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OZET

Nisin tip I lantibiyotik grubuna dahil olan ve Lactococcus lactis’de tanimlanan ilk bakteriyosindir. Kiiltiir
ortamlarinda yiiksek miktarda nisin iiretimi; fermentasyon ortaminin kompozisyonu, pH, ortamda iiretilen nisin
konsantrasyonu ve en 6nemlisi hiicrenin gelisimi ile iligkilidir. Bu faktorler dikkate alinarak endiistriyel {iretim
amactyla kesikli, yar1 kesikli ve siirekli fermentasyon sistemleri gelistirilmistir. Gida koruyucusu olarak énemli
potansiyele sahip olan nisinin daha verimli {iretiminin saglanmasi, hem endiistriyel agidan ve hem de bu suslarin
starter kiiltiir olarak kullanimi acisindan 6nem tagimaktadir. Bu derlemede nisin {iretimi iizerinde fermentasyon
faktorlerinin etkileri belirtilerek kurulmus model sistemler karsilagtirilmistir.

Anahtar Kelimeler : Nisin iiretimi, Model sistemler, Etkili faktorler.

EFFECTIVE FACTORS AND MODEL SYSTEMS IN THE INDUSTRIAL
PRODUCTION OF NISIN

ABSTRACT

Nisin is the first bacteriocin identified in Lactococcus lactis and belongs to type 1 lanthibiotic group. High nisin
production in cultured media is related with the composition of fermentation medium, pH, produced nisin
concentration and most importantly growth amount of cell. For industrial purpose, batch, fed-batch and continue
fermentation systems were developed by regarding these factors. Maintaining efficient production of nisin
having important potential at preservation of foods is important for both industrial production and using as
starter culture. In this review the fermentation factors at nisin production were outlined and constructed model
systems were compared

Key Words : Nisin production, Model systems, Effective factors.

1. GIRIS GRAS (Insan ve hayvan tiiketiminde giivenilir) ajan
olarak tanimlanmig ve belgelendirilerek kullanimina
Bakteriyosinler ribozamal sentezli, Gram pozitif izin verilmistir. Bu bakteriyosin giiniimiizde 50°den
tiirlere karsi bakterisidal ya da bakterisit etki fazla iilkede siit ve siit liriinleri, konserve iiriinler ve
gosterebilen  protein  yapisinda  bilesiklerdir hazir  corba  gibi  gidalarin  korunmasinda
(Klaenhammer, 1993). Nisin, tip [ lantibiyotik kullamlmaktadir (Broughton, 1990).
grubuna dahil olan ve Lactococcus lactis tarafindan
sentezlendigi tespit edilmis ilk bakteriyosindir. Bu Gidalarin korunmasinda bakteriyosinlerin
bakteriyosin olduk¢a genis bir etki spekturumuna kullanimmi kisitlayan temel sorun bu bilesiklerin
sahip olmasi nedeniyle, gida endiistrisinde koruyucu uretici suslar tarafindan disik verimde ftretiliyor
olarak kullanilmaktadir. Nisin FDA tarafindan olmasidir. Bu nedenle koruyucu olarak kullanilacak
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oldukca yiiksek olmaktadir. Nisinin yiiksek ticari
potansiyeli,  lretimin  artirilmasi  yoniindeki
calismalara hiz kazandurmistir (Hul and Gibbons,
1997; Kim et al.,, 1997; Shimizu et al., 1999;
Bertrand et al., 2001; Yu et al, 2002; Guerra and
Pastrana, 2003; Lv et al., 2004a; Lv et al., 2004b;
Tolonen et al., 2004; Liu et al., 2005; Pontharangkul
and Demirci, 2006). Bu amagla yapilan ¢aligmalar;
iretici susun (L. lactis) farkli fermentasyon
kosullarindaki  davraniglart  ve nisin {iretimini
kodlayan genetik ozellikleri esas alinarak verimli
fermentasyon sistemlerinin tasarlanmasi ve iiretici
suslariin gelistirilmesini hedeflemektedir. Nitekim
cok sayida arastirict yliksek miktarda nisin
iiretiminin, Uretici susun genetik ve biyokimyasal
karakteristiklerine bagh olmakla birlikte;
fermentasyon ortammin kompozisyonundan, pH
degisimlerinden, ortamda iretilmis olan nisin
konsantrasyonundan ve en Onemlisi hiicrenin
gelisiminden dnemli 6l¢iide etkilendigini saptamigtir
(Kim et al., 1997; Desjardins et al., 2001; Bertrand
et al., 2001; Lv et al., 2005). Diger taraftan nisin gen
bloku igersinde yer alan, nisin direnclilik ve ikili
regiilator sistemlerden sorumlu proteinleri kodlayan
nisl, nisF, nisE, nisG ve nisR, nisK genlerinin ifade
diizeylerinin  artirilmasi, hiicre bazinda nisin
tretiminde artis saglamistir (Kim et al., 1998;
Cheigh and Pyun, 2005). Tim bu bilgilerin 15181mnda
gelistirilen model sistemler neticesinde kesikli ve
yart kesikli sistemlerde 2500-4000 IU/ml (60-
100pg/ml) nisin elde edilirken, siirekli fermantasyon
sistemlerinde bu deger 10000 IU/ml seviyelerine
ulasmistir (De Vuyst and Vandamme, 1992; De
Vuyst and Vandamme, 1993; Matsusaki et al., 1996;
Bertrand et al., 2001; Lv et al., 2004a; Lv et al.,
2004b; Pongtharangkul and Demirci, 2006).

Nisin iiretiminde halen kesikli sistemlerin kullanimi
ve yiiksek maliyet sorununun asilamamasi, sistem
optimizasyonu ¢aligsmalarmi giindemde tutmaktadir.
Bu caligmalar iiretim ekonomisi esast dogrultusunda
yiiriitilmektedir. Diger yandan nisin iretiminin
biyolojik esasina yonelik ¢alismalar, ideal model
sistemlerin gelistirilmesine temel teskil edeceginden,
giderek artan bir ilgi ile siirdiiriilmektedir.

