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OZET

Modern teknikler ve giivenlik 6nlemlerinin (6rnegin, HACCP) tanimlanmasi ile gida
biyoteknolojisinde saglanan gelismelere ragmen gida giivenligi halen daha ¢6ziim
bekleyen bir problemdir. Gida kaynakl:i hastalik ve intoksikasyonlarla ilgili bildirilen
rakamlar halen daha artmakta olup, gida kaynakli hastaliklarda (salmonellosis,
listeriyosis gibi) gorulen en biiyilk patlamalar son on iki on ili¢ yilda olmustur.
Tiiketicilerin daha az korunmug gida istekleri ve bu istekleri kargilamak igin yeni
gida sistemlerinde saglanan gelismeler patojenlerin ¢ogalmasini 6nlemek igin yeni

engeller geligtirilmesini zorunlu kilmigtir.

Bu c¢aligmada et ve et iiriinlerinin raf émrinii uzatmak ve giivenilir triinler elde
etmek amaciyla son yillarda sik¢a gilindeme gelen koruyucu kiiltiirler ile
bakteriyosinler incelenmis ve bunlarin et teknolojisindeki kullanim alanlan ile ilgili

calismalar derlenmigtir.

Koruyucu kiiltiirler, patojenleri inhibe etmek ve/veya raf ¢émriinii artirmak amaciyla
kullanilan ancak iiriiniin duyusal 6zelliklerini de miimkiin oldugunca az degistiren
antagonistik kiltirlerdir. Starter kiiltiirlerde metabolik aktivite (6rnegin asit tiretimi)
téknolojik Oneme sahipken antimikrobiyal etki ikincil bir etki olugturabilmektedir.
Koruyucu kiiltiirlerde ise durum tam tersidir. Ancak koruyucu kultiir kullanim ilave
bir giivenlik faktorii olarak diigtiniilmelidir.

Bakteriyosin iireten laktik asit bakterilerinin “koruyucu kiiltiir” olarak kullanimi giin
gectikge artmaktadir. Bakteriyosinlerin patojenleri inhibe edici etkisi 6zellikle diisiik
asitli, sogukta muhafaza edilen et uriinlerinde son derece 6nemlidir. Laktik asit
bakterilerinin bakteriyosinlerinin inhibitor spekturumu iiretici organizmanin yakin
iligkili oldugu organizmalarla sinirh oldugundan Gram negatif patojen ve bozucu

bakterilere karg1 etkili degillerdir.



SUMMARY

Despite of the recent improvements in modern technologies and safety concepts (e.
g. HACCP)in food biotechnology, the problem of food safety still remains to be
unsolved. The reported number of food-borne illnesses and intoxications is still
increasing. The largest outbreaks of food-bomme diseases (e.g. salmonellosis,
listeriosis) occured in the last 12 - 13 years. The consumers demands for less
preserved foods and development of new food systems to fullfil these demands,

urges new hurdles for pathogen growth.

In this study, the protective cultures and bacteriocins which are very common in food
processing in last years have been investigated to extend the shelf-life of meat and
meat products and studies in the literature about the way of their usage in meat

technology have been compiled.

Protective cultures, which are used to inhibit pathogens or /and to extend the shelf-
life of meat product, nevertheless effect the sensorial charecteristics at minimum, are
antagonistic cultures. While methabolic activity (e.g. acid production) has a
technological importance in starter cultures, antimicrobial effect may cause a
secondary effect. However; this sutiation is reverse for protective cultures. The usage

of protective culture is suggested as an extra security factor.

Usage of bacteriocin-producing lactic acid bacteria as “protective cultures” is
increasing day by day. The effect of lactic acit bacteria’s bacteriocins to inhibit the
pathogens is very important for the meat products which have low pH and stored in
cold conditions. Since inhibitory specturums of bacteriocins are limitted with closely
related species, they are not active against Gram negative pathogen and spoilage

bacteria.
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1. GIRIS

Fermente gida iiretimi, bilinen gida isleme tekniklerinin en eskilerinden biridir. Siit, et ve
sebze fermantasyonlari, uygarligin bilinen ilk yillanina kadar uzanmaktadir. Bu iglemler
dogal olarak kargilanmakta ve bunlarda mikroorganizmalann rolii heniiz daha
bilinmemekteydi. Pek ¢ok iirinde Giretim, nesilden nesile geleneksel metotlarin kullanimi
ile gerceklestirilmekteydi. Ancak bu zamanlarda Grinler az miktarda Uretilmekteydi
(Caplice ve Fitzgerald,1999).

19. yizyihn sonlarina kadar fermente bir tiriin yapilacagi zaman triinden bir kisim ayrilir
ve bu ayrilan kisim bilahare starter olarak sonraki fermantasyon igleminde kullamlirdi.
Asya, Avrupa ve Afrika' da, ¢ogu fermente uriin halen bu sekilde hazirlanmaktadir
(Metz, 1993).

Gidalardaki fermantatif degigikliklerle mikroorganizmalarin  varligi arasindaki baglanti
saraptaki bozulmalarin incelenmesi swrasinda 1866 yilinda Pasteur tarafindan
bulunmustur. Gida endustrisinde saf starter- kiiltiirlerin kullammina ait bilimsel ve pratik
temeller 1890'1arda Almanya'da Weigmann ve ABD'de Conn tarafindan atidmugtir. 1892
yilinda Kopenhag'daki Chr. Hoisen labratuvan siit igleme endiistirisinde kullamm igin saf
starter kiltiir suglan satmaya baglamigtir (Metz, 1993).

19. ylizyiin ortalanna dogru gida fermantasyonlarinda bizim anladifimiz anlamda
tiretimde iki 6nemli gelisme yaganmugtir. Bunlardan birincisi, endiistiriyel gelisim sonucu
kentlerde yagayan insan sayisinda bir artig olmustur. Bu da geleneksel yontemlerle az
miktarlarda yapilan gida maddelerinin bilyiik insan kitlelerine yetmeyecegi anlamimdadir.
Ikincisi 1850'erden sonra mikrobiyolojinin bir bilim dal haline gelmesiyle fermantasyon
isleminin anlagilmasidir. Boylece bakteri, maya ve kiiflerin fermente gidalardaki geligimi
anlagilmig ve bunlarin ¢ogalmasinin daha kontrollii ve daha etkin fermantasyonlara neden
oldugu gozlenmigtir (Metz, 1993; Caplice ve Fitzgerald, 1999).



Fermente gidalann tiretimindeki endustiriyel ve bilimsel geligmeler sevindiricidir. Daha
net bir ifade ile geleneksel olarak kullamlan geri mayalama veya dogal fermantasyonlar,
endiistiriyel boyutta artik genis bir sekilde kullamlmamaktadir. Ozellikle fermente siit
iiriinleri igin karakterize edilen fermantasyondan sorumlu olan mikroorganizmalardan, 19.
yiizyihn sonralarina dogru siit igleme fabrikalarinda 6nemli derecede yararlanilmistir. Bu
gelismeler giiniimiizde siit fermantasyonlarinin en ¢ok aragtirilan ve en iyi yapilan gida
fermantasyonlarinin arasinda olmasina neden olmustur. Ornegin, pek ¢ok fermente
gidanin tiretiminde 6nemli rolii olan laktik asit bakterileri, genellikle siit kaynaklidir. 20.
yizyll boyunca geligmeler hizla artmus ve glinimiizde bu bakterilerin kontrolu 20.
yuzyil oncesine gére hayal edilemez seviyelere ulagmigtir. Bu, kismen de olsa kontrolli
bir metot kullamlarak milyonlarca litre siitin bir giinde peynire iglenmesinin ve tiriinde en
iyi kalitenin elde edilmesinin nasil gergeklestigini géstermektedir (Caplice ve Fitzgerald,

1999).

Uzun willar gidalan daha uzun siire koruyabilmek igin gesitli yontemler denenmigtir.
Gidalarin genellikle 1s11 iglem, sogutma, dondurma, kurutma veya fermantasyon
yontemleriyle korunmasina ¢aligilmugtir. Bazen kimyasal maddeler de kullamlmis olmasina
ragmen, bu kimyasal maddelerin koruyucu olarak gidalara katilmalan son yillarda ortaya
¢ikmigtir. Boylelikle iiretilen driinlerin 6zelliklerini kaybetmeden daha uzun siire
dayanmalan saglanarak depolama, ambalajlama ve pazarlamada cesitli kolayliklar
saglanmistir (Giiven, 1998) .

Gida giivenligi, tiketicinin korunmasimn tam olarak saglanmasi bakimindan son derece
onemlidir. Ancak mikrobiyolojideki gelismelere ragmen gida zehirlenmeleri diinya
¢apinda artig gostermektedir. Gida kaynakl hastaliklarda (salmonellosis, listeriosis ...
gibi) gbzlenen en biyiik patlamalar son 12 - 13 yilda olmugstur. Modern teknikler ve
giivenlik 6nlemlerinin tammlanmasiyla gida biyoteknolojisinde saglanan gelismelere
ragmen gida giivenlidi halen daha ¢6ziim bekleyen onemli bir konudur (Hugas, 1998;
Kelly et al., 1996).



Gidalardaki arzu edilmeyen bakterilerle miicadele sorunu son yillarda gida tiiketimindeki
pek ¢ok egilimden etkilenmigtir. Her gegen giin artan sayida tiiketici, az iglenmis kimyasal
koruyucu kullanilmaksizin hazirlanmig, disiik asit, seker ve yag igerigi ile karakterize
edilen hafif iriinleri ve tiikketime hazir, dilimlenmis, dondurulmus mamiilleri tercih
etmektedirler. Tiiketime hazir ve yeni gida tiplerinin fazlahg: aslinda gesitli problemleri de
beraberinde getirmektedir. Bu tip uriinler mikrobiyal giivenlik agisindan 6zel dikkat
gerektirirler. Bu gidalar bozulma yapan bakteriler ile psikrotrofik patojenlerin geligmesi
agisindan suphelidir. Bu gidalara minimum 1s1l islem uygulanir ve bu da patojenleri
oldiirmeye yetmez. Ayrica bu gidalarda prezervatif ya ¢ok az kullamimgtir ya da hig
kullamlmamustir. Bunlara sogukta muhafaza ve vakum ambalajlama gibi iiriiniin
tazelifini ve besin degerini Onemli Olgiide etkilemeden raf Omriinii artinict iglemler
uygulanir. Aragtinicilar psikrotrofik gida patojenlerinin 6zellikle aerob ve fakiiltatif
anaeroblann az sayida bile olsalar uzun stireli bir depolama sonucunda gogalip giday
giivensiz hale getirebileceklerini belirtmislerdir. Listeria monocytogenes, Yersinia
enterocolitica, Aeromonos hydrophila ve Clostridium botilinum‘un proteolitik olmayan
tipleri (Tip B ve E), sogukta muhafaza edilen gidalardan izole edilmiglerdir (Nielsen et
al, 1990; Lewus et al., 1991; Holzapfel et al., 1995; Kelly et al., 1996) .

L.monocytogenes ve A. hydrophila 5°C ‘den dugtk sicakhiklarda, Staphylococcus aureus
5 — 12°C arasindaki sicakliklarda geligir. Sogukta muhafaza bunlann kontrolii igin yeterli
degildir. L. monocytogenes buzdolabi sicakhginda geligebildiginden Amerika'da bu
organizma igin titketime hazir gidalarda sifir tolerans limiti konulmustur. S.qureus ise
buzdolab: sicakliginda yavag gelisip enterotoksin ireterek gida zehirlenmesine neden
olur. A. hydrophila da et Urinlerinde bulunabilmekte ve gastrointestinal rahatsizliklara
yol agabilmektedir (Lewus et al.,1991) .

Gidalardaki bu patojenlerin kontroliinde laktik asit bakterileri biiyiik paya sahiptir. Laktik
asit bakterileri 6zelliklerine, kullamm amaglarina gore starter veya koruyucu kiiltiir olarak
kullamlmaktadir. Hammes ve Hertel (1998), starter kultiiriin tammm “fermantasyon
ortammnda arzu edilen metobolik aktiviteyi saglayan canh ya da dinlenme formundaki

(living or resting form) mikroorganizmalar igeren preparatlar  olarak yapmuglardir.



Siit endiistirisinde uzun zamandan beri starter kiiltiirler kullamilarak fermente Uriinler
hazirlanirken starter kulttirler kullamlarak fermente sosis iiretimi yapilan isletme oram
%50’nin altindadir. Aslinda pek ¢ok et Giriiniiniin Giretiminin esas1 fermantasyon iglemine
dayanir. Fermente sosis tireticilerinin ¢ogu halen daha geri agilama (daha 6nceden bagarih
olan bir fermantasyondan sosis karigimina agilama yapma), tecriibeye dayal prensiplerle
isletme floras: tarafindan agllama ya da tuzlanmg eti diigiik sicakliklarda olgunlagtirarak
fermentatif —mikroorganizmalan zenginlestirme gibi dogal agilama teknikleri
kullanmaktadirlar. Mikrofloranin bu gekilde farkh yollardan olusturulmasi arzu edilmeyen
degisikliklere yol agabilmekte ve  uriinde hatalara neden olmaktadir. Oysa yiiksek
oranlarda (107 - 10° / g) arzu edilen mikroorganizmalarmn ilavesi fermantasyon hatalarint

azaltmakta veya 6nlemektedir (Smith ve Palumbo, 1983; Geisen et al., 1992).

Mikroorganizmalar starter kiiltiir olarak siit, et ve sebze igleme, bira ve sarap yapim gibi
pek ¢ok gida lretim prosesinde basan ile kullanilmaktadir. Fermente gidalarda starter
kullanimu, {irtin ve lretimi optimize etmenin bir yoludur. Giiniimiizde et endistirisinde
sosis lretiminde yiksek kaliteyi saglama, varyasyonlari azaltma, organoleptik
karakteristikleri artuma yoniinde geligmeler saglanmigtir. Fermantasyon siiresinin
azaltumas:t son Uriindeki nitrat ve nitrit —miktanmn diigiriilmesi ve organoleptik
karakteristiklerinin iyilegtirilmesinden dolay1 40 yilda starter kiiltiirlerde 6nemli gelismeler
olmusgtur. Starter kiltir kullaninu ile;

- Uretim giivenligi, patojenik mikroorganizmalarin gelisimi ve fermantasyon
hatalaniyla ilgili risklerin kismen azalmasi,

- Uretim modeli, fermantasyon zamanmmin kisaltilmasi, -iiretim siiresinin
standardize edilmesi ve iiretim hatt1 kapasitesinin artirilmas1 saglanmustir (Metz, 1993;
Geisen ve Holzapfel, 1996; Hugas ve Monfort, 1997).

Fermantasyon yapabilme 6zellikleri, saglik ve beslenmedeki olumlu etkilerinden dolays,
laktik asit bakterileri gida endiistrisi i¢in énemli mikroorganizma .grubunu olustururlar.
(Yildinm ve Yildirim, 2000). Gida fermantasyonlarinin gogunda &nemli rol oynarlar ve
siit, et, sebze ve finn tiriinlerinin iretiminde farkli sug varyeteleri ile yer alirlar ( Abee ve

ark., 1995).



Laktik asit bakterileri geleneksel gida fermantasyonlarinda flavor ve aroma geligimine
katkilan ve bozulmayr geciktirmelerinden dolayr kullamlirlar (Zamfir et al., 1999).
Bunlann en énemli katkilarindan birisi de ham {iriine oranla raf émriini  uzatmalandir
(Abee et al., 1995; Enan ve ark., 1996).

Teknolojik agitdan bakilacak olursa laktik asit bakterileri antimikrobiyal madde tretimi
gibi 6nemli ozelliklere sahiptirler (Hugas ve Monfort, 1997). Laktik ve asetik asit
olusumu sonucunda pH ‘nin diigmesi diger bakteriler tizerinde antogonistik bir etki yapar
(Ahn ve Stiles,1990a). Ayrica gidalardaki patojenler ile bozulmaya neden olan
bakterilerin geligimi, besin maddeleri i¢in rekabet ve laktik ve asetik asitden farklt olarak
hidrojen peroksit, etanol, diasetil, CO,, antibiyotik benzeri maddeler ve bakteriyosin gibi
starter derivatlarinin varligina bagl olarak inhibe edilir (Ahn ve Stiles, 1990 a; Lewus et
al., 1991; Stoffels et al., 1992; Abee et al., 1995; Carolissen-Mackey et al., 1997; Zamfir
et al,, 1999; Zhu et al., 2000; Aymerich et al., 2000; Yildirm, 2001; Scannell et al.,
2001; Messi et al., 2001).

Yiiksek oranda koruyucu olmamasina ragmen bazi laktik asit bakterileri bakteriyosin
uiretirler. Laktik asit bakterileri tarafindan tretilen belirli bakteriyosinler Bacillus cereus,
C. perfringens, Listeria tirleri ve S aureus'u igeren degisik gida kaynakll patojenleri
inhibe ederler (Lewus et al., 1991). Islenmis triinlerde istenrneyén mikroorganizmalarin
gogalmasimi smirlayan muhtemel diger bir yontem ise; triiniin duyusal karakteristigini
degistirmeksizin biyolojik korumayr hedefleyen, ozellikle de bakteriyosin treten laktik
asit bakterileri suslarmin koruyucu kiiltiir olarak kullandmalandir (Kelly et al., 1996).

Aroma ve tekstiirde istenen degisiklikleri  saglayan starter kultiirler koruyucu
kultirlerden onemli bir farkla aynlir. Bu da, gidanin kendisini énemli ol¢iide
* degistirmeden bozucu ve patojen mikroorganizmalar, metabolik iriinleri veya yarigma
faaliyeti ile 6nlemesidir (Geisen ve Holzapfel, 1996). Starter kiiltiirlerin fermente et
tiriinlerinde aroma ve renk geligimi ile dayamklhilig: sagladigi; koruyucu kiiltiiriin ise gida

zehirlenmelerine neden olan istenmeyen mikroorganizmalan inhibe ederek mikrobiyal



stabiliteyi artirdign belirtilmektedir (Geisen et al., 1992). Ideal sartlarda kullamilacak
mikroorganizmanin hem starter hem de koruyucu fonksiyonlart goéstermesi arzu
edilmektedir. Giinimiizde starter ve koruyucu kiltiirler tek baslarina veya ¢oklu suglar
halinde gidalara ilave edilmektedirler (Geisen ve Holzapfel, 1996).

Starter kiilttrlerle koruyucu kiltiirler farkh amaglar i¢in farkli sartlarda uygulanan aym
kiiltiirler olabilir. Starter kiiltirlerde metabolik aktivite (6rn: asit iiretimi) teknolojik
oneme sahipken antimikrobiyal etki ikincil bir etki olusturabilmektedir; korucuyu
kiiltiirlerde durum tam tersidir (Holzapfel et al., 1995).

