beta kazein kümelerinin 

oluştuğu tespit edilmiştir. Oluşan bu kümelerin beta merkapto etanol ve 8 M guanidine 

hidroklorit varlığından etkilenmemesinden dolayı disülfit bağından farklı bir bağ ile 

bağlanma sonucu oluştuğu belirtilmiştir. 

 

İleri Maillard reaksiyonu ürünlerinin diyabet, katarakt, böbrek hastalıkları, eklem 

rahatsızlıkları, Alzheimer gibi hastalıkların nedenleri arasında olduğu belirtilmiştir 

(Westwood ve Thornalley, 1995; Parmaksız, 2011; Yeh vd., 2017). Diyabet hastalarında 

oksidatif stresteki artışa bağlı olarak şeker veya lipidlerin oksidasyona uğraması, düşük 
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molekül ağırlıklı yüksek aktiviteli metilglioksal (MG) gibi dikarbonil bileşiklerinin 

oluşumuna yol açar. Bu bileşiklerin en önemlilerinden birisi olan MG, glikozdan 20 000 

kat daha hızlı bir şekilde Maillard benzeri reaksiyonlara girme eğilimindedir 

(Pietkiewicz vd., 2011; Banerjee ve Chakraborti, 2013; Banerjee vd., 2016). 

 

MG protein bağlı lizin (arjinine oranla daha düşük reaksiyona girme eğilimine sahiptir) 

ve arjinin aminoasitlerinin yan gruplarıyla reaksiyona girebilir. Lizin ile reaksiyon 

sonucunda ya Nε-(1-karboksi etil) lizin şeklinde modifikasyona (Şekil 2.7a) ya da 1,3-

di(Nε-lizin)-4-metil-imidazolium (Şekil 2.7b) şeklinde çapraz bağlanmaya yol açar. MG 

ile reaksiyon sonrasında modifiye proteinin net yükü daha negatif değerlere ulaşır 

(Banerjee ve Chakraborti, 2013). 

 

Sığır serum albümini, ribonükleaz A, lizozim, glikoliz enzimleri, alyuvar membran 

proteinleri, mikrotübüler proteinler ve kolajen MG ile modifiye edilmiştir (Lo vd., 

1994). Göz lenslerinde bulunan α-kristalin MG ile modifiye edildiğinde yüzey 

hidrofobisitesinin azaldığı tespit edilmiştir (Mukhopadhyay vd., 2010). 

 

Banerjee vd. (2016) tarafından miyoglobin, MG ile 25°C’de 7-18 gün boyunca modifiye 

edilmiştir. MG ile modifikasyon sonrası miyoglobinde, hem grubu kaybı, triptofanın 

floresan şiddeti değişikliği, β-plakalı yapı içeriğinin artışı ve α-heliks içeriğinin azalışı 

gibi önemli yapısal değişiklikler tespit edilmiştir.  
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a 

 

 

b 

 

 

Şekil 2.7. Proteinin metilglioksal (MG) ile modifikasyonu 
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BÖLÜM III 

MATERYAL VE METOT  

3.1 Materyal 

 

Yüksek saflıkta (%95) nisin Handary SA (Belçika), düşük saflıkta (%2,5) ticari nisin 

İntermak (Türkiye), CM Sepharose Fast Flow GE Health Care (İngiltere); sodyum 

karbonat, sodyum hidroksit, bakır sülfat, potasyum hidroksit, Folin-Ciocalteau reaktifi, 

sığır serum albümini (bovine serum albümin-BSA), gliserol, tetrametiletilendiamin 

(TEMED), Tris(hidroksimetil)aminometan (tris), N-[Tris(hidroksimetil)metil]glisin 

(Trisin) ve termolisin Merck (Almanya); akrilamid, bisakrilamid, merkapto etanol, 

hidroklorik asit, asetik asit, amonyum persülfat, amonyum hidroksit, üre, agar, glisin, 

fenolfitaleyn, Coomasie Brillant Blue G 250, riboflavin 5 fosfat (R5P), tripsin, 5,5’-

dithio-bis-2(nitro benzoik asit) (DTNB) ve 2,4,6-trinitrobenzen sülfonik asit (TNBS, 

%5) Sigma (Amerika Birleşik Devletleri); sodyum potasyum tartarat Carlo Erba 

(İtalya); metanol VWR (Amerika Birleşik Devletleri); dithiothreitol Fisher Scientific 

(Amerika Birleşik Devletleri); brain heart infusion (BHI), de Man Rogosa-Sharpe 

(MRS) ve nutrient agar (NA) LabM (İngiltere) firmalarından temin edilmiştir. Nisinin 

modifikasyonunda kullanılan homosistein tiyolakton (HSTL, hidroklorid formunda, 

>%99 saflıkta), hidroksilamin (hidroklorid formunda, %97 saflıkta) ve metilglioksal 

(MG, %40, v/v saflıkta) Across-Organics (Amerika Birleşik Devletleri) ve dietil 

pirokarbonat (DEPK, %97 saflıkta) AppliChem (Almanya) firmalarından temin 

edilmiştir.  

 

3.2 Metot 

 

3.2.1 Nisinin saflaştırılması 

Slootweg vd. (2013b) tarafından önerilen çöktürme yöntemi ile Bailey ve Hurst (1971) 

tarafından önerilen kromatografik yöntem birleştirilip kullanılmıştır. Ticari nisin (%2,5) 

örneği, Şekil 3.1’de verilen işlem basamakları kullanılarak çöktürülmüş ve daha yüksek 

saflık elde etmek için zayıf katyon değiştirici (CM Sepharose Fast Flow, 22 mm 

çapında ve 300 mm uzunluğundaki kolona doldurulmuş) kolondan geçirilmiştir. Kolonu 

dengeye getirmek için içerisinden yaklaşık 100 mL 0,0001 M HCl çözeltisi (pH 4,0) 

geçirilmiştir. Çöktürme işleminin son aşamasında elde edilen çözeltinin 5 mL’si 



20 

 

(yaklaşık 0,8 g ticari nisine eşdeğer) dengeye getirilmiş kolona yüklenmiştir. Örnek 

kolondan HCl çözeltileri (0,0001 ve 0,05 M) ile oluşturulan pH gradienti (pH 4,0’den 

1,3’e kadar) kullanılarak 1 mL/dk akış hızında elue edilmiştir. 5 mL hacminde 

fraksiyonlar toplanıp 215 nm’de absorbansları ölçülmüş ve sonra fraksiyonlar 35°C'deki 

hava akımlı etüvde kurutulmuştur. Kurutulan fraksiyonlar analiz edilinceye kadar 

buzdolabı sıcaklığında (4-6°C) muhafaza edilmiştir. 

                                             

Şekil 3.1. Nisinin saflaştırılması 

4 g nisin (%2,5), 100 mL saf suda 15 dk 
karıştırarak çözüldü (pH'sı 3,3 olarak 

belirlendi).

Karışımın pH değeri 2,0'a ayarlanıp 30 dk 
karıştırıldı. 6000 d/dk (4186 x g)'da 15 dk 

santrifüj edilip çökelti uzaklaştırıldı.

Supernatant pH'sı başlangıç pH'sı olan 3,3'e 
ayarlanarak % 80 (v/v) oranında diklorometan 

(CH2Cl2) ilave edilip 2500 d/dk (727 x g)'da 15 
dk santrifüj edildi.

Çeker ocak altında kurutulan çökelti 25 mL saf 
suda çözündürülüp pH'sı tam çözünme için 

2,0'a ayarlandı.

Çözelti 4°C'ye soğutulup pH'sı 4,0'a 
ayarlandıktan sonra 15 dk karıştırılarak ve 15 

dk da karıştırılmadan bekletildi ve çözelti 6000 
d/dk (4186 x g)'da 15 dk santrifüj edildi.

Santrifüj sonrası üst fazdan 5 mL alınarak CM 
Sepharose Fast Flow kolondan 1 mL/dk akış 

hızında pH gradienti (pH 4,0’den 1,3’e kadar) 
kullanılarak elue edildi.
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3.2.2 Trisin sodyum dodesil sülfat poliakrilamid jel elektroforezi (Trisin SDS-

PAGE) 

 

Saflaştırma işlemi sonucunda elde edilen fraksiyonların saflık düzeyleri elektroforez 

tekniği ile belirlenmiştir. Elektroforez işlemi (Schägger, 2006) tarafından önerilen 

Trisin SDS-PAGE yöntemi kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Yığma jeli (stacking gel) 

%4,125 ve ayırma jeli (separating gel) ise %16,5 akrilamid konsantrasyonunda 

hazırlanmıştır. Kullanılan çözeltiler ve jel kompozisyonu Çizelge 3.1’de belirtilmiştir. 

Örnekler yığma jelinden çıkıncaya kadar 30 V sabit voltaj uygulanmıştır. Örneklerin 

ayırma jeline girmesiyle birlikte voltaj kademeli olarak 300 V kadar çıkartılarak 

elektroforez işleminin 9 saat içerisinde tamamlanması sağlanmıştır. Koşturma 

sonrasında jel fiksasyon çözeltisinde (%50 metanol,%10 asetik asit) 1 saat, boyama 

çözeltisinde (%10 asetik asit, %0,025 Coomasie Brillant Blue G 250) 1 gece 

bekletilmiştir. Boyanan jel, boya giderme çözeltisine (%10 asetik asit) aktarılıp, birkaç 

kez değiştirilerek boyanın aşırısı uzaklaştırılmıştır. Jelin arka planı yeterince açıldıktan 

sonra jelin görüntüleme sistemi (Biorad Moleculer Imager, Gel Doc XR+) yardımıyla 

fotoğrafı çekilmiştir.  
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Bileşen 

Anot 

Tamponu 

(10×) 

Katot 

Tamponu 

(10×) 

Gel 

Tamponu 

(3×) 

Tris (M) 1,0 1,0 3,0 

Trisin (M) - 1,0 - 

HCl (M) 0,225 - 1,0 

SDS (%, m/v) - 1,0 0,3 

pH 8,90 8,25 8,45 

 

Bileşen 
Yığma jeli 

(%4,125) 

Ayırma jeli 

(%16,5) 

Akrilamid-Bisakrilamid (%49,5T, m/v) (mL) 1 10 

Gel Tamponu (3x) (pH 8,45) (mL) 3 10 

Gliserol (g) - 3 

APS (%10, m/v) (µL) 90 100 

TEMED (%99, m/v) (µL) 9 10 

Son Hacim (Su ile tamamlanır) (mL) 12 30 

 

3.2.3 Asetik asit üre poliakrilamid jel elektroforezi (AAÜ-PAGE) 

 

Modifikasyon işlemi sonrası nisin molekülünün taşıdığı yükte oluşan değişikliği 

belirlemek için AAÜ-PAGE tekniği kullanılmıştır. Bu amaçla, Waterborg (2009) 

tarafından belirtilen yöntem %4,5 yığma ve %22,5 ayırma jeli konsantrasyonlarında 

uygulanmıştır. Jel hazırlamada kullanılan çözeltiler ve oranları Çizelge 3.2’de 

sunulmuştur. Bu yöntemde jelleşmeyi başlatmak için riboflavin 5 fosfat (R5P) ve ışık 

enerjisi kullanıldığından tarafımızca toplam 3 750 lümen ışık veren 3 adet (3 x 1 250 

lümen) spiral floresan lamba (Lights On, Çin) içeren özel bir düzenek hazırlanmıştır 

(Fotograf 3.1).  