2. NisiN URETIMINE ETKi EDEN
FAKTORLER

Oncii nisin molekiilii, L. lactis hiicrelerinin aktif
bliyime fazinin basinda sentezlenmekte ve
logaritmik iireme fazinin sonunda ise en yiiksek
nisin iiretim hizina ulasilmaktadir (De Vuyst and
Vandamme, 1992, De Vuyst and Vandamme, 1993).
Bu durum, ikincil metabolit davranmisi gosteren
nisinin primer metabolit kinetigine sahip oldugunun

kanitidir. Nisin iiretimi biyokiitle olusumu ile
paralellik tasimaktadir. Bu nedenle; pH, karbon, azot
ve fosfor kaynaklarmin cesit ve konsantrasyonu
yaninda, katyonlar ve sicaklik degerleri ile ortamda
olusan nisin miktarinin nisin {retimi {zerindeki
etkilerine yonelik ¢esitli arastirmalar yapilmistir (De
Vuyst and Vandamme, 1992; De Vuyst and
Vandamme, 1993; Matsusaki et al., 1996; Bertrand
et al., 2001; Lv et al.,, 2004a; Lv et al., 2004b;
Pongtharangkul and Demirci, 2006). Uretici susta
nisin, Oncelikle 57 aminoasitlik prenisin olarak
sentezlenmektedir (Dodd et al., 1990; Qiao et al,
1997). Prenisin proteininden, post-translasyonel
sliregcte proteaz enziminin katalizledigi kesim
reaksiyonu sonucu 34 aminoasitlik olgun nisin
olusturulmaktadir (Qiao et al, 1996). Ayrica nisinin
biyolojik  aktivitesinden =~ sorumlu  lantiyonin
halkalarinin olusumu i¢in, yine bazi modifikator
enzimler &zellikle serin ve threonin aminoasitlerini
cift bagli dehidro forma doniistiirerek, lantiyonin ve
3-metillantiyonin aminoasitlerini  olusturmaktadir
(Cheigh and Pyun, 2005). Tim bu biyosentez
olaylarinin yiiksek etkinlikte olusabilmesi icin
optimal kosullarin saglanmasi gerekmektedir. Bu
nedenle Ozellikle karbon kaynaklarinin ve diger
organik ve inorganik bilesenlerin, nisin biyosentezi
lizerinde regiilasyon ve baskilama etkileri yogun bir
sekilde arastirllmis ve etki mekanizmalari
tanimlanmistir (De Vuyst and Vandamme, 1992;
Cheigh et al., 2002; Vazquez et al., 2004; Cheigh
and Pyun, 2005).

2. 1. Karbon Kaynaginin Etkisi

Karbon kaynaginin se¢imi, hiicre gelisimini ve nisin
biyosentezini  etkilemesinden  dolayi,  nisin
iretiminde temel kontrol basamagi olarak ele
alinmaktadir (De Vuyst and Vandamme, 1992; Lv et
al., 2004a). Nitekim gelisme ortaminda bulunan
karbon kaynagi hiicre gelisimini tesvik ettigi gibi,
yiiksek oranda bulunmasi halinde bakteriyel lireme
ve nisin iretimi iizerinde baskilayict etki
yapmaktadir. Bu nedenle farkli seker tiirlerine ve
bunlarin baslangi¢ konsantrasyonlarina bagl olarak,
nisin iretim miktari degisebilmektedir
(Pongtharangkul and Demirci 2006). Bir ¢ok
arastirmaci sakkaroz ve laktoz basta olmak iizere;
glukoz, galaktoz, ksiloz, maltoz sekerlerini igeren
besiyeri ortamlarin1  kullanarak, nisin {retim
diizeylerini ve buna bagli olarak nisin biyosentezinin
molekiiler detaylarini incelemistir (De Vuyst and
Vandamme 1992; Amiali et al. 1998; Chandrapati
and O’sullivan 1999; Lv et al. 2004a; Liu et al.
2005; Cheigh and Pyun, 2005; Pongtharangkul and
Demirci, 2006).

dretimi ile sakkorozun
iligki ilk olarak

Nisin
arasidaki

fermentasyonu
1950’lerde Hirsch
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tarafindan tanimlanmstir (De Vuyst and Vandamme
1992; Lv et al. 2004a; Lv et al. 2004b; Cheigh et al.
2002). De Vuyst and Vandamme (1993), tarafindan
yiiriitiilen bir ¢aligmada, 27 farkli L. lactis subsp.
lactis susunda nisin tretim kapasiteleri incelenmis
ve sakkaroz fermentasyon yeteneginin nisin iretimi
ile baglantili oldugu gosterilmistir. Bir diger
calismada De Vuyst and Vandamme (1992) nisin
iireticisi L. lactis subsp. lactis NIZO22186 susunun;
farkl sakkaroz konsantrasyonlari iceren
fermentasyon ortamlarinda, pH kontrollii ve
kontrolsiiz kosullarda nisin iiretim ozelliklerini
arastirmustir. pH kontrolsiiz fermentasyon
denemesinin sonucunda en yiiksek nisin miktarina
(yaklagik 1500 IU/ml) en yiiksek biyokiitlenin
olustugu logaritmik fazin sonunda erigilmistir. Ayni
calismada yiritilen pH kontrollii fermentasyon
denemesinde ise; olusan laktik asidin siirekli
notralizasyonu, biyokiitle verimini ve dolayisiyla
nisin miktarimni artirmig ve 1793 IU/ml nisin tiretim
oranina ulasilmistir. pH kontrolli  kosullarda
sakkaroz  konsantrasyonu 10g/I’den  40g/’ye
cikarildiginda ise, en yiiksek nisin miktar1 3267
IU/ml olarak hesaplanmistir. Arastiricilar 40g/1’den
sonra, ilave sakkarozun ortamda kaldigini ve nisin
miktarimin azaldigini tespit etmistir.

Lv et al. (2005) kesikli ve yar1 kesikli fermentasyon
ortamlarinda sakkarozun nisin iretimi ve hiicre
gelisimi iizerine etkisini arastirdiklar1 ¢aligmada
kesikli sistemde, baslangic sakkaroz
konsantrasyonunun 30g/1’yi agmast durumunda nisin
aktivitesinin hizli bir diisiis gosterdigi, ancak
biyokiitle miktarinin etkilenmedigi belirlenmistir.
Temel besiyerine % 0.5 sakkaroz ilavesini esas alan
bir diger denemede ise, kontrolsiiz kosullarda 2048
IU/ml nisin miktarma ulagilmistir (Cheigh et al.,
2002).

Sakkarozun nisin iiretimi lizerindeki ana etkisinin,
hiicre gelisiminin  tegvik edilmesi yolu ile
gegeklestigi  distiniilmektedir (De Vuyst and
Vandamme 1992; Lv et al., 2004b). Nisin iiretici L.

lactis subsp. lactis suglarinin  sakkarozu hizli
kullanabilme yeteneklerinin, iyi calisan
fosfoenolpiirivat bagimli fosfotransferaz sistemi

araciligiyla gergeklestigi tespit edilmistir (De Vuyst
and Vandamme, 1992). Ayrica nisin iiretim yetenegi
ve sakkaroz fermentasyon kapasitesi arasinda
genetik bir iligki bulunmaktadir (Leblanc et al.,
1980; Gasson, 1984; Gonzalez and Kunka; 1985;
Steele and Mckay, 1986). Bir¢ok durumda nisin
iretimini ve sakkaroz kullanimini kodlayan genlerin
ayn1 plazmid iizerinde bulundugu, klasik mutasyon
ve konjugasyon ¢alismalart ile tanimlanmis ve
tagtyict plazmidler pSN olarak adlandirilmistir.
Diger yandan nisin biyosentezi ve sakkaroz
metabolizmasinda gorev alan genlerin ayni operonda

bulunduklart ve 70 kb’lik bir transpozonu
olusturduklart belirlenmistir (Gasson, 1990; Steen et

al, 1991). Bu bilgiler 1s1ginda sakkaroz
metabolizmasi ve nisin {iretimi arasinda ortak
genetik  reglilasyon veya metabolik  kontrol

sistemlerinin bulunmasi giiglii bir olasilik olarak
goriilmektedir (De Vuyst and Vandamme, 1992).

