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Fermantasyon gidalar1 bozulma etmeni ve hastalik yapicit mikroorganizmalara karsi
korumak i¢in kullanilan en eski geleneksel yontemdir. Termal uygulamalar, pH ve su
aktivitesinin disiiriilmesi ve koruyucu katki maddelerinin ilavesi yaygin kullanilan diger
gida muhafaza teknikleridir. Koruyucu katki maddesi olarak ¢ok sayida antibiyotik ve
kimyasal ajan gelistirilmis olmasina ragmen, bakterilerin kullanilan antibiyotiklere kars1
hizla direng kazanmalari, kimyasal koruyucularin insan sagligini tehdit edici boyutlarinin
bulunmas: ile ¢esitli alerjik reaksiyonlara neden olmalari kullanimlarini smirlayan
faktorlerdir. Son yillarda tiiketicilerde gelisen mikrobiyolojik agidan giivenli ve minimum
islem gérmiis gidalara karsi olusan talep dogrultusunda toksik veya herhangi bir olumsuz
etkisi bulunmayan, Laktik Asit Bakterileri gibi insan tiiketimi i¢in giivenli bakteriler
tarafindan iretilen bakteriyosinler {izerine yapilan ¢aligmalar yogunluk kazanmustir. Yeni
nesil antimikrobiyel ajan olarak kabul edilen bakteriyosinlerin koruyucu olarak
kullanilmasmin gidalarin raf émriiniin uzatilmasi, kimyasal koruyucularin kullaniminin
ve bozulma etmeni mikroorganizmalarin neden oldugu ekonomik kayiplarin azaltilmasi
gibi 6nemli etkileri bulunmaktadir. FDA tarafindan GRAS (Genel Olarak Giivenli) olarak
tanimlanan ve E234 koduyla ‘Nisin-koruyucu’ veya ‘dogal koruyucu’ olarak gida katki
maddeleri listesinde yer alan Nisin, ilk olarak 1988 yilinda ABD’de antibiyotiklerin
gidalarda kullammminin yasaklanmasiyla dogal koruyucu olarak kullanilmistir. Nisinin
giiniimiizde 50°den fazla iilkede siit ve iriinlerinden konserve gidalara kadar pek ¢ok
gidanin korunmasinda basarili uygulamalarit bulunmaktadir.
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Fermentation is the oldest traditional method in order to protect against spoilage and
pathogenic microorganisms. Thermal treatment, pH and water activity lowering and
preservative addition other food preservation techniques that are commonly used.
Although, as preservatives, many improved antibiotic and chemical agents have been
gained, there are some other factors such as rapid resistance to antibiotics used in
bacteria, in order to limit their use in food, to be found dimensions of threatening human
health of the chemical protection and to cause allergic reactions. Recently, studies on
bacteriocins that are produced by the safe bacteria, such as lactic acid bacteria, contain no
toxic and adverse effects for human consumption have gained sudden intensity in
accordance with the request against consumers in developing microbiologically safe and
minimal processed food. There are some important effects using of bacteriocins accepted
the new generation of antimicrobial agents as food preservatives such as extension of
shelf life, reducing of the use of chemical preservatives and the economic loss caused
degradation by microorganisms. Nisin, defined as GRAS (Generally Recognized as Safe)
by FDA and named the E234 code 'Nisin-protective' or 'natural protective' located in the
food additives list, first used in 1988 as a natural preservative by prohibiting of antibiotics
using in food in the US. Nowadays in more than 50 countries, there have been more
successful implementation of the nisin protected up the food from milk and dairy
products to canned foods many food products
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Giris

Fermente gidalarin tarihgesi antik caglarda, siitiin
saklanmasi sirasinda eksimeye bagli lezzet degisimlerinin
kesfiyle baslamigtir. Cig materyallerin Laktik Asit
Bakterileri (LAB) ile fermente edilerek yeni gidalarin
iretilmesi ve cesitli gidalarin bu yontemle korunmasi,
kurutmadan sonra bilinen en eski gida muhafaza yontemi
olarak kabul edilmektedir. Gidalarin bozulmadan uzun
stire muhafazasi yaninda, gidaya yeni duyusal 6zellikler
de kazandiran bu sanatin ilk Hindistan kitasinda ortaya
¢iktigina dair bulgular bulunmaktadir. 8000 y1l dnce bitki
ve hayvanlarin 1slah edilmesine paralel olarak Irak’ta
bereketli Tigris ve Euphrates nehirleri arasindaki bolgede
peynir yapma prosesinin gelistirilmesi, M.O 20004000
yillarinda Misirlilarin garap ve ekmek yapiminda mayalari
kullanmalari, M.O. 1750 yilinda Siimerlerin arpay1
fermente ederek bira yapmasi ve M.S. 1500’li yillarda
sauerkraut ve yogurt yapiminin kesfi fermantasyon
sirecinin gelisimindeki 6nemli mihenk taglaridir. Antik
¢aglardan itibaren gidalarin ve igeceklerin korunmasinda
bir metot olarak kullanilan fermantasyonun koruyucu
etkisinin belirli mikroorganizmalar tarafindan ileri geldigi
goriisii ise, 19. yiizyil sonlarinda kabul gormiistiir (Ross
ve ark., 2002). Bir proses olarak fermantasyonda farkli
mikroorganizmalarin (bira ve sarap {iretiminde mayalarin;
fermente siit, sebze ve et liretiminde ise LAB’1n) faaliyeti
ile ¢ig materyalde bulunan karbonhidratlarin énemli bir
boliimii organik asitlere doniistiiriilmektedir. Sonucta
gidada hem eksitici etki olugsmakta hem de ortam pH’sinin
diistiriilmesiyle koruyucu etkinin ortaya ¢ikmasi soz
konusu olmaktadir. Siit bu bakteriler ile yogurt, peynir,
tereyagt ve kefir gibi triinlere islenmekte, yaygin olarak
tilketilen fermente et iriinleri ve farkli sebzelerden
retilen tursular ise yine laktik asit fermantasyonuyla

hazirlanmakta ve muhafaza edilmektedir. Gidalar
bozulma etmeni ve hastalik yapici etki gosteren
mikroorganizmalara karsi korumak icin, geleneksel