 

 

Çizelge 3.1. Trisin-SDS-PAGE yönteminde kullanılan çözeltiler ve jel kompozisyonu 

Örnek hazırlama çözeltisi 

SDS (g) 1,2 

Merkaptoethanol (g) 0,6 

Gliserol (g) 3,0 

Coomasie Brillant Blue G250 (mg) 5,0 

1M Tris/HCl (pH 7,0) (mL) 1,5 

Son Hacim (Su ile tamamlanır) (mL) 10,0 
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Çizelge 3.2. AAÜ-PAGE yöntemine ait jel kompozisyonu 

Kullanılan çözeltiler Yığma jeli Ayırma jeli 

Akrilamid (% 60, m/v) 0,900 mL 11,25 mL 

Bisakrilamid (%2,5 m/v) 0,768 mL 1,68 mL 

Asetik asit (17,5 M) 0,684 mL 1,80 mL 

Amonyum hidroksit (%25-30, m/m) 0,042 mL 0,10 mL 

Üre (8 M) 14,400 g 5,76 g 

Saf su  28,000 mL 11,20 mL 

 Hava alınması Hava alınması 

Riboflavin 5 fosfat (%0,006, m/v) 0,780 mL 2,00 mL 

TEMED (%99, m/v) 0,060 mL 0,15 mL 

Toplam 12,000 mL 30,00 mL 

Floresan ışık altında jelleşme (3 750 lümen) 2 saat 1 saat 

 

   

 

Fotoğraf 3.1. AAÜ-PAGE yönteminde jelleşmeyi başlatmak için kullanılan aydınlatma 

düzeneği 

 

Örnekler 5 µg/µL olacak şekilde örnek hazırlama çözeltisinde çözündürülmüştür. Örnek 

hazırlama çözeltisi 90 mL 8 M üre, 5 mL %1’lik fenolftalein çözeltisi (%95 v/v’lik 

etanolde hazırlanmış) ve 5 mL amonyum hidroksit (%25-30, m/m) karıştırılarak 

hazırlanmıştır. Bu şekilde hazırlanan örnekten 50 µL alınmış ve üzerine 4 µL örnek 

hazırlama çözeltisi kullanılarak hazırlanmış %10 (m/v)’luk dithiothreitol (DTT) 

çözeltisi ilave edilip 5 dk oda sıcaklığında bekletilmiştir. Daha sonra 2,9 µL asetik asit 

ve %2 (m/v)’lik 2 µL metilen mavisi ilave edilerek hazırlanan örneklerin 10 µL’si jele 

yüklenmiştir. Elektroforez işlemi 175 voltta 18 saat süreyle gerçekleştirilmiştir. 

Elektroforez tamponu 1 M asetik asit ve 0,1 M glisin içerecek şekilde hazırlanmıştır. 

Jellerin boyanması %0,1 Coomasie Brillant Blue G 250, %20 metanol ve %7 asetik asit 
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içeren çözeltide 1 saat bekletilerek gerçekleştirilmiştir. Boyanın aşırısını gidermek 

amacıyla %20 metanol ve %7 asetik asit içeren karışım 30 dk aralıklarla 3 kez 

değiştirilerek kullanılmıştır.  

 

3.2.4 Nisinin kimyasal modifikasyonu 

 

3.2.4.1 Nisinin dietil pirokarbonat ile modifikasyonu 

 

Nisinin DEPK ile optimum modifikasyon koşulları, Hnizda vd. (2008) tarafından 

belirtilen yöntem referans alınarak belirlenmiştir. Optimum modifikasyon koşullarını 

belirlemek için pH değerinin 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 ve 9,0; metil alkolde hazırlanan 

DEPK konsantrasyonunun (mM) 40, 120, 180, 360, 540, 720, 900 ve 1000; sıcaklığın 

(°C) 25, 30, 35 ve 40; sürenin (dakika) 30, 60, 90 ve 120; çalkalama hızının (d/dk) 150 

ve 245 seviyeleri incelenmiştir. Tüm parametrelerin incelenmesi aşamasında kullanılan 

nisin çözeltisi 1 mg/mL konsantrasyonda 4 M üre içeren 0,05 M potasyum fosfat 

tamponu ile hazırlanmıştır. Modifikasyon reaksiyonu tamamlandıktan sonra modifiye 

edilmiş nisin 4°C’de, %20 (m/v) trikloroasetik asit (TCA) varlığında 30 dk süreyle 

çöktürülmüş ve 4°C sıcaklıkta 4100 d/dk (1955 x g)’de 40 dk süreyle santrifüj 

edilmiştir. Çökelti günlük olarak hazırlanan 3 mL 1 M hidroksilamin çözeltisi (pH 6,8 

olacak şekilde KOH çözeltisi ile ayarlandı) içerisinde oda sıcaklığında 1 saat 

bekletilmiştir. Böylece tersinir olan histidin aminoasidinin modifikasyonu geri alınmış 

ve sadece lizin aminoasidinin modifiye halde kalması sağlanmıştır. Hidroksilamin ile 

muamele edilmiş örnekler 4°C’de, %20 TCA varlığında 30 dk süreyle çöktürülmüş ve 

sonra 4°C’de 4100 d/dk (1955 x g)’de 40 dk süreyle santrifüj edilmiştir. 

Modifikasyondan sonra çökelti halindeki nisin örnekleri modifikasyon derecesinin 

belirlenmesi için kullanılmıştır. 

 

3.2.4.2 Nisinin homosistein tiyolakton ile modifikasyonu 

 

Nisinin HSTL ile optimum modifikasyon koşulları, Jalili vd. (2011) tarafından belirtilen 

yöntem referans alınarak belirlenmiştir. HSTL ile optimum modifikasyon koşullarını 

belirlemek için pH değerinin 3,0, 4,0, 4,5, 5,0, 6,0 ve 8,0; HSTL konsantrasyonunun 

(mM) 1, 10, 100, 150 ve 200; sıcaklığın (°C) 45, 60 ve 80, sürenin (saat) 2, 4, 6, 18, 24 
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ve 48; çalkalama hızının (d/dk) 150 ve 245 seviyeleri incelenmiştir. Tüm parametrelerin 

incelenmesi aşamasında kullanılan nisin çözeltisi (6 mg/mL) 4 M üre içeren 0,1 M 

sodyum fosfat tamponu ile hazırlanmıştır. Modifikasyon reaksiyonu tamamlandıktan 

sonra modifiye edilmiş nisin 4°C’de, %20 TCA varlığında 30 dk süreyle çöktürülmüş 

ve sonra 4°C’de 4100 d/dk (1955 x g)’da 40 dk süreyle santrifüj edilmiştir. Çökelti 

halindeki nisin örnekleri modifikasyon derecesinin belirlenmesi için kullanılmıştır.  

 

3.2.4.3 Nisinin metilglioksal ile modifikasyonu 

 

Nisinin MG ile optimum modifikasyon koşulları, Banerjee ve Chakraborti (2013) 

tarafından belirtilen yöntem referans alınarak belirlenmiştir. Optimum modifikasyon 

koşullarını belirlemek için pH değerinin 3,0, 3,5, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 ve 9,0; MG 

konsantrasyonunun (mM) 50, 75, 100, 125, 150 ve 200 mM; sıcaklığın (°C) 30, 45 ve 

60; sürenin (saat) 1, 2, 4, 6, 8, 12, 18, 24 ve 36; çalkalama hızının (d/dk) 150 ve 245 

seviyeleri incelenmiştir. Tüm parametrelerin incelenmesi aşamasında kullanılan nisin 

çözeltisi (1 mg/mL) 4 M üre içeren 0,1 M sitrik asit-sodyum fosfat tamponu ile 

hazırlanmıştır. Modifikasyon reaksiyonu tamamlandıktan sonra modifiye edilmiş nisin 

4°C’de, %20 TCA varlığında 30 dk süreyle çöktürülmüş ve sonra 4°C’de 4100 d/dk 

(1955 x g)’da 40 dk süreyle santrifüj edilmiştir. Çökelti halindeki nisin örnekleri 

modifikasyon derecesinin belirlenmesi için kullanılmıştır. 

 

3.2.5 Modifiye edilmiş örneklerin hazırlanması  

 

Nisinin DEPK, HSTL ve MG ile modifikasyonu için optimum koşullar yukarıda 

açıklanan şekilde belirlenmiştir. Belirlenen optimum koşullarda modifiye edilen nisin 

örnekleri trikloroasetik asit (TCA) ile çöktürülmüş, (-)80°C’lik dondurucuda (Esco, 

ABD) 12 saat dondurulmuş ve daha sonra donuk kurutucuda (Cool Safe, Danimarka) 

kurutulmuştur. 

 

3.2.6 Homosistein tiyolakton ile modifikasyonun derecesinin belirlenmesi 

Homosistein tiyolakton ile modifikasyonun derecesinin belirlenmesi Ellman tarafından 

geliştirilen 5,5’-dithio-bis-2(nitro benzoik asit) (DTNB) yöntemi kullanarak 

gerçekleştirilmiştir (Ellman, 1959). DTNB suda çözünebilen serbest sülfidril gruplarının 
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g= (cVMAsistein)/1000 

 

belirlenmesinde kullanılan bir yöntemdir. Sülfidril gruplarıyla reaksiyon sonucu oluşan 

sarı renkli bileşiğin 412 nm’de absorbansı ölçülmüştür. Analiz için modifiye edilmiş ve 

edilmemiş nisin örnekleri 6 mg/mL konsantrasyonda, 8 M üre ve 2 mM β-

merkaptaetonol içeren çözeltide 37°C’de 1 saat süreyle inkübe edilmiştir. Sonra 4°C’de, 

%20 TCA varlığında 30 dk süreyle çöktürülmüş ve 4°C sıcaklıkta 4100 d/dk (1955 x 

g)’da 40 dk süreyle santrifüj edilmiştir. Çökeltiye nisin konsantrasyonu 3 mg/mL olacak 

şekilde reaksiyon tamponu (1 mM EDTA içeren 0,1 M sodyum fosfat tamponu, pH 8,0) 

ilave edilmiştir. Sonra her 1 mL örneğe 2,3 mL reaksiyon tamponu ve reaksiyon 

tamponunda hazırlanmış 15 µL DTNB (4 mg/mL) ilave edilmiştir. Karışım 15 dk oda 

sıcaklığında bekletildikten sonra her örnek kontrole  karşı 412 nm’de okunmuştur. 

Modifikasyonla oluşturulmuş sistein (serbest–SH) konsantrasyonu aşağıdaki formülle 

hesaplanmıştır.  

(3.1) 

 

c: Modifikasyonla oluşturulmuş sistein konsantrasyonu (M) 

A: Modifiye edilen örneğin absorbans değeri - modifiye edilmeyen (modikasyon 

kimyasalı içermeyen) örneğin absorbans değeri 

b: Işık yolu (1 cm) 

14290: 8 M üre içinde hazırlanan Elman reaktifinin 412 nm’deki molar absorbsivite 

katsayısı (M-1cm-1) 

 

(3.2) 

 

g: Modifikasyonla oluşturulmuş sistein miktarı (g) 

c: Konsantrasyon (M) 

V: reaksiyonun gerçekleştiği toplam hacim (3,315 mL) 

MAsistein: Sisteinin molekül ağırlığı (121,16 g) 

1000: litre-mililitre dönüşüm katsayısı 

 

                                (3.3) 

   

MD: Modifikasyon derecesi (%) 

g: Modifikasyonla oluşturulmuş sistein miktarı (g) 

% MD= (100*(g/m))/0,1038 

 

c= A/(b·14290) 
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m: Reaksiyon ortamındaki nisin miktarı (g) 

0,1038: 1 g nisinde modifikasyonla oluşturulabilecek toplam sistein miktarı (g) 

 

3.2.7 Dietil pirokarbonat ve metilglioksal ile modifikasyon derecesinin belirlenmesi 

Dietil pirokarbonat ve metilglioksal ile modifikasyonun derecesinin belirlenmesinde 

2,4,6-trinitrobenzen sülfonik asit (TNBS) metodu kullanılmıştır (Hermanson, 2013). 

TNBS metodunda renk değişimi ile aminoasitlerin, peptitlerin ve protein 

modifikasyonlarının belirlenmesi sağlanabilir (Şekil 3.2). TNBS lizin aminoasidinin yan 

grupları ile aşağıda gösterilen şekilde reaksiyona girerek renkli bileşik oluşturur (Fields, 

1972). 