Nisin {iretiminde yaygin olarak kullanilan diger bir
karbon kaynagi ise laktozdur. Nisin iiretici L. lactis
suslariin dogal habitatinin siit olmasi, laktozu diger
karbon kaynaklarindan daha avantajli kilmaktadir.
Ayrica siit ve siit iriinlerinin iglenmesinden agiga
cikan peyniralti suyunun nisin tretiminde kullanim
olanaklar1 bir¢ok arastirici tarafindan calisilmis ve
biyosentez yolunun bu ortamdaki davranisi
belirlenmistir. (Bertrand et al., 2001; Cheigh et al.,
2002; Liu et al., 2003). Nisin tretimi {izerine farkli
sekerlerin etkisinin kiyaslandigi bir ¢alismada, en
yiiksek verimin laktoz varliginda meydana geldigi
belirlenmistir. Bu c¢aligmada temel besiyerine ilave
edilen laktozun % 0.5 oraninda kullanilmasi
durumunda aktivitenin 16384 AU/ml oldugu
saptanmistir. Ayni denemenin sakkaroz, glukoz ve
galaktoz varliginda yiiriitiilmesi halinde ise 8 kat
daha disiik degerler elde edilmistir. Bu sonuglar
laktozun nisin {iretimi tizerindeki tesvik edici roliinii
acikca gostermektedir (Cheigh et al., 2002). Benzer
sekilde, laktoz iceren peynir alti suyunun
kullanildig1 kesikli ve siirekli sistemlerde nisin
iiretimindeki verimin 460-20500 IU/ml oranlari
arasinda gergeklestgi tespit edilmistir (Amiali et al,
1998; Desjardins et al., 2001; Bertrand et al., 2001;
Liu et al, 2005). Nisin iiretiminin genetik
regiilasyonu, nisin tarafindan indiiklenen nisR ve
nisK genlerinin rol aldig: ikili regiilasyon sistemleri
ile saglanmaktadir. Bu sistemlerde; ortamdaki nisine
bagl olarak nisR ve nisK genlerinin aktivasyonu
sonucu olusan histidin-kinaz proteinleri ile, nisin
tiretiminden sorumlu temel gen nisA’nin ve nisin
direnclilikten sorumlu gen nisF’nin 6niinde bulunan
promotorlar uyarilmaktadir (Ra et al., 1996). Son
caligmalarda nisR ve nisK sinyal sisteminden
yoksun plazmidsiz L. lactis LMO0230 hiicrelerinde,
ortamda nisin bulunmamasi1 durumunda bile, nisA
promotorunun  galaktoz ve laktoz tarafindan
indiikklendigi  saptanmigtir ~ (Chandrapati  and
O’sullivan, 1999; Chandrapati and O’sullivan,
2002). Ayni ¢alismada laktoz ve galaktozun, nisin
operonu promotorunun iizerinde bulunan iki tekrar
seriyi (-107/-94 ve -39/-26 arasinda yer alan)
indiiksiyon bolgesi olarak kullandig1 tanimlanmustir.

L. lactis subsp. lactis Al164 susu ile yiiriitilen
calismalarda; laktoz varliginda tiretilen nisZ yapisal
geni transkriptlerinin, diger sekerlere oranla daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. Hiicre gelisimi
acisindan laktozun, sakkaroz ve glukozla ayni
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diizeyde etkinlik icermesine ragmen, laktozun daha
yiilksek miktarda nisin iretimine yol ag¢masi,
laktozun nisin {retiminde daha etkili bir karbon
kaynagt oldugunu kanitlamaktadir (Cheigh and
Pyun, 2005).

2. 2. Azot Kaynaginin Etkisi

Nisin iiretici L. lactis suslar1 gelisebilmeleri ve nisin
iiretebilmeleri icin besiyerinde bir ¢ok organik ve
inorganik besin bilesenine ihtiya¢ duymaktadir.
Organik bilesikler igerisinde azot kaynaklar
hiicrelerin ~ gelisebilmeleri  i¢in  hayati  rol
oynamaktadir. Ozellikle laktokok suslari; gelisme
ortamlarinda maya 0ziitii, proteaz pepton, kazein
pepton  gibi  karmasik azot  kaynaklarinin
bulunmasina gereksinim duyarlar. Bu nedenle ¢esitli
azot kaynaklarmm, Ozellikle peptitlerin = ve
aminoasitlerin nisin {retimi {izerine etkileri, ilgi
odagi olmustur (De Vuyst and Vandamme, 1993;
De Vuyst, 1995; Kim et al., 1997; Cheigh et al.,
2002; Lietal., 2002; Vazquez et al., 2004).

Bu yonde yapilan ilk ¢aligmada De Vuyst and
Vandamme (1993) farkli azot kaynaklarimi % 2
sakkaroz bulunan besiyerinde, % 1 oraninda
kullanmistir. Caligmada maya oOziitii, pepton, et
Oziitli, kan, balik ve soya unlarinin kullanilmasi
durumunda yiiksek nisin ve hiicre biyokiitlesine
ulasilmistir. En yiiksek nisin tiretimi % 3 pamuk
¢igiti ve % 4 soya ununun kullanilmasiyla elde
edilmistir (2500 IU/ml). Kazein hidrolizati, misir
unu ve malt Oziitii nisin liretimi i¢in uygun azot
kaynaklar1 olarak tanimlanamamustir.

Nisin yaninda diger bakteriyosinlerin iiretimi iizerine
de etkili oldugu tespit edilmis bir diger azot kaynagi
ise, maya oOziitiidir (De Vuyst 1995; Kim et al.,
1997). Maya oziitiinin M17 laktoz besiyerine % 1
oraninda ilave edilmesi durumunda, diger azot
kaynaklarina gore 2 kat daha fazla nisin iiretiminin
meydana geldigi belirlenmistir. Ayrica maya 6ziitii
oraninin % 1’den % 3’e ¢ikarilmasi durumunda,
nisin Uretiminin ilave Ozilit orani ile paralel bir
sekilde yiikseldigi, ancak bu seviyeden sonra hizla
diistiigii tespit edilmistir. Bu nedenle maya 6ziitiiniin
nisin dretimi icin tek bagina ideal azot kaynagi
olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Cheigh et al., 2002).
Maya o6ziitii, serbest aminoasitler ve kisa peptitlere
ilave olarak, hiicre gelisimi i¢in etkili faktorleri de
icerdigi i¢in, diger azot kaynaklarindan daha etkindir
(De Vuyst 1995; Cheigh et al., 2002).

