SiDAS MEDYA

Akademik Gida®
ISSN Online: 2148-015X
http://www.academicfoodjournal.com

Akademik Gida 15(3) (2017) 288-299, DOI: 10.24323/akademik-gida.345270

Derleme Makale / Review Paper

Nisinin Sinerjistik Antimikrobiyel Etkisi

Burcu Ozel' =, Omer Simsek? =

1Pamukkale__L']niversitesi, Cal Meslek Yiiksekokulu, Gida Isleme Bélimi, Denizli
2 Pamukkale Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Bélim, Denizli

Gelis Tarihi (Received): 20.05.2017, Kabul Tarihi (Accepted): 19.07.2017
= Yazismalardan Sorumlu Yazar (Corresponding author): omers@pau.edu.tr (O.Simsek)
® 02582163015 B 0258 296 32 62

6z

Gida muhafaza yéntemlerinin birlikte kullanilmasi, gida kalitesini ve guvenligini artirmaktadir. Bu nedenle engeller
teknolojisi kapsaminda gesitli dogal koruyucular kullanilarak mikrobiyal risk ortadan kaldiriimaya ¢alisiimaktadir. Nisin
ise Lactococcus lactis suslari tarafindan Uretilen ve gida sistemlerinde kullaniimasina izin verilmis (E234) bir dogal
koruyucudur. Bu antimikrobiyel ajanin gida sistemlerinde etkisinin artirilmasi igin ¢esitli kimyasal katki ve fiziksel
islemlerle birlikte kullaniimasi denenmistir. Bu derleme galismasinda da nisinin sinerjistik antimikrobiyel etkisi (zerinde
durularak, hem gida sistemlerinde gesitli muhafaza ydntemlerinin olumsuz etkilerinin azaltilabildigi hem de nisinin
antimikrobiyel aktivitesinin artirilabildigi sonucuna variimigtir.

Anahtar Kelimeler: Nisin, Sinerijistik etki, Antimikrobiyel, Engeller teknolojisi

Synergistic Antimicrobial Effect of Nisin
ABSTRACT

Application of food preservation treatments in combinations increases food quality and safety. Therefore, microbial
risks can be prevented by using natural preservatives within the concept of hurdle technology. Nisin is a natural
preservative (E234) permitted in food production and produced by Lactococcus lactis. To increase the effect of this
antimicrobial agent in foods systems, it has been tested in combinations with different chemical additives and physical
treatments. In this review, the synergistic antimicrobial effect of nisin was emphasized and it was shown that the
adverse effects of various preservation methods in food systems can be reduced while the antimicrobial activity of
nisin can be increased.

Keywords: Nisin, Synergistic activity, Antimicrobial, Hurdle technology

GIRIS Engeller teknolojisinde antimikrobiyel etkiye sahip

uygulamalar sirasiyla (sublethal) veyahutta birlikte
Gidalarin, mikrobiyolojik glvenliginin saglanmasinda (sinerjist)  kullaniimaktadir.  Sinerjist  uygulamalar
antimikrobiyel etkili ajanlarin veya fiziksel islemlerin agisindan gidalarda bakteriyosinlerin kullanimi gittikge
birlikte kullaniimasi (Sinerjizm) artan 6nem kazanmis ve artan bir 6nem kazanmaktadir. Izin verilmis tek
son yillarda bu ybénde yapilan uygulamalar engeller  bakteriyosin olan nisinin kullanimini kisitlayan en temel
teknolojisi kavrami kapsaminda degerlendiriimektedir. unsurlardan bazilari bu bakteriyosinin Gram negatif
Bu sayede gida ortaminda gelisimi engellenemeyen bakteriler (izerinde antimikrobiyel etkisinin bulunmamasi
gesitli bozucu ve patojen nitelikli mikroorganizmalarin ve ayrica hassas olan bakterilerin de nisine karsi direng
direnci  zayiflatilarak  o6ldirGlmesi  saglanmaktadir. gbstermeye baslamasidir [1, 2]. Bu anlamda &zellikle
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ginimizde ticari  potansiyeli  bulunan  nisinin
antimikrobiyel etkisinin gelistiriimesi ve nisin kullanim
maliyetinin distrilmesi icin nisinin gesitli antimikrobiyel
ajanlarla veyahutta fiziksel islemlerle birlikte kullanimi
yénlinde galismalara hiz verilmistir [3, 4].

Nisin, tip | lantibiyotik grubuna dahil olan ve laktik asit
bakterileri  (yesi  Lactococcus lactis tarafindan
sentezlendigi tespit edilmis ilk bakteriyosindir. Bu
bakteriyosin olduk¢a genis bir etki spektrumuna sahip
olmasi nedeniyle gida endistrisinde koruyucu, medikal
alanda ise terapdtik ajan olarak kullaniimaktadir. Nisin
FDA tarafindan GRAS (insan ve hayvan tlketiminde
glvenilir) ajan olarak tanimlanmis ve belgelendirilerek
(E234) kullanimina izin verilmistir. Bu bakteriyosin
glinimizde 50’den fazla Ulkede slt ve sit Grlnleri,
konserve (Urlnler ve hazir corbalar gibi gidalarin
korunmasinda kullaniimaktadir. Ayrica dis macunu ve
sargl bezlerini iceren cesitli saglik Urinlerinde de
kullanimi mevcuttur [5].

Bircok Gram pozitif bakteri nisine karsi duyarldir. Nisinin
Gram pozitif bakterilerin vejetatif formlari yaninda,
Clostridium ve Bacillus sporlarina karsi da etkili oldugu
saptanmistir. Bu karakteristikleri nedeniyle nisin ylksek
sicakliktan etkilenen ya da isil islem uygulanmayan
asidik gidalarda patojen ya da gida bozulmasi etmeni
birgok bakterinin vejetatif (Listeria ve laktik asit
bakterilerinin kontamine Uyeleri gibi) ve spor formlarinin
(Clostridium ve Bacillus sporlar gibi) inhibisyonu amaci
ile kullaniimaktadir [5, 7]. Ancak nisinin Gram negatif
bakteriler Uzerinde c¢ok disik antimikrobiyel etkisi
bulunmaktadir [8]. Bunun temel nedeni nisinin Gram
pozitif hiicrelerin duvarinda bulunan lipit Il fraksiyonlarina
tutunarak antimikrobiyel etkisini gdstermesidir. Diger
taraftan nisine karsi hassas olan bakteriler zamanla
diren¢ kazanmaktadir.