yontemlerin yaninda ¢esitli muhafaza metotlart da yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu teknikler; termal uygulamalar
(pastorizasyon, sterilizasyon), pH ve su aktivitesinin
diistiriilmesi (asitlendirme ve dehidrasyon) ile koruyucu
katki maddelerinin ilavesidir. Katki maddesi olarak
kullanilan antimikrobiyel koruyucular antibiyotikler,
sorbik asit ve sorbatlar, benzoik asit ve benzoatlar, kisa
zincirli organik asitler (asetik asit, laktik asit, propiyonik
asit), parabenler, siilfit ve nitrit olarak siralanabilir.
Gidalarin = mikrobiyolojik  stabilitesinin ~ saglanmasi
amaciyla ¢ok sayida antibiyotik ve kimyasal ajan
gelistirilmis olmasina ragmen, bakterilerin kullanilan
antibiyotiklere karsi hizla direng kazanmalari, kimyasal
koruyucularin insan saghgmi tehdit edici boyutlarinin
bulunmasi ve gesitli alerjik reaksiyonlara neden olmalar1
gibi  faktorler bunlarin  gidalarda  kullanimlarini
sinirlamaktadir. Yukarida séz edilen bu metotlar gida
muhafazasinda basar1 saglasa da, tiiketicilerde kimyasal
koruyucularin kullanilmadigi, dogal veya minimal islem
gormils gidalara karsi olan egilim giinimiizde giderek
artmaktadir. Son yillarda gida fermantasyonlarinda
yararlanilan bakteri kiiltlirleri ile bunlarin iirettikleri
antimikrobiyel metabolitlerin gida muhafazasinda patojen
ve bozulma etmeni bakterilere karsi dogal bir bariyer
olarak kullanilmasi yogun talep géren bir uygulamadir
(Zacharof ve Lavitt, 2012).

LAB’1n Antimikrobiyel Etki Mekanizmalari

LAB Gram pozitif, katalaz negatif, sporsuz,
hareketsiz, cubuk veya kok morfolojisine sahip patojen
olmayan bakteriler olup; Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus ve Streptococcus
cinsleri gida endiistrisinde en yaygin kullanilan tiirleri
icermektedir. LAB’1n sahip oldugu proteolitik ve lipolitik
enzimler araciligiyla ortamda bulunan laktoz gibi
karbonhidratlarin, proteinlerin ve lipitlerin parcalamasi
sonucu olusan laktik asit gibi organik asitler ile aroma
maddeleri; iriiniin yapi, tekstiir ve aromasina katkida
bulunurken, ortamin pH’sin1 da diisiirmektedir. Bununla
beraber LAB hidrojen peroksit (H,O,) ve bakteriyosin
gibi antimikrobiyel aktivite gosteren metabolitleri de
iretmektedirler. Cesitli fermente gidalarda dogal olarak
bulunan veya baglangi¢ kiiltiir olarak kullanilan birgok
LAB’in, bozulma etmeni mikroorganizmalar ile gida
kaynakli patojenlere karsi gosterdikleri antimikrobiyel
etki farkli mekanizmalarla agiklanabilmektedir (Con ve
Gokalp, 2000; Perin ve ark., 2015):

e LAB’m karbonhidrat kaynaklarini fermente
etmeleri sonucu olusan laktik ve asetik asit gibi
organik asitlere karsi, gidalarda bulunan bir¢ok
mikroorganizma duyarlidir ve diisen pH’y1 tolere
edememektedirler. Diigiik pH degerlerinde bakteri
hiicresine girisi artan disosiye olamamig laktik
asit molekiilii, hiicre icinde disosiye olarak
zarlardaki proton motive giicli bozar. Bdylece
bakterinin membrana bagli transport islemine
miidahale edilmis olur. Laktik asit, pH 5’de
endospor olusturan bakterilere karst mitkemmel
bir inhibitér olmakla birlikte, aynt pH’da maya ve
kiiflere karsi etkisiz kalmaktadir. Laktik asit
dogada ¢ok yaygin olarak bulunan bir organik asit
olup, asetik asit ile birlikte gida koruyucusu
olarak da kullanilmaktadir.

e Katalaz negatif ozellik gosteren LAB, aerobik
gelisim sirasinda H,O, ve hidroksil radikali (OH")
gibi sitotoksik oksijen tiirevleri meydana getirmek
suretiyle,  mikrobiyel  enzimlerin  stlfidril
gruplarin1  etkilemektedirler. Olusan  disiilfit
kopriileri veya sitotoksik oksijen tiirevlerinin
mikrobiyel DNA iizerindeki olas1 mutajenik
etkisi, bozulma etmeni olan gida kaynakli
patojenler {izerinde etkili olmaktadir.

e Bazi LAB’lar tarafindan iiretilen diasetil, alkol ve
CO; gibi metabolitler de bazi mikroorganizmalar
tizerinde inhibitor etki gdstermektedir.

e Bazi Gram negatif ve Gram pozitif LAB’lar
gelisimleri sirasinda antimikrobiyel aktiviteye
sahip protein yapisinda ‘Bakteriyosin® veya
‘Bakteriyosin ~ Benzeri =~ Metabolit’  olarak
adlandirilan  ve oOzellikle de yakin akraba
bakteriler {izerinde inhibitér etkiye sahip
bilesikler tiretmektedir. LAB bakteriyosinlerinin
etki ~mekanizmalari, bakteriyosinin  hedef
mikroorganizmanin  hiicre  duvarindaki  &zel
reseptorler araciligryla absorblanmasi ve hiicre
duvarinda  hasarlar meydana  getirmesiyle
aciklanmaktadir.
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Tim bu mekanizmalar ayri ayri1 inhibitér etkide
bulunabilmesine ragmen, LAB’1n diger
mikroorganizmalara karsi antigonistik etkisi bunlarin
yalnizca birine bagli olmayip, ¢ogunlukla bunlarin
kombinasyonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Bakteriyosinler