Nisin iiretimine farkli 6zellikteki aminoasitlerin de
etkili oldugu belirlenmistir (De Vuyst 1995;
Vazquez et al., 2004). Oncii peptitte yer almayan
aminoasitlerin (aspartik asit, glisin, hidroksi-prolin,
lisin, felinalanin, prolin, triptofan ve tirozin) sentetik

besiyerinde % 0.1 oraninda kullanilmasi durumunda,
hiicre gelisiminin ve nisin iiretiminin degismedigi
tespit edilmistir. Hatta prolin, hidroksiprolin,
aspartik asit ve lisinin, nisin iiretimini durdurdugu
saptanmistir. Ayni ¢aligmada Oncii peptitte yer alan
aminoasitlerin (serin, treonin ve sistein) spesifik
hiicre gelismi, hiicre yogunlugu ve nisin {iretim
seviyesi tizerine etkili oldugu ve sentetik besyerinde
% 0.1 oraninda kullanilmalart durumunda nisin
iretim diizeyini % 50 artirdiklart belirlenmistir.
Ancak ayni aminoasitlerin baslangic
konsantrasyonlarmnin % 0.5’ ge¢mesi durumunda
iiretici hiicrelerin gelisimi engellenmistir (De Vuyst,
1995). Klasik yontemlerle siirekli nétralize edilen
sistemlerde yiiriitiilen nisin tiretimlerinde, sistein ve
triptofanin aktivator, prolinin ise baskilayici roliiniin
oldugu saptanmistir (Vazquez et al., 2004).

Nisin iiretiminde peptitlerin aminoasitlere nazaran
daha  etkili  oldugu, degisik ¢alismalarda
belirlenmistir (De Vuyst, 1995; Cheigh et al., 2002;
Vazquez et al., 2004). Zira laktokoklarda peptit
transport sistemleri, amino asit alimindan daha
aktiftir. Ayrica aminoasitler, peptitler i¢inde yer
aldigi zaman katabolizma etkisinden daha iyi
korunmaktadir. Son olarak peptitler, transmembran
proteinlerini uyarmak suretiyle olusturduklart tepki
aracilig ile transkripsiyonu aktive edebilmektedir.
Bu durumu destekleyen en iyi kanit nisinin
kendisinin de hiicrede indiikleyici rol almasidir.
Ayrica baska bir bakteriyosin olan sakasinin
biyosentezinde 17 aminoasitlik bir peptidin
indiikleyici rol aldigi saptanmistir (Vazquez et al.,
2004).

2. 3. inorganik Bilesiklerin Etkisi

Nisin {iretimi iizerine etkisi denenen ilk inorganik
bilesik fosfor olmustur. De Vuyst and Vandamme
(1993) calismalarinda, farkli fosfor kaynaklarinin
(KH,POs, K,HPO,, (NH,),HPO, NH,H,PO,,
NaH2PO4.2H20, NazHPO4, Na3PO4l2H20) kesikli
sistemlerde nisin iiretimi {izerindeki etkilerini
arastirmistir. Calismada L. lactis subsp. lactis NI1ZO
22186 susu kullanilmistir. Bu fosfor kaynaklari
icinde, KH,PO,’iin en etkili bilesik oldugu tespit
edilmistir. KH,PO,4’iin baslangi¢ konsantrasyonunun
% 5 diizeyinde kullanimu ile nisin aktivitesinin 3500
IU/ml gibi yiiksek bir degere ulastigi saptanmustir.
Ancak bu seviyeden sonra hem nisin miktar: hem de
biyokiitle olusumu hizla azalmistir. Yapilan bagka
bir ¢alismada ise, aynt KH,PO, konsantrasyonlarinin
L. lactis 10-1 susunda nisin Z iiretimi tizerinde etkili
olmadig belirlenmistir. Ayni ¢alismada KH,PO,’iin
aksine, 0.1-02 M CaCl, ilavesinin nisin Z
iiretiminde % 20 artisa neden oldugu saptanmustir.
Ayrica % 0.1 (v/v) Tween 80’nin kullanilmasi
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sonucu nisin aktivitesinde % 30 artis tanimlanmstir
(Matsusaki et al., 1996).

Nisin idretiminde KH,PO,’lin temel rolii ortami
tamponlamasi ve hiicre gelisim ajani olarak islev
gormesi ile agiklanmaktadir (De Vuyst and
Vandamme, 1992, Li et al., 2002, Liu et al., 2003).
Nitekim yiiksek fosfat konsantrasyonu, ATP
olusumunu tesvik ederek hiicrelerin yiliksek enerji
seviyesinde bulunmasmi saglamaktadir. Ca"*’nmn
nisin Uretimindeki etkisi ise, 6nci nisin molekiiliinii
modifiye eden enzimlerden NisP peptidazlarin
aktivasyonuna yol agmasindan kaynaklanmaktadir.
Ciinkii bu enzimler iizerinde, Ca™® iyonlarmm
baglanabilecegi bolgeler bulunmaktadir. Diger
taraftan Ca'? iyonlari tiretici suslarda lipit membran
biitiinliigiiniin ~ korunmasinda  rol  almaktadir.
Bilindigi gibi fosfolipit yapilar lantibiyotiklerin
temel hedef bolgeleridir (Matsusaki et al., 1996).
Tween 80 diretilen nisinin ortamdaki ¢eperlere
tutunmasini engelleyerek ¢oziiniirliigiinii artirmakta
ve bu yolla nisin iiretimini tegvik etmektedir (Liu et
al., 2005).

2. 4. pH’In Etkisi

Bakteriyosin liretimi i¢in optimum pH araligi, susa
ve kullanilan besiyerine gore degisim gostermekle
birlikte, genellikle 5.5-6.0 arasinda tespit edilmistir
(Matsusaki et al., 1996). Bu pH aralig1 {iretici
suslarin gelisimi i¢in gerekli seviyenin altindadir
(Cheigh et al., 2002, Liu et al., 2005). Nisin
iretiminde de diger bakteriyosinler ile benzer
sekilde, optimal pH araligt 5.5-6.8 olarak
saptanmigtir (De Vuyst and Vandamme, 1992,
Matsusaki et al., 1996, Cheigh et al., 2002, Liu et al.,
2005, Pongtharangkul and Demirci, 2006). L. lactis
I0-1 susu igin, ksiloz bulunan ortamda en verimli
nisin {retimi 6.0 pH’da gergeklesirken, glukoz
bulunan ortamda bu deger pH 5.5’te elde edilmistir
(Matsusaki et al., 1996). L. lactis A164 susunun
kullanildig1r bir diger ¢alismada ise, laktoz igeren

ortamda en yiksek nisin {retimi pH 6.0’da
gozlenmistir.