Son yillarda gesitli gidalarda énem tasiyan patojen veya
bozucu nitelikteki bakterilerin inhibisyonu amaciyla,
nisinin diger ajanlarla veya fiziksel islemlerle birlikte
kullanimi  yénlinde arastirmalar yogunlagsmistir. Bu
arastirmalarda 6zellikle gesitli organik asitler (laktik ve
asetik asit), bitki ekstraktlari (karvakrol, &jenol, timol,
sinnamik asit), selatlayici bilesikler (EDTA) ve sl
islemlerin yaninda ylksek basing ve vurgulu elektriksel
alan uygulamalari denenmistir. Bakterilerin engellenmesi
yoninde olusturulan bu antimikrobiyel sistemlerde temel
hedef hiicrelerin duvar yapisinin zayiflatilarak nisinin
sitoplazmik membrana ulasmasinin saglanmasidir.
Boylece nisinin antimikrobiyel etkisi ve spektrumu
gelistiriimektedir. Ancak bu noktada dikkati geken husus
nisinin sinerjistik etkisi icin birlikte kullanilacak yéntemin
gida ve hedef mikroorganizma tlrline gére segilmesidir.
Bu nedenle kullanilan diger antimikrobiyel engelin nisinin
fonksiyonelligini artirici ydnde olmasi gerekmektedir.

Bu derleme calismasinda buglne kadar yapilmisg, nisinin
sinerjistik etkisi kapsaminda arastirilan, c¢alismalarin
sonuglari  toplanmistir.  Gahsmada nisinin  hangi
kombinasyonlarda yiksek antimikrobiyel etkinlikte sonug
verebildigi ortaya konulmaya calisiimistir. Derlemede
Oncelikle nisinin  antimikrobiyel etki mekanizmasi
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Uzerinde durulmus, takiben nisinin sinerjistik etkisi ile
ilgili uygulamalar tartisiimistir.

NISININ ANTIMIKROBIYEL ETKi MEKANIZMASI

Nisinin antimikrobiyel aktivitesi, hedef hiicre sitoplazmik
membraninda por olusumunu tesvik etmek ve murein
sentezini engellemek suretiyle ortaya ¢cikmaktadir [9, 10].
Ortama nisin ilavesi durumunda hassas hiicrelerde
membran potansiyeli digsmekte ve bu durum proton
motivasyon glclniin kaybi ile sonuglanmaktadir [11, 12].
Nisin varliginda porlarin olusmasiyla hiicreler igin gerekli
olan aminoasitlerin, ATP ve monovalent katyonlarin
kaybr meydana gelmektedir [9]. Sonug¢ olarak hassas
hicredeki tim biyokimyasal reaksiyonlar durmaktadir.

Nisin sitoplazmik membran Uzerinde por olusumunu,
hem mikromolar hem de nanomolar konsantrasyonda
tesvik edebilmektedir. Nisinin membran zerinde por
olusturma mekanizmasinin agiklanmasini saglayan ilk
veriler, bu bakteriyosinin mikromolar konsantrasyonda
kullaniimasiyla elde edilmistir. Yiksek
konsantrasyondaki nisinin ziwitteryonik fosfatilkolin (PC)
yapay membranindan 6-karboksiflorasan bilesiklerinin
difizyonunu indikledigini fakat anyonik karakterli
fosfatilgliserol (PG) membranindan herhangi bir bilesigin
salinimina yol agmadigi belirlenmistir [13]. Bu durum
nisinin zivitteryonik fosfolipit yapilarla etkilesime girdigi
ve por olusumuna neden oldugu seklinde agiklanmistir.
Ancak daha sonra yapilan calismalarda, nisinin yUksek
konsantrasyonda bulunmasi durumunda, sitoplazmik
membranda anyonik fosfolipitlerle de etkilesime girerek
por olusturabildigi saptanmistir [14, 15]. Son olarak nisin
molekilinin hicre yizeylerinde yerlesiminin incelendigi
¢alismada; molekulin her iki ucunun da lipit faz igerisine
girdigini ve membran yilizeyine paralel oldugu
saptanmigtir [16]. Nisin molekilinin  mikromolar
konsatrasyondaki por olusum mekanizmasi, sikistirma
(Wedge) modeli olarak adlandiriimisgtir (Sekil 1.a). Bu
modele goére yuksek konsantrasyondaki nisin, lipit
dinamigini bozmakta ve membrandaki anyonik
fosfolipitleri egerek por olusumuna yol agmaktadir. S6z
konusu porlar, hicrenin membran potansiyelinin ve
proton motivasyon gucinin kaybina neden olmaktadir
[17].