Koruyucu kiiltiirler, ilk bakigta gidalarin mikrobiyolojik giivenligini artirict potansiyelleri
ile ilave bir gﬁvenlik faktori olarak diigtiniilmektedir. Ancak etkinlikleri iyi igleme sartlan
ile de desteklenmelidir. Boylece bozucu ve patojen mikroorganizmalarin gelisme ve
yasama imkanlan azaltimig olur (Holzapfel et al., 1995).

Laktik asit bakterileri, bakteriyosin iiretimi bakimindan incelenmig ve pek ¢ok laktik asit

bakterilerinin bakteriyosin iirettigi bulunmustur. Bakteriyosin {ireten laktobasiller dogal
olarak fermente siit tirlinleri, et ve bitki fermantasyonlary, starter kiiltiirler, insan - hayvan
ve bitki izolatlarindan elde edilirler (Klaenhammer, 1988; Yildinm ve Yildinm, 2001,
Yildirim, 2001).

Pek ¢ok bakteriyosin iireticisi laktik asit bakterisi sugunun fermente gidalarda starter
kiiltiir olarak kullamldig: ve bu suslarin bakteriyosin tiretmeyen suslarla kiyaslandiginda
bozulmaya neden olan bakterileri inhibe etmede daha etkin olduklan gozlenmigtir
(Nielsen et al., 1998). Gidalarda bulunan ¢ok sayida laktik asit bakterisi susu
L.monocytogenes, S. aureus, C. botulinum gibi gida patojenlerine kargt bakteriyosin
uretir (Rodriguez et al., 1997). Bakteriyosinlerin patojenleri inhibe edici etkisi ozellikle
yiksek asitlifin mimkin olmadifi az islenen ve sogukta muhafaza edilen etlerde ¢ok
6nemlidir. (")zellikleA L.monocytogenes 'in buzdolabi sicakliinda gogalabilmesi ve C.
botulinum sporlarinin 1s1yé dayanikli olmas: buzdolabinda saklanan bu tip et Griinlerinde
oldukga 6nemlidir (Okereke ve Montville, 1991).



Bakteriyosin iiretimi laktik asit bakterileri arasinda yaygin bir durumdur (Bar et al., 1987,
Nielsen et al., 1998). Enterokoklar (D grubu streptokoklar) tiizerinde yapilan bir |
cahismada test edilen 100 susun 50 'sinden fazlasimin bakteriyosin trettigi tespit edilmigtir.
L. monocytogenes ve diger Listeria tirlerinin diger cinslerden elde edilen degisik
bakteriyosinler tarafindan inhibe edildigi bildirilmistir (Siragusa, 1992).

Starter kiiltiirler tarafindan iiretilen bakteriyosinler degisik fermente gidalarin  kalite vé
gilivenliginin saglanmasinda etkili olan énemli ajanlardir (Yildirim ve Johnson, 1998).
Istenmeyen bakterilere karg1 antogonistik aktivite gosteren ve yararh starter vé starter
olmayan laktik asit bakterilerine hi¢ bir etkisi olmayan bir bakteriyosin, ideal bir gida
koruyucu olarak degerlendirilmektedir ( Villani et al., 1993).

Pek ¢ok bakteri, rekabet halinde oldugu tiirlere kars1 antagonistik aktivite gosteren ve
ribozomal olarak sentezlenen peptidleri, bakteriyosinleri igerir (Bhunia et al., 1991;
Yildinm et al, 2000). Bakteriyosinler hassas tiirlere kar§1 bakteriyosidal ya da
bakteriyostatik etki tarzina sahip olan, bakteriler tarafindan tretilen protein tabiatindaki
bilesiklerdir (Ahn ve Stiles, 1990 a; Manca de Nadra et al., 1998; Nielsen et al., 1998;
Zamfir et al., 1999; Yildinm ve Yildirm, 2001). Genellikle iiretici susla yakmda.n iligkili .
bakterilere kargi aktiftirler, ancak bazlannmn etki spekturumu ‘daha genistir.
Bakteriyosinler muhtemelen hassas suglara karsi iretici suslara bif biiyiime avantajt.

saglayarak islev goriirler ( Hillier ve Davidson,1991).

Bakteriyosinler,gidanin fizikokimyasal yapisim bozmaksizin ( asidifikasyon, protein
denaturasyonu) patojen ve bozucu bakterileri inhibe eden o6nemli metabolitlerdir
(Yildirim ve Yildinm, 2001).

Bakteriyosinler genellikle 1stya dayamklhi olmasina karsin tripsin, pepsin ve diger
pfoteazlar gibi proteolitik enzimlerle inaktive edilirler. Pek ¢ok yapisal gruba
ayrilabilirler: kiigiikk peptidlerden (MA<10 kDa) lantibiyotik tipi bakteriyosinleri igeren
biiyitk proteinlere (MA>30 kDa) ve aktivite igin esansiyel olan lipid ve polisakkarit gibi



kompleks bir molekil grubu igerenlere kadar pek g¢ok yapisal gruba aynlabilirler
(Schillinger ve Holzapfel, 1996; Nielsen et al., 1998). Yapisal bakteriyosin genleri operon
benzeri gen salkimlarinda mevcuttur ki bunlar aym zamanda bagigiklik, igleme, diizen ve
translokasyon fonksiyonlan i¢in proteinleri kodlayan genleri de igerir (Schillinger ve
Holzapfel, 1996).

Bakteriyosinler molekiiler agirlik, biyokimyasal 6zellikler, konak¢: hassasiyeti ve etki
tarz1 agisindan onemli derecede farklilik gosteren gok genig bir heterojen bakteriyal engel

ozelligi sergileyen maddelerdir (Klaenhammer, 1988).

Yeterince tamimlanamayan antagonistik maddeler "bakteriyosin benzeri" olarak ifade
edilirler. Gram negatif bakterilerin aksine Gram pozitif bakterilere karst etkili olan bazi
bakteriyosinler daha genig bir aktivite spektrumuna sahiptirler. Gram pozitif bakteriler
tarafindan dretilen inhibitor maddeler igin bakteriyosin tammm kullamldiginda bu
maddenin peptid yapisinda oldugu ve bakteriosidal etkiye sahip oldugu anlagilmaktadir
(Juven et al ., 1991).

Bakteriyosinler gidaya saflagtinlmug uriin olarak dogrudan ilave edilebilecegi gibi
alternatif olarak peynir, fermente et triinleri gibi gidalarda kullamlan bakteriler, bozucu
mikroorganizmalarin gelisimini 6nleyecek miktarda bakteriyosin de iiretebilir (Hillier ve
Davidson, 1991).

Gegen son bir kag yilda bakteriyosinlerin gida prezervatifi olarak kullanilabilmelerine dair
yapilan c¢alismalar Onemli olgide artmugtir. Bakteriyosinlere ilginin artmasmin
nedenlerinden birisi protein tabiatinda olmalan ve dolayisiyla insan ve hayvan sindirim
sistemlerinde kolayca pargalanmalanidir. 1988 yilinda nisin kullanimuna dair Amerika' da
FDA' mn verdigi izin, gidalarda bakteriyosin uygulamasmin potansiyeli oldugunu
gostermistir ( Yildinm ve Yildirim, 2001).

Laktik asit bakterileri ve bunlarin bakteriyosinleri ile et ve et uriinlerinde L.

monocytogenes' in kontrolii tizerine pek ¢ok aragtirma yapilmigtir. Genelde giivenilir



olarak tamnan ve laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin kullanimlan
gidalarda L. monocytogenes'i kontrol etmek igin 6nemli bir yontem olarak kabul
edilmistir. Nisin ve diger bakteriyosinlerin L. monocytogenes'e kars: etkinligi bildirilmistir
(Bruno et al ., 1992; Ming et al.,1997; Kalmokoff et al.,1999; Bredholt et al., 1999).

L. monocytogenes, yiksek tuz seviyelerine karsi oldukga toleranslt olmas: ve nisbeten
digik pHlarda geligebilmesi nedeniyle gidalarda kontrolii gii¢ olan bir patojendir.
Ornegin 25°C’de pH 7' de %10 NaClI igeren ortam da gogalabilir, 4 °C’de, %20' lik
NaCI' de 8 hafta canh kalabilir ve 30 °C 4,39 gibi digik bir pH' da gogalmasim
stirdirebilir (Martinis et al.,1997). Gram pozitif fakiltatif anaerob olan
L.monocytogenes’in neden oldugu listeriosis hamile kadinlar, yeni dogmus bebekler,
kiigik ¢ocuklar ve bagigiklik sistemi zayif yetigkinlerde hayati tehlikeye yol agabilir
(Bruno et al., 1992).

Cig ve 1sil islem gormemis gidalarda L. monocytogenes' in varlig gevre sartlanndaki
yaygin dagihmindan dolayr kagimlmazdir. Toprak, bitki, kanalizasyon ve sudan izole
edilmistir. Isil islem sonrasinda da gidalar L. monocytogenes ile kontamine olabilmektedir
(Bruno et al., 1992 ; Motlagh et al., 1992).

L. monocytogenes, hem kesimhanelerde ve hem de proses cevresinde yaygindir. L.
monocytogenes' in bulunma oram taze etlerde % 0 - 92, tiiketime hazr {iriinlerde % 3 -
13 arasinda degisir. Etlerde L. monocytogenes'i de igeren istenmeyen bakterileri kontrol
etmek igin kullanilan dogal metotlar "gida katki maddelerine duyarh” tiiketiciler agisindan
da oldukg¢a 6nemlidir (Degnan et al., 1992).

Tiiketime hazir gidalar ve “new generation”dondurulmus gidalarda disiik seviyelerde bile
L. monocytogenes halk saghg: lizerinde o6nemli bir tehdittir. Cinkii 4 °C’de bile
geligebilirler ve > 21 giinlitk raf émriine sahip olan bu gidalarda yiiksek seviyelere
ulagabilirler. Herhangi bir sicaklik dalgalanmasi durumunda daha g¢abuk gogalirlar. Bu
gidalanin ¢ogu herhangi bir prezervatif icermez. Bu durum tiiketici isteklerinin bu yonde
olmasindan kaynaklanmaktadir (Motlagh et al., 1992; Juven et al., 1998).
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Geleneksel yontemler uygulanarak iiretilen gidalarin koruma faktérlerinin etkisi ile
(buzdolabinda muhafaza, dusik pH, yiksek tuz konsantrasyonu) patojen
mikroorganizma icermedigi diisuniilmektedir. Halbuki L. monocytogenes ile bulagmig
¢ig materyalden yapilmmg fermente gidalarn tiretimi ve muhafazas: siiresince canli kalarak
geligimini siirdiirdigi bilinmektedir (Harris et al., 1991).

Son yillarda gida kaynakl starter kiiltiirlerden elde edilen antimikrobiyal metabolitlerin
ozellikle de belirli bakteriyosidal peptidler veya bakteriyosinlerin iglenmis gidalarda
potansiyel biyolojik korucu olarak kullammlar1 hususu yogun ilgi gérmustiir ( Motlagh et
al., 1992). Lactococcus lactis subsp. lactis tarafindan iiretilen nisin ve Pediococcus
tiirleri tarafindan iretilen pediocinler, L. monocytogenes gibi Gram pozitif bakterilere
kars1 bakteriyosidal etkiye sahiptir (El-Khateib et al., 1993; Motlagh et al., 1992).
Pediocinler L. monocytogenes' i farkli derecelerde inhibe ederler ve siit tirtinleri , taze et
ve iglenmig et Uriinlerinde etkilidirler (El-Khateib et al .,1993 ).

Dogal veya katkisiz tiriinlere kars: artan tiiketici talepleri dogrultusunda kimyasal katki
kullanimim azaltacak ya da bunlann yerine gegecek dogal inhibitér maddelerin gida
prezervatifi olarak kullammu biiyik ilgi gérmektedir (Zhu et al., 2000). Laktik asit
bakterisi bakteriyosinlerinin sindirim sistemi proteazlan tarafindan parcalandiklan ve
cogu laktik asit bakterisinin GRAS ozellifine sahip olmast bunlarin dogal biyolojik
koruyucu olarak goriilmelerine neden olmaktadir (Aymerich et al., 2000). Ancak
bozulmaya neden olan bakteriler ile patojenleri inhibe etmek igin laktik asit
bakterilerinin' biyolojik koruyucu kiiltiir olarak kullanimlan bir koruma yéntemi olarak
degil de ilave bir engel olarak digiiniilmesi gerekmektedir (Anderson, 1997).
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2. STARTER KULTURLER

Fermente et urinlerinde starter kilttrlerin kullammu ile prosesin kontrol altina
alinabilmesi ve standardizasyonu mimkin olmustur (Scannell et al., 2001). Et
teknolojisinde arzu edilen mikroorganizmalarin kullamm dort farkh amaca yoneliktir,
Bunlan ;

1- Giivenligi artirmak ( patojenlerin inaktivasyonu )

2- Stabileteyi geligtirmek ( abiyotik reaksiyonlar ya da bozucu mikroorganizmalar
tarafindan gergeklestirilen olumsuz degisiklikler inhibe edilerek raf émriiniin uzatilmas )

3- Cesitlilik saglamak ( yeni duyusal ozellikler saglamak i¢in ham materyalin
modifikasyonu)

4- Saglik tizerine olumlu etkilerde bulunmak ( bagirsak sistemi iizerine olumlu
etkilerinden dolay1 )
seklinde siralamak mimkiindiir (Liicke, 2000).

Starter kiiltiirler, genelde gidamn duyusal 6zelliklerini degistirmek amaciyla kullanilir. Et
fermantasyonlarinda laktik asit bakterileri genellikle giivenli§i artirmak, stabiliteyi
gelistirmek ve cesitliligi saglamak amaglarina yonelik olarak kullambrken, katalaz pozitif
koklar, mayalar (Debaryomyces) ve kifler (Penicilluum) gibi difer organizmalar
genellikle arzu edilir duyusal 6zelliklerin stabilize edilmesi ve gergeklesmesini saglamak

amacina yoneliktir (Metz, 1993; Licke, 2000; Scannel et al., 2001) .

Laktobasiller; Gram pozitif, ¢ubuk sekilli bakterilerdir. Spor olusturmaziar. Genellikle
aerotoleranttirlar, anaerobik mikroorganizmalar olmalari nedeniyle havamn oksijenini
kullanmazlar ve enerjilerini - fermantasyon isleminden saglarlar. Fermantasyonda
olusturduklan metabolitlere gore Lactobacillus cinsi bakteriler homofermentatif ve
heterofermentatif olmak tizere iki gruba aynlirlar. Homofermentatif laktobasiller
sekerlerden yalmzca laktik asit tiretirken, heterofemiantat_if olanlar laktik asite ilaveten
asetik asit, etanol vé CO, iiretirler . Heterofermantatif laktobasiller gaz olusturmalarindan
dolayr sucuk, fermente sosis gibi fermente - kuru et urtinlerinde goézenek olugumuna ya

da vakum ambalajlanmug bu tip Uriinlerde ya da ham'lerde baloncuklara neden
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oldugundan olgunlastinlmg et Uriinlerinin Uretiminde arzu edilmezler. Laktobasiller
katalaz enzimine sahip olmadiklarindan su, O, veya kendilerinden kaynaklanan hidrojen

peroksiti pargalayamazlar (Geisen et al., 1992).

Koklar (Staphylococcus, Micrococcus), Gram pozitif, kok sekilli bakterilerdir.
Oksijensiz ortamlarda ya ¢ok az ya da hi¢ gelisemezler ve bundan dolay: fermente kuru et
triinlerinin yiizeye yakin yerlerinde bulunurlar. Laktobasillere gore daha az besine ihtiyag
duyarlar ve kullamlabilir gekerleri absorbe edebilirler. Ayirt edici bir 6zellik hiicre
duvarnimin yapisidir. Staphylococcus cinsi bakteriler hiicre duvarnin tahrip eden bir enzim
olan lysostaphin tarafindan parcalamirken Micrococcus bu enzime dayamkhidir ve bu

reaksiyon iki cins arasindaki fark: belirlemek amaciyla kullanilir (Geisen et al., 1992) .

Maya ve kiifler; fermente et triinleri tiretiminde énemlidir ve yalnizca kuru sosislerin
yuzeylerinde bulunurlar. Besin istekleri segici olmayip disik pH ve su aktivitesi

degerlerine kars: toleranshdirlar (Geisen et al., 1992).

Fermente kuru, yan kuru sosis ve sucuk gibi et uriinlerinde starter kultiir olarak
kullamlan mikroorganizmalarin en 6nemli o6zellikleri laktik asit, katalaz uretmeleri ve
nitrét rediiktaz aktivitelerine sahip olmalandir. Asagida bu 6zellikler Gizerinde detayl bir
sekilde durulmustur.

2. 1. Laktik Asit Uretimi

Fermente et Griinlerinde laktik asit bakterileri tarafindan gergeklestirilen en 6nemli
degisiklik laktik asit Uretimi ile pH 'mn distrilmesidir. pH: 5,3 ya da daha altindaki
degerlerde et proteinlerinin koagulasyonuna baglh olarak Uriin daha g¢abuk stabil hale
gelir, kurumasi kolaylasir (diigik su baglama), aside hassas mikroorganizmalarn
inhibisyonu saglamr. Laktik asit Gretiminin lmz1 laktik asit bakterilerinin baglangi¢ sayist,
sicaklik ve geker tipine baghdir (glukoz ve sakkaroz ¢abuk fermente olurken laktoz daha
yavag fermente olur). Ancak pH’nin pH 5.4'Un altina diigmesi renk ve aroma olusumu

tizerinde etkili olan katalaz pozitif koklarin olumsuz yonde etkilenmesine neden olur.



13

Laktik asit bakterileri ayrica aroma olusumuna da etki ederler. Starter kiiltiir olrak
kullanilan laktik asit bakterileri homofermantatif olup karbondioksit (CO,) ve atik
asit gibi istenmeyen metabolitleri pek iiretmezler (Tablo 2.1). Baz1 Lactobacillus tideri
O, varhiginda hidrojenperoksit iiretirler (L.sakei ve L.curvatus suslan) ve kaslaz
aktiviteleri olmamasindan dolay1 pargalanamayan hidrojenperoksit ¢oklu doymamisyag
asitlerini ve kurleme pigmentlerini okside edebilir ve bu da erken acilasma ve ®nk

hatalarinin olusumuna neden olur (Geisen et al., 1992).

Tablo 2.1 : Teknolojik Oneme Sahip Laktik Asit Bakterilerinin Fizyolojik
Karakteristikleri (Geisen et al., 1992).