 

 
  Amin içeren molekül        +        TNBS                                   Portakal renkli bileşik  

 

Şekil 3.2. Trinitrobenzen sülfonik asit (TNBS) reaksiyonu 

 

Modifiye edilmiş ve edilmemiş nisin örnekleri 200 µg/mL konsantrasyonda 0,1 M 

sodyum bikarbonat tamponunda (pH 8,5) hazırlanmıştır. Sodyum bikarbonat 

tamponunda (0,1 M, pH 8,5) % 0,01 (m/v) konsantrasyonda hazırlanan TNBS 

reaktifinden her 1 mL nisin çözeltisine 0,5 mL ilave edilmiş ve 37°C’de 2 saat 

bekletilmiştir. Daha sonra üzerine 0,5 mL SDS (%10, m/v) ve 0,25 mL 1 N HCl ilave 

edilmiştir. Örneklerin absorbans değerleri şahide karşı 335 nm’de okunmuş ve 

modifikasyon düzeyi aşağıdaki formül yardımıyla hesaplanmıştır. 

 

(3.4) 

 

 

MD: Modifikasyon derecesi (%) 

KA: Kontrol örneğine ait absorbans değeri 

% MD =  (KA-MA) x100 / KA 
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MA: Modifiye edilen örneğe ait absorbans değeri (modifiye edilememiş gruplardan ileri 

gelen absorbans değeri) 

 

3.2.8 Protein analizi 

 

Çalışmada örneklerin protein içeriklerinin belirlenmesinde Lowry yöntemi 

kullanılmıştır (Waterborg, 2009). Yöntem uygulanırken reaksiyonun pH 9,3 değerinde 

gerçekleşmesi sağlanmıştır. Analizde aşağıda belirtilen çözeltiler kullanılmıştır. 

 

A çözeltisi: 0,1 N NaOH ve %2 (m/v)’lik sodyum karbonat çözeltileri eşit hacimlerde 

karıştırılarak hazırlanmıştır. 

 

B çözeltisi: %1,56 (m/v)’lik bakır sülfat ve %2,37 (m/v)’lik sodyum potasyum tartarat 

eşit hacimlerde karıştırılarak hazırlanmıştır. 

 

C çözeltisi (alkali bakır çözeltisi): 100 mL A çözeltisi ile 2 mL B çözeltisi karıştırılarak 

hazırlanmıştır. 

 

Donuk kurutulan örneklerin 0,4-0,7 mg/mL konsantrasyona sahip çözeltileri 

hazırlanmıştır. Bu çözeltilerden 0,2 mL’lik hacimler deney tüplerine aktarılıp üzerine 2 

mL yukarıdaki gibi hazırlanan alkali bakır sülfat çözeltisi (C çözeltisi) ilave edilmiştir. 

Oda sıcaklığında 10 dk bekletilen karışım üzerine 0,2 mL 1 N Folin-Ciocalteau reaktifi 

eklenip 30 dk bekletildikten sonra 660 nm dalga boyuna ayarlanmış spektrofotometrede 

(Evolution 300 UV-Vis spektrofotometre, Thermo Fisher, Amerika Birleşik Devletleri) 

absorbans değerleri okunmuştur. 0,15-0,60 mg/mL konsantrasyon aralığındaki nisin 

(%95 saflıkta) ve 0,05-1,00 mg/mL konsantrasyon aralığındaki sığır serum albumini 

(Bovine Serum Albumini, BSA, >%98) çözeltileri kullanılarak kalibrasyon eğrileri 

hazırlanmıştır. Örneklerdeki protein konsantrasyonunun belirlenmesinde daha doğru 

sonuç alınacağı varsayımıyla nisin kullanılarak çizilen kalibrasyon eğrisi kullanılmıştır 

(Şekil 3.3).  
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Şekil 3.3. Sığır serum albumini ve nisin standartlarına ait kalibrasyon eğrileri 

 

3.2.9 Antibakteriyel aktivitedeki değişimin belirlenmesi 

 

Kimyasal modifikasyonlar sonrasında nisinin antibakteriyel özelliklerindeki değişimin 

belirlenmesinde bölümümüzün kültür koleksiyonunda bulunan Staphylococcus aureus 

ATCC 6538, Bacillus subtilis ATCC 6633, Lactococcus lactis ssp. cremoris AÜ 

(Ankara Üniversitesi), Enterococcus faecium ATCC 9097, Listeria monocytogenes 

NCTC 5348 ve Escherichia coli RSKK kullanılmıştır. Uygulanması daha kolay olduğu 

için öncelikle spot-on-lawn yöntemiyle kimyasal modifikasyonların bahsedilen 

bakterilere karşı nisinin antibakteriyel özelliklerinde değişim oluşturup oluşturmadığı 

incelenmiş ve daha sonra değişim oluşturan modifikasyon yöntemi ile modifiye edilen 

nisinin minimum inhibisyon konsantrasyonu (MİK) belirlenmiştir.  
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Spot-on-lawn yöntemi uygulanmadan önce Lactococcus lactis ssp. cremoris ve 

Enterococcus faecium MRS broth, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Listeria 

monocytogenes ve Escherichia coli BHI broth besiyerinde iki kez aktifleştirilmiştir 

(Mayr-Harting vd., 1972). Aktifleştirilen yedişer µL Lactococcus lactis ssp. cremoris ve 

Enterococcus faecium MRS yumuşak agara, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, 

Listeria monocytogenes ve Escherichia coli BHI yumuşak agara ilave edilip Nutrient 

agar üzerine dökülmüş ve 30 dk katılaşması için bekletilmiştir. Daha sonra bunların 

üzerine modifiye edici kimyasal olmaksızın modifikasyon aşamalarından geçirilen nisin 

(kontrol, modifiye edilmemiş nisin), modifiye edilmiş nisin ve saf nisin örnekleri eşit 

konsantrasyonlarda hazırlanarak onar µL ilave edilmiş ve 35°C’de 24 saat süreyle 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrası oluşan inhibisyon bölgelerinin 

büyüklüğü ile antibakteriyel aktivite düzeyleri değerlendirilmiştir.   

 

Minimum inhibisyon konsantrasyonunun belirlenmesi için hedef bakteriler yukarıda 

açıklanan besiyerlerinde aktifleştirilmiştir. Hücre konsantrasyonun istenen değerde 

olması için bakteri hücrelerinden ekim yapılmış ve spektrofotometre ile hücre 

yoğunluğu ölçümleri gerçekleştirilmiştir. Yapılan tüm MİK hesaplamalarında bu 

yöntem uygulanmıştır. MİK’in belirlenmesi için modifiye nisinin %0,2 BSA ve %0,01 

asetik asit içeren çözeltide 100 µM’lık stok çözeltisi hazırlanmıştır. Aynı çözelti, stok 

nisin çözeltisinin 3 katlık seyreltmeleri için de kullanılmıştır. MRS ve BHI 

besiyerlerinde son konsantrasyonu 107 kob/mL olacak şekilde hazırlanan bakterilerden 

500 µL alınıp üzerine 500 µL farklı konsantrasyonlardaki (50,00 16,70, 5,56, 1,85, 0,62, 

0,21, 0,07 ve 0 µM) nisin çözeltisinden ilave edilmiştir. Negatif kontrol olarak bakteri 

ilave edilmemiş besiyeri kullanılmıştır. Çalkalamalı inkübatörde 120 d/dk hızda, 

35°C’de 24 saat inkübasyon işleminden sonra 630 nm’de optik yoğunluk ölçülmüştür. 

Bakteri gelişimini engelleyen en düşük konsantrasyon (µM) MİK olarak hesaplanmıştır 

(Slootweg vd., 2013a). 
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3.2.10 Modifikasyon bölgelerinin belirlenmesi 

 

3.2.10.1 LC-MS-MS analizi 

 

Proje önerisinde, modifiye edilen nisin örneklerinin modifikasyona uğrayan bölgelerinin 

matris destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon kütle spektrometresi (MALDI-TOF) ile 

tespit edileceği belirtilmişti. Ancak MALDI-TOF yönteminden daha ayrıntılı sonuç 

alınacağı gerekçesiyle sıvı kromatografisi - kütle - kütle spektrometresi (LC-MS-MS) 

yöntemi kullanılmıştır. Elektroforez jeli üzerindeki örnekler, Erciyes Üniversitesi 

Genom ve Kök Hücre (GENKÖK) Merkezinde bulunan LC-MS-MS (TripleTOF® 

5600+ sistemi, AB SCIEX, Amerika Birleşik Devletleri) cihazı ile analiz edilmiştir. LC-

MS-MS ile elde edilen kütle spektrumları Analyst TF v.1.6 (AB SCIEX, Amerika 

Birleşik Devletleri) programı yardımıyla kaydedilip ProteinPilot ve SwisProt veri 

tabanlarında tanımlanmaya çalışılmıştır (Alessio vd., 2017).  

 

3.2.10.2 Enzimatik hidrolizasyon - Trisin SDS-PAGE analizi  

 

Modifikasyon bölgelerini belirlemek için enzimatik hidroliz sonrası elektroforez 

yöntemi de kullanılmıştır. Modifikasyonda kullanılan yöntemler temel olarak lizin 

aminoasidinin yan grubunu hedef aldığı için kullanılacak enzimlerin seçimi de bu bilgi 

doğrultusunda gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla tripsin ve termolisin enzimleri 

kullanılmış, hidroliz sonrası karışımdaki peptitlerin boyutları ise Trisin SDS-PAGE 

yöntemiyle (Bölüm 3.2.2) belirlenmiştir. Örnekler tripsin ve termolisin enzimleri ile 

(enzim substrat oranı 1:5) 5 mM CaCl2 içeren 50 mM Tris–HCl (pH 7,5) tamponunda 3 

saat süreyle hidrolizasyona uğratılmıştır (Chan vd., 1996; Mu vd., 2015). 
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3.2.11 İstatistiksel analiz 

 

Çalışma 2 tekerrürlü olarak gerçekleştirilmiş ve elde edilen sonuçların ortalamaları 

standart sapmaları ile birlikte verilmiştir. Verilerin istatistiksel değerlendirilmesi ve 

karşılaştırılması SPSS programında (IBM SPSS Statistics 22.0, Amerika Birleşik 

Devletleri) tek yönlü ANOVA analizi kullanılarak yapılmıştır (p≤0,05). Ortalamalar 

arasındaki farklılık ise Duncan testi kullanılarak (p≤0,05) belirlenmiştir. 



33 

 

BÖLÜM IV 

BULGULAR VE TARTIŞMA 

 

4.1 Nisinin Saflaştırılmasına İlişkin Sonuçlar 

 

İki fazlı (bifazik) çöktürme ve kormatografik yöntem birlikte uygulanarak ticari nisin 

(%2,5) saflaştırılmıştır. Saflaştırmanın ikinci aşamasında uygulanan CM Sepharose 

kolonu ile elde edilen kromatogram Şekil 4.1’de sunulmuştur.  

 

Kormatogramda 3 pik tespit edilmiş ve bunlara karşılık gelen fraksiyonlar toplanıp (1. 

pik için 18-21. fraksiyonlar, toplam 20 mL; 2. pik için 23-27. fraksiyonlar, toplam 25 

mL ve 3. pik için 28-32. fraksiyonlar, toplam 25 mL) hava akımlı etüvde 35°C’de 

kurutulmuştur. Kurutulan fraksiyonlar Trisin-SDS-PAGE (Şekil 4.2) ile analiz 

edildiğinde birinci pikin nisine ait olduğu görülmüştür (hat 5). CM Sepharose kolonu ile 

gerçekleştirilen kromatografi işlemi sonucunda istenilen saflıkta nisin üretimi mümkün 

olmuş;  hatta yüksek saflıktaki (%95) ticari nisinden (hat 4) bile daha iyi bir saflık 

düzeyi elde edilmiştir. Ancak bu yöntemle 0,8 g düşük saflıktaki (%2,5) ticari nisin 

kullanılarak yaklaşık %50 verimle sadece 10 mg yüksek saflıkta nisin elde 

edilebilmiştir.  