Gida giivenligi uluslararast 6neme sahip bir sorundur.
Omegin; Campylobacter jejuni, Clostridium botulinum,
Clostridium perfiringens, Escherichia coli 0157:H7,
Listeria monocytogenes, Salmonella ssp., Staphylococcus
aureus ve Toxoplasma gandii gibi mikroorganizmalar
yaygin olarak gida kaynakli enfeksiyonlara veya
zehirlenmelere neden olmaktadir (Zacharof ve Lavitt,
2012). Gidalarda bulunan patojen mikroorganizmalar ile
bozulma etmeni olanlarin gelisimini 6nlemek amaciyla,
kimyasal koruyucularin  kullanilmadigi, dogal ve
minimum islem goérmils gidalara giderek artan talep
dogrultusunda, gida muhafazasinda bakterilerden elde
edilen antimikrobiyel bilesiklerin kullanilmasi {izerine
yapilan g¢alismalar yogunlastirilmistir (A.A. de Oliveira
Junior ve ark., 2015).

Pek ¢ok mikroorganizma tiirii mikrobiyel florada
ekolojik nishlerini korumak veya varoluslarini devam
ettirebilmek i¢in yarismact mikroorganizmaya karst
savunma  sistemleri  gelistirirler. ~ Antimikrobiyel
peptitlerin sentezi ise bu savunma sisteminin ilk ve en
onemli asamasini olusturur. Okaryotik ve prokaryotik pek
¢ok tir, dogal bagisiklik sisteminin iyesi olan bu
antimikrobiyel peptitleri sentezleme yetenegindedir.
Ancak Okaryotik antimikrobiyel peptitlerin  gesitli
diizeylerde  sitotoksik  olmalarindan  dolay1 gida
uygulamalarinda kullanimlart s6z konusu degildir.
Bakteriyosinler ise, Gram pozitif bakterilerden Gram
negatif bakterilere kadar pek ¢ok tiir tarafindan bakteriyel
gelisimin ilk fazinda ribozomal olarak sentezlenmekte ve
yakin akraba tlirler iizerinde etki gostermektedir.
Yiizyillardir tiiketilen siit, fermente siit Girlinleri, fermente
et ve sebzelerin dogal mikrobiyel florasini olusturan pek
cok LAB tiirii, ayn1 zamanda bakteriyosin iireticisidir. {1k
tammlanan bakteriyosin E. coli’de karakterize edilen
kolisin’dir. Nisin ise 1928’de starter kiiltiirlerin
inhibisyonuyla peynir iiretiminde karsilasilan sorunlarin
aragtirllmasi sirasinda  kesfedilmistir  (Rogers, 1928;
Rogers ve Whittier, 1928; Zhang ve Zhong, 2015).
Mattick ve Hirsch (1944) tarafindan karakterize edilen ve
N grubu Streptococcus serotipleri tarafindan iretilen bu
antimikrobiyel bilesik, NISIN (Group N Inhibitory
Substance) olarak adlandirilmistir. Giiniimiizde nisinin 40
farkli Lactococcus lactis susu tarafindan firetilen 35
varyantt belirlenmigtir. Nisin {izerinde yapilan ilk
caligmalar daha ¢ok terOpatik 6zellikleri nedeniyle klinik
ve veterinerlikte kullanim potansiyelleri {izerinde
baglamig, ancak viicut sivilarinda disiik ¢ozliniirliigi,
fizyolojik  pH’lardaki  kararsizligi ve dar  bir
antimikrobiyel spektruma sahip olmalar1 nedeniyle son
donemde daha c¢ok gidalardaki kullanimlar1 {izerine
yogunlagmustir (Meira ve ark., 2015).

Nisinin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

Bugiine kadar farkli nisin varyantlar1 (nisin A, nisin Z,

nisin Q, nisin U ve nisin F) tanimlanmis olup aralarindaki
temel fark, primer yapidaki bazi pozisyonlarda goriilen
aminoasit degigimleridir (Gharsallaoui ve ark. 2015).
Nisin Z, nisin A’dan farkli olarak 27. pozisyonda histidin
yerine asparajin aminoasitini igermektedir. Nisin A ve Z
varyantinin antimikrobiyel spektrumu benzerdir ve ticari
preperatlarda kullanilmaktadir (de Vuyst ve Vandamme,
1994; Meira ve ark., 2015; Zhang ve Zhong, 2015). Gross
ve Morell (1971) tarafindan kimyasal yapisi agiklanan
nisin A polipeptidinin molekiiler agirligi 3510 Dalton
olup, yapisinda lantiyonin, metillantiyonin (Met-Lan), 2-
3-dehidroksialanin (Dha) ve 2-3-dehidroksibutirin (Dhb)
gibi dogada ender rastlanan aminoasitleri
bulundurmaktadir. Gram pozitif bakteriler tarafindan
iretilen genis bir grup bakteriyosinin gosterdigi ortak
Ozellik olan lantiyonin kopriilerini icermesinden dolayi,
nisin lantibiyotikler sinifina dahil edilmistir.

Sulu ortamda amfipatik yapida iki farkli bolge igeren
Nisin molekiiliiniin stabilitesi, ¢ozliniirligii ve biyolojik
aktivitesi, pH degerinin artisiyla birlikte azalmaktadir.
Ozellikle alkali ortamlarda ¢dziiniirliigii tamamen
diismektedir. Ornegin ticari kullanimi bulunan saf nisin
A’nin ¢ozlinlirligi pH 2,2°de 56 mg/mL, pH 5,0’de 3
mg/mL ve pH 11,0’de ise 1 mg/mL’dir. Bununla beraber
nisin gida iriinlerinde 0,25 mg/mL’den az kullanildig:
icin  ¢ozlnlrliigh sorun olusturmamaktadir. Alkali
ortamlarda, molekiil i¢i veya molekiiller arasi olusan
kimyasal modifikasyonlar nedeniyle nisin molekiiliinde
geri doniislimsiiz inaktivasyon meydana gelmektedir. pH
2’de nisin aktivitesinde herhangi bir kayip olmadan
sterilizasyon islemi uygulanabilir, ancak nétral ve
tizerindeki pH’larda 6nemli kayiplar gozlemlenmektedir.
Bununla beraber pastdrizasyon normlarinda kayiplar daha
azdir ve gida igindeki ¢ogu komponent nisin molekiiliinii
korur. Ayrica nisin molekiilii a-kimotripsin ve proteinaz
K uygulamasina kars1 da duyarlilik gosterir (de Vuyst ve
Vandamme, 1994; Zhang ve Zhong, 2015).