Nisinin nanomolar konsantrasyondaki antimikrobiyel etki
mekanizmasi, hlcre duvari éncl molekdld lipit I'nin
nisinle  olan ligkisinin  anlagilmasi  sonucunda
aydinlatilmistir. S6z konusu iligki ilk defa lipit I
molekulinin birlestirici fonksiyonunun belirlenmesiyle
ortaya ¢ikmistir [18]. Ancak por olusumu igin gerekli nisin
miktarinin lipit Il tarafindan disurildigu ve bunun nisinin
etkinliginde anahtar rol oynadigi deneysel ¢alismalarla
kanitlanmistir [19]. Arastiricilar, lipozom icerisinde bir
molekdl lipit I1'nin bulunmasi durumunda bile, nisinin bu
molekile  yiksek ilgi  gbsterdigini ve  model
membranlarda por olusturarak sizintinin  meydana
gelmesine yol agtigini saptamistir. ileri galigmalarda,
sitoplazmik membranda por olusumu igin &ncelikle
nisinin N- ucundaki ile-1 aminoasidinin, lipit [I'nin fosfat
gruplarina baglandigi, ardindan C- ucunun bu molekiille
iliskilendigi ve son asamada membrana tutundugu
belirlenmistir [20, 23]. (Sekil 1 b ve c¢). Bu bulgulara ilave
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olarak, nisinin tutunmasi igin lipit 1l Gzerinde bir baska
ikincil yapinin oldugu da 6éne sirilmuastir [22] Tim bu
bulgular nisinin sitoplazmik membran ylizeyinde por
olusumuna yol acabilmek icin lipit I'ye gereksinim
duyduguna isaret etmektedir. Nisinin lipit [l ile
etkilesimde bulunarak gésterdigi antimikrobiyel aktivite
sistemi, fici-delme modeli olarak adlandiriimaktadir. Bu
model sisteminde 8 adet nisin molekdlinin ve 4 adet
lipit I’'nin etkinlik gdsterdigi saptanmigstir [20, 24]

Nisin vejetatif bakteri formlarinin yani sira spor gelisimini
de engellemektedir. Nisinin sporlar Gizerindeki inhibisyon
etkisinin, didehidro amino asitlerin membranda bulunan
sulfidril gruplar ile reaksiyona girmesinden
kaynaklandigi goérisu giderek yayginlik kazanmaktadir
[25, 26]. Bu goérisu destekleyen en onemli kanit,
yapisinda dehidroalanin yerine, alanin amino asidi
bulunan mutant nisinin, Bacillus sporlarina karsi daha
disuk inhibisiyon etkinligi gdsterdiginin tespitidir [27].

nisin

ABC DE

\ 7

Lantiyonin kopruleri

Sekil 1. Nisin tarafindan indiklenen membran por modelleri a) Sikistirma modeli; hedef bagimsiz por. Mikromolar
konsantrasyonlarda nisin fosfolipitlerin hidrofilik kisimlari ile etkilesimde bulunmakta ve membran bUtlnligindn
bozulmasina neden olmaktadir. b) Nisin N- ucu araciligiyla fosfatlarin lipit Il kismina baglanmaktadir. c) Nisinin C-
ucu membran boyunca transloke olmakta ve nisin-lipit Il poru olusmaktadir. d) Nisinin fonksiyonel agidan &nemli
kisimlari: N- u¢ koprileri, ABC, C- ug kdpruleri DE ve aralarinda bulunan esnek mentese bdlgesi. e) Nisin-lipit Il
kompleksinin Ustten gérinimi. SM: Sitoplazmik membran, G: N-asetilglukozamin, M: N-asetiimuramik asit [20].
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NISININ SINERJISTIK ANTIMIKROBIYEL ETKISI

Nisinin patojen bakteriler (zerindeki antimikrobiyel
etkisinin  gelistiriimesi amaciyla bu ajaninin  farkli
antimikrobiyel engeller ile kombine edilerek kullaniimasi
yonindeki yaklasimlar son yillarda hizla artmaktadir. Bu
yonde yapilan galismalarda denenen baslica engeller

Sekil 2’de verilmistir. S6z konusu bu engellerin nisin ile
birlikte kullaniimasinda gida cesidi ve hedef mikrobiyal
cesitliligi blylk énem arz etmektedir. Ayrica nisinin
yapisal ve kimyasal 6zellikleri de birlikte kullanilacak
antimikrobiyel engellin se¢iminde dikkate alinmasi
gereken dnemli faktdrlerden birisidir.

Kimyasal veya Dogal
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N
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Sekil 2. Nisinin sinerjistik antimikrobiyel etkisini olusturan engeller [51]

Nisinin Kimyasal ve
Ajanlarla Birlikte Kullanimi

Dogal Antimikrobiyel

Antimikrobiyel etkinin gelistiriimesi amaciyla, nisinle
beraber NaCl kullanimi ilk uygulamalardan birisidir. Bu
yonde yapilan &ncl ¢alismalarda tuzun nisinin
antimikrobiyel aktivitesini artirdidi rapor edilmistir [28].
Ancak daha sonraki calismalarda, tuzun nisinin
konformasyonel yapisi (zerinde ve hedef bakterilerdeki
hicre duvar yapisinda degisiklige neden olmasindan
dolayr antimikrobiyel etkide azalmaya yol agtigi tespit
edilmistir [29].

Nisin kullanimi, gidalarda nitrit kullaniminin azaltiimasi
ydniinde dnemli katki saglamistir. Ozellikle fermente et
drGnlerinde nisinin nitritle birlikte kombine edilmesiyle
botulinum toksin Ureticisi (Clostridium botulinum) ve
diger spor olusturan Clostridium’ larin yaninda L.
monocytogenes’ leri de 6nemli 6lglide engellenmistir
[30]. Son yapilan bir galismada 250 mg/kg nisin (10 000
IU/mL) kullanarak, sucuk &érneklerinde nitrit kullaniminin
%50 azaltabilecegi ve bunun da son (rinde hem
biyojenik amin olusumunun duslriimesinde hem de
mikrobiyolojik  glvenligin ~ saglanmasinda  katkida
bulundugu tespit edilmigtir [31]. Ancak 6zellikle yag
icerigi yuksek olan gidalarda hedef alinan antimikrobiyel
etkinlige ulasabilmek icin birgok galismada oldugu gibi
yUksek oranlarda nisin kullaniimasi gerekmektedir [30,
31]. S6z konusu bu durum nisinin hidrofobik yapisindan
kaynaklanmakta ve bu uygulamalarda nisinin énemli
oranda yag fazinda tutulmasindan dolayl antimikrobiyel
etkinlik diismektedir.

Gida sistemlerinde mikroorganizmalarin inhibisyonu
amaciyla nisinle beraber kullanilan en verimli
koruyuculardan birisi organik asit ve tuzlaridir [32, 33].