 

 

Şekil 4.1. Nisinin CM Sepharose kromatogramı

Nisinin saflaştırılmasında etanol ve metanol gibi organik çözücüler kullanımı (Taylor 

vd., 2007), amonyum sülfat çöktürmesi ve pH 2’de asit ile çöktürme gibi işlemler (Yang 
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vd., 1992) kullanılmaktadır (de Arauz vd., 2009). Çöktürme işlem basamaklarından 

sonra izoelektik odaklama ya da katyon değiştirmeyi de kapsayan çoklu kromatografik 

ayırma, jel filtrasyon, hidrofobik interaksiyon ve ters faz sıvı kromotografisi teknikleri 

yüksek saflıkta bakteriyosin elde edebilmek için gereklidir. Parada vd. (2007), çok fazla 

işlem basamağı içeren bu saflaştırma tekniklerinde verimin genelde çok düşük olduğunu 

belirtmişledir. Sözü edilen bu yöntemlerin uygulanması sonucunda verimin %3-10 

arasında değiştiği tespit edilmiştir (Prioult vd., 2000). 

 

Slootweg ve arkadaşları (2013b) diklorametan ve selit muamelesi ile ticari nisinin 

(%2,5) saflık oranını %34 düzeyine çıkarmışlardır. 

 

Suarez vd. (1997) tarafından yapılan çalışmada, immunoafinite kromatagrafisi temeline 

dayanan tek basamaklı saflaştırma tekniği ile besiyeri ortamında bulunan nisinin 

%72,7’si geri kazanılmış ve saflık düzeyinde ise 10,3 katlık artış sağlanmıştır. Tek 

basamaklı bu yöntemle geleneksel yöntemlere göre hızlı, tekrarlanabilir ve yüksek 

miktarda nisin elde edilebildiği belirtilmiştir. 

 

Ticari nisin (%2,5) etil alkol ve metil alkol kullanılarak saflaştırılmıştır. Etil alkol 

kullanıldığında, en yüksek saflık düzeyi 5,5 kat ile %70 etil alkol konsantrasyonunda 

elde edilmiştir. Bu koşullardaki verim düzeyi ise %84,7 olarak saptanmıştır. Metil alkol 

kullanılması durumunda ise en yüksek saflık düzeyi 5,3 kat ile %90 metil alkol 

konsantrasyonunda elde edilmiş ve verim ise %91 düzeyinde gerçekleşmiştir (Xiao vd., 

2010). 

 

Cheigh vd. (2004), Lactococcus lactis subsp. lactis A164 tarafından üretilen nisin Z’nin 

saflaştırılmasında tek basmakta gerçekleştirilen iyon değiştirici kromatografiyi 

(expanded bed) kullanmışlardır. Çalışma sonucunda %90’lık verim ve saflıkta 31 katlık 

artış sağlanmıştır. 

 

Tez çalışmasında planlanlanan modifikasyonların gerçekleştirilmesi için fazla miktarda 

saf nisine ihtiyaç duyulmuştur. İhtiyaç duyulan miktarda saf nisin elde edebilmek için 

yukarıda belirtilen saflaştırma basamaklarının defalarca tekrarlanması gerekmişt ir. Bu 

şekildeki bir uygulamanın kimyasal madde, zaman ve emek kaybına yol açacağı 
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gerekçesiyle çalışmamıza ticari kaynaktan temin edilen yüksek saflıktaki (%95) nisin 

(Handary SA, Belçika) ile devam edilmiştir.  

 

 

  

Şekil 4.2. Saflaştırma işlemlerine ait Trisin-SDS-PAGE elektroforetogramı.1: 

Diklorametan uygulaması sonrası nisin, 2: pH 4,0’a ayarlanıp trikloroasetik asit (TCA) 

ile çöktürülen nisin, 3: pH:4,0’a ayarlanıp direkt kurutulan nisin, 4: Yüksek saflıkta 

ticari nisin (%95), 5: CM Sepharose kromotografisinde elde edilen 1. pik, 6: CM 

Sepharose kromotografisinde elde edilen 2. pik, 7: CM Sepharose kromotografisinde 

elde edilen 3. pik, 8: Ticari nisin (%2,5) 

 

4.2 Nisinin Kimyasal Modifikasyonu 

 

Nisinin MG, DEPK ve HSTL ile modifikasyonu için optimum koşulların (pH, sıcaklık, 

modifikasyonda kullanılan kimyasal bileşiğin konsantrasyonu, reaksiyon süresi ve 

çalkalama hızı) belirlenmesinde iş yükünün çok artacağı gerekçesiyle antibakteriyel 

aktivitedeki değişim dikkate alınmaksızın öncelikle en yüksek modifikasyon düzeyinin 

elde edilmesi hedeflenmiştir. En yüksek modifikasyon koşullarının belirlenmesinden 

sonra antibakteriyel aktivitedeki değişim incelenmiştir.  

 

 

    1          2        3        4         5         6       7         8 
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4.2.1 Nisinin MG ile modifikasyonu 

 

Nisinin metilglioksal ile modifikasyonu sonucunda serbest amino grupları sayısında 

azalma gerçekleştiğinden bu grupların sayısının belirlenmesi modifikasyon düzeyinin 

takibi için gösterge olmaktadır. Bu amaçla, TNBS reaksiyonu kullanılmıştır. MG ile 

optimum modifikasyon koşullarının belirlenmesinde tüm denemeler, 4 M üre içeren 100 

mM sitrik asit-sodyum fosfat tamponu içerisinde 1 mg/mL konsantrasyonda hazırlanan 

nisin çözeltisi kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Ancak pH denemelerindeki yüksek pH 

değerleri (7, 8 ve 9) için sitrik asit-sodyum fosfat tamponu yerine potasyum fosfat 

tamponu kullanılmıştır. Optimum pH, sıcaklık, MG konsantrasyonu, reaksiyon süresi ve 

çalkalama hızı faktörlerinin düzeylerini belirleyebilmek için her seferinde bir faktörün 

literatür bilgilerinden yararlanılarak tespit edilen farklı seviyelerinin incelendiği bir dizi 

deney gerçekleştirilmiştir.   

 

Optimum pH’nın belirlenmesi için sıcaklık 45°C, MG konsantrasyonu 100 mM, 

reaksiyon süresi 24 saat ve çalkalama hızı 150 d/dk değerinde sabit tutulmuş ve 3,0, 3,5, 

4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 ve 9,0 pH değerleri incelenmiştir. Analiz sonucunda belirlenen 

modifikasyon düzeyleri Çizelge 4.1’de sunulmuştur. Çizelgeden de görülebileceği gibi 

en yüksek modifikasyon derecesi %70,61 olarak pH 3,5 değerinde saptanmıştır.  

 

Çizelge 4.1. Farklı pH değerlerinde saptanan modifikasyon oranları (%) 

 

pH değeri Modifikasyon oranı 

(%)* 

3,0 25,50±0,321 

3,5 70,61±0,342 

4,0 62,99±0,288 

5,0 69,39±0,684 

6,0 61,28±0,369 

7,0 60,25±0,480 

8,0 42,63±0,409 

9,0 43,39±0,312 
*Ortalama ± standart sapma 

 

Optimum MG konsantrasyonunun belirlenebilmesi için pH 3,5, sıcaklık 45°C, 

reaksiyon süresi 24 saat ve çalkalama hızı 150 d/dk değerinde sabit tutulmuş ve 50, 75, 

100, 125, 150 ve 200 mM MG konsantrasyonları incelenmiştir. Bu şartlarda en iyi 
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sonuç %70,51 modifikasyon düzeyi ile 100 mM MG konsantrasyonunda elde edilmiştir 

(Çizelge 4.2).  

 

Çizelge 4.2. Farklı MG konsantrasyonlarında (mM) saptanan modifikasyon oranları (%) 

 

MG 

konsantrasyonları 

(mM) 

Modifikasyon 

oranı (%)* 

50 65,84±0,494 

75 67,15±0,681 

100 70,51±0,400 

125 67,74±0,260 

150 65,84±0,494 

200 65,54±0,498 
* Ortalama ± standart sapma 

MG: Metilglioksal 

 

Optimum modifikasyon süresinin belirlenebilmesi için pH 3,5, sıcaklık 45°C, MG 

konsantrasyonu 100 mM ve çalkalama hızı 150 d/dk değerinde sabit tutulmuş ve 1, 2, 4, 

6, 8, 12, 18, 24 ve 36 saat reaksiyon süreleri denenmiştir. Sonuçta en yüksek 

modifikasyon düzeyi %70,28 ile 24 saatlik reaksiyon süresinde elde edilmiştir (Çizelge 

4.3).  

 

Çizelge 4.3. Farklı reaksiyon süresinde saptanan modifikasyon oranları (%) 

 

Reaksiyon süresi 

(saat) 

Modifikasyon oranı 

(%)* 

1 39,46±0,540 

2 39,53±0,551 

4 43,39±0,506 

6 55,24±0,099 

8 59,69±0,043 

12 64,35±0,925 

18 68,67±0,518 

24 70,28±0,071 

36 69,40±0,436 
* Ortalama ± standart sapma 

 

Optimum çalkalama hızının belirlenmesi için pH 3,5, sıcaklık 45°C, MG 

konsantrasyonu 100 mM ve reaksiyon süresi 24 saat değerinde sabit tutulmuş ve 150 ve 

245 d/dk çalkalama hızları incelenmiştir. En iyi sonuç %70,51 modifikasyon düzeyi ile 

150 d/dk’da elde edilmiştir (Çizelge 4.4).  
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Çizelge 4.4. Farklı çalkalama hızlarında (d/dk) saptanan modifikasyon oranları (%) 

 

Çalkalama hızı (d/dk) 150 245 

Modifikasyon oranı (%) 70,51±0,400 55,41±0,286 

 

Optimum sıcaklığın belirlenmesi için pH 3,5, MG konsantrasyonu 100 mM, 150 d/dk 

çalkalama hızı ve reaksiyon süresi 24 saat değerinde sabit tutulmuş ve 30, 45 ve 60°C 

reaksiyon sıcaklıkları denenmiştir. En iyi sonuç %70,51 modifikasyon düzeyi ile 

45°C’de elde edilmiştir (Çizelge 4.5).  

 

RNaz enzimi (20 mg/mL) MG (30 mM) ile fosfat tamponunda (0,2 M, pH 7,4) 37°C’de 

96 saat süreyle reaksiyona bırakıldığında modifikasyon oranının %40 düzeyinde 

gerçekleştiği saptanmıştır (Ahmed vd., 1997). 

 

Çizelge 4.5. Farklı sıcaklıklarda (°C) saptanan modifikasyon oranları 

Sıcaklık (°C) 30 45 60 

Modifikasyon oranı (%) 51,5±0,072 70,51±0,400 34,5±0,051 

 

Bu verilerden MG ile en yüksek modifikasyon düzeyinin %70,51 olduğu ve bunun 

Çizelge 4.6’da belirtilen koşullarda elde edildiği anlaşılmaktadır. 