Nisinin  Antimikrobiyel Etki
Mekanizmasi

Spektrumu  ve

Nisin, Gram pozitif bakteriler ile gida bozulma etmeni
birgok tiire karsi genis bir aktivite spektrumuna sahiptir
(Tablo 1). Bununla beraber bozulma etmeni bakterilerin
nisin duyarliligi cins, tiir hatta ayni tiiriin suslar1 arasinda
da ¢esitlilik gostermektedir (Delves-Broughton and
Weber, 2011). Nisine duyarli Gram pozitif bakteriler
arasinda, mezofilik ve endospor olusturan Bacillus,
Alicyclobacillus, Clostridium, Desulfomaculum  ve
termofilik  endospor  olusturan  Geobacillus  ve
Thermoanaerobacterium cinsleri yer almaktadir. Vejetatif
formlar ve sporlar nisine duyarli olup, spor gelisimini
inhibe etmek icin gerekli nisin miktar1 genellikle vejetatif
hiicreleri inhibe etmek icin gereken miktardan daha azdir.
Nisin ayrica pek ¢cok LAB iizerinde de antimikrobiyel
aktiviteye sahiptir (Meira ve ark., 2015).

Antimikrobiyel peptitler hedef hiicreyi farkh
mekanizmalarla inhibe eder. En yaygin olani ise; hiicre
zar1 gegirgenliginin bozulmasi ve bu nedenle hiicre ici
bilesiginin (stoplazma) geri doniisiimsiiz olarak hiicre
disina sizmasi, sonugta ise hedef hiicrenin Sliimiine neden
olmasidir (Cleveland ve ark., 2001; A.A. de Oliveira
Junior ve ark., 2015). Gram pozitif bakteri hiicre
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duvarlarinin oldukg¢a biiyiik molekiillerin gecisine izin
vermesi ve hiicre duvar1 ylizeyinde bulunan anyonik
hiicre ylizey polimerlerinin katyonik bakteriyosinler i¢in
baslangi¢ temas noktas: olmasi énemlidir. ilk tanimlanan
bakteriyosin olan kolisin, yakin akraba tiirler {izerinde
hiicre duvar1 sentezinin inhibisyonu, hedef hiicre zar1
gegirgenliginin - bozulmast ve RNaz veya DNaz
aktivitesinin inhibisyonu gibi mekanizmalarla
etkilemektedir. Bagka bir bakteriyosin olan Lactosin
27°nin protein sentezini sinirlandirarak bakteriyostatik
etki gosterdigi, diplokoksin’in ise hassas hiicrelerde DNA
ve RNA sentezini durdurarak hiicre lizisi olmadan
bakteriyolitik etki gosterdigi belirlenmistir (Cleveland ve
ark., 2001; Galvez ve ark., 2007). Nisinin antimikrobiyel
aktivitesi ise, vejetatif hiicre stoplazmik membraninda por
olusumunu tegvik etmek ve murein sentezini engellemek
suretiyle ortaya ¢cikmaktadir (Ruhr ve Sahl, 1985). Ortama
nisin ilavesi durumunda hassas hiicrelerde membran
potansiyeli diismekte ve bu durum proton motivasyon
giicliniin kayb1 ile sonuglanmaktadir (Garcia ve ark.,
1993). Nisin varliginda porlarin olusumu hiicreler i¢in
gerekli olan aminoasitlerin, ATP ve monovalent
katyonlarin kaybmna ve hiicredeki tiim biyokimyasal

reaksiyonlarin durmasma neden olmaktadir (Ruhr ve
Sahl, 1985). Bununla beraber nisin, diger koruyucular gibi
uygulama konsantrasyonuna ve/veya hedef hiicrenin
fizyolojik durumuna bagli olarak bakteriyosidal
(logaritmik tireme evresinde) veya bakteriyostatik (durma
evresinde) etki gosterir. Nisin’in maya, kiif, viriis ve
Gram negatif bakteriler lizerinde inhibitdr aktiviteye sahip
olmadiklar1 bildirilmektedir. Gram negatif bakterilerdeki
dis membran 600 Da’dan daha biiyiik molekiillerin
gecisine izin vermedigi igin, genellikle bakteriyosinlere
kars1 direnglidir. Ancak Nisin’in disodyum etilen-diamin
tetra asetik asit (EDTA) gibi bir selat ajam ile birlikte
kullanilmasi halinde, selat ajan1 Gram negatif bakterilerde
divalent iyonlar1 uzaklastirir, fosfolipit ve lipoproteinleri
serbest birakarak dig membran gegirgenligini artirir
(Gharsallaoui ve ark. 2015). Nisin’in endosporlar
iizerindeki sporasidal veya sporastatik etkisinin kesin
mekanizmasi hala anlasilamamis olmakla birlikte, nisinin
Bacillus anthractis sporlarma karst  uygulanmasi
sonucunda ylizeydeki proteinlerin siilfidril gruplarina
baglanarak endosporlarin 1sil direncini diislirdiigii ve su
almaya bagladigi saptanmustir (Delves-Broughton ve
Weber, 2011; Gharsallaoui ve ark. 2015).

Tablo 1 Gidalarda bulunan nisin duyarl tiirler (Delves-Broughton and Weber, 2011)

Cins Tir Gidalardaki Etkisi
Ist direngli; endospor olusturur; pH 2,5-6,0;
25-60C°’de  gelisir.  Oda  sicakliginda

Alicyclobacillus acidoterrestris

Bacillus . . . .
megaterium, licheniformis

brevis, subtilis, cereus,coagulans, pumilis,

depolanan taze/pastérize meyve sularinda
bozulma etmeni.

Ist direngli; aerobik veya fakiiltatif anaerobik;
endospor olusturur. Asit direngli bozulma
etmeni organizmalart ve gida zehirlenmesine
neden olan patojenleri igerir.

