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Hemin ilavesinin Laktik Asit Bakterilerinde Oksidatif Stres Uzerine
Etkisi
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Ozet

Laktik asit bakterileri diger bakteriler gibi gerek in vitro gerekse in vivo kosullarda iireme ve gelisme
siireglerinde birgok stres faktorii ile karsilasirlar. Bunlardan biri de oksidatif strestir. Oksidatif stres laktik asit
bakterilerinin mikrobiyal gelisimi ve metabolit liretme yeteneklerini olumsuz etkiler. Katalaz negatif 6zellikli
laktik asit bakterilerinin oksijene karsi hassasiyetlerinin azaltilmasinda bugiine kadar gesitli molekiiler
calismalar yapilmustir. Ote yandan, iiretici susun genetik dogasinda herhangi bir degisiklik yapmadan kiiltiir
ortamina hemin ilavesi ile de oksidatif stres ortadan kaldirilabilinir. Bu derlemede; laktik asit bakterilerinde
goriilen oksidatif stresin hiicre tarafindan elemine edilmesinde etkili olan hemin ve hemin ilavesinin
hiicredeki etki mekanizmasi iizerinde durulmustur.
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Influence Of Hemin Addition On Oxidative Stress In Lactic Acid Bacteria

Abstract

Lactic acid bacteria as much as other bacteria are faced to many stress factors during their growth and
development process in vitro and in vivo conditions. Oxidative stress represents one of these stress factors.
Oxidative stress negatively affects microbial growth and metabolite production of lactic acid bacteria. Many
molecular studies have been done on the reduction of oxygen sensitivity of lactic acid bacteria which have
catalase negative property. However, addition of hemin into the fermentation medium can prevent the
oxidative stress of lactic acid bacteria without doing any genetic modification. In this review, hemin structure
and addition of hemin for the elimination of oxidative stress by the cell occurring in lactic acid bacteria were
discussed.
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Giris

Mikroorganizmalarin gelisme ve
iiremesini olumsuz ydnde etkileyen herhangi
zararli bir faktore/ortama stres adi verilir
(Dikici, 2009). Herhangi mikroorganizma her
tirli strese karst farkli direng gosterebilir.
Laktik asit bakterilerinin (LAB) de gosterdigi
direng farklidir ve hiicre iizerine etkisi gelisim
iizerinde meydana gelen degismeler incelenerek
belirlenmektedir. Is1 soku, diisiik sicaklik,

disik pH, besin yetersizligi, ultraviyole
radyasyon, ortamdaki ¢Oziinmiis oksijen
miktari,  mikrobiyal = metabolit  miktari,

yarigmact flora gibi ¢evresel stres faktorleri
LAB’nin fermentasyon verimine etki eder.
Fermentasyon verimini azaltici bu stres
faktorlerini ortadan kaldirmak i¢in genetik yolla
rekombinant mikroorganizmalar {iretimi, {iretici
hiicrenin metabolik yolunda modifikasyonlar
yapilmast ve fermentasyon kosullarinin
optimize edilmesi gibi yollarla verim artirimi
tizerine calisilmistir (Abriouel ve ark. 2004;
Wardani ve ark. 2006; Simsek ve ark. 2009;
Papagianni ve Avramidis 2012; Kordikanlioglu
ve ark. 2015).