 

Çizelge 4.6. Nisinin MG ile optimum modifikasyon koşulları 

pH 

MG 

Konsantrasyonu 

(mM) 

Sıcaklık 

(°C) 

Süre 

(saat) 

Çalkalama 

Hızı (d/dk) 

Modifikasyon 

derecesi (%) 

3,5 100 45 24 150 70,51 

MG: Metilglioksal 

 

Optimum koşullar belirlendikten sonra nisin, bu koşullarda MG ile modifiye edilip 

donuk kurutulmuştur. Modifiye edilen örnekler %22,5’lik AAÜ-PAGE ve %16,5’lik 

Trisin SDS-PAGE yöntemleriyle analiz edilmiştir (Şekil 4.3). Şekil 4.3’de gösterilen 

elektroforetogramlar kırpılıp yeniden düzenlenmiştir. 
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AAÜ-PAGE, molekül üzerinde gerçekleşen tek bir yük değişikliğini dahi gösteren bir 

yöntemdir. Şekil 4.3a’da 1. hat saf nisine aittir. Saf nisinin tek bant oluşturması 

beklenirken iki banttan oluştuğu görülmektedir. Bu durumu açıklayabilmek için yapılan 

literatür taramasında nisinin AAÜ-PAGE ile analizine dair herhangi bir bulguya 

rastlanmamıştır. Diğer yandan saf nisin, moleküler ağırlığa göre ayrım yapan Trisin 

SDS-PAGE yönteminde (hat 1) tek bir bant oluşturmuştur (Şekil 4.3b). Bu durum 

nisinin yük-kütle oranı farklı olan iki fraksiyondan oluştuğunu, bu fraksiyonların 

moleküler ağırlıklarının çok küçük farklılık göstermesi nedeniyle Trisin SDS-PAGE 

yönteminde ayrılamadıklarını ortaya koymuştur.  

 

Cruz vd. (1996) tarafından nisin üzerinde yapılan çalışmada, major nisinin (3354,14 Da) 

yanı sıra tüm nisin örneklerinde bulunan ve minör nisin (3372,2 Da) olarak adlandırılan 

bir nisin çeşidinin de bulunduğu belirtilmiştir. Minör nisinin, normal aminoasit 

dizisindeki Ala-33’ün Ser-33’e dönüşmesi ile bakteriyel üretim sırasında oluştuğu ve 

bütün nisin örneklerinde bulunduğu belirtilmiştir. AAÜ-PAGE analizinde nisin 

örneğinin çift bant şeklinde görünmesine bu durumun neden olabileceği 

değerlendirilmiştir.  

 

Şekil 4.3a’da 2. ve 3. hatlar sırasıyla MG-kontrol (MG olmaksızın modifikasyon 

aşamalarından geçirilen nisin) ve MG-modifiye nisin örneklerine aittir. Modifikasyon 

sonrası nisin örneğine ait olan hat 3’te nisin bantlarının neredeyse kaybolduğu, 

yük/kütle oranları daha düşük ürünlere dönüştüğü görülmektedir. Yalnızca moleküler 

ağırlığa göre ayrım sağlayan Trisin SDS-PAGE elektroforetogramında da modifikasyon 

sonrası nisin bandında azalış, daha büyük moleküler ağırlığa sahip ürünlerde ise artış 

görülmektedir (hat 3, Şekil 4.3b). Bu durum, MG ile %70,51 gibi yüksek bir düzeyde 

modifikasyon gerçekleştiğini ortaya koymaktadır.  

 

Proteinlerin MG ile reaksiyonu sonucunda ya Nε-(1-karboksi etil)lizin şeklinde 

modifikasyon (lizin üzerindeki pozitif yükün negatife dönüşmesi) ya da 1,3-di(Nε-

lizin)-4-metil-imidazolium şeklinde çapraz bağlanma oluştuğu belirtilmiştir (Banerjee 

ve Chakraborti, 2013).  
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Şekil 4.3. MG ile modifiye edilen nisin örneklerinin, %22,5’lik AAÜ-PAGE (a) ve 

%16,5’lik Trisin SDS-PAGE elektroforetogramı (b). 1: Saf nisin, 2: MG-kontrol nisin 

(MG olmaksızın modifikasyon aşamalarından geçirilen nisin), 3: MG-modifiye nisin  

 

Göz merceğinde bulunan α-kristalin proteinin MG ile modifikasyon sonucunda 

çözünmez hale geldiği, kovalent çapraz bağlanmaların ve renk değişikliklerinin 

oluştuğu saptanmıştır. α-kristalinde meydana gelen kovalent çapraz bağlanmaların 

büyük moleküler ağırlıklı ürünler oluşturduğu belirtilmiştir (Kumar vd., 2004). 

 

Banerjee vd. (2016) yaptıkları çalışmada, miyoglobinin MG ile uzun süre (18 gün) 

inkübasyona bırakılması sonucunda protein agregatlarının oluştuğunu saptamışlardır. 

 

Bu literatür bilgileri, nisinin hem molekül ağırlığında artış hem de yük-kütle oranında 

değişim olabileceğini göstermektedir.  

 

4.2.2 Nisinin DEPK ile modifikasyonu 

 

Nisinin dietil pirokarbonat (DEPK) ile modifikasyonu sonucunda, serbest amino 

gruplarının sayısında azalma gerçekleştiği için bu grupların sayısının belirlenmesi 

modifikasyon düzeyinin takibini sağlayabilmiştir (Şekil 2.4 ve 2.5). Bu amaçla TNBS 

  1        2        3       1       3 

Nisin 

      
Nisin 

      

(a)          (b) 
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reaksiyonu kullanılmıştır. DEPK ile optimum modifikasyon koşullarının 

belirlenmesinde tüm denemeler, 4 M üre içeren 50 mM potasyum fosfat tamponu ile 1 

mg/mL konsantrasyonda hazırlanan nisin çözeltisi kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

Optimum pH, sıcaklık, DEPK konsantrasyonu, reaksiyon süresi ve çalkalama hızı 

faktörlerinin düzeylerini belirleyebilmek için her seferinde bir faktörün literatür 

bilgilerinden yararlanılarak tespit edilen farklı düzeylerinin incelendiği bir dizi deney 

gerçekleştirilmiştir.   

 

Modifikasyon reaksiyonunda optimum pH düzeyinin belirlenmesi için sıcaklık 25°C, 

DEPK konsantrasyonu 540 mM, reaksiyon süresi 1 saat ve çalkalama hızı 150 d/dk 

değerinde sabit tutulmuş ve 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 ve 9,0 pH değerleri incelenmiştir. 

Analiz sonucunda belirlenen modifikasyon düzeyleri Çizelge 4.7’de sunulmuştur. 

Çizelgeden de görülebileceği gibi en yüksek modifikasyon derecesi %9,48 olarak pH 

7,0 değerinde saptanmıştır.  

 

Çizelge 4.7. Farklı pH değerlerinde saptanan modifikasyon oranları (%) 

pH değeri 
Modifikasyon 

oranı (%)* 

3,0 3,75±0,037 

4,0 4,20±0,028 

5,0 4,71±0,016 

6,0 4,91±0,890 

7,0 9,48±0,026 

8,0 4,95±0,111 

9,0 4,93±0,338 
* Ortalama ± standart sapma 

 

Optimum pH değerinin belirlenmesinden sonra optimum DEPK konsantrasyonunun 

saptanmasına yönelik çalışmalar gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla, pH 7,0, sıcaklık 25°C, 

reaksiyon süresi 1 saat ve çalkalama hızı 150 d/dk değerinde sabit tutulmuş ve 40, 120, 

180, 360, 540, 720, 900 ve 1000 mM DEPK konsantrasyonları denenmiştir. Bu şartlarda 

en iyi sonuç %9,70 modifikasyon düzeyi ile 540 mM DEPK konsantrasyonunda elde 

edilmiştir (Çizelge 4.8).  
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Çizelge 4.8. Farklı DEPK konsantrasyonlarında (mM) saptanan modifikasyon oranları 

(%) 

DEPK konsantrasyonları 

(mM) 

Modifikasyon oranı 

(%)* 

40 3,59±0,324 

120 2,54±0,225 

180 2,68±0,193 

360 3,87±0,081 

540 9,70±0,225 

720 2,70±0,006 

900 3,46±0,183 

1000 2,29±0,098 
* Ortalama ± standart sapma 

DEPK: Dietil pirokarbonat  

 

Optimum modifikasyon sıcaklığının belirlenebilmesi için pH 7,0, DEPK 

konsantrasyonu 540 mM, reaksiyon süresi 1 saat ve çalkalama hızı 150 d/dk değerinde 

sabit tutulmuş ve 25, 30, 35 ve 40°C reaksiyon sıcaklıkları denenmiştir. Analiz 

sonucunda belirlenen modifikasyon düzeyleri Çizelge 4.9’da sunulmuştur. Çizelgeden 

de görülebileceği gibi en yüksek modifikasyon düzeyi %9,85 ile 30°C sıcaklıkta elde 

edilmiştir.  

 

Çizelge 4.9. Farklı sıcaklıklarda (ºC) saptanan modifikasyon oranları (%) 

Reaksiyon Sıcaklığı 

(ºC) 

Modifikasyon oranı 

(%)* 

25 9,54±0,758 

30 9,85±0,108 

35 5,60±0,402 

40 4,81±0,421 
* Ortalama ± standart sapma 

 

Son olarak optimum reaksiyon süresi ve çalkalama hızının belirlenebilmesi için pH 7,0, 

sıcaklık 30°C ve DEPK konsantrasyonu 540 mM değerinde sabit tutulmuş ve 30, 60, 90 

ve 120 dakika reaksiyon süreleri ile 150 ve 245 d/dk çalkalama hızları incelenmiştir. 

Sonuçta en yüksek modifikasyon düzeyi %13,68 ile 90 dakikalık reaksiyon süresi ve 

150 d/dk’lık çalkalama hızında elde edilmiştir (Çizelge 4.10).  
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Çizelge 4.10. Farklı reaksiyon süresi ve çalkalama hızında (d/dk) saptanan 

modifikasyon oranları (%) 

 

Çalkalama hızı 

(d/dk) 

Reaksiyon süresi 

(dk) 

Modifikasyon 

oranı (%)* 

 

150 

 

30 7,5±0,249 

60 10,22±0,206 

90 13,68±0,077 

120 13,13±0,700 

 

245 

 

30 6,46±0,182 

60 12,27±0,837 

90 12,84±0,576 

120 12,74±0,709 
* Ortalama ± standart sapma 

 

Nisinin DEPK ile modifikasyonda optimum reaksiyon koşullarını belirlemek için 

yapılan çalışmalar sonucunda ulaşılan optimum koşullar Çizelge 4.11’de sunulmuştur. 

Çizelgeden de görüleceği üzere optimum koşullarda elde edilen modifiksasyon oranı 

%13,68 gibi düşük bir değerde kalmıştır.  

 

Çizelge 4.11. Nisinin DEPK ile optimum modifikasyon koşulları 

pH 

DEPK 

Konsantrasyonu 

(mM) 

Sıcaklık 

(°C) 

Süre 

(dk) 

Çalkalama 

Hızı (d/dk) 

Modifikasyon 

derecesi (%) 

7,0 540 30 90 150 13,68 

DEPK: Dietil pirokarbonat  

 

DEPK ile yapılan modifikasyon çalışmalarında proteinleri oluşturan aminoasitlerin aktif 

yan gruplarının erişilebilirliği ile bulundukları ortamın reaksiyonun gerçekleşmesinde 

etkili olduğu belirlenmiştir (Hnizda vd., 2008). Ayrıca aminoasitlerin DEPK ile 

reaksiyona girme yeteneklerinin de önemli bir faktör olduğu belirtilmiştir (Li vd., 

2017). Nisinin DEPK ile %13,68 gibi düşük bir düzeyde modifikasyona uğramasında 

söz konusu nedenlerin etkili olabileceği değerlendirilmektedir.  

 

Zhou ve Vachet (2012) tarafından yapılan bir çalışmada sitokrom-C, miyoglobin ve β-

2-mikroglobulin proteinleri DEPK ile modifiye edilmiştir. DEPK ile sitokrom-C %56-

57, miyoglobin %73-83 ve β-2-mikroglobulin ise %49-68 oranlarında modifikasyona 

uğramıştır. Modifikasyon düzeylerindeki değişkenliğin nedeni olarak modifikasyona 
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uğrayabilecek aminoasit yan gruplarının bulundukları konumların farklılığı 

belirtilmiştir. 