Ette 1s1 duyarli bozulma etmeni. 0-30C°’de

Brochothrix thermosphacto geligir.  Cogunlukla modifiye atmosferde
depolanan gidalarda gelisir.
bifermentas, botulinum, butyricum, Is1 direngli; endospor olusturur; obligat

Clostridium

Desulfotomaculum nigrificans
Enterococcus faecalis, faecium
Geobacillus stearothermiphilus

bulgaricus, brevis, casei, curvatus,
helveticus, fermentum, lactis, plantarum,

Lactobacillus

buchneri
Leuconostoc 0enos, mesenteroides
Listeria innocua, monocytogenes
Sporolactobacillus inulinus
Staphylococcus aureus

Thermoanaerobacterium  thermosaccharolyticum

perfringens,putificum, sordelli,tertium,
sporogenes,pasteurianum, histolyticum

anaerob. Bozulmaya ve gida zehirlenmesine
neden olurlar.

Ist direngli; endospor olusturur; obligat
anaerob. Tekelenmis gidalarda kararmaya
neden olur.

Aerob/anaerob.  Bozulma etmeni.  Nisin
duyarlilig: cesitlidir.

Termofilik;  endospor  olusturur;  sebze
konservelerinde bozulma etmeni.

Endosporlarin 1s1 direnci yiiksetir.

Asitli gidalarda, salata soslarinda, kiirlenmis et
irlinlerinde, sarap, bira, elma suyunda
bozulmaya neden olur. Diisiik pH’da gelisir.
Aerob/anaerob. Bira ve sarapta bozulmaya
neden olur.

Listeria monocytogenes gida zehirlenmesi.
Aerob/anaerob. Endospor olusturur. Diisiik
pH’da gelisir.

Aerob/anaerob. Gida zehirlenmesine neden

olur.
Termofilik; Endospor olusturur. Konserve
gidalarda  sisme/stinmeye  neden  olur.

Endosporlarinin 1s1 direnci yiiksektir.
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Nisinin Gidalarda Kullanim

Bakteriyosinlerin ¢ogu pH degisimlerine ve yiiksek
sicakliga toleransli olup, gida kaynakli patojen ve
bozulma etmeni bakterilere karst oldukca genis bir
antimikrobiyel  spektruma  sahiptirler.  Genellikle
antibiyotiklere direng gdsteren mikroorganizmalar,
bakteriyosinlere karst ¢apraz direng gelistiremezler ve
plazmid kodlu olduklarindan genetik manipulasyonlara da
olanak sunarlar (Cleveland ve ark., 2001; Delves-
Broughton ve Weber, 2011).

Son yillarda yapilan g¢alismalar degerlendirildiginde
bakteriyosinlerin koruyucu olarak kullanilmas1 gida
endistrisinde c¢esitli faydalar saglamaktadir (Delves-
Broughton ve Weber, 2011):

e  (Gidanin raf dmriniin uzamak,

e Uygun olmayan sicaklik kosullarinda ekstra
koruma saglamak,

e Gida zincirinde gida kaynakli
arasindaki aktarim riskini azaltmak,

e Bozulma etmeni mikroorganizmalarin neden
oldugu ekonomik kayiplar1 azaltmak,

e Kimyasal koruyucularin
sinirlandirmak,

e (Gida giivenligini riske atmadan, gida bilesenlerin
ve gidanin organoleptik ozelliklerinin daha iyi
korunmasini saglayan diistik sicaklik
uygulamalarina olanak saglamak,

e Daha az asidik, daha diisiik tuz konsantrasyonuna
veya daha fazla nem igerigine sahip gidalarin
tiretimine izin vermek

patojenler

kullanimini

Bakteriyosinlerin cogunlukla antibiyotiklerle
karigtirtliyor  olmasi, bazi {ilkelerde nisinin yasal
kullanimini1  smirlayan bir durumdur. Bakteriyosinlerle
antibiyotikler arasindaki farkin belirlenmesi, gidalarda
antibiyotik kullanimini yasaklayan bazi iilkelerde kritik
oneme sahiptir (Cleveland ve ark., 2001). Bakteriyosinler
ve antibiyotikler arasindaki temel farklar;
bakteriyosinlerin etkilerini yakin akraba tiirler iizerinde
gostermesi, bakteriyel gelisimin logaritmik fazinda
ribozomal olarak sentezlenmesi, diisiik molekiil agirligina
(nadiren 10 kDa iizerinde) sahip antimikrobiyel peptitler
olmasidir. Antibiyotikler ise daha genis antimikrobiyel
spektruma sahip sekonder metabolitlerdir.
Bakteriyosinlerin proteolitik enzimlere 6zellikle memeli
gastrointestinal sisteminde yer alan proteazlara karsi
duyarli olmalari, bakteriyosinleri insan tliketimi ig¢in
giivenilir kilmaktadir (Ramu ve ark. 2015). Antibiyotik

direncinden farkli olarak, bakteriyosin direncinde
mikroorganizmalar arasinda konjugal aktarim
bulunmamaktadir. Sentezleri, antimikrobiyel

spektrumlari, etki mekanizmalari, toksitite ve direng

mekanizmalar1 bakimindan antibiyotiklerden oldukga
farkli olan bakteriyosinler i¢in, medikal amacglh
kullanilmayan ‘Biyolojik Gida Koruyucusu’ terimi

kullanilabilir (Hurst, 1981; Ramu ve ark. 2015). Nisin,
1950’lerde gida koruyucusu olarak kullanilmaya
baslanmuistir. Nisin ilk olarak Isvicre ve graveyard
peynirinde endosporlarin  gelisimini engellemek ve
Clostridial bulagsmaya karst kullanilmistir. Aplin  ve
Barrett Ltd. (UK) sirketi 1953’de toz nisin preperatini

gelistirerek, ‘Nispalin’ ismiyle ilk ticari nisin iiretimine
baglamigtir. ABD’de 1988 yilinda antibiyotiklerin
gidalarda kullamiminin yasaklanmasiyla birlikte, GRAS
(Generally Recognized as Safe-insan ve Hayvan
Tiiketiminde Gilivenilir) kabul edilen nisine ‘E’ kodu
verilmistir. Nisin E234 koduyla, ‘Nisin-Koruyucu’ veya
‘Dogal Koruyucu’ olarak gida katki maddeleri listesinde
yer almaktadir. Nispalin digindaki diger nisin
preparatlarina  ‘Chisin”  (Chr-Hansens,  Denmark),
‘Delvoplus’ (DSM, Holland) ve ‘Silver Elephant Nisin’
(Zheijiang Silver Elephant Bio. Engineering, China )
ticari isimleriyle ulasilmaktadir (Galvez ve ark., 2007;
Meira ve ark., 2015).