Ozellikle nisinin  asidik ortamlarda daha yiiksek
oranlarda ¢o6zinebilmesi, bu ajanin bakteri hicre
duvarina daha fazla nifuz etmesini saglayarak
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antimikrobiyel etkinligi artirmaktadir [34, 35]. Ornegin,
ticari kullanimi bulunan nisin A'nin ¢ézinarligd pH 2'de
57 mg/mL iken, pH 6’da 1.5 mg/mL’ye diismektedir [5,
34]. Cozelti ortaminin alkalilik derecesi arttiginda olusan
bu farklilik, molekll i¢i veya molekuller arasi kimyasal
modifikasyonlar nedeniyle, nisin molekllinde geri
dénlsiimsliz inaktivasyonun meydana gelmesinden
olugsmaktadir [34].

Nisinin asidik kosullardaki yuksek etkinligi bu ajanin
organik asitlerle birlikte kombine edilerek basta nisin
direngli Listeria monocytogenes olmak (zere, Gram
negatif Escherichia coli O157:H7 ve Salmonella suslar
Uzerinde inhibisyon etkinligini gelistirmek Uzere birgok
calisma yapimigtir. 400 IU/mL nisinin laktik asit ile
birlikte kullaniimasi durumunda L. monocytogenes
sayisinda 6.7 log oraninda dusls tespit edilmistir [36].
Benzer sekilde farkli gida sistemlerinde yapilan
calismalarda nisinin laktik asitin sodyum tuzu ile birlikte
kullanilmasi durumunda Salmonella suslari (izerinde
antimikrobiyal etkiligin énemli derecede gelistirilebildigi
bildirilmistir [37, 39]. Nisinle birlikie asetik asitin
kullanildigi Ricotta tipi peynirlerde 70 giin boyunca
Listeria bulagsmasinin engellendigi tespit edilmigtir. Fitik
asitin nisinle kombine edildigi bir diger calismada ise
lahana ve brokoliye asilanmis L. monocytogenes
sayisinda 2.20 ile 4.35 arasinda degisen logaritmik
azalma belirlenmisgtir [40].

Nisinin Gram negatif bakterilerin inhibisyonu zerindeki
yetersizligi asiimasi istenen énemli konulardan birisidir.
Bu problemin ¢6zim( yéninde nisinle birlikte kullanilan
antimikrobiyel ajanlardan birisi selatlardir. Gram negatif
bakterilerin hiicre duvar yapisindaki lipopolisakkarit
yapi (LPS) membran proteinlerine lipit A ile ve iki
degerlikli katyonlarin araciigr ile bagdlanmistir. Bu
ajanlar, Gram negatif bakterilerin hiicre duvarindaki
lipopolisakkarit yapinin stabilitesini saglayan Mg*? ve
Ca*? katyonlarini tutarak, hiicre duvar yapisinin
zayiflamasina ve gecirgenligin artigsina sebep olarak
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nisinin sitoplazmik membrana ulagsmasini
kolaylastirmaktadir [41, 43]. Bu amag¢ dogrultusunda
yaygin kullanimi olan glvenli selatlar; sitrat, fosfat,
hekzametafosfat ve etilendiamintetraasetikasit (EDTA)’
dir. Bu sayilan selatlar arasinda &zellikle EDTA hem
antimikrobiyel aktiviteye sahip olmasi, hem de nisinin
antimikrobiyel etkinligini diger selatlara gére daha fazla
artirmasindan dolayr gida uygulamalarinda siklikla
kullaniimaktadir. EDTA  kullanilarak  yapilan  bu
calismalarda  Ozellikle Salmonella, Escherichia,
Pseudomanas tlrlerinin laboratuvar ve gida ortaminda
inhibisyonu goésterilmistir [44, 46]. E. coli ve P.
aeruginosa suslarinin Salmonella’'ya kiyasla nisin ve
EDTA varliginda daha hassas oldugu belirtilmigtir.
Ayrica gida ortaminda yapilan c¢alismalarda nisin ile
birlikte EDTA kullaniminin besiyeri ortamina gére daha
dlsik diizeyde etkili oldugu ifade edilmektedir. Ornegin
%2 yagh UHT sitte tripton soy besiyerine gbre, S.
enteridis ve P. fluorescens suslarinin séz konusu
antimikrobiyel kombinasyonlara daha fazla direncli
oldugu saptanmistir [47]. Baska bir calismada ise,
EDTA’nin  nisin  uygulamasindan sonra gidaya
katilmasinin, eszamanl kullanima gbére E. coli
NCTC12900 lzerinde daha fazla inhibisyon saglanmistir
[43].

Gida patojenlerinin inhibisyonu amaciyla nisinle birlikte

dogal antimikrobiyel ajanlarin kombine edilerek
kullanilmasi, son yillarda dikkati geken Gnemli
yonelimlerden birisidir [48, 57]. Ozellikle tUketici

tercihlerinin dogal bilesenlerin kullaniimasindan yana
olmasi dogal antimikrobiyel ajanlarin énemini daha fazla
artirmaktadir. Diger taraftan bu ajanlarin kullaniimasi ile
bakteriler Uzerinde letal etkiye ulasabilmek icin ylksek
oranda kullaniimasinin gerekliligi, yUksek
konsantrasyonlarda kullaniimasi durumunda ise gida
aroma ve lezzetinde degisimlere ve kayiplara neden
olmasi, bu ajanlarin nisin gibi diger antimikrobiyel
ajanlarla birlikte sinerjist kullanimi tesvik etmektedir.
Ayrica bitkisel antimikrobiyel ajanlarla nisin direngli
bakterilerin inhibisyonu da saglanmaktadir. Glnki s6z
konusu bu ajanlar bakteriler Uzerindeki antimikrobiyel
etkiligini htcre duvarini bozarak géstermektedir. Nisin
de hicre duvari zarar géren hicrelerin sitoplazmik
membranina ulasarak daha fazla etkili olabilmektedir
[50, 51, 54, 55].