 

Optimum koşullar belirlendikten sonra nisin, bu koşullarda DEPK ile modifiye edilip 

donuk kurutulmuştur. Bu şekilde DEPK ile %13,68 düzeyinde modifiye edilen örnekler 

%22,5’lik AAÜ-PAGE ve %16,5’lik Trisin SDS-PAGE yöntemleriyle analiz edilmiştir 

(Şekil 4.4).  

 

Gerek AAÜ-PAGE gerekse Trisin SDS-PAGE elektroforetogramından, DEPK ile 

yapılan modifikasyon sonucunda (hat 2), nisine ait bantların neredeyse tamamen 

ortadan kalktığı görülmektedir. DEPK, lizinin yan grubundaki pozitif yükü uzaklaştırıp 

yerine etil grubu eklediğinden hidrofobik özelliği arttırmaktadır (Pal ve Ghosh, 1998). 

Bu nedenle %13,68’lik bir modifikasyonun Trisin SDS-PAGE elektroforetogramındaki 

nisin bandında bu denli bir azalmaya yol açması beklenmedik bir durumdur. AAÜ-

PAGE analizinde ise ayrım yük-kütle oranına göre gerçekleştiği için burada nisin 

bandının yok olması beklenen bir durumdur. Ancak bu analizde de modifikasyon 

sonucu oluşan nisin türevlerine rastlanmamıştır. Bu durumun modifikasyon işlemi 

sonucunda ayırma jeline giremeyecek özellikte fraksiyonların oluşmasından 

kaynaklandığı düşünülmektedir. DEPK ile modifikasyonda, lizinin ɛ-amino grubu ile 

aspartik asit veya glutamik asidin karboksil grupları arasında peptit bağı benzeri bağlar 

oluşabildiği belirtilmiştir (Wolf vd., 1970).  
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Şekil 4.4. DEPK ile modifiye edilen nisin örneklerinin, %22,5’lik AAÜ-PAGE (a) ve 

%16,5’lik Trisin SDS-PAGE elektroforetogramı (b). 1: DEPK-kontrol nisin (DEPK 

olmaksızın modifikasyon aşamalarından geçirilen nisin), 2: DEPK-modifiye nisin  

 

4.2.3 Nisinin HSTL ile modifikasyonu 

 

Nisinin homosistein tiyolakton (HSTL) ile modifikasyonu sonucunda serbest -SH 

grupları oluştuğu için bu grupların miktarını belirleyerek modifikasyonun düzeyi 

saptanabilmektedir (Şekil 2.5). Bu nedenle HSTL ile modifikasyonun derecesini 

saptamak amacıyla DTNB reaksiyonu kullanılmıştır. Optimum modifikayon 

koşullarının belirlenmesinde tüm parametrelerin aynı anda incelenmesi mümkün 

olmadığından her bir parametrenin optimum seviyesi kontrollü şartlarda ayrı ayrı 

belirlenmiştir. Optimum modifikasyon koşulları saptanırken 4 M üre içeren 0,1 M 

sodyum fosfat tamponu ile 6 mg/mL konsantrasyonda hazırlanan nisin çözeltisi 

kullanılmıştır. Sıcaklık, pH, HSTL konsantrasyonu, reaksiyon süresi ve çalkalama hızı 

faktörlerinin düzeyleri literatür bilgilerinden yararlanılarak tespit edilmiştir.  

 

Optimum koşulların belirlenmesinde ilk olarak sıcaklık (45°C) ve çalkalama hızı (150 

d/dk) sabit tutulurken pH değeri, HSTL konsantrasyonu ve reaksiyon süresinin farklı 

seviyeleri incelenmiştir. Uygulama esnasında nisin, her bir pH (3,0, 6,0 ve 8,0) 

  

    1       2        

 

  1        2        

Nisin       Nisin       

 (a)             (b) 
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değerinde 1, 10 ve 100 mM HSTL ile 6, 24 ve 48 saat boyunca modifiye edilmiştir. 

Analiz sonucunda en yüksek modifikasyon düzeyinin (%4,35), 3,0 pH, 100 mM HSTL 

konsantrasyonu ve 6 saat reaksiyon süresi şartlarında gerçekleştiği saptanmıştır  

(Çizelge 4.12).  

 

Çizelge 4.12. Farklı pH değerleri, HSTL konsantrasyonları ve reaksiyon sürelerinde 

saptanan modifikasyon oranları (%) 

 

Süre (saat)  HSTL (mM) pH değeri Modifikasyon oranı (%)* 

6 

1 

3,0 0,14±0,001 

6,0 0,05±0,016 

8,0 0,65±0,021 

10 

3,0 0,39±0,089 

6,0 2,74±0,019 

8,0 1,89±0,024 

100 

3,0 4,35±0,018 

6,0 4,30±0,024 

8,0 4,14±0,034 

24 

1 

3,0 0,04±0,008 

6,0 0,12±0,019 

8,0 1,21±0,024 

10 

3,0 1,85±0,025 

6,0 2,10±0,641 

8,0 3,07±0,084 

100 

3,0 3,98±0,095 

6,0 4,34±0,010 

8,0 3,10±0,040 

48 

1 

3,0 0,29±0,014 

6,0 0,61±0,010 

8,0 1,19±0,016 

10 

3,0 2,66±0,001 

6,0 1,24±0,201 

8,0 3,13±0,214 

100 

3,0 4,08±0,036 

6,0 4,31±0,018 

8,0 2,94±0,054 
* Ortalama ± standart sapma 

HSTL:Homosistein tiyolakton 

 

Bu sonuçlar en uygun modifikasyon koşullarının 6 saat, 100 mM HSTL ve 3 pH 

olduğunu göstermiş, fakat pH ve HSTL konsantrasyonun daha ayrıntılı incelenmesin 

yararlı olacağı düşünüldüğünden bu faktörlerin farklı düzeylerinin denenmesine devam 
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edilmiştir. Sonraki aşama için sıcaklık 60°C, çalkalama hızı 150 d/dk ve reaksiyon 

süresi 6 saat şeklinde sabit tutularak farklı pH değerleri (3,0, 4,0, 4,5 ve 5,0) ve HSTL 

(100, 150 ve 200 mM) konsantrasyonlarında modifikasyon gerçekleştirilmiştir. Burada 

en iyi sonuç %6,30 modifikasyon düzeyi ile pH 3,0 ve HSTL konsantrasyonu 150 mM 

iken elde edilmiştir (Çizelge 4.13).  

 

Çizelge 4.13. Farklı pH değerleri ve HSTL konsantrasyonlarında saptanan 

modifikasyon oranları (%) 

 

HSTL 

(mM) 

pH değeri Modifikasyon 

oranı (%)* 

100 

3,0 6,07±0,002 

4,0 6,15±0,001 

4,5 5,53±0,002 

5,0 5,73±0,002 

150 

3,0 6,30±0,020 

4,0 6,22±0,021 

4,5 5,86±0,008 

5,0 5,74±0,050 

200 

3,0 5,96±0,035 

4,0 6,09±0,015 

4,5 5,85±0,030 

5,0 5,73±0,036 
* Ortalama ± standart sapma 

HSTL:Homosistein tiyolakton 

 

Bu verilerle, modifikasyon için optimum pH değerinin 3,0 ve HSTL konsantrasyonunun 

150 mM olduğu sonucuna varılmıştır. Reaksiyon süresi olarak daha önceki deneylerde 

en küçük değer olarak 6 saat kullanılmış olup daha kısa sürelerin de incelenmesine 

ihtiyaç duyulmuştur. Bu nedenle pH değeri 3,0, HSTL konsantrasyonu 150 mM ve 

çalkalama hızı 245 d/dk olarak sabit tutulup farklı reaksiyon süreleri (2, 4 ve 6 saat) ve 

sıcaklık düzeyleri (60 ve 80°C) kullanılarak modifikasyon gerçekleştirilmiştir (Çizelge 

4.14). Bu koşullarda en iyi sonuç %5,35 modifikasyon oranıyla 6 saat ve 60°C 

sıcaklıkta elde edilmiş, çalkalama hızının ve sıcaklığın artışı modifikasyonu 

iyileştirmemiştir.  

 

Bu verilerden HSTL ile en yüksek modifikasyon düzeyinin %6,30 olduğu ve bunun 

Çizelge 4.15’da belirtilen koşullarda elde edildiği anlaşılmaktadır.  
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Çizelge 4.14. Farklı süre ve sıcaklık değerlerinde saptanan modifikasyon oranları (%) 

 

Sıcaklık (ºC) Süre (saat) 
Modifikasyon 

oranı (%)* 

60 

2 1,46±0,006 

4 2,70±0,008 

6 5,35±0,023 

80 

2 4,31±0,050 

4 4,99±0,113 

6 5,23±0,224 
* Ortalama ± standart sapma 

 

HSTL ile serum albümini, fibrinojen, α-makroglobulin, miyoglobin ve sitokrom C gibi 

pek çok proteinin modifikasyonu gerçekleştirilmiştir. Modifikasyonlar genel olarak 7,4 

pH ve 37°C sıcaklıkta gerçekleştirilmiştir. HSTL ile modifikasyon oranının modifiye 

edilen proteinin lizin içeriği ile orantılı olduğu belirtilmiştir (Jakubowski, 1999; 

Bełtowski, 2005). Proteinin içerdiği lizin miktarının 10 adetten az olması durumunda 

modifikasyonun çok düşük seviyelerde kaldığı saptanmıştır (Jakubowski, 1999). Ayrıca 

büyük molekül ağırlıklı proteinlerde de lizin içeriğiyle orantılı olmayan bir şekilde, 

muhtemelen lizine ulaşılamaması nedeniyle modifikasyonun daha düşük seviyelerde 

gerçekleştiği gözlenmiştir (Bełtowski, 2005). 

 

HCTL ile methionil-tRNA sentaz (64 kDa) ve tripsin (24 kDa) modifiye edilmiştir. 

İşlem sonrası methionil-tRNA sentazdaki lizinin %33’ü ve tripsindekinin ise %88’i 

modifiye edilebilmiştir (Jakubowski, 1999).   

 

Sharma vd. (2014) yaptıkları çalışmada her proteinin HSTL ile fonksiyonel ve yapısal 

modifikasyona uygun olmadığını tespit etmişlerdir.  

 

 

Çizelge 4.15. Nisinin HSTL ile optimum modifikasyon koşulları 

 

pH 

HSTL 

Konsantrasyonu 

(mM) 

Sıcaklık 

(°C) 

Süre 

(saat) 

Çalkalama 

Hızı (d/dk) 

Modifikasyon 

derecesi (%) 

3,0 150 60 6 150 6,30 

HSTL:Homosistein tiyolakton 
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Optimum koşullar belirlendikten sonra nisin, bu koşullarda HSTL ile modifiye edilip 

donuk kurutulmuştur. Bu şekilde HSTL ile %6,30 düzeyinde modifiye edilen örnekler 

%22,5’lik AAÜ-PAGE ve %16,5’lik Trisin SDS-PAGE yöntemleriyle analiz edilmiştir 

(Şekil 4.5).  

 

AAÜ-PAGE elektroforetogramından, HSTL ile yapılan modifikasyon sonucunda (hat 

2), %6,30’luk modifikasyon düzeyi ile orantısız bir şekilde nisine ait bantların 

neredeyse tamamen ortadan kalktığı görülmektedir. HSTL, proteinlerdeki lizin 

aminoasidinin yan zincirindeki serbest amino grubuyla kolaylıkla reaksiyona girerek 

homosistein-ɛN-Lys-protein oluşumunu sağlamaktadır (Jalili vd., 2011). Bu reaksiyon 

sonucunda nisine yeni bir –SH grubu eklenmekte, yük-kütle oranı değişmektedir. 