Oksijen her ne kadar bircok canlinin
yasamsal faaliyeti i¢in enerji iiretiminde énemli
olsa da anaerobik mikroorganizmalar igin
toksik etki gosterir. Serbest oksijenin toksisitesi
olusturdugu cesitli hidroksil radikal
gruplarindan kaynaklanir. S6z konusu bu
mikroorganizmalarin  metabolik ddngiilerine
serbest oksijenin dahil olmasi ile hiicre
sitoplazmas1t ve membraninda farkli tiirlerde
reaktif  oksijen  bilesenleri  olusur. Bu
bilesenlerin olusumunu ise elektron transfer
zincirinden kurtularak serbest kalan elektronlar
katalizler. Siiperoksit (Oy), hidroksil radikali
(OH) ve hidrojen peroksit (H20,) gibi reaktif
oksijen tiirleri lipid, protein, niikleik asit,
karbonhidrat ve enzim gibi hiicrelerin 6nemli
bilesiklerine etki ederek ortamda toksik etki
yaratirlar. H20. dogrudan protein yapil
bilesiklerin sistein baglarim1 okside ederek
onemli enzimlerin inaktif olmasina neden olur.
Ote yandan reaktif oksijen bilesenleri ortamdaki
Fe*? ve Cu' gibi katyonlar ile de fenton
tepkimeleri gergeklestirerek hidroksil
radikallerini  olusturur. Hidroksil radikali
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hiicrenin tiim organik bilesikleri etkileyebilen
oksidatif bir ajandir. Siiperoksit radikali (O2")
ve hidroksil radikali (OH) ise sitoplazma,
mitokondri, ¢ekirdek ve endoplazmik retikulum
membranlarinda lipid  peroksidasyonunu
baglatir. Membranlarda lipid peroksidasyonu
meydana gelmesi ile de membran gecirgenligi
artar.  Serbest  radikallerin  etkisi ile
proteinlerdeki sistein siilfidril gruplar1 ve diger
aminoasit kalintilar1 okside olarak yikilir
(Miyoshi ve ark. 2003).

Birgok mikroorganizmada oldugu gibi
fakiiltatif anaerobik olan LAB’nin gelisme
ortaminda da yiliksek miktarda ¢Oziinmiis
oksijenin olmasi hiicreleri oksidatif strese sokar.
Bu stres bakteri hiicresinin metabolik iz
yolunda degisim ve gen bolgelerinde mutasyon
gibi hem molekiiler hem metabolik diizeyde
bircok hasara yol agar (Guchte ve ark. 2002;
Pedersen ve ark. 2012). LAB’nde oksijenin
metabolik dongiiye girmesi ile gergeklesen
enzimatik reaksiyonlar ve bu reaksiyonlari
katalizleyen enzimler Cizelge 1’de detayh
sekilde verilmigtir. Oksidatif stres olustugunda
LAB’nde laktat dehidrogenaz (LDH) enzim
aktivitesi baskilanir ve NADH oksidaz ve
NADH peroksidaz enzim aktivitesi artar.

Cizelge 1. LAB’ nde serbest oksijenin
metabolik dongliye girmesi ile gerceklesen
enzimatik reaksiyonlar ve kullanilan katalitik
enzimler (Pedersen ve ark. 2012).

Enzimatik Katalitik Enzimler
Reaksiyonlar

NADH + H* + O,
2NADH + 2H* + O,
Pirtivat + fosfat + O,
a- gliserolfosfat + O,
2H* +2 Oy

NADH + H* + H,0,

NADH: H,0, oksidaz
NADH: H,0 oksidaz
Piriivat oksidaz
a-gliserol fosfat oksidaz
Siiperoksit dismutaz
NADH peroksidaz

Glikolitik dongiide meydana gelen bu
degisim LAB’nin gelisimi ve biiylimesini
baskilayan hatta hiicre oOliimlerine sebep
olabilen H;Oz’nin olusmasina neden olur.
H>O,’nin atimikrobiyal etkisinin arastirildig bir
calismada ortamda 0.2mM miktarinda H>O>
bulunmasi durumunda bakteri gelisiminin %50
oraninda azaldigi, 1.15 mM ‘1 asan miktarlarda
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ise hiicre Olimiine neden
bildirmislerdir (Duwat ve ark. 2001).
Oksidatif Stres Diren¢c Mekanizmalari
LAB genetik dogalarinda oksidatif stres
ile miicadelede cesitli savunma sistemlerine
sahiptir. Bunlardan en Onemlileri; NADH
oksidaz, NADH  peroksidaz, siliperoksit
dismutaz, glutatyon peroksidaz, recA geni ve
sitokrom oksidaz sistemleridir (Pedersen ve ark.

oldugunu

2012).