Karakteristik L.plantarum  L.sakei P.pentosaceus  P.acidilactici
Katalaz - - - -
Glikozdan gaz - - - -
Laktika konfigurasyonu =~ DL DL DL DL
Asit Uretimi
D-sakkoroz
D-maltoz
D-laktoz
D-mannit
D-sorbit
D-ksiloz
D-selebiyoz
Tuz varliginda gelisme
%8
% 10
Sicaklikta gelisme
2°C
4°C
15°C
45°C
Lipolitik aktivite

I S .
+

ni A

3
3

B S
TE+
i;-

R

belirlenmedi -

++ : test edilen biitlin suslarda mevcut.
- : test edilen suslarda mevcut degil .
+ : test edilen biitiin suglarda mevcut degil .
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2. 2. Nitrat Rediiktaz ve Katalaz Aktiviteleri

Koklarin femente et iriinlerinde iki onemli etkisi vardir. Nitrat rediiktaza sahip
olduklarindan nitrat1 nitrite indirgeyebilirler. Nitrit, stabil kiir edilmis et renginin elde
edilmesi agisindan 6nemlidir. Nitrat rediiktaz aktivitesine sahip bakteriler  nitriti
amonyaga donigtirme yetenegine sahiptirler ve bu da et Grini ile nitritin tiiketici
tarafindan viicuda alinmasim azaltir. Kiirleme salamuralarindaki Gram negatif bakteriler
de nitratin indirgenmesine yardimci olurlar. Mikrokok ve stafilokoklar oksijen istekleri ve
minimum geligme sicakliklarimn yiiksek olmasi (10°C) nedeniyle kiirleme salamuralarinda
sinirh  olarak kullamlabilirler. Oksijen isteklerinden dolay1 fermente kuru sosis
kangimlaninda giigliikle gelisirler. Bu nedenle bu bakterilerin sucuk ve fermente sosis
hamurlarina yeterli oranda (10° - 107 / g) inokule edilmesi gerekir. Bu bakterilerin diger
onemli bir 6zelligi hidrojen peroksiti parcalaylp zararsiz hale getiren katalaz enzimine
sahip olmalandir. Lipolitik aktivitelerine bagh olarak uriin aromasmin gelisimi lizerinde
etkileri vardir. Aside dayamksizdirlar ve metabolik olarak yalnizca 5.4'den yiiksek pH'da
aktiftirler. Bu da kolay fermente olabilir sekerlerin ilavesi ile huizli pH disiisti sonucunda
bu mikroorganizmalann inaktive olacagi ve olumlu etki yapmalannin Onlenecegi
aniamindadir (Geisen et al., 1992; Gokalp vd., 2001).

Yapilan bir aragtirmada bir et starter kiiltiiriinde arzu edilen karakteristikler incelemistir.
Aragtirma sonuglanna gore mikroorganizma, (a) tuz ve nitrite toleransh (% 6 NaCl ve
100 ppm nitrit), (b) optimum gelisme sicakligr 32 °C olmak iizere 27 — 43 °C arasinda
gelisebilmeli, (c) arzu edilmeyen koku veren bilesikleri tiretmemeli ve (d) saghga zararh
olmamalidir (patojen olmamali ya da metabolizma triinii olarak toksik bilegikler
tiretmelidir). Eger starter kiiltir bir laktik asit bakterisi ise homofermentatif olmahdir.
Aksi durumda laktik asitten bagka olusacak gaz ve diger fermantasyon urtinleri
istenmeyen flavor gelisimine ve baz1 olumsuzluklara neden olurlar (Smith ve Palumbo,

1983).

Giiniimiizde fermente kuru ve yari kuru sosis uretiminde kullamlan starter kiltiirler 2

katagoriye ayrilirlar. Ilk simf starter preparatlar bitkisel orijinli laktik asit baktén'ni igerir
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(L. plantarum, P. pentosaceus). ikinci smf starter kiiltirler ise ozellikle etin
fermantasyon ekolojisine adapte olan et kaynakh laktik asit bakterileridir. L.sakei ve
L.curvatus 2. smf laktik asit bakterileri arasinda en ¢ok kullanilanlandir ve sonuglar
bunlarin bitiin fermantasyon ve olgunlastirma iglemlerini kontrol ettigini, spontan laktik
asit bakterilerinin gelisimini inhibe ettigini géstermektedir. Tablo 2.2” de et teknolojisinde
yaygin olarak kullamlan starter kiltirler gorilmektedir. Birinci simf laktik asit
bakterilerinin kullanildig1 fermantasyon prosesleri arzu edildigi gibi gerceklesir ancak
spontan laktik asit bakterileri gelisebilir ve son irinde arzu edilmeyen duyusal
Ozelliklerin gelisimine neden olabilirler. Pek ¢ok Lactobacillus cinsi bakteri hidrojen

peroksit olugturarak rengin bozulmasina neden olur (Hugas ve Monfort, 1997).

Tablo 2. 2. Et Teknolojisinde Starter Kiiltiir Olarak Kullanilan Mikroorganizmalar
(Hammes ve Hertel 1998 ).

BAKTERILER
Laktik asit Actinobacteria Staphylococci Halomanadaceae
bakterileri
Lactobacillus  Kocuria varians®  Staphylococcus Halomonas
acidophilus* Streptomyces xylosus elongata
L. alimenterius griseus S. carnosus subs.
L. casei Bifidobacterium carnosus
L. curvatus turleri S. carnosus subs. utilis
L.plantarum S. equorum
L. pentosus
L. sakei
Lactococcus
lactis
Pediococcus
acidilactici
P. pentosaceus
KUFLER MAYALAR

Penicillium nalgiovense Debaryomycses hansenii

P. chrysogenum Candida famata

P. camemberti
a ) Probiyotik kiiltiirlerde kullanilr.
b) Onceleri Micrococcus varians olarak adlandinlmstir
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3. KORUYUCU KULTURLER

Koruyucu kilturler, tirinde gida zehirlenmesine neden olan organizmalarin geligimini
baski altina alabilen mikroorganizmalardir (Geisen et al., 1992; Kotzekidou ve Bloukas,
1995). Bagka bir ifade ile yalnizca patojenleri inhibe etmek ve / veya raf émriinii artirmak
amaciyla kullanilan ancak uriiniin duyusal oOzelliklerini de miimkiin oldugunca az

degistiren antagonistik kiiltiirler " koruyucu kiiltiir " olarak adlandinlir ( Liicke, 2000).

Patojenlerin inhibisyonu igin gelistirilen stratejiler patojen mikroorganizmalar igin segici
degildir ve bu yiizden bozulmaya neden olmayan mikroorganizmalar da inaktif hale
gelebilirler. Engel etkenler teknolojisinde bozulmaya neden olan mikroorganizmalar ile
patojenlerin engellenebildigi daha segici koruyucu faktorler ( engeller ) serisi olusturmak
amaci ile mevcut tekniklerle (sicaklik, su aktivitesi, pH, Eh, prezervatifler gibi) yeni
koruma tekniklerinin (gaz ambalajlama, biyolojik konservasyon, bakteriyosinler, ultra
yiksek basing uygulamas: gibi) kombine halde kullanilmasi s6z konusudur (Hugas,
1998).

Biyolojik koruma artan raf 6mriine paralel olarak dogal ve kontrollii mikroflora ve / veya
onlarn antibakteriyal tiriinlerinin kullalarak gidalarin giivenliginin artinlmasidir (Stiles,
1996).

Et uriinlerinde son 10 yilda 6nemli degisikler olmustur. Bu degisikler kalitede oldugu
kadar gida hijyeni ve beslenme istekleri sonucunda da ortaya ¢ikmuglardir. Dagitim,
kiigitk toptancilardan hipermarketler yoniinde degismistir ve ahgveris sikh@ da
azaldigindan tiiketici daha stabil ve daha giivenli, uzun raf émiirlii ve kimyasal koruyucu
icermeyen Urlinler istemektedir. Bu agidan iiriinlerde biyolojik koruma daha da 6nem
kazanmistir. Dilimlenmig, tiikketime hazir et (iriinlerinde antilisteriyal aktiviteli
bakteriyosin ireten laktik asit bakteri.len’nin‘ yarismact mikroflora olusturdugu

gozlenmistir ( Hugas ve Monfort, 1997).
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Koruyucu kultirler ilk bakista gidalarin  mikrobiyolojik  giivenligini  artirict
potansiyelleriyle ilave bir giivenlik faktorii olarak goriiliirler. Etkinlikleri iyi igleme sartlan
ile desteklendigi takdirde bozucu mikroorganizmalar ile patojenlerin gelisme ve yasama
riski azaltilmig olur. Ayrica uygun olmayan sartlarda bekletme ve tagima sirasindaki
metabolik aktiviteler (asit ya da gaz olusumu) mikrobiyal risk indikatorii olarak
gorilebilir (Holzapfel et al., 1995).

Laktik asit bakterileri genellikle “food grade”oraganizmalar olarak digiiniliir. Yeni bin
yilin insanlan igin pek ¢ok gida fermantasyonunda yer alan bu grubun herhangi bir saghk
riski tagmadifi ve bazilanmn GRAS organizma olarak gosterildigi belirtilmigtir
(Holzapfel et al., 1995). Tablo 3.1’de koruyucu bir‘ kiiltirde arzu edilen 6zellikler

Ozetlenmigtir.

Tablo3.1. Koruyucu Kiiltiirlerde Arzu Edilen Ozellikler (Holzapfel et al., 1995)

- Saghk riski tagimamalidir
®  Toksin Uretmemeli
= Saghga zararh biyojenik aminler ve diger metabolitleri tiretmemeli
" = Patojen olmamah
- Uriinde yararh etkiler olusturma
= Uriine / substrata adaptasyonu iyi olmah
= Kararh bir koruyucu 6zellik gostermeli
. Me\}cut sartlarda metabolik aktivite onceden bilinmeli
= Spontan organizmamalarla rekabet edebilmeli
»  Ozel enzimatik aktiviteler gostermeli
- nitrat rediktaz
- katalaz
- Ideal uiretim sartlarinda iirtin {izerinde herhangi bir olumsuz ( duyusal ) etkinin
olmamasi | |

- Olumsuz sartlarda indikator olarak fonksiyon gostermeli
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Bijolojik koruma gida et teknolojisinde 4 farkli sekilde uygulanabilir (Stiles, 1996;
Schillinger et al, 1996) .

Bakteriosin iireten laktik asit bakteri saf kiiltiiriiniin ilavesi: Bu yontemde basan
belirli ¢evresel ve teknolojik sartlarda (sicaklik, pH, katki maddeleri gibi) gidadaki
kiiltiiriin  geligim ve bakteriyosin iretimine baghdir. Et, laktik asit bakteri kiiltiirii
ilavesinden oOnce pastorize edilmeyecekse, etin fermantasyon yoluyla ya da biyolojik
olarak korunmasinda kullamlan laktik asit bakteri kiltiiri mikroflora ile rekabet
edebilmelidir.

Ham bakteryiosin preparatimn ilavesi: Bu preparat, kompleks bir substrat tizerinde
bakteriyosin iireten bir laktik asit bakterisinin gelistirilmesi ile elde edilen fermantasyon

swvist ya da konsantratidir.

Saflastirimis ya da yan saflastirllmis maddelerin ilavesi: Bu medotla kullamlan
bakteriosinin dozaji daha dogru ve daha ¢ok fikir vericidir. Bununla birlikte uygulama
gida katkilan ile ilgili ulusal kurallarla siurhdir.

Sicakhk artisina karsi mezofilik laktik asit bakterilerinin ilavesi: Bu durumda
koruyucu sus, soguk sartlarda baglangi¢c konsantrasyonunda kalacaktir. Sicakhigin artig
gosterdigi durumlarda sus, patojenik bakterilerin oniinde rekabet edici seviyede

cogalarak saglhk agisindan olumsuzlugu ortadan kaldiracaktir.
4. LAKTIK ASIT BAKTERILERININ-ANTAGONiZM MEKANIZMALARI

Laktik asit bakterileri besin ve oksijen rekabeti, baglanma / yapigma (attechment /
adhesion) yerleri i¢in rekabet, laktik asit ya da laktik ve asetik asitler, asetoin, diasetil,
hidrojenperoksit, reuterin ve bakteriyosinler (Tablo 4.1) gibi genis bir inhibitér madde
~ tretimi gibi pek ¢ok mekanizma ile bozulmaya neden olan bakteriler ile patojenleri inhibe
ederler (Holzapfel et al., 1995, Hugas, 1998; Caplice ve Fitzgerald, 1999, Con ve
Gokalp, 2000).
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Tablo 4.1. Laktik Asit Bakterilerinin Antimikrobiyal Aktiviteye Sahip Metabolik Uriinleri

(Holzopfel ve ark;1995)

Uriin Hedef Organizma

Organik asitler

-laktik asit Putrefaktif ve Gr(-) bakteriler, bazi mayalar

-asetik asit Putrefaktif bakteriler,Clostridium,bazi maya
ve kiifler

Hidrojen peroksit Ozellikle proteince zengin gidalardaki bozucu
ve patojen organizmalar

Enzimler

-H,0; li laktoperoksidaz sistemi Patojen ve bozucu bakteriler
(Sit ve Sit triinleri)

-Lizozim Istenmeyen Gr(+) bakteriler

Diigiik molekiil agirlikh metabolitler

-reuterin (3-OH-propionaldehit) Genig bakteri spektrumu, maya ve kiifler

-diasetil Gr(-) bakteriler

-yag asitleri Cesitli bakteriler

Bakteriosinler

-Nisin Baz laktik asit bakterileri ve &zellikle
endospor olusturan Gr(+) bakteriler

-Digerleri Bakteriyosin tipi ve tretici susa bagh olarak
Gr(+) bakterilere karg: inhibitor.

4. 1. Besin icin Rekabet

Besin igin rekabet genellikle mikroorganizmanin yasamnda énemli olan bir besinin siirh
oldugu ve yarniyma halindeki iki organizma igin de gerekli oldugu hallerde olur. Bu
durumda substrata daha iyi adapte olup daha ¢abuk gelisen organizmalar daha sanshdir.
Fermente tirtinlerde bu her zaman olmaz, ¢iinkii bu iriinlerde her zaman yeterli besin

maddeleri mevcuttur (Geisen et al., 1992).

4. 2. Organik Asit Uretimi

Laktik asit bakterilerinin karakteristik iriinii olan laktik asit, pH' y1 putrefaktif
(Clostridium cinsi bakteriler ve pseudomonaslar), patojen (Salmonella ve Listeria) ve
toksijen (S. aureus, B. cereus, C. botulinum) bakterilerin inhibe edilebilecegi ya da lize
olacaf seviyelere indirir. Laktik asitin inhibisyon etkisi bir yandan pH' y1 diisiirme (bu
aym zamanda nitriti daha da etkin kilar) diger yandan da disosiye olmamis formu ile
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bakteriyostatik etkisinden kaynaklanmaktadir. Organik asitler mikroorganizmalan farkli
derecelerde etkilerler. Bu, farkh asitlerin mevcut pH degerlerinde farkh oranda disosiye
olmalarimin ve disosiye olmamug asitlerin yaglar ve biyolojik membranlarda farkh
oranlarda ¢6ziinmelerinin dogal bir sonucudur. Yag ¢oziiniirliigiinde 6énemli olan disosiye
olmamig asit, bakteriyal hiicreye diflize olur ve boylece intraselilar pH' y1 azaltarak
metabolik aktiviteyi yavaglatir. Fermente sosis fermantasyonunda pH' min 5, 3' {in altina
hizli diisiisiiniin Salmonella ve S. auereus'un gelisimini inhibe etmeye yeterli oldugu

bildirilmigtir (Geisen et al., 1992; Holzapfel et al., 1995).

Yiiksek disosiyosyonundan dolayr asetik asit, laktik asitten daha giglii inhibisyon
gosterir; maya, kif ve propiyonikasit bakterilerini inhibe edebilir (Geisen et al., 1992;
Holzapfel et al., 1995; Caplice ve Fitzgerald, 1999).

Fermantasyon asamasinda hizli bir gekilde pH' y1 digiirerek istenmeyen bakterilerin
inhibisyonu miimkiin olmaktadir. Ancak asin pH disisi tirtinde eksi bir tada sebep olur.
Bu da tiiketici istekleri agisindan énemlidir. pH disiisii ilave edilen seker miktar ve
tipinin kontroli, olgunlagma sicakhifinin ve ilave edilen laktik asit bakterilerinin
ayarlanmasi ile kontrol edilebilir. Yapilan bir ¢aliymada % 0.3 glikoz ya da % 0.5 laktoz
ilavesinin pH'y1 5.3 ve daha altina indirmeye yeterli oldugu ve bu pH’mn altinda kuru
sosislerde Listeria, Salmenella ve S. aureus’un geligmesinin giiglestigi belirtilmistir

(Geisen et al., 1992) .

Schilinger ve Liicke (1988) taze Mettwurst'da seker ilave etmeksizin ilave edilen
L.sakei'nin Salmonella’ mn geligimini baski altina aldigini géstermistir. Bu inhibisyon etin
dogal yapisindaki seker kalintilarindan laktik asit tretimi ve pH' min diigmesi ile ilgilidir.
Bu antagonistik etki yalnizca pH' s1 en ¢ok 5.8 olan ¢ig et materyalinin kullandmas:
durumunda gozlenmigtir. Ancak daha yiksek bir pH' da Lactobacillus ilavesi dahi

Salmonella’ nin gelisimi 6nlenememistir.
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4. 3. Bakteriyosinler

Bakteriyosinler ribozamal olarak bakterinin vejetatif formu tarafindan tretilen, birincil
olarak iretici susla yakindan iligkili olduklar1 organizmalara kargi aktif olan bir grup
antimikrobiyal peptid ya da proteinlerdir (Holzapfel et al., 1995). Laktik asit bakterileri
tarafindan iiretilen bakteriyosinler bakteriyel ribozomal sentezin modifiye ya da primer
triinleri olarak diginiilirler ve bunlarin nisbeten sl bakteriyosidal  aktivite
spekturumlan vardir (Juven et al., 1991; Geisen et al., 1992; Hugas, 1998; Caplice ve
Fitzgerald, 1999). Ileride bakteriyosinler hakkinda daha genis bilgi verilmistir.