Bakteriyosinlerin gidalardaki kullanim sekli ile ilgili
ti¢ fakli yaklasim bulunmaktadir (Galvez ve ark., 2007;
Gharsallaoui ve ark. 2015):

e  Bakteriyosin iireticisi sugun endiistriyel 6l¢ekli bir
fermentdrde ex-situ iiretilmesi, saflagtirilmig
(veya kismi saflagtirilmis) konsantre formlarinin
veya bir tasiyiciya (silika veya musir nigastasi, soy
protein, kalsiyum aljinat, jelatin, selilloz veya
silikon kaplamalar gibi) immobilize edilmis
preperatlarinin =~ fermente  olmayan  gidaya
eklenmesi.

e Bakteriyosin {ireticisi suslarin gidaya starter
kiiltiir, co-kiltiir (bir starter kiiltiir ile kombine)
veya koruyucu kiiltiir (6zellikle fermente olmayan
gidalarda) olarak gidaya eklenmesi suretiyle in-
situ diretim (Maliyetleri agisindan avantajlara
sahip bu yontemde iiretici kiiltiirlerin se¢im

kriterleri  arasinda; gida ortamina adapte
olabilmesi, tretim ve/veya depo kosullarinda
geligebilmesi, potansiyel patojen/bozulma
etkeninin inhibisyonu i¢in yeterli

konsantrasyonlarda {iretim kapasitesine sahip
olabilmesi sayilabilir.)

e Bakteriyosin ireticisi LAB kiiltiirii ile fermente
edilmis bir Urinin ingrediyent olarak gida
formiilasyonuna ilave edilmesi.

Bakteriyosinlerin antimikrobiyel aktivitesi iizerinde,
gidalarin biyokimyasal ve mikrobiyolojik kompozisyonu
ile depolama ortamimin fiziksel kosullari 6nemli etkiye
sahiptir (Cleveland ve ark., 2001; Galvez ve ark., 2007;
Delves-Broughton ve Weber, 2011). Nisin aktivitesi
diisiik sicakliklarda oldukca stabildir. Ancak bu aktivite
uzun siire 1sitildiginda bozulur. Bununla beraber, genel
olarak, pH’in diismesiyle Nisin’in sicaklik direncinin
artmast sahip oldugu bes thioether kopriileriyle
aciklanmaktadir. Peptit zinciri kiran proteolitik enzim
(pankreatin, a-kemotripsin gibi) varliginda inaktive olan
nisin; tripsin, pepsin gibi diger enzimlerin varliginda
etkilenmemektedir. Nisin aktivitesi ile iligkilendirilen bu
faktorler farkli pH, iyonik yiik, viskozite ve kimyasal
komposizyona sahip gida sistemlerinde
mikroorganizmalarin Nisin’e direncini belirlemektedir (
Gharsallaoui  ve  ark.  2015). Ornegin  gida
uygulamalarinda, nisin’in  fosfolipit emiilgatorlerle
ve/veya diger gida bilesenleriyle etkilesiminden
kaynaklanan ¢esitli smirlamalarla karsilagiimaktadir.
Bakteriyosinlerin  etkinliklerini ~ sinirlayan ~ faktorler
asagida yer almaktadir:
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e (Gidaya bagl faktorler (Gidanin islenme kosullari,
depolama sicakligi, pH degeri ile bakteriyosinin
pH degisimlerindeki stabilitesi, gida icinde
bakterileri inaktive edici enzimlerin varligi,
bakteriyosinlerin gida bilegenleri veya gida katki
maddeleri ile etkilesimleri ve adsorpsiyonu, diigiik
¢ozlniirliikk, bakteriyosinin gida matriksine
yetersiz dagilimi ve gidanin raf omrii siiresince
bakteriyosinlerin sinirl stabilitesi)

e Mikrobiataya bagli faktdrler (Mikrobiyel yiik,
gesitlilik ve flora igindeki mikroorganizmalarin
bakteriyosine duyarliligi, fizyolojik durumu
(gelisme, durma faz1 ve/veya endospor olusumu),
fiziko-kimyasal ~ bariyer  olusturma  egilimi
(mikrokoloni, biyofilm) ve direng veya
adaptasyonun gelisimi)

Nisinin gidalardaki kullanim amaglari arasinda ticari
steril gidalarda proses sonrasi bulasan
mikroorganizmalarin ¢ogalmasini engellemek, tamamen
sterilize edilemeyen pastorize gidalarda pastorizasyon
sonrasi canli kalabilen endosporlar1 yok etmek ve bira ile
sarap {iretim proseslerinde bozulma etmeni LAB’in
gelisimini engellemek sayilabilir (Tablo 2) (Knoll ve ark.,
2008; Delves-Broughton ve Weber, 2011; Bali ve ark.