Oluşan SH grupları oksidasyon sonucunda –S-S- köprülerine dönüşerek daha büyük 

nisin kümeleri meydana getirebilir. Ancak elektroforez işleminde –S-S- köprülerini 

kıran DTT kullanıldığından oluşan kümelerin elektroforetogramda görünmemesi 

gerekmektedir. 

 

Trisin SDS-PAGE analizinde modifiye nisin bandı (hat 2), %6,30’luk modifikasyon 

düzeyi ile orantılı bir şekilde çok fazla değişim göstermemiştir. Nisin bandındaki 

azalmaya paralel olarak daha büyük molekül ağırlıklı fraksiyonlar oluşmuştur. Benzer 

şekilde beta kazeinin HSTL ile modifikasyonunun gerçekleştirildiği bir çalışmada, 

modifikasyon sonrası beta kazein kümelerinin oluştuğu, bu kümelerin beta 

merkaptoetanol ve 8 M guanidin hidroklorit varlığından etkilenmediği, bu nedenle 

kümelerin disülfit bağından farklı bir bağ ile bağlanma sonucu oluştuğu belirtilmiştir 

(Stroylova vd., 2011). 
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Şekil 4.5. HSTL ile modifiye edilen nisin örneklerinin, %22,5’lik AAÜ-PAGE (a) ve 

%16,5’lik Trisin SDS-PAGE elektroforetogramı (b). 1: HSTL-kontrol nisin (HSTL 

olmaksızın modifikasyon aşamalarından geçirilen nisin), 2: HSTL-modifiye nisin  

 

4.3 Modifiye Edilen Nisin Örneklerinin Protein İçerikleri  

 

Optimum koşullarda modifiye edilen ve donuk kurutulan nisin örneklerinin 

antibakteriyel özelliklerinin belirlenmesinde konsantrasyon hesaplamaları protein 

oranları üzerinden gerçekleştirildiği için örneklerin protein içeriklerinin belirlenmesi 

gerekmiştir. Örneklerin protein içerikleri Lowry yöntemi ile belirlenmiştir. Protein 

analizi için hem BSA hem de saf nisin kullanılarak kalibrasyon eğrileri hazırlanmış, 

ancak daha doğru sonuçlar alınacağı düşüncesiyle kimyasal modifikasyon işlemi 

sonrasındaki modifiye edilmiş ve edilmemiş nisin örneklerinin protein oranları %95’lik 

saf nisin ile hazırlanan kalibrasyon eğrisiyle hesaplanmış ve sonuçlar Çizelge 4.16’da 

sunulmuştur. Metilglioksal dışında diğer iki yöntemle yapılan modifikasyonlar 

sonucunda kurutulan örneklerin protein oranları %86,65-99,75 aralığında saptanmıştır. 

Ancak metilglioksal ile yapılan modifikasyon sonrası ilginç bir şekilde donuk kurutulan 

örneklerin dokuları yapışkan ve protein oranları çok düşük (%49,92) çıkmıştır. Bu 

durumun, metilglioksal ile modifiye edilen nisinin polaritesinin, dolayısıyle su tutma 

kapasitesinin artmasından kaynaklandığı değerlendirilmektedir.  Benzer bir şekilde MG 
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ile modifiye edilen α-kristalinin yüzey polaritesinde artış meydana geldiği de 

saptanmıştır (Mukhopadhyay vd., 2010).  

 

Çizelge 4.16. Kimyasal modifikasyon sonrası örneklerin protein oranları 

Örnekler 
Protein Oranı 

(%)* 

DEPK ile modifikasyon 
Kontrol**  97,61±0,311 

Modifiye nisin 86,27±0,544 

HSTL ile modifikasyon 
Kontrol** 99,77±0,256 

Modifiye nisin 88,58±0,330 

MG ile modifikasyon 
Kontrol**  94,32 ±0,192 

Modifiye nisin 49,92±0,016 

* Ortalama ± standart sapma 

**DEPK, HSTL ve MG olmaksızın modifikasyon aşamalarından 

geçirilen nisin 

DEPK: Dietil Pirokarbonat 

HSTL: Homosistein Tiyolakton  

MG: Metilglioksal 

 

 

4.4 Antibakteriyel Aktivitedeki Değişimin Belirlenmesi 

 

Modifikasyon işlemlerinin nisinin antibakteriyel özelliklerindeki etkisi öncelikle spot-

on-lawn yöntemiyle incelenmiştir. Çalışmamızda kullanılan nisin Z, geniş bir Gram 

pozitif bakteri grubuna karşı antimikrobiyal etki göstermesinin yanı sıra, Ent. faecium 

gibi antibiyotiğe dirençli türlere karşı da antimikrobiyal etki göstermektedir (Severina 

vd., 1998; Tong vd., 2014). Saf nisin örneği test edilen mikroorganizmalardan 

(Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus subtilis ATCC 6633, Lactococcus lactis 

ssp. cremoris AÜ, Enterococcus faecium ATCC 9097, Listeria monocytogenes NCTC 

5348 ve Escherichia coli RSKK) sadece Ent. faecium’a karşı aktivite göstermiştir. 

 

Modifikasyon derecesi düşük olmasına rağmen DEPK ile modifiye edilen nisin S. 

aureus, B. subtilis,  Lac. lactis ssp. cremoris, Ent. faecium, L. monocytogenes ve E. coli 

bakterilerine karşı herhangi bir antibakteriyel aktivite göstermemiştir (Şekil 4.6). Bu 

durum, DEPK ile gerçekleştirilen modifikasyon işleminin nisinin antibakteriyel 

aktivitesinde herhangi bir gelişme sağlamadığının göstergesidir. DEPK ile 

gerçekleştirilen modifikasyon nisinin antibakteriyel aktivitesinde önemli olan yapısal 
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değişikliklere yol açmıştır. Bu nedenle nisinin DEPK ile modifikasyonunun yararsız bir 

uygulama olduğu sonucuna ulaşılmıştır.  

 

 
 

Şekil 4.6. DEPK modifikasyonuna ait spot-on-lawn tekniği ile antibakteriyel aktivite 

sonuçları a: Escherichia coli, b: Listeria monocytogenes, c: Enterococcus faecium, d: 

Lactococcus lactis ssp. cremoris, e: Bacillus subtilis, f: Staphylococcus aureus. 50 ppm 

protein içerecek şekilde onar µL örnek uygulanmıştır. DEPK Knt.: DEPK olmaksızın 

modifikasyon aşamalarından geçirilen nisin, DEPK Mod.: DEPK ile modifiye edilen 

nisin, Standart: Saf nisin 

 

HSTL ile modifiye edilen nisin, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Lactococcus 

lactis ssp. cremoris,  Listeria monocytogenes ve Escherichia coli bakterilerine karşı 

antibakteriyel aktivite göstermediği, ancak Enterococcus faecium’a karşı düşük de olsa 

antibakteriyel bir etkiye sahip olduğu tespit edilmiştir (Şekil 4.7). Modifiye nisinin 

antibakteriyel aktivitesini belli ölçüde koruması ya modifikasyonun %6,30 gibi düşük 

bir düzeyde kalmasından ya da modifikasyon sonucunda nisine eklenen –SH gruplarının 

tam bir aktivite kaybına yol açmamasından kaynaklandığı değerlendirilmektedir. 
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Şekil 4.7. HSTL modifikasyonuna ait spot-on-lawn tekniği ile antibakteriyel aktivite 

sonuçları a: Escherichia coli, b: Listeria monocytogenes, c: Enterococcus faecium, d: 

Lactococcus lactis ssp. cremoris, e: Bacillus subtilis, f: Staphylococcus aureus, 50 ppm 

protein içerecek şekilde onar µL örnek uygulanmıştır. HSTL Knt.: HSTL olmaksızın 

modifikasyon aşamalarından geçirilen nisin, HSTL Mod.: HSTL ile modifiye edilen 

nisin, Standart: Saf nisin 

 

MG ile modifiye edilen nisin, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Lactococcus 

lactis ssp. cremoris, Enterococcus faecium, Listeria monocytogenes ve Escherichia coli 

bakterilerine karşı antibakteriyel aktivitesini tamamen yitirmiştir (Şekil 4.8). Bu duruma 

nisinin yapısında meydana gelen değişikliklerin yol açtığı değerlendirilmiştir. Benzer 

bir sonuç, glikoz ile 95°C’de Maillard reaksiyonuna uğratılan nisinde de gözlenmiştir 

(Lo vd., 1994). Ayrıca MG ile modifikasyon sonrasında enzimatik aktivitenin de 

kaybolduğu belirlenmiştir (Abdullah vd., 2010). 
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Şekil 4.8. MG modifikasyonuna ait spot-on-lawn tekniği ile antibakteriyel aktivite 

sonuçları  

a: Escherichia coli, b: Listeria monocytogenes, c: Enterococcus faecium, d: Lactococcus 

lactis ssp. cremoris, e: Bacillus subtilis, f: Staphylococcus aureus. 50 ppm protein 

içerecek şekilde onar µL örnek uygulanmıştır. MG Knt.: MG olmaksızın modifikasyon 

aşamalarından geçirilen nisin, MG Mod.: MG ile modifiye edilen nisin, Standart: Saf 

nisin 

 

Spot-on-lawn tekniği ile yapılan analizler sonucunda, DEPK ve MG ile modifiye edilen 

nisinin incelenen bakteriler üzerinde herhangi bir antibakteriyel etkisinin bulunmadığı 

ve antibakteriyel spektrumunda da herhangi bir gelişme sağlanamadığı tespit edilmiştir. 

Bu durum modifikasyon sonrası antibakteriyel aktivitenin artmadığını, tersine 

modifikasyon öncesi mevcut olan antibakteriyel aktivitenin dahi kaybolduğunu 

göstermektedir.  

 

HSTL ile modifiye edilmiş nisinin sınırlı da olsa antibakteriyel aktiviteye sahip olduğu 

görülmüştür. Bu modifiye nisinin, saf nisine benzer şekilde sadece Enterococcus 

faecium bakterisine karşı antibakteriyel aktivite gösterdiği ve antibakteriyel 

spektrumunda herhangi bir gelişme sağlanamadığı belirlenmiştir. Bu nedenle DEPK ve 

MG ile modifiye edilen nisin örneklerinde MİK analizi gerçekleştirmenin bir anlamı 

olmayacağından yalnızca HSTL ile modifiye edilen nisinin MİK değeri belirlenmiştir.  
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HSTL ile %6,3 düzeyinde modifiye edilen nisinin Staphylococcus aureus, Bacillus 

subtilis, Lactococcus lactis ssp. cremoris, Listeria monocytogenes ve Escherichia coli 

bakterilerine karşı saf nisine benzer şekilde herhangi bir antibakteriyel etki 

göstermediğinden MİK analizi sadece Enterococcus faecium kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. HSTL ile modifiye edilen nisin ile saf nisin örneklerinin 

Enterococcus faecium’a karşı tespit edilen MİK değerleri Çizelge 4.17’da verilmiştir. 

 

HSTL ile modifiye edilen nisinin Enterococcus faecium’a karşı MİK değeri (16,75 µM) 

saf ve kontrol nisin örneklerine göre yaklaşık 10 kat daha yüksek tespit edilmiştir. MİK 

değerinin yükselmesi modifikasyon sonrası antibakteriyel aktivitenin zarara uğradığını 

göstermektedir. 

 

Çizelge 4.17. HSTL ile modifiye edilen nisinin Enterococcus faecium’a karşı MİK 

değerleri 

Bakteri 
Saf nisin 

(%95)* 

HSTL-kontrol 

nisin1* 

HSTL-modifiye 

nisin* 

Enterococcus faecium’a 

karşı MİK (µM) 
1,85±0,0b 1,85±0,0b 16,75±0,0a 

* Ortalama ± standart sapma  
1Homosistein Tiyolakton (HSTL) olmaksızın modifikasyon aşamalarından geçirilen 

nisin 

a,b : Aynı satırda farklı harflerle gösterilen değerler istatistiksel açıdan farklıdır 

(p≤0,05) 

 

Tüm bu veriler dikkate alındığında kullanılan kimyasal bileşiklerle gerçekleştirilen 

modifikasyon işlemleri sonucunda ne antibakteriyel aktivitede artış ve ne de 

antibakteriyel spektrumda iyileşme sağlanabilmiştir.   