Sinerjistik antimikrobiyel etki amaciyla nisinle birlikte
kullanilan en ©6nemli dogal antimikrobiyel ajanlar;
kekikten ekstrakte edilen karvakrol ve timol, karanfilden
ekstrakte edilen djenol ve targindan ekstrakte edilen
sinnamik asittir. Bunlarin yaninda kekik, giiveyotu,
kimyon, su ladini kozalag gibi bitkilerin 6zit0 de nisinle
birlikte patojen bakterilerin inhibisyonu igin denenmistir
[48, 57]. Nisinin karvakrol, timol ve &jenol ile birlikte B.
cereus ve L. monocytogenes suslar lzerinde sinerjist
antimikrobiyel etki gOsterdigi tespit edilmistir [58, 59].
Baska bir ¢calismada karvakrol, éjenol ve timolln nisinle
birlikte kullaniimasiyla B. subtilis ve L. innocua
suslarinin tamamen inhibe edilebildidi belirlenmigtir [49].
Sit ortamina asilanan L. monocytogenes suslarinda, su
ladini kozalaginin 6zitinlin nisinle birlikte kullaniimasi
durumunda canlihlk tamamen sona erdirilmistir [54].
Benzer sekilde, dogal antimikrobiyel ajanlar nisinle
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birlikte Gram negatif bakterilerin inhibisyonu igin de
denenmistir. Sinnamik asit ile nisinin kombinasyonu ile
yapilan galismada elma suyunda S. typhimurium ve E.
coli O157:H7 suslarinin inhibisyonunu hizlandirmistir
[60]. Ancak Olasupo ve ark. [49] 5 farkli organik bilesigin
(karvakrol, 6jenol, timol, diacetil ve sinnamik asit) E.coli
ve S. typhimurium suslari (zerinde letal etkiye sahip
oldugunu ancak bu organik bilesiklerin nisinle birlikte
kullaniimasi durumunda letal etkinin gelistirilemedigini
belirtmigtir. S. enterica serovar Typhi susu kullanilarak
yapilan bir diger ¢calismada, kekik yaginda bulunan ve
monoterpen yapisinda olan p-cymene ve nisin
kombinasyonun 37°C'de ylksek letal etkili iken ayni
organik bilesiklerin ayri uygulamasinda herhangi bir
inhibisyon tespit edilememistir. Bu calismada p-
cymene’nin bakterilerin hicre duvarina nisinin diflize
olmasini saglayarak antimikrobiyel etkinin artirildig
ifade edilmistir [55].

Bitki &zlerinin ve esansiyel yaglarinin bakteriler
Uzerindeki antimikrobiyel etki mekanizmasi nisinin
inhibisyon  etkisinin  geligtiriimesi  yéninde &nem

tasimaktadir. Her ne kadar bitkisel 6zutlerin ve esansiyel
yadlarinin antimikrobiyel etkisinin mekanizmasi Gizerinde

farkl yaklasimlar bulunsa da, &zellkle bu dogal
antimikrobiyel ajanlarin hidrofobik karakterde
olmalarindan dolayr bakterilerin  hiicre duvarinda

bulunan yag tabakasinin yapisinin bozulmasi ile
gecirgenliginin artirimasi ile iliskili mekanizmalar agirlik
kazanmistir [50, 61]. Dolayisiyla bu dogal antimikrobiyel
ajanlarin uygulamasi ile bakterilerin hlcre duvarinda
meydana gelen yapisal bozulmalar neticesinde nisinin
bakteri htcrelerinin  sitoplazmik zarina ulagmasini
kolaylastirmaktadir. Bu yondeki yaklasimlarda 6zellikle
karvakrol ve timoliin yapisinda yer alan fenolik yapinin
gesitli yerlerinde bulunan hidroksil gruplarinin hiicre
duvari (zerinde etkili olmalarindan dolay! sinerjist
antimikrobiyel etki icin nisinle birlikte kullaniimasi
acisindan 6n plana ¢cikmaktadir [62]

Patojen mikroorganizmalarin engellenmesi amaciyla
nisinle birlikte antimikrobiyel aktiviteye sahip diger
kimyasal bilesenler de kullanilmistir. Ornegin nisin etil
alkolle birlikte kullanildiginda L. monocytogenes
suglarinin canhliklari tamamen durdurulmustur [63].
Diger taraftan icme sitiinde manolaurinin nisinle birlikte
kullaniimasi durumunda L. monocytogenes suslarininn
gelisimi engellenmistir [64] Bunlarin yaninda nisinle
birlikte bakteriyofajlardan saflastirilan endolizin proteini
(LysH5) denenmigtir. Bu ¢alismada endolizin proteini ile
nisin pastdrize sitte birlikte kullanildiginda S. aureus
suslarinda sadece nisinden elde edilen antimikrobiyel
etkinlikten daha fazlasina ulasildigi rapor edilmistir [65].
Nisin ve lizozime karsi ayri ayri direngli oldugu bilinen
Clostridium difficile sporlarl, sb6z konusu bu iki
antimikrobiyal ajan gelisme ortaminda ayni anda
beraber bulunduruldugunda olusan sinerjistik etki ile
inhibisyonda artis saglanmistir [66] Enterococcus
faecalis  suslarina  kargl  e-polilisin ~ ve  nisin
kombinasyonunun  antimikrobiyal  sinerjistik  etkisi
membran  gecirgenlik  analizlerince  dogrulanmis,
calismada e-polilisinin  hicre icinde  gdsterdigi
antimikrobiyal etkinin nisinin hiicre zarina verdigi
tahribatla kolaylastirildidi bildirilmistir [67].
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Nisinin Fiziksel islemlerle Birlikte Kullanimi