4. 4. Hidrojen Peroksit

Laktik asit bakterileri tarafindan hidrojen peroksit olusumu oksijen varliinda
gergeklesmektedir. H,O,' nin biriktigi ve bazi mikroorganizmalara karg: inhibitor oldugu
one surilmektedir. Pseudomonas tirleri ve S. aureus gibi istenmeyen bakteriler hidrojen
peroksite laktik asit bakterilerinden 2-10 kat daha hassastirlar (Holzapfel et al., 1995).
Bu inhibisyon, membran lipidleri ve hiicre proteinleri iizerine kuvvetli oksidasyon etkisi
ile olugmaktadir. Hidrojen peroksit aym zamanda taze siitte hipotiyosiyonat ve diger
antimikrobiyal maddelerin olugmas: ile laktoperoksidoz sisteminin aktif hale gelmesini de
saglar. Bununla birlikte flavo proteinler ve hidrojenperoksitin pargalanmasim saglayan
peroksidaz enzim sistemlerinin varhgindan dolay1 canhda hidrojenperoksidin

antibakteriyal etkiye sahip olup olmadig: kesin degildir (Caplice ve Fitzgerald, 1999).

4. 5, Diisiik Molekiiler Agirhikli Metabolitler

Bazi digiik molekiil agirlikli birincil metabolitler, nisbeten kuvvetli antimikrobiyal
aktiviteye sahiptirler (Tablo 4.2) .
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Tablo 4. 2. Diisiik Molekiil Agirlikh Antimikrobiyal Uriinler (Helander et al, 1997) .

Bilesik Uretici organizma Hedef mikroorganizma
Alkoller Maya , heterofermentatif LAB Mikroorganizmalarin tiimii
CO, Heterofementatif LAB Mikroorganizmalarin gogu
Diasetil Lactococcus tiirleri Mayalar ( > 200 ppm)

Gr (-) bakteriler(> 300 ppm)

Gr (+) bakteriler
Reuterin Lactobacillus reuteri Genis bir etki spekturumu

Gr ( +) veGr(-) bakteriler

ve kiifler

Alkoller: Laktik kultirler tarafindan etanol iretebilmesine ragmen gida sistemlerinde
uretim seviyesi az oldugundan antibimikrobiyal aktivitesi minimal seviyededir (Caplice ve

Fitzgerald, 1999).

CO,: Heksozlardan heterofermentatif bakterilerin faaliyeti sonucunda olusur. Direkt
olarak anaerobik bir ortam olusturdugundan ve i¢ ve dis pH' y1 diigtirdigiinden baz
aerobik putrefaktif bakterilere kars1 direkt olarak toksik etkiye sahipken, bazilarininda
gelisimini artirabilir (Holzapfel et al., 1995; Caplice ve Fitzgerald, 1999).

Diasetil: Sitrat metobolizmasinin bir iiriniidiir ve tereyag ve difer bazi fermente siit
tirinlerinin aroma ve flavor gelisiminden sorumludur. Sitrik asitten Lactococcus,
Leuconostoc ve Pediococcus tirlerinin faliyeti sonucunda uretilir. Gram negatif bakteriler
ile maya ve kiifler, Gram pozitif bakterilere oranla diasetile daha hassastirlar. Gida
fermantasyonlarinda antibakteriyal etki gosterecek miktarlarda nadiren bulunurlar. Aynica
keskin aromasindan dolay: gida korumada onemli bir rolii yoktur (Holzapfel et al., 1995;
Caplice ve Fitzgerald, 1999).

Reuterin (3-hidroksipropionaldehit): Glikoz ve gliserol ya da gliseraldehit kangiminda

Lactobacillus reuteri'min stationary fazda gelisimi boyunca iiretilir. Bakterilere oldugu
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kadar viriis, kiif ve protozoalar: etkileyen genel bir antimikrobiyal spekturuma sahiptir.
Riboniikleotid rediktazin inhibisyonuna dayanan antimikrobiyal aktivitesi vardir ve
baliklarin biyolojik olarak korunmasinda tavsiye edilir (Holzapfel et al., 1995; Caplice ve
Fitzgerald, 1999).

5. BAKTERIYOSINLER

Bakteriyosin teriminden bakteriler tarafindan iretilen ve diger mikroorganizmalara karsi
inhibitér etki gosteren maddeler anlagilmaktadir. Gida endiistirisinde bakteriyosinlerin
kullanim potansiyeli bu alanda arastirmalarin artmasina neden olmustur. Bakteriyosinler,
gida kaynakli patojenleri inhibe ederek, gidalanin korunmasina yardim ederek,
fermantasyonu kontrol ederek ve mikrobiyal aktiviteye bagh olarak iiriiniin stabilite ve raf
omrinii artirrken gidalanin bozulmasim azaltarak ya da onleyerek gidalann glivenligini
saglamada etkili bir arag olarak diigiiniilmiglerdir. Giiniimtizde bakteriyosinleri proseslere
ve uriinlere dahil etmek i¢in pek ¢ok galiyma yapilmaktadir. Buna ragmen yalmzca nisin
FDA tarafindan GRAS olarak kabul edilmektedir (Klaenhammer 1993; Eckner, 1992).

Gidalara ilave edilmeyen antibiyotiklerle kiyaslamirsa bakteriyosin veya bakteriyosin
treten laktik asit bakterilerinin gidalara ilavesi 6zellikle sosis ve salam gibi digtk asitli
emtilsiyon tipi et Urlinlerinde patojen mikroorganizmalarnn inhibisyonunda biyiikk 6nem
tagimaktadir (Harris et al., 1989; Berry et al., 1991; Okereke ve Montville, 1991; Degnan
et al, 1992). Protein tabiatinda olmayan antibiyotikler gidalarda istenmeyen
mikroorganizmalarin bask: altina alinmasina uygun degillerdir. Halbuki -bakteriyésinler
protein tabiatinda olmalarindan dolayi mide ve ince bagirsaktan gegerken mevcut
proteazlarla aminoasitlere pargalanabilme yetenegine sahiptirler ve boylece
antibiyotiklerin aksine aktif bilegik olarak viicut tarafindan absorbe edilmezler ve kalin
bagirsagin florasina gegmezler. Simdiye kadar bilinen bakteriyosinlerin. g¢ogu 30-60
aminoasit rezidist igeren katyonik bilegiklerdir ve termostabildirler (Holzapfel et al.,

1995; Hugas, 1998, Caplice ve Fitzgerald, 1999).

Bakteriyosinlerin genel 6zellikleri soyle siralanabilir:
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- Yakan iligkili olduklan tiirlerin aktivitelerine sinirli inhibitér spektrumu
- Ozel hiicre reseptorlerine tutunma
- Bateriyosin tiretiminin plazmid kaynakh determinasyonu ve konakgi hiicrenin

bakteriyosin bagigikligi ( Juven et al., 1991).

Bakteriyosinlerin hedefi stoplazmik membrandir ve Gram negatif bakterilerin dig
membranlarindaki lipopolisakkaritin sagladigi koruyucu bariyerden dolay: bunlar yalmzca
Gram pozitif hiicrelere kars1 aktiftirler (Hugas, 1998; Caplice ve Fitzgerald, 1999).

Bakteriyosin terimi ilk kez Jacob ve arkadaglan tarafindan kullamlmugtir. Onlarin tanim;
turler arasi antagonistik etkiler ile kolisin proteinlerine tekabiil etmekteydi. Benzer
tabiatta daha fazla madde bulundukca terimin kapsarmi da genisledi. Giiniimiizde gida
endiistrisi ile baglantih olarak en iyi karakterize edileni nisin olmak iizere pek gok

bakteriyosin mevcuttur (Eckner, 1992).

Bir bakteriyel tiriiniin bakteriyosin olarak tammlanabilmesi i¢in agagidaki kriterler dikkate
alinmaktadir (Eckner, 1992; Giirsel, 1999):

a . Aktivite i¢in esansiyel , biyolojik bir kisma sahip olmast .

b . Bakteriyosidal etki gostermesi .

c . Diger bakteri suslarina kars1 simirh bir aktivite spektrumuna sahip olmas: .

d . Spesifik hiicre reseptorlerine tutunmasi .

e. Uretimin ve konakgt hiicre bagigikhifmin plazmid kaynaklh genetik
determinantlara baglh olmasi. '

f. Uretimin letal biosentez yolu ile gergeklegmesi .

Buna gore ilk iki faktorii kargilayanlar bakteriyosin, heniiz yeterince tanimlanamayanlar

ise bakteriyosin benzeri metabolit olarak adlandirilirlar (Giirsel, 1999).

Bakteriyosinlerden biyokoruyucu olarak yararlanma konusunda artan bir ilgi bulunmakla

birlikle bunlarn etkinligi ~ simrh - diizeydedir. Bakteriyosinler gidalarda bozucu etki
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gosteren ve patojen olan Gram negatif bakterilerle, maya ve kiiflere karsi etkili
degillerdir. Bozulmaya yol agan ve patojen olan Gram pozitif bakterilerin (vejetatif hiicre
ve sporlara) hepsini etkilememekte ve konakgi bakteri aralifi genis ya da dar suurlar
arasinda degisim gostermektedir. Ayrica duyarli Gram pozitif suglarda bile, bakteriyosin
varhginda c¢ogalabilen dayamkli variant hiicrelere rastlanabilmektedir. Bu nedenle,
bakteriyosinlerin birkag1 kombine halde kullamlmak suretiyle etkinlikleri ve antibakteriyal
spektrumlan artinilabilmektedir (Giirsel, 1999).

Bakteriyosinlerin inhibitér spektrumu yakin iligkili oldugu organizmalarla simnirhdir. Bu
nedenle koruyucu kiiltiirler tarafindan tretilen bakteriyosinler diger arzu edilir kiilttirleri
inhibe edebilir. Ayrica yukarida da belirtildigi gibi Gram negatif patojen ve bozucu
bakterilere kars: etkili degillerdir (Tagg et al., 1976).

5. 1. Bakteriyosin Uretimi ve Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Gidalarda bakteriyosin lireten laktik asit bakterileri veya bakteriyosinlerin etkinligine tesir
eden faktoérler sunlardir (Schillinger et al.,1996):

e Bakteriyosin-iireten laktik asit bakterilerini etkileyen faktorler ;
Bakteriyosin tiretimi igin uygun olmayan sartlar (6rnegin pH, sicakhk, besin)
Bakteriyosin iiretim yeteneginin kendiliginden kaybi
Faj infeksiyonu
Gidada mevcut diger mikroorganizmalar tarafindan inhibisyonu

e Bakteriyosinleri etkileyen faktorler ;

Bakteriyosine dayanikli patojen ya da bozucu bakterilerin varlig

Proteazlar ve oksidasyon iglemleri gibi proteinlerin biyolojik aktivitesini destabilize
eden sartlar

Protein yiizeylerine ya da yag pargalar gibi bilesiklere baglanma

Diger katkilar tarafindan inaktive edilme

Zayif g:bzﬁriﬁrlﬁk ve gida matrisinde diizensiz engellenme

Bakteriyosin stabilitesi ve aktivitesi iizerinde pH etkileri
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Uretim sartlan bakteriyosin {iretimini etkileyebilir. Baz1 Gram pozitif tiirler yalmzca katt
kultiir ortamlaninda bakteriyosin tretebilirler. Sivi ortamin viskozitesinin arttirilmasi oral
streptokoklar tarafindan tretilen bakteriyosin miktarim arttirdigim gostermistir. Ortamda
bulunan belirli bilegikler, protein takviyesi, manganez gibi metal iyonlan ve sekerler,
bakteriyosin Uretimi igin gerekli olabilir. Sicaklik, geligme fazi, redoks potansiyeli ve pH
da bakteriyosin Uretimini 6nemli 6lgiide etkiler (Eckner,1992).

Ortamimn kompozisyonu: 15 bakteriyosin Greticisi Lactococcus sugunun aragtirilmast
strasinda, bakteriyosin tiretimi igin 5 farkli ortam kiyaslanmig ve sonugta farkli neticelere
ulagilmigtir. Bagka bir ¢aligmada ise, maksimum pediocin PA-1 iiretiminin MRS siv1 besi
yerinde % 2 maya ilavesi ile gergeklestigi bildirilmigtir. Ortamda kullamlan baz: bilegikler
bakteriyosin koruyucu etkiye sahiptir. Bazi bakteriyosinler igin antibakteriyal aktivite
stv1 ortamda degil, kat1 ortamda kendini gosterir. Omegin L. acidophilus’tan elde edilen
lactocin B ve L. plantarum’dan elde edilen plantacin B, agarda belirlenebilirken stvi

kultiir ortaminda belirlenememigtir (Schillinger, 1990).

Gelisme fazi: Uretilen bakteriyosin miktan iretici bakterinin gelisme fazina baghdir.
Helveticin J, sakacin A ve plantaricin A’mn maksimum birikiminin orta ya da geg
logaritmik fazda olduBu ve bundan sonra herhangi bir artig olmadig bildirilmistir. Aksine
lactocin 27’nin en yiiksek iiretiminin erken durgun fazda oldugu bildirilmigtir. Uzun bir
inkiibasyon periyodunda aktivite kaybi, organizmalarin kendileri tarafindan tretilen
proteolitik enzimler tarafindan gergeklestirilen inaktivasyonun bir sonucu olabilir. Aynt
zamanda bakteriyosinlerin geligimin ileri basamaklarindaki artan asidik sartlara dayamkl
olmamalari da bir olasihktir (Schillinger,1990).

pH: Bakteriyosih tretim ve stabilitesi Gzerinde, ortamimn baslangi¢ pH’s1 da etkilidir.
Lactocin B uretimi pH’min 5,9°den 7,0’ye yiikselmesi durumunda artmakta ve baglangig
pH’st 5,9’un altina distiginde azalmaktadir. Aksine helveticixi Pnin- pH 5,5°de
maksimum iiretiminin miimkiin oldugu goriilmistiir. Lactostrepsinler pH 4,6-5,0’da

tamamen aktiftirler ve antibakteriyal aktiviteleri pH 4,6’dan 7,0’ye yiikseldiginde
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tamamen kaybolur. Lactocin F’nin tretimi MRS sivi besi yerinde pH 7,0°de sabit
kaldiginda maksimum olabilir (Schillinger,1990).

Inkiibasyon sicakligi ve siiresi: Bakterinin gelismesi i¢in optimum olan sicaklik
bakteriyosin aktivitesinin gozlenebilmesi igin de optimum sicaklik degeridir. Laktik asit
bakterileri igin bu sicaklik genellikle 32°Cdir. Inkiibasyon siiresi uzadik¢a bakteriyosin
aktivitesi azalmaktadir. Bunun nedeni artan asitlik ile bakteri tarafindan agi3a cikarilan
proteazlardir (Yidinm ve Yildirim, 2000).

Gida sistemlerinde uygulanmasi durumunda, yukandaki faktorlere ilaveten hiicre
konsantrasyonu, lipit igerigi, proteolitik enzimler gibi faktorler de bakteriyosin etkinligine
tesir eder. Gidanin yapisindaki 2 ve 3 degerli katyonlann varligi, Gram pozitif bozucu
bakteri ve patojenlere karg1 nisin etkinligini azaltabilir (Abee et al., 1995).

5. 2. Bakteriyosinlerin Ozellikleri

Proteazlara duyarhilik: Bakteriyosinlerin ¢gogu bir veya daha fazla proteolitik enzime
kargt duyarhdirlar. Cogu bakteriyosin pepsin, tripsin ve pronaz gibi proteazlar tarafindan
inaktive edilirler. Nisin,a-kimotripsine hassas, tripsine kars1 ise dayamklidir. Pediocin
AcH pepsin, o~ kimotripsin ve tripsine karst duyarhdir. Proteolitik enzimlere duyarlihiin
yamnda leuconocin 5, pediocin SJ-1, carnocin LAS54A ve helveticin J a-amilaza karsida

duyarhdir ( Schillinger, 1990; Klaenhammer, 1993).

Bakterilere ve endosporlara karyi etki mekanizmalari: Bakteriyosinlerin etki
mekanizmas: iizerinde ¢esitli ¢aliymalar yapilmigtir. Buna goére;, proteinin farkh
kisimlanindaki farkli yiikler sitoplazmik membranin simurli olarak degisimine neden
olabilir. Ciinkii bu gibi proteinler zayif bir deterjan etkisine sahiptirler. Etkilesimin iki
basamakta gergeklestifi ifade edilir. Ik basamak bakteriyosinin bir hiicre yiizey
reseptoriine adsorbe olmasidir. Bu tutunmada herhangi bir hiicresel zarar olmaz ve
adsorbsiyon tersine gevrilebilir. Belirli bir siireden sonra ikinci basamak hiicrede letal bir

degisime neden olarak olugur. Veriler, bakteriyosinlerin letal molekiiller gibi davrandigint
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gostermektedir. Bu “quantal” 6ldirme olarak isimlendirilir ki bu da bakteriyosin
molekiiliniin bir hiicreyi o6ldurecegini gosterir. Bunun mekanizmast tam olarak
¢Oziulememistir. Aragtirmacilar, adsorbsiyonun hiicre yiizeyinde degisime neden oldugunu
gostermiglerdir. Gram pozitif organizmalarda enerji iiretimi, makromolekiil sentezi,
membran transportu ve / veya membran gegirgenliginde anormallikler saptanmigtir. Bu
islemlerdeki degisiklikler ilk olarak etkilenen sistemlere bagh olarak diger hiicresel
anormalliklere neden olabilir. Tripsin, esansiyel protein bilegiklerine muhtemel enzimatik
saldirilarla bakteriyosinleri etkisiz hale getirebilir. Ancak bu yalnizca bakteriyosin serbest
halde iken ya da hiicre yiizeyine adsorbsiyondan kisa bir siire sonra olabilir (Eckner,
1992).

Hassas hiicrelerin sitoplazmik membrami bakteriyosinlerin hedefidir (Montville et al,,
1992; Abee et al., 1995). Bakteriyosinler membran yiiklii fosfolipid baglarma ya da
protein yapisindaki bir reseptére baglamirlar. Bunu membrana ekleme ve proton motive
giiciinde (PMF) azalmaya neden olan por olusumu ve kiigiik eriyiklerin akisi izler
(Ginzle et al, 1999). Bakteriyosin monomerleri, hidrofilik rezidileri igeriye ve
hidrofobik reziduleri digariya dogru olan bir gozenek (por) olusturmak icin ilk 6nce
sitoplazmik membrana baglanir, igeri girer ve oligomerlesirler (Barrel-Steve
mekanizmasi) (Liicke,2000). Nisin ve birgok siuf II bakteriyosinin (lactococin A, B, G,
lacticin F, pediocin JD ve pediocin AcH) membran aktif peptidler olduklart ve
membranda gozenek olusturarak hiicre membramm pargaladiklari  bulunmustur.
Bakteriyosin uygulanmi§ bakteriler diigiik hiicre igi ATP diizeyine sahiptirler. ATP
kaybina ATP’nin hiicre digmna sizmasi veya ATP hidrolizi neden olabilir. Membran
gegirgenligindeki bu  degisiklikler, bakterinin sitoplazmasim dis etkenlerden
koruyamamasina ve sonugta bakterinin inhibisyonuna ve oliimiine neden olmaktadir
(Yildirim ve Yildinim, 2000).