Anaerobik kosullarda LAB
homofermantatif yolu kullanir ve laktat
dehidrogenaz ~ (LDH) enzimi araciligr ile

glukozu laktik asite indirger. Ortamda oksijen
varliginda ise oksidatif strese karst korunma
amaci ile NADH oksidaz aktivitesini artirir. Bu
enzim aktivitesindeki artis ile birlikte hiicre
icerisinde glikolitik dongiide diizenlemeye
gidilir ve metabolik iz yol olarak bu sefer
heterofermentatif dongli takip edilir. Hiicre
icindeki serbest O, direng mekanizmasi bileseni
olan NADH oksidaz enzimi araciligiyla
NADH’1 NAD’a indirgemek i¢in kullanilir ve
ara Urlin olarak H,O, olusturulur. Bir diger
savunma eleman1 olan NADH peroksidaz
enzimi de H2O2’yi suya indirgeyerek H2O> nin
neden olabilecegi toksik etkinin olusumunu
engeller. Bu anlamda ortamdaki NADH/NAD
orani hiicre tarafindan izlenecek olan glikolitik
dongiiniin yeniden diizenlenmesinde onemlidir
(Pedersen ve ark. 2012).

Oksidatif stres aninda aktiflesen diger

onemli savunma bilesenleri; stiperoksit
dismutaz ve glutatyon peroksidaz enzim
aktiviteleridir. Siiperoksit dismutaz enzimi;

stiperoksit serbest radikalinin (O.7) hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijene doniigiimiinii
katalizleyen antioksidan yapili bir enzimdir.
LAB’nde siiperoksit dismutaz aktivitesi oksijen
varliginda artig gosterir. Glutatyon peroksidaz
enzimi de ortamdaki hidroperoksitlerin
indirgenmesinden sorumlu olan tetramerik
yapidaki bir enzim olup proteinlerdeki (-SH)
gruplarim1 rediikte halde tutar ve bu gruplar
okside olmaktan korur (Miyoshi ve ark. 2003).
LAB yaninda, Escherichia coli de dahil
olmak {izere bircok bakteri hiicresinde
kodlanmig olan recA geni, oksijen varliginda
aktiflesir. Normal sartlar altinda lexA geni ile

baskilanan recA geni, hem oksidatif streste
kullanilan savunma sisteminin hem de hiicrenin
SOS diizenleme sisteminin  6nemli  bir
elemanidir.  Herhangi bir DNA  hasan
olustugunda aktifleserek daha fazla mutagenez
gortilmesini engeller.

Oksidatif stresin tolere edilmesinde
LAB’nin sahip oldugu direng¢ mekanizmalari
arasinda en etkili olan1 sitokrom d oksidaz
tarafindan kodlanmig cydA genidir. S6z konusu
bu gen, LAB’nin  aerobik  solunum
yapabilmesinde etkili olan en 6nemli bilesendir.
Birgok LAB sahip oldugu bu gen varlig
sayesinde serbest oksijeni metabolik
dongiisiinde  aktif olarak kullanabilir ve
oksidatif stresin neden olabilecegi hasarlar
azaltabilir. cydA geni, elektron transfer
sisteminde aktif rol alarak son elektron
alicisinin oksijen olmasimi saglayarak oksijenin
toksik bir bilesen olmasini dnler.

LAB cydA geninin kodlanmasi igin
hemine ihtiya¢ duyarlar. Bakteri hiicresinde
sitokrom d oksidazin aktiflesmesini saglamak
igin hemin zorunlu bir kofaktordiir. LAB hemin
biyosentezini  gerceklestirecek  enzimlerden
yoksun olduklarindan, solunum yapabilmeleri
icin ortama disaridan hemin ilavesi gerekir
(Yamamoto ve ark. 2005; Rezaiki ve ark. 2008;
Lechardeur ve ark. 2011).

LAB’nin Solunum
Yetenegi

Aerobik solunum yapabilen hiicrelerde
solunum enzimleri diger bir deyisle elektron
transfer sistemi (ETS) elemanlarinin bulunmasi
gerekir.