Gida sistemlerinde mikrobiyal givenligin saglanmasi
amaci ile ¢oklu antimikrobiyel faktérlerin birlikte
kullanimi veya hicre duvarlarini tahrip edici 1sil islem,
vurgulu elektrik alan veya yiksek hidrostatik basing gibi
fiziksel uygulamalarin antimikrobiyel ajanlarla
kombinasyonu sonucu gelistirilen, prensibinde ortak
hicresel hedefler yer alan engeller teknolojisi hakkinda
yapilan calismalar giderek énem kazanmaktadir [68,
74]. Sadece bir antimikrobiyel etkiye maruz birakilmis
bakteri popUllasyonunda gd&zlemlenebilecek durumlar
siraslyla sOyle Ozetlenebilir: i) uygulanan antimikrobiyel
etkinin derecesi popilasyonda letal etki yaratabilir, ii) ya
da antimikrobiyel ajan yeterli letal doza ulasmadigindan
uygulama sonunda sublethal etki gdzlemlenebilir ki bu
durumda hicreler strese karsi gelistirdikleri adaptasyon
mekanizmalar sayesinde daha direngli hale gelebilirler,
iii) son olarak bakteri populasyonu dogal olarak ya da
sonradan antimikrobiyel ajana diren¢c gdsterebilir.
Engeller teknolojisinde ise kullanilan her stres
faktorinln letal etkisinin olusturdugu sinerjistik artistan
faydalanilir.

Gidalarda raf émrinlin uzatiimasi igin siklikla yapilan
1sil islem uygulamasi ¢ogu gidada besin kayiplan ve
kalite kusurlarina neden olur. Alternatif secenek olan
bakteriyosinlerin kullanimi ise oldukg¢a maliyetlidir. Isil
islem ve nisinin birlikte kullaniimasi halinde hem
hedeflenen letal etki dizeyi yulkseltilebilir hem de
maliyet, besin ve kalite kayiplari 6nlenir. Istakozda L.
monocytogenes  inhibisyonunun  arastinldigi  bir
¢alismada nisin ve 1sil iglem uygulamasinin birlikte
kullaniimasi halinde poptlasyondaki letal etkinin arttigi
bildirilmistir [75]. Nisine direngli L. monocytogenes
suslari ile yapilan bir bagka ¢alismada suslara 55°C isil
islem uygulanmasi halinde nisine karsi duyarliigin
6nemli dlgide arttigi vurgulanmistir [76] Sublethal 1sil
islem uygulamalari Gram negatif bakterileri nisinle
birlikte enterosin, pediosin gibi bircok farkl bakteriyosine
karsi da duyarli hale getirmektedir [77, 80]. Ayrica
yUksek antimikrobiyel etki, bakteriyosin, isil iglem ve
selatlarin kombine uygulamalarindan elde edildigi de
rapor edilmigtir [79, 80, 51] Clostridium sporogenes
sporlarinda sadece nisin uygulamasi ile canlilik
oraninda herhangi bir azalma elde edilemedigi, spor

sublethal

hasar #° ~,

inhibisyonu igin nisin kullaniminin 1sil iglemle birlikte
uygulanmasinin daha etkili oldugu &nerilmistir [81]. Isil
islem, asitlendirme ve nisinin kombine uygulanmasi
sonucu antimikrobiyel sinerjistik etkinin arastirildig bir
diger calismada ise; C. sporogenes sporlarinda D
degerlerinin - édnemli odlgide dusOrildigld ve spor
inaktivasyonun etkin sekilde basarildigi rapor edilmistir
[82]. Sit dOrlnlerinde sorun  olusturan  Bacillus
sporothermodurans  sporlari  1siya  karsi  oldukga
direnclidirler. Yapilan bir calismada B.
sporothermodurans sporlarinin  15-184 [U/mL nisin
konsantrasyonu, 73-106°C 1sil islem kombinasyonu ile
beraber kullanildiginda antimikrobiyel etkinin arttig
bildirilmistir ~ [83].  Salmonella enteridis ve S.
senftenberg'in inhibisyonu igin énce 55°C’de 15 dakika
gibi bir 1sil islem, sonrasinda nisin ve karvakrolun
beraber kullanildigi bir engeller uygulamasinda sonuglar
antimikrobiyel icermeyen kontrol grubuna kiyasla énemli
6lclide inhibisyon derecesini yukselttigini gdéstermistir
[84]. Ayni sinerijistik etki Bacillus cereus sporlarinda etkili
bir sekilde saglanmis, hicrelerin ¢imlenme ve
sporllasyon yetenegdi ciddi oranda zayiflatiimistir [85].
Tum bu O6zetlenen bilgiler 1siginda nisin ile termal
inaktivasyon kinetiginin optimizasyonu
gergeklestirildiginde, ulasilacak etkinin  ylksek
olacagi agiktir.

letal

Vurgulu elektrik alan uygulamasi (PEF) iki elektrotun
arasinda olusturulan yiksek gerilim darbelerinin neden
oldugu termal olmayan alternatif bir mikrobiyal
inaktivasyon yodntemidir [86]. Burada uygulanan ¢ok
yUksek frekansta dogrudan elektrik akim uygulamasi
bakteri hiicre zari gegirgenliginde hasara yol agmakta ve
hicre 6limine neden olmaktadir. PEF ydntemi
volumetrik etkisinden 6tlrl akiskan 6zellikteki gidalarda
gerek vyalniz basina gerek sinerjistik sonu¢ alinan
antimikrobiyel ajan, kimyasallar veya fiziksel diger
islemlerin kombine uygulamalariyla mikrobiyal gtvenlik
amaci ile kullaniimaktadir.  Engeller  teknolojisi
kapsaminda uygulanan PEF’de, hasar almayan bakteri
sporlari  devaminda  uygulanan  bakteriyosinlerin
antimikrobiyel etkisinden kurtulamaz (Sekil 3). Bu
sinerjistik etkinlik PEF’e baglh elekirik alan kuvveti, vurgu
sayisi ve vurgu slresi gibi faktorlerin optimize
edilmesine bagli olarak degisiklik gosterir [87, 89].
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Sekil 3. PEF ydnteminin nisin ile birlikte kullanildiginda mikrobiyal populasyonlar tzerinde olusturdugu sinerjistik
antimikrobiyel etki mekanizmasi [51]
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PEF ybnteminin nisin ile sinerjistik antimikrobiyel
etkisinin esas alindi§i bircok bilimsel c¢alisma bu
yontemin gida muhafazasinda ve biyoglvenliginde
kullaniimasina 1sik tutmaktadir [3, 4, 90-93]. Nisin gibi
antimikrobiyellerin orta derece isil islemlerle birlikte
gerceklestirilen PEF uygulamalarinda 6zellikle meyve
suyu gibi disik asitli gidalarda  gelisebilen
mikroorganizmalarin vejetatif formlari Uzerinde etkili
kontrol saglanabilmektedir [4]. Ayrica nisin ve PEF
kombin uygulamasi, kollajen jel yapilarinda soruna
neden olan Staphylococcus epidermis izerinde yarattigi
sinerjistik  antimikrobiyel etkisinden dolayr doku
muhendisliginde de kullanim alani bulmustur [90] Nisin
ve PEF kombin uygulamasinin sinerjistik etkisi, fosfat
tamponlu ortamda Micrococcus luteus’a, birada Lb.
plantarum’a, yagsiz sitte S. aureus’a ve B. cereus'un
vejetatif hicrelerine de yapilan calismalarla tespit
edilmistir [94, 97].