Stabilite ve ¢oziiniirliikleri: Laktik asit bakteri bakteriyosinleri genellikle 100°C de 20
‘dak. veya daha uzun siireyi tolore edebilmekte ve aktivitelerinde degisiklik olmaksizin
otoklav koSullénna (121°C°de 15 dak) dayanabilmektedirler. Nisin ve pediocin AcH
asidik kogullarda yitksek sicakhiktaki isil iglemlere daha dayaniklidirlar. Otoklav
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isleminden sonra nisin aktivitesinde pH 5,0’de % 40°lik pH 6,8’de % 90’k bir kayip
meydana geldigi gozlenmistir. Yuksek pH degerleri bakteriyosinlerin amino asit dizisinde
veya yapilarinda ger doniisiimsiiz degisikliklere neden olmaktadir (Yildinm ve Yildirim,
2000).

Bakteriyosinler polar olmayan ¢oziiciilerde daha iyi ¢oziiniirler. Sivi besi ortamlarindaki
¢ozinirlikleri pH’ya baghdir. Oregin nisinin pH 2,5’daki ¢ozinirligi yalmzca % 12
iken pH 5,0’de % 4’e distagu, notral ve alkali pH’larda ise neredeyse sifir oldugu
bulunmugtur (Yildinm ve Yildirim, 2000).

Antimikrobiyal spektrum: Inhibitér spektrumuna gore, nispeten genis bir araliktaki
Gram pozitif bakterileri inhibe edenler ve iretici susla yakindan iligkili tiirlere karsi
antibakteriyal bir etki sergileyenler olmak iizere 2 tip bakteriyosin mevcuttur. Nisin,
yalmzca laktik asit bakteri tiirlerine karsi aktif olmayip pek ¢ok Gram pozitif
organizmaya kars1 da aktiftir ve Clostridium ve Bacillus sporlannin gelisimini de
onleyebilir. P. pentasaceus’den elde edilen pediocin A ve P. acidilactici’den elde edilen
pediocin AcH S. aureus ve C. perfingens’i igceren smurh bir aktivite spektrumuna
sahiptir. Incelenen biitiin Lactobacillus bakteriyosinleri ikinci siifa aittir ve simrh bir
antibakteriyal spektrumuna sahiptirler. Bunlarnn g¢ogu yalmzca ilgili Lactobacillus tirii ile
yakun iligkili dier suslar inhibe ederler (Schillinger, 1990).

Bakteriyosinlerin inhibitor aktiviteleri Gram pozitif bakteriler iizerinde yogunlagms
haldedir. Bu bakteriyosinler tarafindan Gram negatif bakterilerin inhibisyonu
bélirlenemernistir. Gram negatif ve Gram pozitif hiicre duvaflanmn bilesimini kiyaslayan
bir aragtirma yapilmustir. Her iki tipte de sitoplazma ve dig ¢evre arasindaki simin tegkil
eden sitoplazmik membran, Gram negatif bakterilerde Gram pozitif bakterilere oranla
daha ince bir peptiddglikan tabaka ile gevrilidir. Gram negatif bakteriler fosfolipid,
pfotein ve lipoplisakkaritten olusan dig membran diye adlandinilan ilave bir tabakaya daha
sahiptir ve bu membran pek ¢ok molekiil igin gegirgen degildir. Bununla birlikte bu
tabakadaki gozenekler 600 Da’nun altindaki molekiillerin serbest difiizyonuna imkan
tanir. Laktik asit bakterileri tarafindan tretilen en kigiik bakteriyosin ise yaklagik 3
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kDa’dur ve bu da hedef olan sitoplazmik membrana ulagmak igin ¢ok biiyiktiir
(Klaenhammer, 1993; Abee et al., 1995).

Yapilan bir ¢alismada, dis membran tahrip edilince E. coli’nin nisine hassas hale geldigi
vurgulanmistir. O giinden beri konu hakkinda yapilan g¢aligmalarda EDTA  gibi
polisakkarit tabakasindaki magnezyum iyonlarimi baglayan chelating maddelerinin
kullanimi ile Gram negatif bakterilerin bakteriyosin, antibiyotik ve deterjanlara kars1
hassasiyetinin artti1 belirtilmistir. Isil olmayan antimikrobiyal etkilerinden dolayr son
yillarda yiiksek hidrostatik basing (UHP) ve pulsed electric field (PEF) gida korumada
kullamlmaktadir. UHP ve PEF, sitoplazmik membranin yapisal ve fonksiyonel
biitinliigiinii bozarak mikrobiyal hiicreleri tahrip ederler. Bakteriyosinin UHP ve PEF ile
birlikte uyguladiklarinda sahip olduklan antibakteriyal etkinlik, bakteriyosin, UHP ve
PEF’in tek bagina uygulandiklarinda elde edilenden daha fazladir (Abee et al ., 1995).

Salmonella gibi Gram negatif bakterilerin dig membran gegirgenligi; chelating maddeler
kullamlarak, hemen hemen 6ldiriicii 1sil islem veya dondurma ya da ultra yiiksek basing
uygulamalari ile bakteriyosinlere hassas hale getirilebilir. Ancak bu gibi kombinasyonlarin
et sistemlerinde galigip ¢aligmayacag agik degildir (Liicke, 2000).

Mevecut bilgiler 1181nda laktik asit bakterileri bakteriyosinleri 4 sinifta toplanabilmektedir
(Tablo 5.1). (Klaenhammer, 1993; Holzapfel et al., 1995, Hugas, 1998; Enhanner et al.,
2000):

Simf I - lantibiyotikler (antibiyotik aktiviteye sahip lantionine igeren peptidler); dehidro
amino asitler ve thioeter amino asitler igermesi ile diger bakteriyosinlerden aynlan kiigiik
peptidlerdir. ‘

Simf II - (<10kDa) 1siya dayamukh lantibiyotik formunda olmayan kiigiik hidrofobik
membran aktif peptidlerdir. Bunlara peptid Bakteriyosinler de denir ve ayirt edici N -
terminal ardistk, biyokompanent olusturmalan, fonksiyonel bir siilfidril grubunun

mevcudiyetine dayanarak 3 alt sinifa ayrilirlar:
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Siuf 1I a; tek peptidli, Listeria ' ya karst etkili pediocin benzeri bakteriyosinleri kapsar.
Pediocin AcH, pediocin PA - 1, sakacin A ve leucin A 6rnek olarak verilebilir.

Siuf II b, aktivite gosterebilmeleri i¢in iki farkh peptid gerekmektedir. Lactococcin G,
Lactococcin M ve lactocin F bu gruba dahildir.

Smif II ¢; bunlara thiol 'la aktif edilen peptidler denilmektedir. Ciunki aktif durumda
olmalan1 i¢in yapilarinda bulunan sistein rezidiilerinin indirgenmis durumda olmasi
gerekmektedir (Yildinm ve Yildirim, 2000).

Smuf - II; (>30 kDa) biiyiik, 1stya kars: kararsiz ve ¢ogu bakteriyosinlerin fizyolojik
aktivitelerini taklit edebilen bakteriyolitik ekstraseliler enzimleri igerir. Bunlara protein
bakteriyosinler de denir.

Smf IV; aktiviteleri igin esansiyel olarak gliko ve / veya lipid pargasi iceren kompleks
bakteriyosinlerdir.

Tablo 5.1. Laktik Asit Bakterilerinden Elde Edilen Bakteriyosinlerin Siniflandirilmasi
(Holzopfel ve ark., 1995)

Tip Yap: Istya Stabilite Ornek
Lantibiyotik kugiik ( <5kDa) = Nisin
Aligilmadik lacticin481
aminoasitler
Peptid bakteriosinler kiigiik ( < 10kDa ) + pediocin Ach
Lantionine igermez sakacin A
LeucocinUAL1
87
Protein bakteriosinler  biyiik (> 10kDa ) - Helveticin j
Lantionine igermez caseicin80
Kompleks gliko ve / veya + leuconocin s
bakteriosinler
Lipid parcacikh Pediocin SJ - 1

I ve 1. sinif bakteriyosinler endiistriyel uygulamalarda en fazla kullamlan bakteriyosinler

oldugundan en gok bunlar incelennﬁstir. Tablo 5.2’de bakteriyosin ireten suslara karsi

. . - . o
patojenlerin hassasiyeti goriilmektedir. <§‘§% a
Ao
e
oo
&
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Tablo 5. 2. Bakteriyosin Ureten Suslara Patojenlerin Hassasiyeti (Lewus et al.,1991)

Indikator suslar

Uretici sug A. hydrophila | L. monocytogenes S. aureus

7965 {K144 |Scott |V7 |101m {103m 196E

L. lactis 11454

L. acidophilus N2

L. acidophilus 88

L. sakei 1.b796

L. sakei 1L.b706

L. plantarum 1Lb592

L. plantarum 1075

P. pentosaceus 43201

P. pentosaceus 43200

P. acidilactice H

IIETIEET |

L. plantarum BN

C. piscicola GN

C. piscicola DX

C. bavaricus MN

L. bavaricus JX

L. viridescens PX

T 8 e o e >

z|+H

'$'$$i++++++iilii
HECIFFFTT T

I 1= B e e e e
A I B o e e e
T EEEF T P
TR T 1E R

Streptococcus TX sugu

ND, incelenmemis -, zon olugumu yok ; +, zon < 1 mm ; ++, 1 mm < zon < 10 mm ,

+++, zon > 10 mm

5. 3. Pediococcus Bakteriyosinleri

Pediokoklar; asit tretimi, flavor gelisimi ve dogal fermantasyon ekosistemlerinde rol
aldiklarindan et ve sebze fermantasyonlarinda biiyilk 6neme sahiptirler. Pediococcus
kultariniin antagonistik aktivitesinden sorumlu olarak asit iretiminden bagka baz
faktorlerin  oldugu ileri siurilmigtir. Yapilan bir ¢ahsmada salamura salatalik
fermantasyonlan ile ilgili olarak maya ve bakterilere karsi 16 farklit Pediococcus
kiiltiiriniin inhibit6r aktivitesi kiyaslanmstir. P. cerevisiae FBB - 61 (bu bakteri sonralar
P. pentosaceus olarak isimlendirilmistir) ve L - 7230 suslanmn diger pediokoklar ile, L.
plantarum, Leuconostoc mesenteroides, Micrococcus hiteus, Enterococcus faecalis, S.
aureus ve B. cereus gibi Gram pozitif bakterilerin geligimini miitemadiyen inhibe ettigi

belirlenmistir. Aynica bu iki Pediococcus susunun Gram negatif bakteriler ile mayalara
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karg1 antagonistik etki gostermedigi de belirlenmistir. L. plantarum ve diger Gram pozitif
bakterilere kargt inhibitoriin genel etkinligi hem yansmaci hem de patojenik tiplerin
inhibisyonu olarak disinildiiginde diger pediocinler 6nemli dlglide kayda degerdif
(Bhunia et al., 1988; Hoover et al., 1988; Klaenhammer, 1988; Brougton, 1990, Askar et
al., 1990, Hillier ve Davidson, 1991; Bhunia and Johnson, 1992).

Aragtiricilar yaygin bir sekilde et starteri olarak kullamlan pek gok Pediococcus susunun
L.monocytogenes'e kars1 inhibit6r olan bakteriyosinler iirettidini belirtmiglerdir (Berry ve
ark, 1990). Tablo 5.3’de Harris et al (1989) tarafindan yapilan ¢aligmanin sonuglar

verilmigtir.

Tablo 5. 3. Pediococcus Suslan ve Listeria Tiirlerine Kars: Inhibitér Aktiviteleri (Harris

et al., 1989).
Inhibisyon testi
Tiirler Bacteriocin Defferred  Well Diffusion
Antagonism
Pediococcus acidilactici PAC 1.0 Pediocin PA-1 g +
Pediococcus pentosaceus FBB61-1 Pediocin A + -
Pediococcus pentosaceus 1.-7230 Pediocin A + -

FBB- 61 ve L-7230 suglarimin P. acidilactici, P. pentasaceus, P. dextrinicus, S. aureus,
L. brevis, L. plantarum , Lactococcus lactis, C. botulinum, C. perfringens, C.
sporogenes, Micrococcus luteus, Enterococcus faecalis ve Bacillus cereus’ u da igeren
genig bir bakteri grubuna etki gosterdikleri bildirilmigtir. Bu veriler bakteriyosin iireten
suslarin, fermente sosis ve sebze fermantasyonlaninda starter kiiltiir olarak yararh
olabilecegini gostermektedir (Bhunia et al,, 1988; Spelhaug ve Harlander, 1989;
Schillinger, 1990; Nettles ve Barefoot, 1993; Kim, 1993).

P. pentasaceus FBB-61 tarafindan iretilen bakteriyosin pediocin A olarak

isimlendirilmistir.  Bu bakteriyosin simf III’e ait olarak izole edilen tek pediocindir.
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Pediocin A biiyiik, 1stya dayamksiz bir bakteriyosindir. SDS - PAGE ile yapilan
analizlerde molekiiler agirhginin 80 kDa oldugu tespit edilmistir (Carolissen-Mackay et
al., 1997).

P. pentosaceus ATCC 43200 ile P. pentasaceus ATCC 43201 suslaninun, C. botulinum'
un test edilen butiin suglarina kargt bakteriyosin ireterek inhibitor etki gosterdikleri
bildirilmistir (Okereke ve Montville, 1991).

Pediocin A'min genig bir Gram pozitif bakteri grubuna karg1 etkili oldugu bildirilmigtir. Bu
durum yalmzca yakin iligkili olduklar bakterilere kargi sinirl bir aktiviteye sahip olan sinif
Ilin diger bakteriyosinlerde gorilmez. Omegin helveticin  J, caseisin 80 ve
acidophilucinin siirh bir aktivite spekturumuna sahip oldugu bildirilmistir (Carolissen-

Mackay et al., 1997).

Yapilan bir arastirma sonucunda Ispanyol tipi kuru fermente sosisden izole edilen
P.acidilactici, 1.50 sugu tarafindan uretilen bakteriyosin, pediocin L50 olarak
adlandinlmugtir. Saflagtinlmasi; amonyum silfatla  ¢oktirme, katyon degigimi,
hidrofobik interaksiyon ve ters faz kromatografisi ile gergeklestirilmistir (de Saad ve de
Nadra, 1993; Carolissen-Mackay et al., 1997).

Manca de Nadra et al., (1998) Arjantin saraplarindan izole ettikleri P. pentosaceus'un
pediocin NSP diye isimlendiren bir bakteriyosin tirettiklerini bulmugtur. Bu bakteriyosinin
saraptan izole edilen Leuconostoc aenos, P. pentosaceus ve Lactobacillus hilgerdii
suglant Uzerinde bakterisidal etkisi oldugu belirlenmigtir. Bu sarap izolat1 tarafindan
uretilen pediocin N5P, sarap iiretimindeki fizikokimyasal faktorlere; 6rnegin pH, sicaklik,
etanol ve SO;’e dayamklidir. Pediocin N5P 'nin sarap iretiminde arzu edilmeyen

bakterileri kontrol etmede yararli olacag: disiinilmektedir .
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Pediocin AcH/PA -1

P. acidilactici’nin L. monocytogenes’e karst aktif olan bakteriyosin irettii tesbit
edilmig, pediocin PA - 1 bakteriyosininin ilavesi ile biitiin gidalarda canl Listeria
sayisinda hizh azalma gozlenmistir. Maksimum iiretimin suglar % 2 maya ekstrali MRS
siv1 besi yerinde gozlendigi de belirtilmigtir ( Hillier ve Davidson, 1991; Luchansky et al.,
1992; Foegeding et al., 1992; Kim, 1993).

Foegeding et al., (1992) kuru fermente sosis uretiminde P. acidilactici PAC 1.0’m
Listeria monocytogenes iizerindeki antilisteriyal aktivitesini incelemis ve sosis
tiretimindeki hem fermantasyon hem de kurutma olaylar siiresince pediocin liretiminin
giivenligi artirdigim belirtmiglerdir. Skytti et al., (1993) antagonistik aktivitenin plazmid
kaynakh oldugunu ve aktivitenin pH 5.5 - 7.0 araliginda ve 4 °C - 32 °C arasinda
oldugunu belirtmiglerdir .

Motlagh ve ark. (1992) yaptiklan ¢aligmada pediocin AcH ' nin bakterisidal etkisi 1
saatte olustugunu ve gida bilesenleriyle etkilesime girmedigini, Listeria suslarnin
pediocin AcH’ye kars: farkli hassasiyet gosterdilerini, yiiksek pediocin AcH seviyelerinde
Listeria sayisinda azalmanmin daha fazla oldugunu ve pediocin AcH ile muamele edilmis
gida omeklerinde canh kalan hiicrelerin 4 ve 10°C’de, depolama boyunca rezidual
pediocin AcH varliginda artti$im tesbit etmiglerdir.

Laktik asit bakterilerinden izole edilen pediocin AcH ve nisin, tek tek ve kombinasyon
halinde, gidalarda bozulma ve zehirlenmelere neden olan suglan da igeren pek¢ok Gram
pozitif bakteriye karg: antibakteriyal etkinlifi konusunda yapilan g¢ahigmalar sonucunda,
bu iki Dbakteriyosinin kombinasyon halinde kullanildiklarinda tek baglarina
kullanimlarindan daha etkili oldugu belirlenmigtir (Hanlin et al., 1993).

P. acidilactici H yehi bir bakteriyosin olan pediocin AcH 'y1 iretir. Bu, 1siya dayaniklt
(121°Cye 15 dak), hidrofobik, kiigiik ( 2700 Da ) bir peptidtir. pH 2,5 - 9.0 araliginda
aktif kalir ve bildirilen diger Pediococcal bakteriyosinlere gore daha genig bir
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antimikrobiyal spektrumu vardir. Pediocin AcH islemini takiben hassas hiicreler
intraseliiler K" iyonlarini kaybeder, UV absorbe eden maddeler ONPG( O-Nitrophenyl-g-
D-galactospyranoside) ' ye karsi daha gegirgen hale gelir ve bazi suglar yok olur.
Pediocin AcH ' nin baglanmas: pH 6.0'da maksimumdur. Maksimum pediocin AcH
retimi TGE siv1 besiyerinde 30 - 37 °C ' de 16 - 18 saat siireyle hiicrelerin ¢ogaltilmast
ile saglanmgtir. Pek ¢ok tuzun anyonlan pediocin AcH ' nin baglanmasin: 6nler, ancak bu
durum pediocin AcH konsantrasyonunun artirilmasi ile agilabilir. Anyonlanin (CI', fosfat
gibi) hassas hiicrenin lipoteikhoik asidine baglanmasi, pediocin AcH'min aktivitesini
azaltir. Bu molekiiller belki de pediocin AcH'nin baglanma yerleridir. Hassas hiicrelerin
% 1 SDS, 4 mol / 1 guanidin - HCI, pek ¢ok organik ¢oziici ve enzimlerle muamele
edilmesi, pediocin AcH ' nin sonraki baglanmasim azaltmaz (Bhunia et al., 1988; Bhunia
et ai., 1991; Degnan ve Luchansky, 1992; Nettles ve Barefoot, 1993; Kim, 1993;
Klaenhammer, 1993).