2014; Gharsallaoui ve ark. 2015). Ornegin peynir gibi
fermente gidalarda Clostridium ve Listeria gelisimine
kars1 gida koruyucusu olarak nisinin kullanimi soz
konusudur. Bu amagla nisinin ABD’de pastdrize
peynirlerde 10.000 IU/ml, Belc¢ika’da 100 IU/ml ve
Fransa’da ise limitsiz kullanimma izin verilmektedir
(Gharsallaoui ve ark. 2015). Bakteriyosin iireticisi
LAB’in siit endistrisinde starter kiiltiir olarak
kullanmilmasiyla, L. monocytogenes, E. coli O157:H7, S.
aureus gelisimi kontrol altina alinmistir (Rodriguez ve
ark., 2005). Maisnier-Potin ve ark., (1992) tarafindan
yapilan c¢alismada, ¢ig siitten {iretilen geleneksel
peynirden antimikrobiyel oOzellikleri g6z Oniinde
bulundurularak izole ettikleri L. lactis ESI153 ve L. lactis
ESI155 (Nis®) izolatlar1 peynir iiretiminde starter kiiltiir
olarak kullanmislardir. Ayni calismada izolatlar pediosin
iireticisi olarak transforme edilmistir. L. lactis CL1 (Ped")
ve L. lactis CL2 (Nis®, Ped") transformatlarinin starter
kiiltiir olarak kullanilmasiyla iretilen peynirde L.
monocytogenes, E. coli O157:H7 ve S. aureus’a kars
yiiksek antimikrobiyel etkinlik saptanmigtir. Camembert
peynirinde L. monocytogenes ve yari sert peynirde ise L.
innocua gelisimi nisin tireticisi starter kiltiir kullanimiyla
engellenmistir (Maisnier-Potin ve ark., 1992; A.A. de
Oliveira Junior ve ark., 2015).

Tablo 2 Farkli gidalarda nisin uygulamalar1 (Delves-Broughton ve Weber, 2011)

Gida Nisin (png/g) Hedef Mikroorganizma

Peynir 2,5-15 Bacillus, Clostridium

Siit ve siit tirtinleri 0,25-1,25 Bacillus, Clostridium

Pastérize ve dondurulmus sttlii tatlilar 1,88-5 Bacillus, Clostridium

Sivi yumurta 1,25-5 Bacillus

Pastorize ¢orbalar 2,5-6,25 Bacillus

Meyve sulari 0,75-1,5 Alicyclobacillus acidoterrestris
Geobacillus stearothermiphilus,

Konserve gidalar 2,5-5 - .
Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum

Salata soslar1 1,25-5 Laktik asit bakterileri, Bacillus

Sosis gibi et tirlinleri 5-10 Laktik asit bakterileri, Brochothrix thermosphacto

Rikotta peyniri 2,5-5 L. monocytogenes, Bacillus

Bira
Fermentasyon sirasinda 0,63-2,5 . . Lo
Fermentaszondan sonra 0,25-1,25 Laktik asit bakterileri

Nisinin bir diger gida sisteminde kullanilmasindaki
ornek ise et ve et Uriinleridir (Bali ve ark. 2014). Bir¢cok
ilkede etlerde kimyasal koruyucu olarak nitrit
kullanilmaktadir. Fermente sosis, jambon, konserve et,
balik ve kanatli etlerinde karakteristik renk, lezzet ve
tekstiirlin gelisimine katkida bulunan nitrit, Clostridium
sporlarmin gelisimi engellemesinden dolay,
antimikrobiyel ajan olarak da kullanilmaktadir. Ancak
nitrit ile sekonder aminlerin reaksiyonu sonucu karsinojen
olarak bilinen nitrozaminlerin olusumu s6z konusu olup,
mide asitligi de nitrozamin olusumu i¢in ideal bir ortam
yaratir. Bununla birlikte uzun siire sodyum nitrit tiikketimi
ozellikle bebeklerde ‘Methemoglobinemia Hastaligina’
neden olmaktadir. Bu sebepten dolayi et ve et {iriinlerinde
alternatif koruyucu arayigina  yonelinmistir. Bazi
arastirmacilar tarafindan et ve et iirlinlerindeki yiiksek pH
icerigi, nisinin bu gidalarda tek diize dagiliminin

saglanamamasi1 ve fosfolipitler gibi et komponentleriyle
olan iligkilerini sinirlayict faktorler olarak ileri siirmiigler
ve nisinin biyokoruyucu olarak et ve et iirlinlerinde
kullanilmasinda  basarili olamayacagi goriislinii
savunmuslardir. Ancak caligsmalar nisinin tek basina ya da
diistik miktarlarda nitrit ile birlikte kombinasyonlarinin
uygulanmasinin, bu iriinlerde Clostridium  gelisimi
onemli olgiide engelledigine isaret etmektedir (Cleveland
ve ark., 2001; Gharsallaoui ve ark. 2015).

Bakteriyosinler ve Engeller Teknolojisi

Bakteriyosinlerin dogal fenolik bilesikler, diger
antimikrobiyel proteinler ve kimyasal koruyucular gibi
diger antimikrobiyel bilesiklerle birlikte kullanilmalari
halinde sinerjist etki gozlemlenmektedir. Elde olunan bu
bulgular, gida sistemlerinde bakteriyosinlerin tek basina
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kullanilmalart yerine ¢oklu engeller sistemiyle birlikte
kullanim1  yaklasimigiincel kilmistir (Leistner, 2000;
Gharsallaoui ve ark. 2015). Engeller teknolojisinde
giivenli, stabil, besleyici degeri yiiksek, lezzetli ve
ekonomik gidalarin iretilmesi amaclanmis olup, bu
yontemde birden fazla gida muhafaza yonteminin
kombine olarak kullanilmasi da s6z konusudur. Her bir
yontemin tek basina yiiksek seviyede uygulanmasi yerine,
yontemlerin daha diisiikk seviyede kombinasyonlar
seklinde uygulandig1 engeller teknolojisinde, mikrobiyel
gelisimi  sinirlayan  her faktér mikroorganizmalarin
agsmasint gerektiren bir engeli olusturmaktadir. Bdylece
meydana gelen ¢oklu hasarin tamiri i¢in, daha fazla enerji
gereksiniminin  oldugu  bakteri hiicresinde enerji
bosalmas1 sonucu dliim gergeklesir. Bu baglamda yiiksek
sicaklik, diisiik sicaklik, su aktivitesi (aw), pH, Eh,
rekabetci flora (6rnegin LAB) ve katki maddelerinin
kullanimi (nitrat, sorbat, siilfit, nisin) gibi faktorler;
gidanin baslangic mikrobiyel yiikii, ortam kosullar1 ve
hedeflenen raf Omrii gibi parametrelere bagl olarak
kombine edilmektedir (Leistner, 1999). Tursu, tarhana,
pastirma, sucuk gibi gidalarda siklikla uygulanan bu gida
muhafaza yonteminde 60’in iizerinde engel tanimlanmis
olup (Leistner, 1999), gida giivenligini saglama
konusunda ilave bir engel olarak bakteriyosinlerin
kullanim1 da son yillarda biiyiik ilgi gérmektedir (Deegan
ve ark., 2006; Gharsallaoui ve ark. 2015).