Birgcok calismada PEF uygulamasina maruz birakilmis
Gram negatif bakteri hicrelerinin nisine kargi duyarl
oldugu gésterilmistir [92, 93, 98, 99]. Portakal suyunda
Salmonella inhibisyonu igin yapilan PEF uygulamasini
takiben meyve suyuna 27.5 IU/mL nisin ve 690 IU/mL
lizozim ilave edilmesi ile olusturulan sinerjistik
antimikrobiyel etki sayesinde hiicre canliliginda 2.75
logaritma azalma elde edilmigtir. Nisin ve lizozimin
beraber kullaniimasi PEF ile hlicre duvari hasar géren
hucreler Uzerinde bakterisidal etkiyi artirmigtir [98].
Benzer bir baska calismada ise targindan ekstrakte
edilmis sinamon ve nisin karigimi PEF ile beraber
uygulandiginda gUgli  patojenitesi bulunan  E.coli
0O157:H7 (zerinde 6-8 logaritma azalma saglamistir
[99]. 1000 IU/mL nisin konsantrasyonu ile 11.25 kv/cm
siddette 3 atim ile gergeklestirilen bir nisin-PEF
uygulamasinda elde edilen 4 logaritma azalmanin
benzerine ulagsmak igin 500 1U/mL nisin konsantrasyonu
kullanildiginda ise ayni siddette 5 atimh PEF yapilmasi
gerekmistir [100]. Goruldugi gibi sinerjistik
antimikrobiyel etkinin elde edilebilmesi igin kullanilan
engellerden birinin  glcl dUslrdldiginde digerinin
dengeli bir sekilde ylkseltimesi ayni efektif sonucu
almayr saglamaktadir. Bir diger ¢alismada ise portakal
suyunda nisin ve PEF’in (40 Kv/cm, 100 mikrosaniye)
sinerjistik antimikrobiyel etkisi E. coli K12, L. innocua ve
Pichia fermentas'da sirasiyla 5.6, 7.9 ve 7.8 logaritma
azalma olarak belirlenmistir [3]. Sonug¢ olarak gida
kaynakli patojenik veya saprofit mikroorganizmalara
karsi PEF uygulamasindan nisin ile olusturdugu olumiu
sinerjistik etkisinden dolayl faydalanilabilinir. Benzer
sinerjistik  antimikrobiyel etki diger bakteriyosin
kombinasyonlari ile de gb6zlenmistir. Fakat burada

6nemli olan husus kullanilacak olan bakteriyosinin
antimikrobiyel  engel  olusturabilmesi  icin  PEF
uygulamasina  karsi  direngli  olabilmesi, PEF

uygulamasindan sonra canl kalan endosporlar izerinde
inhibitif etki gésterebilmesidir.

Mikrobiyal inaktivasyon amaciyla siklikla kullanilan 1sil
islemlerin gidalar Uzerinde meydana getirdidi olumsuz
etkileri azaltmak igin gelistirilen alternatif muhafaza
yéntemlerinden bir digeri de Ylksek Hidrostatik Basing
(HHP) uygulamasidir. HHP uygulamasi, kati ve sivi
gidalarin ambalajli veya ambalajsiz olarak 100-1000
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MPa basinca maruz birakilmasi iglemi olup, bu basincin
mikroorganizmalarin hiicre zarinda goérev bozukluklari
(malfonksiyonlar) membran proteinlerinin
denatlrasyonuna bagli olarak, aminoasit aliminin
inhibisyonuna neden olmaktadir. Hucre morfolojisi
basing uygulamasiyla degisir ve hiicre bdlinmesi
yavaglar. Hicre icin 6nemli enzimlerin denatlre olmasi
ve ribozomun zarar g6rmesi mikroorganizmanin
inaktivasyonuna neden olmaktadir [101]. Nisinin HHP
uygulamasi ile birlikte gdsterdigi sinerjistik antimikrobiyel
etki ise s6z konusu iki engelin hiicre zarinda meydana
getirdikleri kimulatif hasardan ileri gelmektedir [102,

106]. HHP uygulamasinin antimikrobiyel etkinligi
uygulanan bakteri popllasyonunun &zelliklerine ve
hicrelerin -~ bulunduklari  gelisim  evrelerine  gére