Yapabilme

e

NADH dehidrogenaz

Sekil 1. Solunuma Tesvik Edilmis LAB’nde
Elektron Tagima Sisteminin Sematik Gosterimi
(Pedersen ve ark. 2012).

Prokaryotlarda ETS Sekil 1’de goriildiigii
gibi  hiicre zarinda, mezozomda veya
sitoplazmada bulunan bir dizi molekiilden
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olusur. Bunlardan ilki elektron vericisi olarak
gorev yapan NADH dehidrogenazlar, ikincisi
aktarilan bu elektronu dehidrogenazlardan son
elektron alicisi olan oksijene tagimakla gorevli
olan kinonlardir. Ugiincii ETS eleman: ise
prostetik grubunda ‘hem’ proteini iceren son
elektron alicis1 olarak gdrev yapan sitokrom
oksidazdir.  Sitokrom  oksidaz,  substrat
molekiillerinin dehidrojenazlarca oksidasyonu
sonucu ortaya ¢ikan elektronlarin son alici olan
serbest oksijene tasinmasindan sorumludur.
Mikrozomlar da dahil oksijen kullanabilen
canlilarm  hepsi  biyolojik  oksidasyon
katalizorleri  olarak  sitokromlara  sahiptir
(Rezaiki ve ark. 2004). Fermentatif karakteri
ile bilinen Lactococcus lactis, hemin iceren

aerobik ortamlarda sahip oldugu bu genin
varlig1 sayesinde solunum yapabilir. Solunum
boyunca cydA geni, elektron transfer
sisteminde aktif rol alir ve son -elektron
alicisimin  oksijen olmasin1 saglayarak ATP
uretimi  gerceklestirir.  Lactococcus lactis,
Enterococcus  faecalis ve  Leuconostoc
mesenteroides gibi LAB hemin diginda tiim
solunum zinciri elemanlarina sahiptir (Duwat
ve ark. 2001; Rezaiki ve ark. 2004).Cizelge
2’de de belirtildigi gibi bazi LAB ise
menakinonlar1 sentezleyemediklerinden hemine
ek olarak menakinona ilavesine de ihtiyag
duyarlar (Huycke ve ark. 2001; Brooijmans ve
ark. 2009).

Cizelge 2. Laktik asit bakterilerinin solunum yapabilme yeteneklerine gore siniflandirilmasi

(Pedersen ve ark. 2012).

Solunum yapabilmek icin
sadece hemine ihtiyag

Solunum yapabilmek icin
hemin ve menakinona

Solunum yapabilme yetenegi
olmayanlar

duyanlar

birlikte ihtiya¢ duyanlar

Enterococcus casseliflavus
Enterococcus faecalis
Enterococcus gallinarum
Enterococcus italicus
Lactococcus lactis
Lactococcus garvieae
Leuconostoc argentinum
Leuconostoc citreum
Leuconostoc fallax
Leuconostoc gasicomitatum
Leuconostoc kimchii
Leuconostoc mesenteroides
Weissella cibaria

Weissella paramesenteroides

Oenococcus oenii
Streptococcus agalactiae
Streptococcus dysgalactiae
Streptococcus parauberis
Streptococcus uberis

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

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

Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus iners
Lactobacillus sakei
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Bunlar menFDXBEC genlerinden de
yoksundur.  Gelisme  ortamina  eklenen
menakinonlar lipofilik yapida olduklarindan
hiicre duvarlarindaki membranlardan kolayca
hiicre igine gecer ve solunum zincirine dahil
edilirler. Hemin bulunan kiiltiir ortaminda hiicre
sitokromlarinin aktiflestigi ve elektron transfer
sisteminin  yapilandirildign  1970’lerde  baz1
laktokok ve enterokoklarda Dbelirlenmistir
(Bryan-Jones ve Whittenbury, 1969; Sijpestejn,
1970; Lan ve ark. 2006; Zhao ve ark. 2013).
Bugiine dek yapilan caligmalar sonunda c¢ogu
LAB’nin (Lactococcus lactis, Enterococcus
faecalis, Streptococcus species, Leuconostoc
mesenteriodes) sadece hemin veya hemin-
menakinonun gelisme ortaminda
bulundugunda, ETS’lerini olusturdugu ve
glikolitik dongii olarak heterofermantatif yolu
tercih ederek aerobik solunum yaptiklar
belirlenmistir (Lan ve ark. 2006; Zhao ve ark.
2013).