Bakteriler, ortam kosullarindaki yiiksek pH
degisimlerine kars1 canliligint koruyabilse de,

sitoplazmik pH’nin birgok metabolik yol igin
optimal olan notral degerlerden uzaklagmasi
olumsuz durum yaratmaktadir. Bu nedenle bir¢ok
asit toleransl laktik asit bakterisinde oldugu gibi; L.
lactis hiicrelerinde de i¢ pH, dis pH’daki diisiise
bagl olarak 5-15 dakika iginde ayarlanmakta ve
bdylece sabit bir pH gradienti saglanmaktadir
(Siegumfeldt et al., 2000). Ancak disik pH
seviyelerinde metabolizmaya ait bazi enzimler
inhibe edilmektedir. Ayrica hiicre gelisimi,
sekerlerin katabolizmasi sonucu olusan enerjinin

ATPaz tarafindan sitoplazmik alkalizasyon igin
kullanilmasi nedeni ile, tamamen durmaktadir (Even
et al., 2002). Nitekim Guerra and Pastrana (2003) L.
lactis subsp. lactis’te dig ortam pH’sinin 5’in altina
diismesi sonucunda, hem hiicre gelisiminin ve hem
de nisin tiretiminin durdugunu saptamistir.

Nisin iiretimi ile ortam pH’s1 arasindaki ilging bir
diger iliski; ortam pH’sinin nétral pH’ya yaklagmasi
durumunda, Ttretilmis olan nisinin, iretici susun
hiicre membranina tutunmasidir. pH’'nin 6’ya
ayarlanmasiyla nisinin; {retici susun membran
yapisinin  dogasina  bagli  olarak, katyonik
Ozelliginden dolayi, hiicre duvarma tutundugu
belirlenmistir. Ayni ortamda pH’nin 5’in altina
diisiiriilmesi durumunda da hiicre duvarina tutunan
nisinin  tekrar ortama salindigi  saptanmistir
(Yang et al., 1992).

2. 5. Nisin Miktarinin Etkisi

Nisin {iiretimi, ortamda yiiksek konsantrasyonda
nisin bulunmasi durumunda inhibe olmaktadir. Bu
durum iretici suslarda, maksimum direngliligin
saglanabildigi bir smir deger bulunmasindan
kaynaklanmaktadir (Kim et al., 1997, Qiao et al.,
1997, Kim et al., 1998). Omegin, L. lactis N8 ve
LAC48  suslarinin  direnglilik  gosterebildigi
maksimum nisin degerleri, sirastyla 1000 IU/ml ve
5000 IU/ml olarak dlgiilmiistiir (Qiao et al., 1997).

Nisin molekiilleri, sitoplazmik membran iizerinde
yer alan hiicre duvari 6nciisii lipitll ile interaksiyona
girerek membran iizerinde gozeneklerin agilmasina
ve bunun sonucunda proton motivasyon giiclin
kaybma yol ac¢maktadir. Nisin dretici suslar,
membran  biitiinliginii  koruyabilmek icin,
direnglilikten sorumlu 4 polipeptitden olusan bir
kompleks sentezlemektedir. Bu proteinler; nisin
operonu iizerinde yer alan nisl, nisF, nisE ve nisG
genlerinden sentezlenen ve sirasiyla membrana bagh
bir lipoprotein, iki integral protein (ABC
translakator iki adet) ve bir sitoplazmik proteindir
(Takala et al., 2004). Bu genlerden f{iretilen
proteinlerin  direnglilikten  sorumlu  olduklari
belirlenmesine ragmen, bagisikligin mekanizmasi
aydinlatilamamustir. Ancak yapilan oncii
calismalarda nisl lipoproteininin, nisin ile stabil
olmayan kompleks olusturdugu ve bdylece nisinin
membrana baglanmasinin engelledigi sanilmaktadir
(Saris et al., 1996). Nisl geninin fonksiyonun
engellenmesi sonucu iretici susta direngliligin %80
oraninda diistiigli ve ayrica séz konusu genlerin
ifade diizeyi ile paralel bir sekilde tretici suslarin
nisine karst olan direngliligininin  degistigi
saptanmustir (Ra et al., 1996).
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3. NisiN URETiMiNDE KULLANILAN
MODEL SISTEMLER

Endiistriyel boyutta verimli nisin {iretiminin
saglanmast amactyla yiriitillen ilk arastirmalar,
kesikli (batch) sistemlerle baglamistir (De Vuyst and
Vandamme, 1992). Bu ¢aligmalari, verimin daha da
artirilmasi1 amaciyla yari-kesikli (Hul and Gibbson,
1997; Amiali et al., 1998, Guerra and Pastiana,
2001) ve siirekli (Sonomato et al., 2000, Scannell et
al., 2000, Desjardins et al., 2001, Tolonen et al.,
2004, Pongtharangkul and Demirci, 2006) sistemler
takip etmistir. Uretim sistemleri, nisin biyosentezi
iizerine etkili olan besiyeri kompozisyonu, pH,
sicaklik ve ortamda biriken nisin miktar1 gibi
faktorler dikkate alinarak gelistirilmistir. Dolayisi ile
gelistirilen sistemler tizerinde s6z konusu faktorlerin
olumsuz etkilerini azaltacak yonde modifikasyonlar
gerceklestirilmektedir. Bu modifikasyonlar
cogunlukla {iretici sus igin stres ortami olusturacak
fermentasyon  metabolitlerinin  uzaklastirilmasi,
fermentasyon ortaminin optimizasyonunun
saglanmast ve {retici susun canliligmin ve
gelisiminin artirillmast {izerine yogunlagmaktadir
(Hul and Gibbons, 1997, Kim et al., 1997, Shimizu
et al., 1999, Bertrand et al., 2001, Yu et al., 2002,
Guerra and Pastrana, 2003, Lv et al., 2004a, Lv et
al., 2004b, Tolonen et al., 2004, Liu et al., 2005,
Pontharangkul and Demirci, 2006).

Nisin iretimi i¢in kullanilan model sistemlerde,
oncellikle laboratuvar besiyeri ortamlar1 denenmis
ve bu besiyeri ortamlarinda optimizasyonlar
saglanmigtir. Bu c¢alismalarda M17 ve MRS
besiyerleri yliksek biyokiitle olusturmalar1 nedeniyle
on plana ¢ikmistir (Cheigh et al., 2002, Liu et al.,
2005). Uretilen nisinin ortamdan geri kazaniminin
giic olmast nedeniyle, devam eden calismalarda
minimal  besiyerlerinin  olusturulmast  hedef
almmustir. Bu dogrultuda endiistriyel iiretimler igin;
peyniraltt suyu basta olmak iizere, cesitli gida
atiklari, uygun azot ve karbon kaynaklar ile takviye
edilerek kullanilmaya baslanmistir (Amiali et al.,
1998, Desjadins et al.. 2001, Guerra and Pastrana,
2001, Portharangkul and Demirci, 2006).