Pediocin AcH gidalarda bozulmaya neden olan pek¢ok bakteriye ve S. awreus, C.
perfrigens ve L. monocytogenes de igeren gida patojenlerine karsi inhibisyon etki
gosterir. Hassas hiicrelere karsi bakterisidal etki gosterir ve ¢ok hizli hareket eder
(Bhunia et al., 1988; Nielsen et al., 1990; Yousef et al., 1991; Juven et al., 1991, Skytta
et al., 1993).

Bugiine kadar en iyi saflagtinlan bakteriyosinlerdir. Pediococcus acidilactici PA 1.0
tarafindan uretilen pediocin PA-1, amonyum silfat ¢oktiirmesi ve 2 iyon degigim
kromatografisi iglemi ile saflagtinlmugtir (Carolissen-Mackay et al., 1 997).

Yapilan son galigmalar Pediococcus'un pek gok susunun hem besiyerinde ve hem de
etlerde  Listeria monocytogenes'e kargi antagonistik etki gosteren bakteriyosinler
(6rnegin pediocinler) iirettigini gostermistir (Motlagh et al., 1991; Degnan ve Luchansky,
1992; Degnan et al., 1992; Song ve Richard, 1997).

Bhunia ve Johnson (1992) pediocin AcHnin bakterisidal etki tarzinin yiizey

reseptorlerine baglanmasi ve sitoplazmik membranin stabilazyonunun bozulmas: ile
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olusturdugunu belirtmislerdir . Tablo 5.4’de pediocin AcHnin antimikrobiyal spekturumu
tizerine yapilan bir ¢alimanin sonuglan goriilmektedir. Tablo 5.5°de ise pediocinlerin

genel 6zellikleri verilmektedir.

Tablo 5 .4. Pediocin AcH’nin Antimikrobiyal Spekturumu (Bhunia et al .,1998)

Bakteriler Test edilen sus / inhibisyon

Aeromonas hydrophila 1/1
Bacillus cereus 1/1
Brochothrix thermospacta 2/1
Clostridium perfringens 6/6
Escherichia coli ( enterotoksigenik ) 1/0
L. leichmanni 1/1
L. plantarum 2/2
L. viridescens 1/1
Bozulmus etlerden Lactobacillus izolatlan 2/2
L. monocytogenes 6/6
Pseudomonas putida 1/1
Salmonella anatum 1/0
Salmonella typhimurium 1/0
Staphylococcus aureus 9/9
Yersinia enterocolitica 1/0

Pediocin A ve PA

Yapilan ilk ¢aligmalarda P. pentosaceus tarafindan tretilen PA bakteriyosininin 1siya
dayanikli (60 dak 100°C de), Gram pozitif goéu laktik asit bakterisi ve gida kaynakh
patojenleri de igeren genis bir inhibitér spektrumuna sahip oldugu bulunmustur
(Klaenhammer, 1993).

Pediocin A, 1III. simf bakteriyosinlere dahil bir bakteriyosindir. Biyik, 1stya
dayaniksizdir. SDS - PAGE ile yapilan analizlerde molekiiler agirligi 80 kDa olarak
bulunmugtur. Pediocin A, C. botulinum , E. faecalis ve L. innocua ' y1 igeren genis bir
Gram pozitif bakteri grubuna kargi etkilidir (Hillier ve Davidson, 1991, Caroﬁsseﬁ-
Mackay et al., 1997). Bu spekturum arali, yalmz yakin iligkili oldugu tiirlere kars: etkili
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olan III. simf bakteriyosinlerde aligilmadik bir durumdur (Carolissen-Mackay et al .,
1997).

Tablo 5. 5. Pediococci Bakteriyosinlerinin Karakteristikleri (Klaenhammer, 1993
Nettles ve Barefoot, 1993).

Bakteriyosin  Uretici Molekiiler Stabilite Hassasiyet

Agurlk Inhibitér
( dalton ) Spekturumu
Pediocin Pediococcus  2.700 Ist ( 121°C, 15 dak ) Tripsin, fisin  Lactobacillus
AcH acidilactici (SDS-PAGE) 6Mire Papain Leuconostoc
H pH2,5-90 Proteinaz K S. aureus

Kemotripsin  C. perfiingens
L. monocytogenes

P. putida
Pediocin Pediococcus  4.600 Lipaz , fosfolipaz Pepsin , papain Pediococcus ,
PA-1 acidilactici  ( Nitkleotid Lizozim , DNaz Kemotripsin Lactobacillus ,
PA 1.0 sequence ) RNaz , 151 (80-100°C 10 Proteaz L. mesenteroides
dak )pH4 -7 L. monocytogenes
Pediocin Pediococcus 80k Da Istya dayanaksiz Pronaz Pediococcus ,
A pentosaceus  { SDS-PAGE ) Lactobacillus
FBB61 S. aureus ,
C. botulinum
C. perfringes

5. 4. Lactobacillus Bakteriyosinleri

Lactobacillus cinsi bakteriler fermente kuru ve yan kuru sosis fermantasyonlarinda rol
oynarlar ve lezzet gelisimi izerinde etkilidirler . Bu mikroorganizmalar, son triini laktik
asit ve bakteriyosin gibi muhtemel diger antagonistik bilesikler tireterek korurlar (Garrigo
et al, 1993).

Laktobasiller, genellikle bakteriyosin olarak bilinen antagonistik maddelerin {tretilmesi
agisindan ¢ok sik caligilmuglardir. Bunlar; iyi karakterize edilen bakteriyosinler,
bakteriyosin benzeri maddeleri ve bakteriyosin ile ilgisi olmayan antagonistikmaddeleri

vardir (Juven et al., 1991).
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Lactobacillus suglarimin antagonistik ¢zellikleri, bakteriyosin benzeri bilegiklerin tiretimi
ile ilgili olabilir. Test edilen patojenlerin hepsi bir ya da bir ka¢ bakteriyosin benzeri
iretici sug tarafindan inhibe edilmistir. En iyi inhibisyon L. monocyfogenes'e karst
gozlenmistir, bunun yam sira E. coli, Salmonella Typhimurium ve S. enteriditis'e karg1 da
yeterli inhibisyon gozlenmistir (Chateau et al., 1993; Kelly et al., 1996). Baz1 suslann
inhibit6r spekturumunda Enferococcus tirleri de mevcuttur ( Ahn ve Stiles, 1990 a).

Yapilan bir gahgmada fermente sosislerden izole edilen Lactobacillus suslan incelenmis
ve bunlardan iigiiniin asit ve hidrojen peroksitten farkli olarak bakterisidal etki tarzina
sahip bakteriyosin tirettikleri belirlenmigtir. L. plantarum CTC 305 ve L. plantarum CTC
373un, L.monocytogenes ' i inhibe ettigi bildirilmistir (Garrigo et al ., 1993).

Juven et al. (1998), yaptiklan ¢aligmalarda L. alimenterius FloraCarn L- 2 ile agilanmg
vakum ambalajlanmig etlerde L. monocytogenes ' in gelisimini incelemisler ve labratuvar

ortaminda antilisteriyal aktivite gozlemiglerdir.

Zhu et al . (2000), Lactabacillus gasseri KT7 tarafinadan tretilen yeni bir bakteriyosin
izole etmiglerdir. Supernatant sivis: yalnizca bazi laktik asit bakterilerine kargi degil aym
zamanda Clostridium, Listeria ve Enterococcusu da igeren bazi patojen ve bozucu
bakteri tiirlerine karg1 da inhibit6r aktivite g&stermigtir. Gassericin K7 olarak adlandirilan
bu bakteriyosin, proteolitik enzimlere hassas, 1stya dayamkli, genig bir pH aralifinda
etkili, SDS - PAGE'da 4,5 - 5.0 kDa olarak belirlenen bir peptiddir. Hassas hiicrelere
karg1 bakterisidal etkiye sahiptir.

Ticari bir fermente sebze tirtiniinden izole edilen L. buchneri LB, buchnericin LB diye
adlandirnilan bir bakteriyosin tiretmektedir. Buchnericin LB, 1siya dayanikli, (90 - 121°C 1
dak), proteazlar, a - kemotripsin papain, proteinaz K ve pepsin tarafindan hidroliz
edilen,fakat katalaz, peroksidaz, lipaz, amilaz ve organik gdziiciilere karsi dayamkh olan
bir maddedir. Biyolojik aktivitesini pH 2.0 - 9.0 arahiginda siirdiiriir ve -20 ve -70°C'de

depolama sonrasinda bile aktivitesini korur. Buchnericin LB, genig bir inhibitér
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spekturumuna sahip olup Listeria, Bacillus, Enterococcus, Micrococcus, Lactobacillus,
Leuconestoc, Pediococcus ve Streptococcus'un test edilen tiirlerine karsi inhibitér etki

gosterdigi tespit edilmistir ( Yildinm ve Yildirim, 2001; Yildinm, 2001) .

5. 4. 1. Lactabacillus helveticus

1973 yiinda insan tiikkrigiinden izole edilen L. helveticus LP 27'nin lactocin 27 diye
adlandinlan bir bakteriyosin Grettigini bildirilmigtir. Lactocin 27, 1stya dayamkh ve
disiilfiit bag: igermeyen bir protein lipopolisakkaritdir. L. acidophilus, L. helveticus ve
bir Lactobacillus tiiriine kars inhibitordir. Benzer sekilde L. helveticus 481 tarafindan
tretilen helveticin J de bildirilmigtir. Lactocin 27 den daha biiyiiktiir (37 kDa), nétral
pH'da aktif; 1siya hassasdir (100°C de 30 dak) (Juven et al,, 1991; Kim, 1993).

Lactocin 27, tripsin ve pronazla inaktive olurken fisinle inaktive olmamamaktadir.
Helveticin J ise fisin, proteinaz, tripsin, pepsin, proteinaz K ve subtilisin'e karg1 hassasdir
(Klaenhammer, 1993) .

5. 4. 2. Lactobacillus acidophilus

Yapilan bir caliymada, L. acidophilus N2 tarafindan iiretilen bakteriyosin, lactocin B
olarak adlandinlmis ve bu susun L. delbrueckii, L. helveticus, L. leichmennii, L.
bulgarius'u inhibe ettii tespit edilmistir. L. acidophilus, N2'de plazmid olmamasi
lactocin B tretiminin kromozomal DNA kaynakli oldugunu gosterir. Saf lactocin Bnin
6000 - 6500 Da biiyiikliiiinde, 1stya dayanikli, oda sicakligi ve - 20 °C de stabil oldugu,
maksimum bakteriyosin {iretiminin anaerobik sartlarda pH 7'de MRS agarda
gergeklestigi. pH 5,9 ' un altinda ise aktif olmadig1 da tespit edilmigtir (Kim, 1993 ).

Yine yapilan bagka bir ¢alismada, L. acidophilus 88 tarafindan iiretilen lactocin F
bildirilmigtir. Isiya dayanikli ve lactocin B'ye gore daha genis bir antimikrobiyal
spekturumuna sahiptir. Saf lactocin F'nin molekiiler agirhg: 6.3 kDa'dir ve lantionin gibi
aligimadik amino asitleri igermez ( Kim, 1993 ).
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Zamfir et al. (1999), yaptiklar arastirmada Lactobacillus acidophilus IBB 801 tarafindan
uretilen acidophilin 801 bakteriyosinini incelemisler ve sinirh bir inhibitér spekturumunda
(E. coli Row ve Salmonella panama 1467 gibi Gram negatif patojen bakterileri de
iceren) bakterisidal bir aktiviteye sahip oldugunu belirtmislerdir (Tablo 5.6). Hiicresiz
kiiltir supernatant sivisinin antimikrobiyal aktivitesinin katalaza hassas olmadigs; tripsin,
proteinaz K ve pronaz gibi proteolitilik enzimlere ise hassas oldugu, 1siya kars: stabil
(121 °C ' de 30 dak) ve genis bir pH arahifinda aktif kaldigini da tesbit etmiglerdir.

Tablo 5.6. Bakteriyel Suslar ve L. acidophilus IBB 801 Tarafindan Uretilen
Bakteriyosine Hassasiyetleri (Zamfir et al., 1999) .

Indikatér sus Gelisme sartlan Ham Konsantre
L. delbrueckii ssp. bulgaricus 509 MRS , 37 °C + ++
L. plantarum ATCC 8014 MRS, 37°C - -
L. casei ATCC 7469 MRS, 37 °C - -
L. helveticus 102 MRS , 37°C + ++
L. acidophilus LA1 MRS , 37°C + +
L. lactis 173 MRS, 37°C - -
Bacillus cereus ATCC 9634 LB, 37°C - -
B. subtilis ATCC 6633 LB,37°C - -
Escherichia coli Row LB, 37°C + +
Klebsiella pneumoniae K32 LB,37°C +/- +/-
Pseudomonas aeruginosa IP 5858 LB,37°C +/- +/-
Salmonella panama 1467 LB, 37°C + +
Serratia marcescens 11267 LB, 37°C +/- +/-
Staphylococcus aureus ATCC 6538 LB, 37°C - -
Listeria monocytogenes LEB, 37°C - -

+ = acik inhibisyon zonu - = inhibisyon zonu yok +/- = degigken inhibisyon ++ = biiyiik
inhibisyon zonu
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5. 4. 3. Lactobacillus plantarum

L. plantarum tarafindan bakteriyosin benzeri bir bilegik iiretilmekte ve bu bakteriyosin
lactolin olarak adlandinlmaktadir. Nisin ve diplococininkinden farkli inhibisyon

spektrumu ve ozellikler gostermektedir ( Klaenhammer, 1988).

Okereke ve Montville (1991), etten izole edilen L. plantarum BN'nin C. botulinum
sporlarina kars: farkl sicakliklarda inhibitor etkiye sahip oldugunu bildirmigtir.

Fermente havuglardan izole edilen L. plantarum SIK 83 ' iin bakteriyosin urettigi, 1stya
dayarkli ham antimikrobiyal bu bilesigin (100 kDa) S. aureus'u da igeren farkli Gram
pozitif bakterilerin geligimini inhibe ettigi belirtilmigtir. Sebze ve silaj fermantasyonlari
gibi bitkisel fermantasyonlarda laktik asit olugumunu kontrol etmek i¢in Lactobacillus,
Leuconostoc, Streptococcus ve Pediococcus'a karst etkilerinden dolay L. plantarum SIK

83'iin kullamim: Onerilmigtir ( Kim, 1993).

L. plantarum C-11'den plantaricin A adi verilen bir bakteriyosin izole edilmigtir.
Fermente sebze urinlerinde L. plantarum, P. pentasaceus ve Leuconostoc
paramesenteroides gibi normal rekabet edici Gram pozitif bakteriler, plantaricin A
tarafindan antagonize edilir. L. plantarum tarafindan tiretilen plantaricin B de simirh bir
antibakteriyal spekturuma sahiptir. Bununla birlikte lipaz ve « - amilaz uygulamalaninin
plantaricin B aktivitesini azaltmasi, plantaricin B ' nin bir protein, lipit ve karbonhidrat

kompleksi oldugunu gosterir ( Kim, 1993).

Yapilan bir ¢aliymada et starter kiiltiirlerinden izole edilen L. plantarum 27'nin S.
aureus, Lactobacillus ve  Pediococcus tirlerine kargt antagonistik etkiye sahip
bakteriyosin iirettigi bildirilmistir. L. plantarum 27'nin kullanmnin etin raf émriini
artirmada etkisinin olabileéegi ve bakteriyosinin 1stya dayamkh ve pH 4 - 9 arasinda aktif
oldugu belirtilmigtir (Kim, 1993 ).
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Garrigo et al. (1993), L. plantarum CTC 305 ve CTC 306 ' min bakterisidal etkiye sahip
bakteriyosinler tirettigini bildirmigtir.

Ennan et al. (1996), kuru sosisden izole edilen L. plantarum UG 1 ' in Lactobacillus ve
Lactococcus cinsinin diger suslarit ve L. monocytogenes, B. cereus, C. perfringens’i de
igeren baz1 gida kaynakli patojenleri inhibe eden antimikrobiyal bir madde iirettigini ve bu
maddenin proteolitik enzimler tarafindan inaktive edildigini belitmiglerdir. Plantaricin
UGt olarak adlandirilan bu bakteriyosin pH 4,5 - 7.0 aralifinda stabil olup, amilolitik
enzimlerle kismen inaktive edilmektedir. Uretim, pH ve sicakliga baglhidir. Maksimum
iiretim 6,5 baglangig pH'st ve 25 - 30°C sicaklikta MRS sivi besi yerinde saglanmugtir.
Uretimin kromozomal oldugu diistiniilmektedir.

Messi et al. (2001), yaptiklan arastwrmada Italyan tipi sosislerden izole ettikleri L.
plantarum susunun Urettii plantaricin 35 d'nin S. aureus, L. monocytogenes ve A.
hydrophila'y1 igeren genis bir antimikrobiyal spektrumuna sahip oldugunu tespit
etmiglerdir. Ayrica bu bakteriyosinin 80°C'de 120 dakikalik 1s1l isleme dayanikh oldugu ve
aktivitesini 4°C'de 6 ay muhafaza ettigini bildirmiglerdir. Etki tarz1 bakterisidal olarak

belirlenmigtir.
5. 4. 4. Lactobacillus sakei

Ette dogal olarak bulunan L. sakei suslanmn antimikrobiyal maddeler iirettigine dair
pek¢ok galisma mevcuttur. L. sakei suslan etteki sartlara ¢ok iyi uyum sagladigindan
digerlerine gore daha rekabet edici olmaktadir (Kim, 1993).

Vakum ambalajlanmig etten izole edilen bir L. sakei Lb 706 susu L. sakei, L. curvatus
Lb730 ve L. monocytogenes ' i igeren pek ¢ok et izolatina karg: inhibit6rdiir. L. sakei Lb
706 ‘mn drettigi bakteriyosin sakacin A, 1stya dayamkli (100°C'de 20 dak) olup uzun
stireli depolama sonrasinda aktif kalir ve bakterisidal etkisi gosterir ( Kim, 1993).