Heminin Kimyasal Yapisi ve Islevi

Hemin; 1853 yilinda  Teichmann
tarafindan ~ hemoglobinin  asit  hidrolizi
sonucunda  kristal formda  bulunmustur

(Warburg, 2010). Sitokromlar sahip oldugu
demir atomunu ferik oksidasyon durumundan
(Fe*®) ferrous oksidasyon durumuna (Fe*?)
geciren bir hem grubu igerir. S6z konusu hem
grubu, Sekil 2’de goriildiigii gibi bir karenin
koselerinden tutturulmus dort azot atomu ve
merkezinde bir demir atomundan olusmus bir
porfirin halkasidir.

Sekil 2. Hem Grubunun Kimyasal Yapis1

Hemin solunum mekanizmasinda redoks
tepkimelerinin  diizenlenmesinde  6nemlidir
(Mayfield, 2011). Heminin olmadig1 oksijenli
ortamlarda menakinonlar tarafindan ortama
salinan elektronlarin kullanilmas: ile Cu*? ‘nin
Cu'le yiikseltgenmesi kolaylasmakta ve bu

elementlerin hiicre igerisine girisi
hizlanmaktadir.  Benzer  sekilde  serbest
oksijenin (02), stiperoksit (02)e
yiikseltgenmesi ile de istenmeyen reaktif
oksijen bilesenleri olusabilir. Bu noktada
solunum zincirinde menakinonlarin redoks

aktivitesindeki Onemi fark edilmekte ve
heminin riskli radikal gruplarm olugumundaki
engelleyici etkisi dikkat cekmektedir. Hemin;
oksijenli ortamlarda ve sayisiz enzimatik
reaksiyonda elzem bir bilesen olmasina ragmen
serbest formda iken hiicreler i¢in toksik 6zellik
gosterebilir. Hiicreler bu toksik etkilerden
korunabilmek i¢in kendi metabolizmalarinda
hemin homeostasisini olusturan sistemler
olusturur (Pedersen ve ark. 2012).

Heminin Hiicre icerisinde Kullanim

LAB’nde solunum; heminin sitokrom bd
oksidazlara baglanmasi1 ve hiicre igerisinde
heminin kullanilmasinin  koordinasyonu ile
gerceklesir. Hemini sentezleyebilme
kabiliyetinden yoksun olan LAB hemini hiicre
igerisine alabilme ve kullanabilme
mekanizmasina  sahiptirler. Hiicre i¢i bu
diizenleme Lactococcus lactis’ de fbuDBAR
operon bolgesinin varligr ile gergeklestirilir
(Warburg. 2010).

Heminin sitokrom oksidazlarin
membranlarindan  gecebilmesi  ise  stres
kosullarinda sentezlenen saperon proteinler

yardimiyla gerceklesir (Saarikangas ve Barral,
2016). Normal fizyolojik kosullarda bu
proteinlerin  gbrevi; proteinlerin  ¢okmesini
onlemek, yeni sentezlenen proteinlerin {igiinciil
yapilarimi  kazanmasini  saglamak, yanlig
katlanmis ve c¢Okmiis proteinleri birbirinden
ayirmak veya dogru katlanmasini saglamak, ya
da ribozomdan gerekli yerlere tasimaktir.
Oksijen varliginda ortamda olusan oksidatif
strese tepki olarak hiicre hemini yikima ugratma
yoluna gidebilir. Bunu 6nlemek amaci ile bir
saperon protein olan AhpC, hemine baglanarak
hemini yikimlanmaktan korur. Bir bagka
saperon protein ise CycCD kompleksidir. Bu
protein kompleksi de sitokrom oksidazdan
(CydAB) gecerek, CydAB-hemin
interaksiyonlarin1 kolaylastiririr (Pedersen ve
ark. 2012). Sitoplazma igerisinde heminin
parcalanmamasi i¢in baska bir saperon
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proteine  baglanmis sekilde bulunmasi
gerekir. Lactococcus lactis’de hemin akigini
diizenleyen HrtRBA olarak kodlanmis gen
bolgesi mevcuttur (Sawai ve ark. 2012). Bu
gen bolgesi, hiicre icerisindeki hemin
trafigini diizene sokarak fazla heminin
hiicre igerisinde birikmesini engeller.