3. 1. Kesikli ve Yari Kesikli Sistemler

Kesikli sistemlerde nisin iiretimi ilk kez Hirsch
tarafindan 1951°de ¢alisilmistir. Bu sistemlerde nisin
tiretimi, hiicre gelisimi ile baglantili olarak
artmaktadir. De Vuyst and Vandamme (1992)
tarafindan, baslangi¢c seker konsantrasyonunun 10
g/l sakkaroz olarak alindig1 kesikli fermentasyonda;
L. lactis subsp. lactis NIZO 22186 susunun
eksponiyansel fazda (4-6. saatler arasi) 0.66 1/h
oraninda hizli bir hiicre gelisimi gosterdigi ve buna

bagli olarak nisin {iretiminin de yiikselerek 1400
IU/ml degerine ulastigi belirlenmistir. Ancak ayni
fermentasyonun 8. saatinden sonra hiicre gelisiminin
durdugu ve nisin iiretiminin de azalmaya basladig:
tespit edilmistir. Kesikli sistemler, hiicrelerin dogal
gelisim egrilerini  gosterdikleri ortamlardir. Bu
nedenle fermentasyon ortaminda tiikkenen besin
elementleri ve olusturulan metabolitler, tiretici hiicre
iizerinde oldukca etkilidir. Baslangic sakkaroz
konsantrasyonun 40 g/I'ye yikseltildigi diger
uygulamalarda biyokiitle gelisimi 2.1 g kuru
agirlik/I’den 4.1 g kuru agirlik/’ye kadar yiikselmis
ve 2371 IU/ml nisin aktivitesine ulasilmistir (Lv et
al., 2004b). Ancak karbon kaynaginin artirilmasi
bile, iiremenin durma fazinda meydana gelen nisin
tretimindeki  ddsiisii  engelleyemektedir.  pH
kontrollii  gergeklestirilen  kesikli  sistemlerde
sakkarozun karbon kaynagi olarak kullanilmasiyla
2.34 g kuru agirlik/] hiicre yogunlugu elde edilirken,
nisin aktivitesi de 1793 IU/ml olarak ol¢iilmiistiir.
Uremenin durma fazinin sonunda gériilen biiyiik
azalma ise kismen engellenmistir (De Vuyst and
Vandamme, 1992). Benzer kosullarda L. lactis
subsp. lactis ATCC 11454 susunun kullanilmasi
durumunda dretilen nisin miktar1 2658 IU/ml
olmustur (Lv et al., 2005).

Nisin tretiminde spesifik {iretimin artirilmasi ve
tiretici suslarin aktif fazinin uzatilabilmesi amaciyla
yari-kesikli ~ fermentasyon sistemleri  devreye
sokulmugtur (Kim et al., 1997, Amiali et al., 1998,
Guerra and Pastrana, 2003, Lv et al., 2004a, Lv et
al., 2004b). Bu sistemlerde; diger {iretim
teknolojileri i¢in baglangigta olmasi gerekli yiiksek
besin konsantrasyonu ve ayrica fermentasyon
boyunca olusan laktik asit miktarinin iretici sus
tizerindeki olumsuz etkisinin azaltilmasi
hedeflenmistir (Lv et al., 2004a, Lv et al., 2004b).
Bilindigi gibi karbon kaynaginin regiilasyonu hiicre
gelisimi  ve  nisin  biyosentezini  dogrudan
etkilemektedir (De Vuyst and Vandamme, 1992). Bu
yaklagimla yiiriitilen bir c¢alismada besleme
solusyonu, 300 g/l ve 135 g/l sakkaroz ve NaOH
ilavesi ile hazirlanmigtir. Fermentasyon siiresince
son sakkaroz konsantrasyonu 40 g/l olacak sekilde
bu solusyondan besleme yapilmistir. Caligmada en
yiiksek biyokiitle orant 4.2 g kuru agirlik/l olarak
elde edilirken, 5010 IU/ml gibi oldukg¢a yiiksek nisin
aktivitesine ulasilmistir. Fakat kesikli sistemlerde
gorilen maksimum pikten sonraki diigiis, bu
sistemde de meydana gelmistir (Lv et al., 2004a).
Nisin iiretim miktarinda meydana gelen diismenin
temel kaynagi, noétralizasyondan dolayr olusan
laktatin ve ortamda biriken nisinin {iretici hiicre
iizerinde olusturdugu olumsuz etkidir (Hul and
Gibbons, 1997, Shimizu et al., 1999, Tolonen et al.,
2004). % 1 glukoz igeren minimal besiyeri
ortaminda, L. lactis subsp. lactis ATCC 11454 susu

Miihendislik Bilimleri Dergisi 2007 13 (1) 57-67

62

Journal of Engineering Sciences 2007 13 (1) 57-67




Endiistriyel Nisin Uretiminde Etkili Faktorler ve Model Sistemler, O. Simgek, A. H. Con, M. Ak¢elik

kullanilarak yiiriitilen yari-kesikli nisin iiretim
sisteminde; NaOH yerine, 6 M NH,OH kullanilmasi
sonucu nisin liretim miktar1 1080 IU/ml’den 1260
IU/ml’ye yiikselmistir (Hul and Gibbons, 1997).
Fermentasyon esnasinda {iretici sus tarafindan
olusturulan laktik asitin {iretici hiicreler iizerindeki
inhibisyon roliiniin minimizasyonuna ydnelik olarak
tasarlanan bir ¢aligmada ise, kefirden izole edilen
Kluyveromyces marxianus mayasmimn kullanimi
onerilmigtir. Uygulama neticesinde saf kiiltiiriin
kullanildig1 kontrol grubunda 2320 IU/ml nisin
aktivitesi elde edilirken, mayanin kullanildig kesikli
fermentasyon sisteminde 3920 IU/ml nisin
aktivitesine ulagilmistir (Stimizu et al., 1999).

Kesikli ve yar1 kesikli fermantasyon sistemlerinde
ortamda olusan olumsuz faktorlerin (laktat ve nisin)
etkilerinin azaltilmasi amaci ile yararlanilan bir diger
strateji ylizey aktif ajanlarin kullanimidir. Yu et al.,
(2002)  sakkarozun  karbon kaynagi olarak
kullanildig1 fermentasyon ortamina, Amberlite IRA-
67 yiizey aktif bilesiginin ilave edilmesiyle nisin
iiretim miktarmin normal alkali notralizasyonla
yapilan kontrol grubuna gore 2 kat arttigi
saptanmistir. Ayni sekilde sakkaroz yerine galaktoz
ve glukozun kullanimu ile, sirasiyla 1.5 ve 0.3 kat
artiglar saglanmistir. Nisinin, Amberlite XAD-4
kullanilarak uzaklastirilmasi esasina dayali olarak
tasarlanan yari-kesikli fermentasyon sisteminde;
kullanilan L. lactis N8 ve LAC48 hiicrelerinin,
durma fazinda da nisin iiretimine devam ettigi tespit
edilmistir. Bu nedenle Amberlite XAD-4’{in, nisinin
ylizeyde tutulmasi i¢in uygun bir materyal oldugu
ileri stiriilmigtiir (Tolonen et al., 2004). Nisinin
iiretici organizma iizerindeki etkisinin azaltilmasini
hedefleyen bir baska caligmada; ortamda biriken
nisin, bir ¢oziicii (fenil-metil silika yagi) araciligi ile
ekstrakte edilmistir. Calismada ¢Oziiciiniin iiretici
hiicre iizerine inhibisyon etkisinin olmadigi, hatta
hiicre gelisimini % 21 oraninda artirdi1
belirlenmistir. Ayrica ¢6ziiciniin nisini alarak st
faza ayrilmasi, nisinin iiretici hiicrelere kars: etkisini
azaltmig, dolayisiyla nisin {iretiminde % 24 artis
kaydedilmistir (Kim, 1997).