Mortvedt et al. (1991), geleneksel yontemlerle fermente sosislerden L. sakei L 45'i izole
etmislerdir. Bu izolat sosislerden izole edilen pek ¢ok L. plantarum, L. reuteri, L.
acidophilus, L. lactic, L. pentosaceus, Leuconostoc mesenteroides, P. acidilactici PA C
1.0 ve P. pentosaceus susuna kars: inhibitor olan lactocin S' yi tiretir. Lactocin S 1siya
kismen dayaniklidir (100°C 2 de 1 saat sonra % 50 azalma) (Kim, 1993; Klaenhammer,
1993).

Ginzle et al . (1996), L. sakei LTH 673 tarafindan iretilen sakacin P'yi incelemiglerdir.
L. ivanovii DSM 20750'ye karg1 sakacin P'nin antimikrobiyal aktivitesi izerine pH, NaCl
ve nitrit konsantrasyonlannmin etkisini belirlemiglerdir. Nitrit ilavesinin etkisinin az
oldugunu ancak bakteriyosin aktivitesinin diisiikk pH degerleri ve NaCl ilavesi ile arttigim
belirtmiglerdir.

De Martiniz ve Franco (1998) Brezilya tipi bir sosisten izole edilen L. sakei 2a susunun
proteolitik enzimlere hassas protein tabiatinda bir bilegik tireterek antilisteriyal bir aktivite
sergiledigini bildirmiglerdir. Tablo 5.7°de Lactobacillus bakteri tiirlerinin bakteriyosinleri
hakkinda genis bilgi verilmigtir.
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Tablo 5.7. Lactobacillus Turlerinin Bakteriyosinleri (Klaenhammer, 1993; Nettles ve
Barefoot, 1993)

[Oretici sus | Bakteriyosin Aktivite Karakteristikler
spekturumu
L. Lactacin B L. delbrueckii, |Molekiiler agirhg yiiksek,
acidophilus L. leichmanii kromozomal determinantlar
L. helveticus L.
bulgaricus
Acidophilucin A |L. delbrueckii Protein yapisinda , tripsin ve
L. helveticus aktinazla inaktivasyon 1siya
hassasiyet 60 °C’de 10 dak
Acidocin 8912 | L. acidophilus, |Protein yapisinda 1siya stabilite
L. casei 120 °C *de 20 dak iiretim ve
L. plantarum , bagisiklik plazmid kaynakli
Lactococcus
lactis
L. brevis Brevicin 37 Pediococcus Protein yapisinda 1siya
damnosus dayanikl: 121 °C ‘de 1 saat pH
L. brevis, 2-10 arasinda aktif ,
Leuconostoc kloroformla inaktive olur
0enos
L. casei Caseicin 80 L. casei 1stya hassas 60 °C ‘de10dak pH
3-9 da aktif
L.curvatus | Curvatin A L. curvatus, L. | Protein yapisinda tripsin ve
sakei proteinaz K ile inaktive olur
L. fructivorans | Pepsinle olmaz , 1siya
Carnobacterium |dayanikhidir 100 °C “de 30 dak .
tiirleri. Hidrofobik karakter , lantionin
E. faecalis, L. icermez ,
monocytogenes | Bakteriyolitik etki
L. ivanovii
L.delbrueckii | Lacticin A L. delbrueckii Protein yapisinda , 1s1ya hassas
Lacticin B subsp. lactis 60 °C *de 10 dak
L. delbrueckii
subsp. bulgaricus
L. delbrueckii
subsp. delbrueckii
L.gasseri | Gassericin A L. acidophilus, L. | Protein yapisinda , tripsine
delbrueckii hassas , 120 °C ‘de 20 dak
i,;z:leilvetrcus , L. stabil
L. brevis




Tablo 5. 7 (Devamu)

L.helveticus | Lactocin 27

| L. acidophilus

L. helveticus

Protein — lipopoli sakkarit
kompleksidir .

Istya dayamkh 100 °C “de 1
saat

subsp. bulgaricus

Helveticin J L. helveticus

L. delbrueckii

subsp. Jactis
Helveticin V- L. helveticus Protein yapisinda , maksimum
1829 L. delbrueckii tretimpH 5,5 “de olur , 1s1ya

hassastir (50 °C “de 30 dak),
SDS ile denatiire olur.

L.plantarum | PlantaricinA

L. plantarum ,
Lactobacillus
tirleri
Leuconostoc
tlrleri
Pediococcus
tiirleri
Lactococcus
lactis
Enterococcus
faecalis

> 8 kDa 100 °C ye 30 dak
stabildir
pH 4 — 6.5 aralifinda aktifdir .

Plantaricin B

L. plantarum
Leuconostoc
mesenteroides
Pediococcus
damnosus

Protein yapisindadir.

Plantaricin S

Leuconostoc , C.
Tyrobutyricum
L. helveticus , L.
plantarum

L. curvatus , L.
reuteri

- | Enterococcus ,

Pediococcus
Lactococcus ,
Streptococcus
Micrococcus ,
Propionibacterium

L. delbrueckii ,

L. fermentum

Glikoprotein yapisindadir ,
proteaz, o - amilaz ve lipoza
hassastir. 100 °C ‘ye 60dak
stabildir pH 3-7 ‘de aktiftir ,
bakterisidal etkisi vardir .
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PlantaricinT

Leuconostoc , CI.
Tyroburyricum
L. helveticus , L.
plantarum

L. reuteri,
Enterococcus
Pediococcus ,
Lactococcus
Streptococcus ,
Micrococcus

L. delbrueckii ,
L. fermentum
Propionibacteriu
m

Protein yapisindadir ve
plantaricin S ‘den lipaz ve a-
amilaza dayamkhligi ile aynlir.

L. sakei

Sakacin A

Carnobacterium
piscicola
Enterococcus
tiirleri

L. sakei, L.
curvarus
Leuconostoc
paramesenteroides
L. brevis
Listeria
monocytogenes
Aeromonas
hydrophilia
Staphylococcus
aureus
Lactococcus
lactis subsp.
cremoris

Plazmid kaynakhidir , hassas
susa gore bakteriostatik yada
bakterisidal etki gosterir.

Lactocin S

Lactobacillus
turleri
Leuconostoc
tirleri.
Pediococcus
tirleri

33 amino asitli bir proteindir
pH 4,5-7,5 aralifinda aktifdir.
Uretim ve immunitesi plazmid
kaynakhidir, antibiotikdir .
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Tablo 5. 7 (Devam)

Sakacin P L. curvatus, L. | Protein yapisindadir. Proteinaz
delbrueckii K ve tripsinle inaktive olur ,
L. pentosus pepsinle olmaz 1s1ya
L. plantarum , L. | dayamkhdir , 100 °C “de 30
reuteri dak, hidrofobik karakterdedir,
L. fructivorans, |lantionin icermez ,

E. faecalis bakteriyolitik etki gdsterir .
L.ivanovii ,

Carnobacterium

Spp-

Listeria

monocytogenes

5. 5. Lactococcus Bakteriyosinleri

Lactococcus cinsi bakteriler siit endiistrisinde starter olarak yaygin bir sekilde
kullammaktadir (Kojic et al., 1991). Bu alanda kullamlan ¢ogu sus, bakteriyosin {iretir
(Tablo 5.8). 280 susun % 5’inin protein tabiatinda inhibitor Grettigi Geis et al ., (1983)
tarafindan bildirilmigtir.

Klaenhammer (1993), Lactococcus bakteriyosinlerini 1sitya rezistans, konakgilar, tripsine
hassasiyet ve degisik bakteriyosin/konakg¢i ¢aprazlamalarnna gore 5 farkh tipe ayirmugtir.
i — Lactococcinler: pH 9.4’de 1siya dayamkh, laktokoklara kars: siurh etkili
ii — Diplococcinler: pH 9.4’de 1stya dayanikh, laktokoklara kargi simrh etkili
iii — Lactococcin poration kompleksleri: pH 9.4’de 1siya dayamkh, laktik asit
bakterileri ile Clostridium cinsi bakterilere karst genis antibakteriyal
spektruma sahip
iv — Lantibiyotikler: pH 9.4’de 1stya dayanikli, ¢ok sayida Gram pozitif bakteriye
kars: etkili

v — Lactostrepsinler

Lactococcin G Lactococcus lactis LmG 2081 tarafindan uretilir . Lactosterepsin 5 L.
lactis subsp. cremeris tarafindan uretilir (Holo et al.,1991; Carolissen — Mackay et al .,
1997) .
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Yildinm ve ark. (2000), yaptiklari g¢aliyjmada turpun dig ylzeyinden izole ettikleri
Lactococcus lactis  subps. cremoris R tarafindan uretilen lactococcin R hakkinda
incelemeler yapmuglar, bunun bazi proteolitik enzimlere hassas, pH 2.0-9.0 araligina,
depolama sicakliklarina ve organik ¢oziiciilere dayanikli oldugunu bulmuglardir. Aym
zamanda Listeria, Bacillus, Clostridium, Staphylococcus, Micrococcus, Enterococcus,

Lactobacillus, Pediococcus ve Leuconostoc tirlerini inhibe ettigini bildirmiglerdir.

Tablo 5. 8. Lactococcus Bakteriyosinleri (Piard et al., 1992; Nettles ve Barefoot, 1993,
Klaenhammer, 1993) .

Bacteriyosin ~ Uretici Stabilite Hassasiyet
Diplococcin  Lc.lactis subsp. -75°C SDS Kemotripsin, tripsin,
cremoris 346 pronaz, pepsin
> 4°C sicaklik
Lactostrepcin  Lc.Jactis subsp Sicaklik (121°C’de Tripsin,pronaz,
lactis, cremoris, 10 dak) pH < 5.0 Kemotripsin,
diacetylactis’in nisin Lipazlar
tiretmeyen suglan PH>17.0
Lacto-strepcin Lc.lactis subsp. Sicaklik (121°C10 Tripsin, pronaz, Lipaz
5 cremoris 202 dak) pH<5.0 A
Lactococcin I  Lc. Lactis subsp. SDS, sicaklik Proteolitik enzimler
cremoris ACI (100°C, 30 dak) pH
4.5-7.0
Lactococcin A Lc. Lactis subsp. % 60 etanolde 20°C Endoproteaz glu-C,
diacetylactis WM 4,  ye, 2,5 mM sodyum tripsin
Lc. lactis subsp fosfatta pH 7.3’e,
cremoris LMG2130 sicakliga (100°C 30
9B4 dak) kemotripsin
Lacticin 481  Lc.lactis subsp. Sicaklik (100°C’ye 1  Proteolitik enzimler

lactis CNRZ 481

saat)
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Nisin, Lactococcus lactis subsp. lactis’in suslan tarafindan uretilen, gidalar i¢in Umit
verici bir antimikrobiyal maddedir. Nisinin WHO (Diinya Saglik Tegkilat1) tarafindan
gida endifrstrisinde bir koruyucu olarak kullammi onaylanmug ve siit, peynir, kutulanmig
sebzelerin ve finn irtinleri gibi genig bir Uriin yelpazesinde yaklagik 45 yildan beri
uluslararasi olarak kullanim alam bulmugtur. ABD’de gidalarda kullammi onaylanan tek
bakteriyosin olmasi nedeniyle genellikle pastorize peynirlerde C. bofulinum’un inhibe
edilmesinde bagarih bir gekilde kullandir ( Martinis et al ., 1997 ; Avery ve Buncic,
1997).

Nisin polipeptid yapisindadir. Gram pozitif bakterilere karsi etkilidir. 100-400 IU/g’a
kadar ilave ile peynir kitlesindeki C. butyricum sayisimn azaldig: belirtilmigtir. Siit, bira
ve sarapta laktik asit bakterilerinden kaynaklanan bozulmalara karsi 30 —51 TU/ml
dozunun yeterli oldugu belirtilmistir (Ukuku ve Shelef, 1997).

Nisin et proteinlerine kuvvetli bir gekilde adsorbe olur, bu da nisinin et ve et Griinlerinde
tespitini gtiglestirir. Azalan pH ile adsorbsiyon azalmasina ragmen etteki nisinin
proteinlerinden ayrilmas: icin asidik bir pH’da kaynatilmasi gerekir. Et ve et iiriinlerinin
bilesimleri, tuz miktan, pargacik biiyikligi ve yag igerigi farklidir. Kiyma haline
getirilmis et ve et tiriinlerinde nisinin belirlenmesi zordur. Tespit oran1 NaCl ve/veya NO,
varligy, tanecik buyluklagii etin ekstraktant oram (0,02 N HCI) gibi faktorlerden etkilenir.
Ancak etin yag igeriginden 6nemli olgiide etkilenir (Bell ve De Lacky, 1986, Holzapfel et
al ., 1995).

Nisinin inhibitdr etkisi, ilk olarak 60 yil 6nce peynir yapiminda inhibitér streptokoklarin
problem olmasiyla fark edilmigtir, Nisin ve onun ozellikleri hakkindaki ilk galigmalar
klinik ve veteriner alanindaki kullammlarda tedavi amagh kullamlip kulla.nﬂmayacagmé

dairdir. Nispeten simrh antibakteriyal spektrumu, viicut sivilarindaki diigiik ¢oziniirligi,
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mide proteazlan ile yikumu ve fizyolojik pH’ya (pH 7.0 — 7.5) dayaniksiz olusuna bagh
olarak nisin bu gibi amaglara uygun bulunmamstir (Broughton, 1990).

Nisin, ismini “N — inhibitory substances”den almaktadir. GRAS statiidedir ve kullamim
nitratin ‘yerine gegme ya da nitrat miktarim azaltmaya yoneliktir. Nisin ilave edildiginde
islem boyunca ihtiyag duyulan sicakhk diigmektedir. Bu da beslenme degeri, flavour,
tekstiir ve goriiniigteki geligime ilaveten enerji kazammina da yol agmaktadir. S. aureus,
Salmonella, L. monocytogenes, B. licheniformis’i igeren patojen ve bozucu bakterilere
kargt inhibitér olduguna dair pek g¢ok ¢aliyma yapilmustir. Ancak gidalarda kullanimu
notral pH’da diisiik ¢oziiniirliik ve nisinaz tireten mikroorganizmalar tarafindan yapisinin
bozulmas: nedeniyle smirhdir (Klaenhammer, 1988; Hiller ve Davidson, 1991; Kim,
1993).

Nisin molekiili normal olarak proteinlerde bulunmayan bazi tipik aminoasitleri igerir.
Bunlar pre-nisin molekiiliindeki serin, treonin ve sistein rezidiilerinin modifikasyonu ile
iiretilir. Bu aligilmadik aminoasitler lanthionine, dehydroalanine ve dehydrobutyrine’dir
(Sekil 1) .

CH;
I
CH; CH
H,N - C - COCH H,N - C - COOH
Dehidroalanin (DHA) Dehidrobutryrin (DHB)
’COOH COOH
|
H,N- TZH HN-C- CHs
|
sz CH;
I
S S
| |
(I:H2 CHZ
|
H,N - C - COOH H,-N-C- COCH
Lantionin B - Metillantionin

Sekil 1. Nisinin Yapisindaki Tipik Amino Asitlerinin Yapisi (Hillier ve Davidson,1991).
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Nisinin eriyebilirligi ve stabilitesi pH’ye baglidir. pH 7°den yiiksek pH degerlerinde oda
sicakh@inda bile inaktiftir. Insanlar icin toksik degildir ve pankreasta iiretilen ve ince
bagirsaktan atilan o- kemotiripsin enzimi tarafindan indirgendigi diisiiniilmektedir.

(Hillier ve Davidson, 1991).

Taylor et al., (1990), yaptiklart calismada C. botulinum tip E ile agilanan %100 CO,
atmosferinde ambalajlanan morina, ringa ve tiitsiilenmis uskumru filetolarinda toksin
liretimi Gzerinde nisinin inhibitér etkisini 10 ve 26°C’lik muhafaza sartlarinda
incelemiglerdir. Nisin her ii¢ balik tiirinde de toksin olugumunu geciktirmigtir. Nisinin
10°C’deki etkisi kontrole gére toksin iiretimini 5 giin geciktirme seklinde olmustur. Nisin
her iki depolama sicakliginda da patojen olmayan bakteriler tarafindan gergeklestirilen

bozulmay1 6nleyememistir.

Yapilan caligmalarda stater kiltirler tarafindan uretilen antibakteriyal metabolitlerin
buzdolab: sicakhginda gelisebilen gida kaynakli patojenlere kargi inhibisyon ¢zellikleri
test edilmigdir. 4 ticari preparata (Nisaplin, Na-laktat, diasetil ve Microgard) ilaveten
pediocin AcH, nisin ve sakacin A’y1 igeren 3 kiiltiir preparati incelenmisgtir. Sonug olarak
bitlin bakteriyosin preparatlannin incelenen Gram negatif patojenler harig L.
monocytogenes’in 9 susunu igeren Listeria tirlerine kars1 bakterisidal etki gosterdigini

tespit etmislerdir (Motlagh et al., 1991; El-Khateib et al., 1993, Ukuko ve Shelef, 1997).

Harris et al., (1991), yaptiklan ¢aliymada L. monocytogenes ATCC 19115, Scott A ve
UAL 500°tn nisine hassasiyetini incelemisler ve nisinin baslangig L. monocytogenes

sayisim azalttigim bildirmislerdir.

Nisin, Lactobacillus, Listeria, Bacillus, Clostridium, Staphylococcus, Streptococcus,
Micrococcus cinslerine ait Gram pozitif bakterilere karst genis bir aktivite spektrumuna

sahiptir (Montville et al., 1992).

C. botulinum’un minimum islem gormii§ buzdolabinda saklanan gidalarda geligimi, nisin

kullamimu ile Onlenebilmektedir. C. botulinum suglan toksin tipleri ve proteolitik
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gliclerine bagh olarak 4 biyotip grubuna aynhirlar. Grup I yiiksek oranda proteolitik
olarak karakterize edilir ve A tiplerini ve baz1 proteolitik B suglanim igerirken Grup II
zayif ya da tamamen proteolitik olmayan B tiplerini ve E tipi suglart igerir. Her iki
grubun suglan da istya dayamkliliklan, maksimum ve minimum gelisme sicakliklar, asit
ve tuza toleranslan ile farklihk gosterirler. Grup III ve IV’deki suglar genelde insanda
gida kaynakl botulizm ile ilgili degillerdir (Montville et al ., 1992).

Nisin ve 1s1 uygulamalarimn C. botulinum uzerindeki sinerjistik etkileri genig bir sekilde
aragtinlmug, sporlarin nisin hassasiyetinin artan sicaklikla arttigt tespit edilmigtir. Genelde
sporlar vejetatif hiicrelere gére antimikrobiyal maddelere daha dayamkhdirlar. Yapilan bir
calismada C. botulinum suglan nisin hassasiyeti bakimindan incelenmig ve tip A’nin tip
B’den, tip B’nin de tip E’den daha dayanikli oldugu tespit edilmistir (Montville et al.,
1992).