Heminin Hiicre = Metabolizmasina
Etkisi

LAB’nin  fermentasyon kosullarinda
homofermentatif dongii sonucu olusturdugu
laktat, ortamin asitligini ylikseltmesinden otiirii
hiicre {izerinde giiclii inhibitor etki gosterir.
Homofermentatif dongti ile iiretilen enerjinin
bliyik  kismu  ortamin  alkalizasyonunda
kullanildigindan mikrobiyal {iremede yliksek
biyokiitle agirligi elde edilemez. Diger yandan
hemin varliginda aerobik ortamda yapilan
fermentasyon ile L. lactis ortamda laktik asitle
beraber asetat, asetoin gibi yan friinler de
olusturur. Buna paralel olarak da hiicre
iizerindeki geri inhibisyon etkisi minimize
edilmis olunur ve biyokiitle gelisiminde avantaj
elde edilir. Bu durum hemin ve oksijenin varligi
ile metabolik dongiiniin  heterofermentatif
olarak tekrardan yapilandirilmasi ile ilgilidir
(Nagayasu ve ark. 2007).

Cogu laktik asit bakterisi hemin igeren
kiiltir =~ ortamlarinda  geleneksel  kiiltlir
ortamlarina kiyasla daha fazla ATP ireterek
daha fazla biyokiitle miktarma ulasir. Artan
biyokiitle agirligi ile Lactoccoccus lactis
tarafindan iiretilen 6nemli bir bakteriyosin olan
nisinin de {iretim veriminin artirilabilinmesi
mimkiin olmustur (Kordikanlioglu ve ark.
2015). Ayrica heminin varligi ile hiicrelerin
fenotip Ozelliklerinde de gelismeler
gbzlenmistir (Arioli ve ark. 2013; Watanabe ve
ark. 2012). Hemin takviyesi yapilmis aerobik
kosullarda gelistirilen Lactobacillus plantarum
suslarmin starter ve probiyotik kiiltiir iiretim
safhalarinda karsilagilabilinen termal sok, ani
basing degisikligi gibi stres faktorlerine karsi
daha dayanikli olduklar1 bildirilmistir. Hemin
ile gelistirilen hiicrelerde adaptasyon fazinda
gozlemlenen kisalma dikkati ¢eken bir bagka
noktadir (Mayfield ve ark. 2011).

40

Sonu¢

Endiistriyel gida iiretiminde yaygin
kullanilan ~ LAB’nin  iretim  esnasinda
kargilagtiklart streslere karsi direncli hale

getirilmeleri 6nemli bir ¢calisma konusudur. S6z
konusu organizmalarin solunum yapabilme
kabiliyetlerinin dogal yollarla gelistirilmesi ile
siklikla karsilagilan oksidatif stres tolere
edilebilmektedir. Herhangi bir molekiiler
modifikasyon  gergeklestirilmeden suslarda
gozlemlenen yiiksek enerji iiretimine paralel
olarak biyokiitlede elde edilen artislar soz
konusu bu bakterilerin daha efektif olarak
kullanimin1  saglayacaktir. Bununla birlikte
hiicreler tarafindan  iretilen tat, aroma
bilesikleri, depolama ve islemler esnasinda
gosterilen stabilite ve bakteriyosin gibi 6nemli
metabolitlerin iiretim kinetiginde gelismeler
saglanilmig olunacaktir.
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