3. 2. Sirekli Sistemler

Biyokiitle miktarinin artisi ile birlikte hacimsel nisin
iiretim miktarinin da yiikselmesi, endiistriyel nisin
iiretiminde immobilize hiicre teknolojisi (IHT)
kullanilarak ~ {iretim  siirekliliginin ~ uzatilmasi
disiincesini dogurmustur. Bu amagcla nisin iretici
suslar kademeli bir sekilde c¢ogaltilarak, c¢esitli
destek materyallerine immobilize edilmis ve degisik
ozellikte biyokatalistler olusturulmustur (Wan et al.,
1995, Scannell et al., 2000, Sonomoto et al., 2000,
Desjardins et al., 2001, Bertrand et al., 2001).

Immobilizasyon teknigi kullanilarak nisin iiretiminin
yapildigi ilk c¢alismada, destek materyali olarak
dogal kalsiyum alginat kullanilmistir. Ancak ¢alisma
sonucunda, amaglanan yiiksek nisin iiretimine ve
uzun siireli Giretim stabilitesine ulagilamamigtir (Wan
et al.,, 1995). Devam eden c¢aligmalarda; hiicre
immobilizasyonunun etkin olarak yapilabilecegi,
besin akismin hizli oldugu ve yiiksek stabiliteye
sahip destek materyallerinin kullanildig1 sistemlerin
gelistirilmesi tizerinde durulmustur. Sonomoto et al.,
(2000) nisin Z fiireticisi olan L. lacts 10-1 susunu
kalsiyum alginat, K-karegenan, agar ve agaroz,
iiretan prepolimer, foto-capraz baglanabilir resin
prepolimeri gibi materyallere tutuklayarak, kitosan
veya foto c¢apraz bagli resin jel tanelerine
tutundurarak, hiicrelerdeki nisin {iretim diizeylerini
ve soz konusu materyallerin kullanabilirliklerini
aragtirmistir. Tim tutuklanmis materyallerde besin
elementlerinin difiizyonunun kisitlanmasi nedeniyle
disik gelisme hizi ve nisin {iretimi saptanmistir.
Ayrica foto-gapraz bagli resin materyallerinde
tutuklama islemi esnasinda kullanilan kisa dalga
boyuna sahip ultraviyole 1s181in hiicrelerin gelisimi
iizerindeki inhibisyon etkisinden dolayi, oldukga
diisiik tireme orani belirlenmistir. Ayn1 caligmada,
hiicrelerin tutunduruldugu kitopearl SH251 ve foto-
nisin ¢apraz bagl resin polimerlerde, serbest hiicreli
kontrole gore 1.7 kat daha fazla nisin {iretimi elde
edilmistir. Fakat kalsiyum alginatin kullanildig1 ve
L. lactis DPC496 hiicresinin immobilize edildigi
farkli bir arastirmada, yukarida bahsedilen iki
aragtirmanin  sonuglarmin tersi bir sonu¢ rapor
edilmistir (Scannell et al., 2000). Bu c¢alismada 0.3
I/h diliisyon hizinda (D), MRS broth kullanilarak,
5120 AU/ml nisin aktivitesi elde edilirken;
Sonomoto et al. (2000) ¢alismasinda ayni materyali
kullanarak 1700 AU/ml degerine ulasabilmistir.
Kullanilan bir diger immobilizasyon materyali ise
K-karegenan/baklagil gami’dir. Arastiricilar  bu
materyale L. lactis UL719 susunu immobilize
ettikten sonra fermentdr hacmine gore 3.5 hacim/dk
havalandirma ve 0.15 h™ diliisyon oram kullanarak
2048 IU/ml nisin elde etmistir (Desjardins et al.,
2001).

Immobilize hiicre tekniginin (IHT) nisin {iretiminde
uygulanmasi;  hiicrelerin ~ immobilize  edildigi
materyalin kolon seklinde bir kaba doldurulmasi ve
burada stabilizasyonun saglanmasi amaciyla 0.3 M
KCI ve 0.03 M CaCl g¢ozeltilerin kullanilmasi
suretiyle yapilmaktadir. Sistemde pH nin ayarlandig:
ve taze hazirlanan besiyerinin bulundugu ayri bir
karistirict hazne bulunmaktadir. Bir pompa araciligi
ile karistirict bélmede pH’s1 6’ya ayarlanan besin
ortami, hiicrelerin  bulundugu immobilizasyon
materyalinden gegirilmekte ve iretilen nisinin
bulundugu ortam tekrar karistirict  boliimde
toplanmaktadir  (Sonomoto et al, 2000,
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Scannell et al., 2000, Liu et al., 2005). Immobilize
sistemde olusan metabolitler, belli bir seviyeden
sonra iiretici hiicre lizerine zararl etki yapmaktadir.
Bu etkinin giderilmesi amaciyla Bertrand et al.,
(2001) pH kontrollii besiyeri degisimini onermistir.
K-karegenan/baklagil ~ gamma 10" CFU/ml
diizeyinde immobilize edilen L. lactis subsp. lactis
biovar. diacetylactis hiicreleri, bir saatlik zaman
araliklariyla yeni besi ortamma almarak siireklilik
saglanmistir.  Yapilan calismada 1  saatlik
degismelerde 8200 IU/ml toplam, 5730 IU/mlh
hacimsel nisin aktivitesine ulasilmistir.

Nisin {iretiminde gelistirilmis model sistemler
kiyaslandiginda; Dbirbirlerine karsi dstiinliikleri
kadar, smirlayict dezavantajlart da igerdikleri
goriilmektedir. Serbest hiicrenin kullanildigi kesikli
ve yart kesikli sistemlerde, nisin {iretimi i¢in gerekli
olan lag faz1 daha kisadir. Ayrica hacimsel agidan
yiiksek miktarda nisin iiretimi olmamasina ragmen,
spesifik dretim olduk¢a yiiksektir. Bu durum ise,
hiicrelerin besin elementleri ile dogrudan temasta

olmasiyla agiklanmaktadir (Amiali et al., 1998,
Tolonen et al., 2004). Immobilize sistemlerin en
biiyiik avantaji, yiiksek oranda hiicrenin reaksiyona
sokulmasidir. Ayrica immobilize hiicrelerin {iretim
stirecini kolaylagtirmast ve kontaminasyon riskini
azaltmast diger Onemli hususlardir. Fakat besin
elementlerin jelde difiizyonunun ve iiretilen nisinin
jel disina gecisinin  smirlt olmasi, immobilize
hiicrelerin ~ serbest  hiicrelerden  daha  yavas
gelismesine neden olmaktadir (Wan et al., 1995,
Scannell et al.,, 2000, Sonomoto et al., 2000,
Desjardins et al., 2001, Bertrand et al., 2001).
Bugiine kadar yapilan c¢alismalarda kullanilan
sistemlerde alinan nisin iiretim oranlar1 Tablo 1’de
verilmistir. Buna gdére immobilize hiicre teknolojisi
kullanilmast ve hiicrelerin saatte bir yeni ortama
alinmast durumunda en yiiksek hacimsel nisin
tretimi  saglamistir. Bu sonuglar, fermentasyon
ortaminin stirekli degistirilmesinin; diisiik pH, laktat
ve nisinin hiicreler iizerindeki inhibisyon etkilerini
ortadan kaldirdigini agik¢a gostermektedir.