Nisin ve Diger Antimikrobiyel Bilesikler

Ananou (2004) tarafindan, NaCl’nin nisinde
konformasyonel degisimleri baglattigi ve hedef hiicreye
baglanmasin1  saglayarak  antimikrobiyel — aktiviteyi
arttirdigr gosterilmistir. Nisin-nitrit kombinasyonlarinin
denendigi ¢alismalardan elde olunan bulgular ise,
botulinum toksinlerinin olusumunu yok etti§ine ve
endospor gelisimini engelledigine isaret etmektedir
(Taylor ve ark., 1985). Bakteriyosinlerin diisiik pH’da
¢Ozlinirliigiinin artmasina bagl olarak organik asitler ve
bunlarin  tuzlariyla  birlikte  kullanimlart  halinde,
antimikrobiyel etkinliklerinin arttig1 saptanmistir. Ukuku
ve Fett’in (2004) tarafindan yapilan ¢aligmada, farkli gida
sistemlerinde  nisinin  sodyum  laktat ile birlikte
uygulanmasi halinde antimikrobiyel etkinligin arttig1
belirtilmistir. Nisin A ile birlikte N,, CO, ve diisiik
sicaklik uygulamalarinin denendigi baska bir ¢alismada;
400 IU/ml diizeyinde Nisin A kullanimmm L.
monocytogenes gelisimini azalttigi, 1250 IU/ml diizeyinde
kullanimi halinde ise patojen gelisimini tamamen
durdurdugu belirlenmistir (Szabo ve Cahill, 1998).
Nisinin etanol, bakteriyosin veya bakteriyosin olmayan
diger antimikrobiyel bilesiklerle (lizozim gibi) kombine
halde kullanilmasi halinde ise, Gram pozitif bakterilere
karsi sinerjistik etki sagladign c¢esitli ¢aligmalarla
gosterilmistir (Gill ve Holey, 2003; Gharsallaoui ve ark.
2015).

Nisin ve Modifiye Atmosferde Paketleme (MAP)

Gida endiistrisinde siklikla uygulanan MAP, gidadaki
degisimlerin  geciktirilmesi ve  bozulma etmeni
mikroorganizmalarin inhibisyonu yoluyla genellikle kolay
bozulabilir gidalarin raf émriinii uzatir. Bununla beraber

nisine direngli, CO,’e karst duyarli Gram negatif
bakterilere karsi, bakteriyosinlerin MAP ile birlikte
uygulanmas etkili bir muhafaza yontemidir (Galvez ve
ark., 2007; Gharsallaoui ve ark. 2015). Yenilebilir ve
yenilemeyen filmlerde nisin ile birlikte EDTA, lizozim,
organik asit, liziim ¢ekirdegi ve yesil cay ekstrati gibi
diger antimikrobiyellerin uygulandigi c¢alismada, L.
monocytogenes’in  gelisiminde 2  log’luk  azalma
saptanmustir (Joerger, 2007).

Nisin ve Darbeli Elektrik Alam1 (DEA)

Yiksek voltajin uygulandigi, bakteri hiicresindeki
permeabiliteyi artirarak stoplazmik zar iizerinde etkili
olan DEA yontemi, non-termal bir uygulamadir. Hedefi
bakteriyel zar olan bakteriyosinlerin zardan gecisini
kolaylagtirmasi nedeniyle, kombine uygulamalarinda
bakterisidal etki artmakta, bakteriyosinlerin
antimikrobiyel spektrumlart genislemektedir (Galvez ve
ark., 2007; Delves-Broughton ve Weber, 2011; Ramu ve
ark. 2014). Bakteriyosinler DEA uygulamasindan
kurtulan endosporlara veya sub-letal olarak hasarlanmig
hiicrelere karsi engel olusturmaktadir. DEA uygulamasini
takip eden nisin uygulamasinin Gram negatif
bakterilerden E.coli ile Gram pozitiflerden Micrococcus
lutes’a (Dutreux ve ark., 2000), S. aureus’a (Sobrino-
Lopez ve Martin Belloso, 2006), B. cereus’un vejetatif
hiicrelerine (Pol ve ark., 2000) kars1 lethal etkiyi arttirdigi
gosterilmistir.

Nisin ve Yiiksek Hidrostatik Basin¢ (YHB)

Tiiketime hazir tavuk eti, meyve suyu, taze istiridye
gibi gidalarda; 0-100 °C’de, 100-1000 MPa araligindaki
basinglarla uygulanan YHB uygulamasinda bakteriyel
6liim, hiicre zarinda ve proteinlerde bulunan hidrojen ve
iyonik baglarin bozulmast ile birlikte hidrofobik
etkilesimlerin zarar gormesi sonucu meydana gelir
(Hoover, 1993). 690 MPa veya daha altinda basing
uygulandiginda ise bakterilerin vejetatif formlarimin, kiif
ve mayalar ile kiif sporlarinin gelisimleri engellenirken;
bakteriyel endosporlar direng gostermektedir. YHB nisin
ile birlikte uygulandigi zaman, yiiksek basing gereksinimi
azalmakta ve sub-letal olarak hasarlanmis vejetatif
hiicreler ile endosporlar iizerindeki antimikrobiyel
etkinlikleri artmaktadir. YHB uygulamasinin, dis
membrana zarar vererek Gram negatif bakterilerin nisin
duyarliligmm artirdigi  belirlenmis; nisin ile birlikte
kullanimlar1 halinde ise bakteriyosin direngli Gram
negatiflerin de gidalarda gelisimi basarili bir sekilde
kontrol altina alinmstir (Liang ve ark., 2002).
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