 

4.5 Modifikasyon Bölgelerinin Belirlenmesi 

 

Tez önerisinde belirtilen MALDI-TOF yerine kullanılan LC-MS-MS yöntemi 

proteinlerin aminoasit dizisini belirleyebilecek üstünlüğe sahiptir. Bu yöntemde 

örnekler öncelikle Trisin-SDS-PAGE ile fraksiyonlarına ayrılmış ve daha sonra jel 

üzerindeki fraksiyonlar kesilip mikrotüplere alınmıştır. Kesilerek mikrotüplere alınan 

fraksiyonlar tripsin ile hidrolize edildikten sonra LC-MS-MS (TripleTOF® 5600+ 

sistemi, AB SCIEX, Amerika Birleşik Devletleri) cihazı ile analiz edilmiştir. LC-MS-
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MS ile elde edilen kütle spektrumları Analyst TF v.1.6 (AB SCIEX, Amerika Birleşik 

Devletleri) programı yardımıyla kaydedilip ProteinPilot ve SwisProt veri tabanlarında 

tanımlanmaya çalışılmıştır (Alessio, 2017). Ancak örneklerin analizi sonucunda elde 

edilen spektrumlar, mevcut kütüphanelerdeki veriler yardımıyla tanımlanamamıştır. Bu 

durumun nisinin rutin dışı (unusual) aminoasitler içermesinden ve uygulanan 

modifikasyon işlemlerinden kaynaklandığı değerlendirilmiştir.  

 

LC-MS-MS analizi ile sonuç alınamaması nedeniyle modifikasyon bölgelerini 

belirlemek için enzimatik hidroliz sonrası Trisin SDS-PAGE yöntemi uygulanmıştır. 

Modifikasyonda kullanılan yöntemler temel olarak lizin aminoasidinin yan grubunu 

hedef aldığı için kullanılacak enzimlerin seçimi de bu bilgi doğrultusunda 

gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla tripsin ve termolisin enzimleri kullanılmıştır. Tripsin 

enzimi, lizin ve arjinin aminoasitlerine özgünlük göstermekte ve bu aminoasitlerin 

oluşturduğu peptit bağlarını karboksil ucundan hidrolizasyona uğratmaktadır. Nisinin 

aminoasit dizisinde arjinin yer almadığı için tripsinin sadece lizin aminoasidinin 

bulunduğu bölgelerden hidroliz gerçekleştirmesi beklenmektedir. Nisinin (nisin Z, 3354 

Da moleküler ağırlığında olup 34 aminoasit içermektedir) yapısında 3 adet lizin 

bulunmaktadır. Bunlardan biri C ucunda yer aldığı için tripsin tarafından tanınamaz. 

Sterik bir etki söz konusu olmaması durumunda diğer iki lizin aminoasidinin 

oluşturduğu peptit bağları tripsin tarafından ya kısmi hidrolizsyona uğratılarak 5 (bir 

adet 10, iki adet 12 ve iki adet 22 aminoasit içeren peptit) ya da tam hidrolizasyona 

uğratılarak 3 peptit parçası oluşturulur. Bu dizilere ait teorik moleküler ağırlıklar 

1154,7, 1009,5, 1213,7, 2146,2 ve 2468,9 Da şeklindedir. Ancak modifiye edilen lizin 

aminoasitleri tripsin enzimi tarafından tanınmayacağı için bu noktalardan hidroliz 

gerçekleşmeyecektir.  

 

Tripsin hidrolizi sonucu elde edilen ürünlere ait elektroforetogram Şekil 4.9’da 

sunulmuştur.  Şekilden de görüleceği üzere HSTL (hat 5), dietil pirokarbonat (DEPK, 

hat 8) ve metilglioksal (MG, hat 11) ile modifiye edilmiş örneklere ait hatların 

hiçbirisinde parçalanma söz konusu değilken kontrol örneği tripsin ile tam bir 

hidrolizasyona uğramıştır (hat 2). Ayrıca modifikasyon işleminde kullanılan 

kimyasalların ilavesi dışında diğer bütün aşamalara maruz bırakılan kontrol örneklerinin 

tripsin ile tamamen hidrolizasyona uğradıkları da saptanmıştır (Şekil 4.10). Bu veriler, 
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modifikasyon işlemi uygulanan nisin örneklerinde lizin aminoasitlerinin yan gruplarının 

değişime uğradığını kesin bir şekilde göstermiştir.  

 

 

 

Şekil 4.9. Modifiye edilen nisin örneklerinin tripsin ve termolisin enzimleri ile 

hidrolizasyonu sonrası Trisin SDS-PAGE elektroforetogramı. 1: Saf nisin (%95), 2: 

Tripsin ile muamele edilen saf nisin, 3:Termolisin ile muamele edilen saf nisin, 4: 

HSTL ile modifiye edilmiş nisin, 5: HSTL ile modifiye edilip tripsin ile muamele 

edilmiş nisin, 6: HSTL ile modifiye edilip termolisin ile muamele edilmiş nisin, 7: 

DEPK ile modifiye edilmiş nisin, 8: DEPK ile modifiye edilip tripsin ile muamele 

edilmiş nisin, 9: DEPK ile modifiye edilip termolisin ile muamele edilmiş nisin, 10: 

MG ile modifiye edilmiş nisin, 11: MG ile modifiye edilip tripsin ile muamele edilmiş 

nisin, 12: MG ile modifiye edilip termolisin ile muamele edilmiş nisin 

 

 

Termolisin enzimi, lösin, fenilalanin, valin, izolösin, alanin ve metionin aminoasitlerine 

özgünlük göstermekte ve bu aminoasitlerin oluşturduğu peptit bağlarını amino ucundan 

hidrolizasyona uğratmaktadır. Teorik olarak termolisinin, modifiye edilmiş nisin örneklerini 

tamamen hidrolize etmesi gerekmektedir. Şekil 4.9’dan da görüleceği gibi termolisin ile 

gerçekleştirilen hidroliz sonucunda kontrol örneği de dahil olmak üzere modifiye edilmiş 

bütün nisin örnekleri teorik bilgiye paralel bir şekilde parçalanmaya uğramıştır (hat 3, 6, 9 

ve 12).  Nisin örneklerinin tripsin ve termolisin ile hidrolizasyonu sonucunda oluşan 

peptitler jel üzerinde görünmemektedir. Bu durumun Kruger (2009) tarafından da 

belirtildiği gibi 3000 Da’dan daha küçük peptitlerin Coomassie Brillant Blue G 250 ile 

boyanmamasından ileri geldiği değerlendirilmektedir. 

 

 

  1       2       3      4      5      6      7     8      9      10     11    12 
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Şekil 4.10. Modifikasyon şartlarındaki kontrol nisin örneklerinin tripsin ve termolisin 

enzimleri ile hidrolizasyonu sonrası Trisin SDS-PAGE elektroforetogramı. S: Standart, 

1: Saf nisin (%95), 2: Tripsin ile muamele edilmiş saf nisin, 3:Termolisin ile muamele 

edilmiş saf nisin, 4: HSTL kontrol nisin, 5: Tripsin ile muamele edilmiş HSTL kontrol 

nisin, 6: Termolisin ile muamele edilmiş HSTL kontrol nisin, 7: DEPK kontrol nisin, 8: 

Tripsin ile muamele edilmiş DEPK kontrol nisin, 9: Termolisin ile muamele edilmiş 

DEPK kontrol nisin, 10: MG kontrol nisin, 11: Tripsin ile muamele edilmiş MG kontrol 

nisin, 12: Termolisin ile muamele edilmiş MG kontrol nisin 

 

 

Modifikasyon bölgelerini belirlemeye yönelik çalışmalar sonucunda, modifiye edilen 

nisin örneklerinin tripsin hidrolizasyonuna direnç gösterirken termolisin enzimi ile 

tamamen hidrolize olmaları her üç modifikasyon işlemi ile lizin aminoasitlerinin 

değişime uğradığını göstermektedir. Ayrıca nisin üzerinde bulunan Lys-12 ve Lys-

22’nin modifiye olduğu kesin bir şekilde ortaya konulmaktadır. Ancak Lys-34’ün 

modifiye edilip edilmediğine dair kesin bir yargıya ulaşmak mümkün olamamıştır.  

 

 

 

 

 

S        1      2      3      4      5     6    7     8     9     10    11   12  

Dalton 

26600 

17000 

14200 

6500 

3496 
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BÖLÜM V 

SONUÇLAR 

 

Bu tez çalışması sonucunda, ticari nisin (%2,5) diklorometan ile çöktürme ve katyon 

değiştirici kolon kromotografisi yöntemlerinin birleştirilmesiyle geliştirilen metot 

kullanılarak en az %95 düzeyinde saflaştırılmıştır. 

 

Yüksek saflıktaki nisin örnekleri 1 mg/mL konsantrasyonda 540 mM DEPK ile pH 7,0, 

30ºC, 90 dk ve 150 d/dk çalkalama hızı olarak belirlenen optimum koşullarda %13,68 

modifikasyon derecesine ulaşmıştır. 

 

Yüksek saflıktaki nisin örnekleri 6 mg/mL konsantrasyonda, 150 mM HSTL ile pH 3,0, 

60ºC, 6 saat ve 150 d/dk çalkalama hızı olarak belirlenen optimum koşullarda %6,30 

modifikasyon derecesine ulaşmıştır. 

 

Yüksek saflıktaki nisin örnekleri 1 mg/mL konsantrasyonda 100 mM MG ile pH 3,5, 

45ºC, 24 saat ve 150 d/dk çalkalama hızı olarak belirlenen optimum koşullarda %70,51 

modifikasyon derecesine ulaşmıştır. 

 

DEPK ve MG ile modifiye edilen nisin örnekleri, S. aureus, B. subtilis,  Lac. lactis ssp. 

cremoris, Ent. faecium, L. monocytogenes ve E. coli bakterilerine karşı herhangi bir 

antibakteriyel aktivite göstermemiştir. DEPK ve MG ile nisinin modifiye edilmesi 

nisinin antibakteriyel aktivitesini tamamen yok ettiğinden, nisinin bu kimyasallarla 

modifikasyonunun yararsız bir uygulama olduğu sonucuna ulaşılmıştır. 

 

HSTL ile modifiye edilmiş nisinin ise sadece Enterococcus faecium bakterisine karşı 

antibakteriyel aktivite gösterdiği ve antibakteriyel spektrumunda herhangi bir gelişme 

sağlanamadığı belirlenmiştir. HSTL ile modifiye edilen nisinin yalnızca Enterococcus 

faecium’a karşı antibakteriyel etki göstermesi nedeniyle sadece bu bakteriye karşı olan 

MİK değeri (16,75 µM) hesaplanabilmiştir.  

 

Tüm bu sonuçlar dikkate alındığında modifikasyon işlemleriyle antibakteriyel etkinin 

arttırılması ve antibakteriyel spektrumun genişletilmesine ilişkin herhangi bir iyileşme 
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sağlanamamıştır. Nisinin DEPK, HSTL ve MG ile modifikasyona uğradığı, tripsin ve 

termolisin enzimleriyle hidrolizasyonu ve ardından yapılan Trisin SDS-PAGE 

analiziyle gösterilmiştir.  

 

Bu tez çalışması, nisinin kimyasal modifikasyonunda farklı bileşik ve yöntemlerin 

kullanılarak antimikrobiyal aktivitesinin iyileştirilmesine ve spektrumunun 

genişletilmesine yönelik araştırmalara ihtiyaç bulunduğunu ortaya koymuştur.  
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