degiskenlik gosterir. Nisin Gram negatif bakteriler
Uzerinde antimikrobiyel etkili olmamasina ragmen, HHP
uygulamasindan sonra ortama eklendiginde Gram
negatif  bakteriler Gzerinde guglu inhibitif  etki
gbstermektedir [107, 110]. Nisin ve pediosin karisiminin
HHP ile kombinasyonlu uygulanmasi sonucu Clostridum
sporlari Uzerinde de inhibitif etkiye ulasiimigtir [111].
HHP uygulamasinin etkinligi ayrica uygulanan gidanin
biyolojik yapisi ile de ilgilidir. Et ve st Grlnleri
kompleks kompozisyonuna sahip olmalari ve nétral
pH’larda bulunmalarindan dolayr HHP uygulamalarina
karsi glgli bariyer 6zelligi goésterirler. Fosfat tamponu
icerisinde bulunan E. coli MG1655 susunda 400 MPa
HHP uygulamasi ile canliik oraninda 7 logaritma
azalma saglanirken; ayni sus ile siit ortaminda 700 MPa
HHP uygulamasi ile sadece 3 logaritma azalma
saglanabilmigtir. St ortamina ilave edilen 400 1U/mL
nisin ve 400 pg/mL lizozimin olusturdugu sinerjistik
antimikrobiyel etki ile inhibisyon orani artmistir [112].
Benzer sekilde siit ortaminda HHP uygulamalarina karsi
direng g0Osteren bakterilerin inaktivasyonunun nisin
ilavesi ile artinldigr baska calismalarla da gdsterilmigtir
[110]. Bu cahsmalarin en ©6nemli bulgusu HHP
uygulamasinin yiksek siddetlerde kullanmak yerine,
nisin gibi sinerjistik etkinin olusturulabildigi alternatif
antimikrobiyellerle  birlikte  kullaniimasidir.  Salatalik
suyunda yapilan bir galismada, 350 MPa 10 dakika HHP
ve 100 IU/mL nisin uygulamasiyla mikroflorada 4.5
logaritma azalma elde edilmistir [102]. Bacillus
subtilis’'un inaktivasyonu igin 100-500 MPa 15 dakika
HHP ve 200 IU/mL nisin ile birlikte kullaniimisg,
hicrelerde meydana gelen ultramakroskopik yapidaki
molekiler degisimler gegirimli elektron mikroskopu
aracihgiyla gb6zlemlenmigtir. Notral pH'da
gerceklestirilen bu ¢calisma ile nisin+HHP uygulamasi B.
subtilis popllasyonu 2.5 logaritma azaltmig, hicrelerin
membran gegirgenligini %60 artirmigtir. Ayrica HHP
uygulamasi hiicre membranindaki fosfolipid molekulleri
jelimsi bir yapiya dénistlirmis, bdylece nisinin hiicre
icerisine girebildigi bildiriimistir [103]. 7 logaritma
dizeyinde L. monocytogenes inokile edilmis
jambonlarda HHP ve nisin uygulamasi ile 3.85 logaritma
azalma kaydedilmis, HHP ve nisinin birlikte
uygulamasinin et Grlnlerinin depolamasinda mikrobiyal
glvenligi destekledigi ifade edilmistir [104]. Salmonella
enteritidis susunun inaktivasyonu, 200 IU/mL nisin ve
200 MPa HHP uygulamalarinin ancak ikisi birden
kullanildiginda basarilabilmistir  [105] Siralanan bu
bilimsel veriler, HHP ile nisinin birlikte kullaniimasi
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durumunda gida sistemlerinde  mikrobiyal  riskin
Onlenmesi agisindan énemli oldugunu ispatlamaktadir.

Bir diger yenilik¢i engel uygulamasi ise; vurgulu (atimh)
1sik uygulamasidir. Bu ydntemde infrared bélgeye yakin
genis spektrumlu dalga boylarr (200 nm? mm)
kullaniimaktadir. Peynir drneklerinde nisin ile vurgulu
1Islk  uygulamalarinin  Pseudomonas  fluorescens,
Escherichia coli and Listeria innocua Uzerindeki
sinerjistik antimikrobiyel etkisi arastinimistir [113].
Arastirmacilar  peynir  6rneklerine  nisin ilavesini
gergeklestirdikten sonra PL uygulamasinin sinerjistik bir
etki yaratmadigini, aksine bakterilerin UV 1siklarini
absorbe etmelerinde zayifladiklarini rapor etmislerdir.
Galismada PL ve bakteriyosin kullanim sirasinin énem

arz ettigi vurgulanmig; L. innocuada 3.73 + 0,96
logartitma azalmaya 9.22 J/cm? siddetinde PL
uygulamasindan sonra yapilan nisin ilavesi ile

ulasiimistir. Ayni 6rneklerde sadece PL uygulamasi
gergeklestirildiginde ulasilan mikrobiyal inaktivasyon
orani 3.01 £ 0.48 logaritma olarak rapor edilmigtir. PL
uygulamasinin  antilisteral  etkinligini artirmak igin
beraberinde nisin kullanildigi bir baska c¢alismada
4°C’de 48 h depolanan sosis érneklerinde toplam 4.03
logaritma azalma gézlemlendigi kaydedilmistir. Nisin ve
PL'in birlikte uygulandigi bu engeller sistemi hazir
gidalarin Uretiminde etkin bir antilisteral adim olarak
Onerilmigtir [114].

SONUG

TUketicilerin koruyucu iceren gidalara kargi hassasiyeti,
gidalarin korunmasinda dogal yollarin kullaniimasini én
plana c¢ikarmigtir. Diger taraftan gidalarda patojen
mikroorganizmalarin engellenmesi de tluketici saghgi
veya gida guvenligi acisindan olduk¢a 6nemlidir. Nisin,
gida sistemlerinde guvenle koruyucu olarak kullanilan
6nemli alternatif dogal koruyuculardan birisidir. Nisinin
cesitli kimyasal ve fiziksel islemler ile birlikte kullaniimasi
gida sistemlerinde mikrobiyal inhibisyonu
gelistirmektedir. Ozellikle nisinin etkili olmadigi bakteriler
bu sekilde durdurulabilmektedir.

Gidalarin rretiminde uygulanan muhafaza yéntemleri ile
birlikte nisinin kullanilmasi, muhafaza ydntemlerinden
kaynaklanan olumsuzluklarin gideriimesi agisindan da
katki saglamaktadir. Ozellikle gida sisteminde nisinin
kullaniimasi durumunda muhafaza ydnteminin disik
uygulama degerlerinde mikrobiyal inhibisyon
basarilabilmektedir. S6z konusu uygulama ile gidalarda
1sil islem esnasinda karsilasilan sorunlarin da 6nilne
gecilebilmektedir.
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