Tablo 1. Farkli Model Sistemlerde Nisin Uretim Miktarlarinin Karsilastirilmas.

Fermentasyon Kiiltiir® Canlilik Hacimsel Uretim | Hiicresel Uretin; Kaynaklar
Tipi (CFU/ml) (IU/ml h)® (IU/ml h hiicre)

RCB (I-h iK 1.00 x 10" 5720 57.2x 107 Bertrand et al., 2001
cycles)
Kesikli SK 2.80 x 107 529 18.9x 10° Amiali et al., 1998.
Kesikli SK 6.70 x 10 854 127x 107 Amiali et al., 1998.
Siirekli SK 2.75x 10° 460 167 x 107 Desjardins et al., 2001.
Siirekli IK 1.07 x 10" 1760 16.4x 107 Desjardins et al., 2001.
Siirekli® IK 1.37 x 101 216 15.8x 107 Sonomoto et al., 2000.
Yari-Kesikli SK 1.20x 10° 84 613x 107 Hull and Gibbons, 1997.
Yari-Kesikli SK 2.07 x 10° 626 302 x 107 Lv etal., 2004a ;
Kesikli ® SK | 3.69x10° 400-450 122x10” E:r;fgzzzngilﬁgﬁ?‘gg’;994’

a: Kuru hiicre agirhgi verileri Canlihk (CFU/ml) = KHA= 2.02x10° CFU + 0.012 denklemi kullamlarak CFU/ml’ye déniistiiriilmiistiir
(Shimizu et al., 1999); b : SK: Serbest-hiicre kiiltiirii; IK: immobilize hiicre kiiltiirii; ¢ : Toplam fermentasyon siiresi sonundaki ortalama;
d : Hiicresel iiretim (IU/ml h hiicre) = Hacimsel tiretim (IU/ml h)/Canlilik (CFU/ml).

3. 3. Nisin Uretimi igin Gelistirilmis Susglar

Nisin  diretim  seviyesi ve miktarl; besin
kompozisyonu, pH, sicaklik gibi faktorlere bagl
oldugu kadar, firetici hiicrenin dogas1 ile de
iligkilidir. Nitekim farkl tiretici suslarda, farkli sinir
iiretim oranlar tespit edilmistir (Kim et al., 1997,
Qiao et al., 1997, Kim et al., 1998). Bu nedenle
yiiksek nisin liretme yetenegine sahip sus taramalari
uzun siireden beri uygulanmakta ve glinimiizde de

devam etmektedir (Beasley and Saris, 2004;
Akgelik et al.,, 2006). Cevresel faktorlerin
optimizasyonu ve c¢esitli model sistemlerin

gelistirilmesi suretiyle artirilmaya c¢alisilan nisin
tiretimi, ayni zamanda molekiiler boyutta yapilan
calismalarla da desteklenmektedir. Nisin
biyosentezinden sorumlu genlerin belirlenmesi ve

genetik davranislarinin aydinlatilmasi, bu yondeki
calismalara hiz kazandirmistir.

Endiistriyel nisin {iretmine yonelik sus gelistirme
calismalari, molekiiler diizeyde ilk kez konjugasyon
uygulamalar1 ile yiiriitilmiistir. Konjugasyon
caligmalarinda alict ve verici suslar karsilastirilmig
ve nisin lretim yetenegi kazanmis transkonjugatlar
elde edilmistir. Ancak bugiine kadar yapilan
calismalarda, transkonjugantlar igin verici susta elde
edilen nisin iretim diizeyi gecilememistir. Ayrica
transkonjugatlarda nisin fenotipinin stabil olmadig
da tespit edilmistir. Nisin {iretiminde kullanilan
hiicrelerin, dogal nisin direnglilik genlerinin (nisl,
nisF, nisE ve nisG) yiiksek diizeyde ifadesinin
saglanmasi, bu bakteriyosinin iiretimi {izerine
olumlu etki yapmaktadir.
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Ciinkii, daha once de soz edildigi gibi, iiretici
hiicrelerin direnglilik gosterebildigi bir sinir nisin
degeri bulunmaktadir. Nitekim nisI genlerinin vektor
bir plazmid aracihigr ile iretici dogal susa
aktarilmasi ve bu genlerin ifadesinin saglanmasi
sonucunda, nisin iiretim miktarinda % 20’lik bir
arisin =~ s6z  konusu  oldugu  belirlenmistir
(Kim et al., 1998).

Direnglilikten sorumlu nisI geninin kullanilmasi,
operonda yer alan fonksiyonel genlerle yapilan
calismalara 151k tutmustur. L. lactis subsp. lactis 164
susunda nisin Z tretimi, nisZ, nisR, nisK ve nisF,
nisE, nisG genlerin ¢oklu kopyalari klonlanarak
artirilmaya caligilmistir. NisZ geninin klonlandig:
hiicrelerde gelisim sorunlari meydana gelmis ve bu
durum nisin Z 6n peptidinin ana sus {izerinde toksik
etki icerdigi seklinde yorumlanmistir. Buna karsin
kontrol susta 16.000AU/ml olan nisin aktivitesi;
nisR ve nisK ve nisF, nisE, nisG genlerinin
klonmastyla 25.000AU/ml degerine ulagmustir.
Ayrica Northern blot analizlerinin sonucu nisR, nisK
genlerinin yiiksek diizeyde ifadelerinin saglanmasi
durumunda, nisZ geninin transkripsiyonunun da
tesvik edildigi belirlenmistir (Cheigh and Pyun,
2005).

L. lactis suslarinda nisin iiretimi ve hiicre gelisimi
lizerine diisiik pH’nin olumsuz etkisi, olduk¢a iyi
bilinen bir konudur. Bu inhibisyon etkisinin
engellenmesi ve dolayisiyla nisin  {iretiminin
gelistirilmesi  amaciyla;  hiicrede  karbonhidrat
metabolik yolu, laktik asit yerine, hiicre igin
inhibisyon etkisi olmayan etanol ya da alanine
doniistiirilmiistiir. Bu  doniistimler; etanol igin
Zymomonas  mobilis  hiicrelerinden  piirivat
dekarboksilaz (PDC) ve alkol dehidrogenaz (ADH),
alanin i¢in alanin dehidrogenaz (AlaDH) genlerinin
L. lactis hiicrelerinde yliksek diizeyde ifade edilmesi
sonucu basarilmistir. Metabolik yolun alanine
doniistiiriildiigii hiicrelerde 1.7 kat daha fazla nisin
iretimi tespit edilmistir (Wardani et al., 2006).
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