De Vos et al, (1993), yaptiklan calismada Lc. lactis tarafindan iretilen 2 dogal
lantibiyotik varyantmin oldugunu bildirmiglerdir. Bunlann benzer yapida oldugu ve
aralarinda amino asit diziliminde 27. konumda nisin A’da histidin, nisin Z’de asparaginin

oldugunu belirtmiglerdir.

Nisin Z, Lc. lactis subsb. lactis’in NI20 22186 susundan izole edilen dogal bir nisin
varyantidir. Gida patojeni L. monocytogenes’in nisin Z’ye maruz kalmasi, ani potasyum
iyonu kaybu, sitoplazmik membranin depolarizasyonu, hidroliz ve hiicresel ATP’nin kismi
kaybu ile sonuglanir ki bu da nisin Z’nin birincil hedefinin sitoplazmik membran oldugunu
gosterir (Abee et al., 1995).

Hague et al. (1997), yaptiklan caligmada nisin (NS), mikrodalga (MW) ve nisin +
mikrodalga (NS + MW) islemlerinin C. sporogenes ile asilanmuig sigir kaslarindaki
sonuglarim aragtirmuslardir. Ornekler vakum ambalajlap 4 ve 10°C’de 21 ve 70 giin
muhafaza edilmiglerdir. 10%C’de 21 ginliik muhafaza sonrasinda kontrolle
k1yésland1g1nda NS ve NS + MW uygulamalannda canh kalan vejetatif hiicre sayisinda 3
logaritmalik bir digiis gdzlenmistir. 4°C’deki sonuglar da 10°C’ye paralellik gdstermistir.
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Song ve Richard (1997), nisin , pediocin AcH veya enterococin EFS2 igeren bir siv1 besi
yerinde L. innocua L’ nin 11 susunun inhibisyon kinetiklerini incelemiglerdir. Inhibisyon
oraninin bakteriyosinler arasinda 6nemli 6lgude farklilik gosterdigi, nisin (12AU/ml) ya
da pediocin AcH (50 AU/ml) igeren ortamlarda maksimum canliik kaybi1 goézlendigi
ancak baslangi¢ inhibitor faktérleri korunmasina ragmen canl kalanlann geligimlerini

stirdirdikleri belirtilmigtir.

Yapilan bir ¢aliymada % 2 sodyum laktatla nisinin birlikte uygulanmasmin Salmonella
kentucky ve S. aureus’un taze domuz sosislerindeki gelisimini nisinin tek bagina oldugu

durumdan daha iyi inhibe ettigi belirtilmistir (Génzle et al ., 1999) .

Gill ve Holley (2000), pisirilmis ham ve Bologna iizerine yaptiklan ¢aliymada pisirilmisg
ham ve salam dilimlerini 3 farkli muameleye tabi tutmuslardir. [(Kontrol), 0,2 g % 7
(w/v) jelatin igeren tabaka (jel kontrol) veya 25,5 g/t lizozim: nisin (1 : 3) + 25,5 g/lt
EDTA iceren 0,2 g % 7 jelatin jel tabakast (jel muamelesi)]. Ornekler daha sonra
Brochothrix thermosphacta, E. coli 0157. H7 L. sakei, Leuconostoc mesenteroides, L.
monocytogenes veya Salmonella Typhimurium ile agilanmgtir . Agilanan 6rnekler vakum
ambalajlanmug ve 8°C’de 4 hafta muhafaza edilmigtir. Antimikrobiyal jel uygulamas: test
edilen organizmalardan Broch. thermosphacta, L. sakei, Leuconostoc mesenteroides ve

L. monocytogenes tizerinde hizli bir bakterisidal etki yapmgtir .

Nisin diginda diger bazi bakteriyosinler de lantionin igerirler (Tablo5.9).
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Tablo 5.9. Laktik Asit Bakterileri Tarafindan Uretilen Lantionin Igeren Bakteriyosinler

Bakteriyosin Uretici Ozellikler
Nisin Le. lactis o~ kemotripsine hassas, tripsine dayanikls,
Subsp lactis 1stya stabil, asidik pH, pH 6.8’de stabil
degil Gr(+) bakterilere kars1 bakterisidal
etki
Lactisin 481 Le. lactis 481 o~ kemotripsine hassas, tripsine dayanikli,
1stya stabil. LAB ve C. tyrobutyricum’a
karg1 bakterisidal
Lactococcin Ic. lactis Tn;lsn:e hassas, 1stya st.abll, pH 7.0 de?
AD2185L.030 100°C’ye C. tyrobutyricum, L. helveticus,
Strep. thermophilus®a kars: aktif
. . 100°C ve pH 6.5°de 1s1ya dayaniksiz,
Lactocin L N 45 Lactobacillus, Pediococcus ,
Leuconostoc’a kars1 bakterisidal
.. A o
Carnocin Carnobacterium Tripsine hassas, 60-121°C’de 1s1ya hassas.

Carnobacterium, Lactobacillus, Pediococ.,
piscicola U149 Lactococcus’ye kargi bakterisidal

5. 6. Carnobacterium Bakteriyosinleri

Aside hassas laktobasiller Carnobacterium olarak tammlanmis olup genellikle
sogutulmus et, kiimes hayvanlan ve balikla ilgili tiirleri igerirler. Bunlar pH 5,6’ altinda
gelisemezler. Yalmzca L(+)-laktat iretirler ve psikrotrofiktirler. Pek ¢ok susunun laktik
asit bakterilerine ilaveten Enterococcus ve Listeria’ya karyi etkili bakteriyosinler
urettikleri bildirilmistir (Klaenhammer, 1993). Carnosinler tipik olarak 1stya stabildirler ve
pH 2-8 araliginda aktiftirler (Tablo 5.10 ).
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Tablo 5. 10. Carnobacterium Bakteriyosinlerinin Karakteristikleri (Nettles ve Barefoot,

1993).
Bakteriyosin Uretici Stabilite Hassasiyet
Carnobacteriocin C. piscicola 62°C’de 30 dak Proteolitik enzimler
Ay, A, As LV17A
Carnobacteriocin C.piscicola 62°C’de 30 dak.  Proteolitik enzimler
B;, B, LV17B
Carnocin U149 C. piscicola 121°C de 15 dak.  Proteolitik enzimler

pH<8

Schillinger ve Liicke (1989) yaptiklan galigmada et ve et Griinlerinden izole ettikleri 221
Lactobacillus susundan 6 tanesinin bakteriyosin Urettigini bulmuslardir. L. sakei Lb
706’y1 da igeren bu grubun arasinda Carnobacterium piscicola’nin da bulundugunu ve

bu bakterinin L. monocytegenes’e ve enterokoklara kars: aktif oldugunu belirtmiglerdir.

Ahn ve Stiles (1990 b), yaptiklan ¢alismada C. piscicola LV 17’yi incelemigler, et ve et
tiriinlerinden izole ettikleri bu bakterinin bakteriyosinler trettigini ve yakin iligkili oldugu
laktik asit bakterileri, Enterococcus turleri ve L. monocytogenes suslarina karsi etkili
oldugunu, ancak bakteriyosinlerin Gram negatif bakterilere kars: etkili olmadigim tespit
etmislerdir. Carnobakteriyosin A ve B’nin bakterisidal bir etki tarzina sahip olduklari,
1stya dayamikhibk gosterdikleri, genis bir pH araliginda stabil olduklan, ancak proteolitik
enzimlerle inaktive olduklar da belirlenmigtir (Ahn ve Stiles, 1990 b; Klaenhammer,
1993).

Stoffels et al. (1992), taze baliktan izole ettikleri fakiiltatif psikrotrofik bir laktik asit
bakterisi olan Carnobacterium piscicola’mn carnosin Ul 49 bacteriyosinini iirettigini
bildirmiglerdir. Carmocin Ul 49 Carnobacterium, Lactobacillus, Pediococcus ve
Lactococcusu igeren yakindan iliskili bazi laktik asit bakterilerine kargi aktiftir.

Bakteriyosine hassas hiicrelerinin lisisi ile sonuglanan bir bakterisidik etkinin s6z konusu
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oldugunu belirtmiglerdir. Maksimum bakteriosidal aktivitenin 34°C’de gergeklestigi,
15°C’ye dogru aktivitede azalma oldugu, 15°C’nin altinda ise tamamen yok oldugu
belirtilmigtir. Carnocin UI 49, lantibiyotik grubunun bilinen en biiyiik iyesidir.

5. 7. Leuconostoc Bakteriyosinleri

Leuconostoc’lann bakteriyosin turettigi ilk kez Le.gelidum’un 1siya dayamkh, L.
monocytogenes ve yakn iligkili laktik asit bakterilerini inhibe eden bir protein iiretmesi
ile ortaya ¢tkmustir. Son galigmalar farkli kaynakl (siit ve peynir gibi) Le. mesenteroides
suslarmin da bakteriyosin drettiini gostermistir. Vakum ambalajlanmg etlerden Le.
gelidum, kuzu etlerinde ise Le. paramesenteroides izole edilmis ve bunlarn da
bakteriyosin urettigi bildirilmistir. Leuconostoc bakteriyosinleri 1stya stabil (leucocinler
harig) kigiik peptidlerdir. Leucoocin S 60°C’de 30 dakikalik 1sil islem ile aktivitesinin %

50’sini kaybeder. Leuconocin S o- amiliz tarafindan inaktive edilir (Klaenhammer, 1993).

Bakteriyosin Ureticisi Leuconostoc tirleri lizerine pek ¢ok ¢alisma mevcuttur. Bir
¢ahgmada sarap ve siit {iriinleri izolatlarinda bulunan bakteriyosin benzeri bilesiklerin Lc.
lactis subsp. lactis’e kars1 etkili oldugu belirtilmigtir. Konu ile ilgili bagka ¢aligmalarda
vardir (Harris et al., 1989; Ahn ve Stiles, 1990a; Nettles ve Barefoot, 1993; Kelly et al,,
1996; Zhu et al., 2000).

Mathieu et al. (1993), yaptiklan ¢alismada Leuconostoc mesenteroides  sup.
mesenteroides FR 52 tarafindan iiretilen mesenterosin 52 bakteriyosinini incelemiglerdir.
Bakteriyosin, diger Leuconostoc suslan ve pek ¢ok Enterococcus ve Listeria tirlerini
inhibe ederken Lactococcus ve Lactobacillus suslanna kargi aktivite gostermemistir.
Mesenterosin 52 geligme fazi boyunca ortama salgilanir. Proteaz muamelesi ile inaktive
edilir. pH 7.0°de 100°C 15 dakika muamele sonunda nisbi bir stabiliteye sahiptir. Ancak
pH 4,5°de 6 saat 80°C’de pH 7.0’dekinden daha fazla stabilite gosterir. Leuconostoc
cinsi bakterilerin trettigi diSer bakteriyosinlerin karakteristikleri ise Tablo 5.11‘de

Ozetlenmistir.
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Tablo 5. 11. Leuconostoc Cinsi Bakterilerin Bakteriyosinlerinin Karakteristikleri (Nettles

ve Barefoot, 1993)

Bakteriyosin Uretici Stabilite Hassasiyet
Mesenterocin 5 Le. mesenteroides  100°C’ye 30 dak. Pronaz, kloroform
Leucocin A Le. gelidum UAL Lipaz, pH 2-3; iire, Proteaz, kemotripsin,
187 kloroform sicaklik papain, pepsin, tirpsin
(62°C 30 dak.) pH>7.0
Leuconocin S Le. Sicaklik (60°C’de 30  Amilaz, kemotripsin,
paramesenteroides  dak). % 0.1 SDS tripsin, pronaz E,
OoX proteinaz K
Carnocin Le. carnosum Sicaklik 100°C 15 Kemotripsin, tripsin,

LA44A

dak, pH 2-10

amilaz, sicakhk

(121°C 15 dak.)

5. 8. Enterococcus Bakteriyosinleri

Enterococcus faecium tarafindan tretilen bakteriyosinler uzun willardan beri
bilinmektedir. Ozellikle Listeria’ya kars: aktif olan bakteriyosinler {ireten enterokoklarin
tammlanmastyla son yillarda konu ile ilgili pek ¢ok aragtirma yapilmistir. Listeria ile
benzer ¢evrede bulanan Enterococcus faecium, bir silaj inokulant1 olarak mikrobiyal bir
besin katkisi ve gidalar i¢in probiyotik olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir (Mckay,
1990). Yapilan bir galigmada E. faecium’dan izole edilen enterocin 1146’mn test edilen
bitiin Listeria tiirlerine kargi etkili oldugu ve yiksek dozda bulundugunda C.
butryricum ve C. perfringens’e karg1 da etkili oldugu bildirilmigtir. L. sakei digindaki
diger laktik asit bakterilerine kargi inhibitor olmast Listeria tiirlerinin inhibe edilebilecegi
fermantasyonlarda enterocin 1146°y1 biyolojik iglemlerde kullamilma potansiyeline sahip
kilar (Parente ve Hill, 1992; Mckay, 1990; Klaenhammer, 1993; Knudtson ve Hartmaﬁ,

1993).
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Lopez-Lora et al., (1991), Enterococcus faecalis spp. liquefacienc S-48 ve bunun
mutant susu B-48-28’nin Bc-48 diye isimlendirilen bir bakteriyosin salgiladiklarim
belirtmiglerdir. Bakteriyosinin 80 kDa’luk bir protein oldugu ve pH 5.5-9.0 arasinda
stabilite gosterdigi, 45°C’nin Ustiindeki sicakliklara ve proteazlara kars: hassas oldugunu
belirtmiglerdir. Inhibisyon spektrumunun Ent. faecalis’in suglari ile sturh oldugunu ve

Bc-48 bakteriyosinin protein sentezini inhibe ettigini de bildirmislerdir.

Siragusa (1992), yaptig1 ¢ahismada Enterococcus hirae tarafindan iiretilen bakteriyosinin
Listeria turlerine karg1 inhibisyon etkisini incelemigstir. Sifir bagirsak sisteminden elde
edilen ve Ent. hirae olarak tanimlanan izolatin L. monocytogenes ve diger Listeria
turlerine kars: inhibisyon etkisi gésteren bir bakteriyosin irettigi bulunmustur. Pronaz ve
papaine karst hassas katalaza karst duyarsiz olan bu bakteriyosinin, segilen Gram negatif

bakterilere kargi inhibitor etki gostermedigi belirlenmigtir.

Villani et al. (1993), yaptiklan ¢alismada Enterococcus faecalis 226 tarafindan iiretilen
enterocin 226 NWC’nin L. monocytegenes’e karst aktivitesini incelemislerdir. Uretici
susun kultur stipernatant sivisindan izole edilen bakteriyosin, aym tiiriin suglarina ve L.
monocytogenes’e kars: aktiftir, fakat yararh laktik asit bakterilerine kars1 aktif olmadig
belirlenmistir. Enterocin 226 NWC, SDS-PAGE’la belirlenen 5800 daltonluk bir
molekiiler agirhga sahip protein tabiatinda bir madde oldugu, nispeten 1siya dayanikli bu
bakteriyosinin bakterisidal bir etki gosterdigi saptanmugtir. Listeria’ya karst 6zel
etkisinden dolayr gidalarn Dbiyolojik olarak korunmasinda kullamilabilecegi de

vurgulanmistir .

Rodriguez et al. (1997), Enterococcus faecalis TNIA4 tarafindan iiretilen enterocin 4
bacteriyosinini bildirmislerdir. Ent. faecalis tarafindan iretilen enterocinlerin ¢ogu L.

monocytegenes’in inhibisyonunda kullamldigim belirtmiglerdir.

Nilsen et al. (1998), yaptiklar1 ¢alismada Enterococcus faecium CTC 492’de enterocin

A ve enterocin B uretiminin susun kendisi tarafindan iiretilen ekstraseliiler bir peptidin
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varhgma bagh oldugunu ifade etmislerdir. Yapilan ¢alisma sonunda bu yapinin 25 amino

asitli bir peptid oldugunu belirtmiglerdir .

Aymerich et al . (2000), Enterococcus faecium CTC 492 tarafindan iiretilen enterocin
A ve B’nin d{retimine sosis katki maddelerinin etkisini laboratuvar sartlarinda
incelemiglerdir. Enterocin tretimi, nitrat digindaki diger maddelerden énemli derecede
etkilenmigtir . Sodyum klortiir ve biber ilavesi bakteriyosin tiretimini 16 kat azaltmustir.
Sicaklik ve pH da enterocin Uretimini 6nemli derecede etkilemis; 25-30°C arasinda ve
6,0-7,5 baslangic pH’sinda optimal sartlar gerceklesmistir. Maksimum aktivite % 2
sukroz + % 0,25 glukoz ve % 80 Tween 80’le desteklenmis MRS besi yerinde
gozlenmigtir. Sonug olarak enterocin A ve B’nin kuru fermente sosislerde Listeria’nin

onlenmesinde ilave bir biyolojik koruyucu engel olarak diigiiniilebilecegi belirtilmistir.

Ohmomo et al. (2000), yaptiklan ¢aliymada Enterococcus faecium NIAI 157 tarafindan
tiretilen enterocin ON-157"yi incelemislerdir. Silaj ve sebze fermantasyonlan gibi bitkisel
kaynakli materyalden FEnt. faecium NIAI 157’yi izole etmiglerdir. Bunun metaboliti de
bakteriyosin benzeri aktivite gostermistir. Protein yapisinda olmas: ve yakin iligkili oldugu
tirlere karsi bakteriyosin benzeri aktivite gostermesi bunun bir bakteriyosin oldugunu
diisiindiirmiis ve enterocin ON-157 olarak adlandirilmigtir. Susun bakteriyosin iiretiminin
MRS sivi besi yerinde logaritmik gelisme fazinda ekstraseliller olarak gergeklestigini
belirlemiglerdir. Enterocin ON-157’nin o~ amilaz ve proteolotik enzimlerle muamele
sonucu kolayca inhibe oldugunu, bakterisidal bir etki tarz1 gosterdiZini ve Enterococcus,

L. sakei ve L. monocytogenes’in gelisimini inhibe ettigini belirlemislerdir.

6. ET KAYNAKLI BAKTERIYOSINOGENIK SUSLAR

Et, ekolojik ozelliklerinden dolayr (su aktivitesi, pH ve besin igerigi) mikrobiyal
bozulmaya karsi oldukga hassastir. Etlerde laktik asit bakterileri, et fermente sosislere
islendikten, sogukta depolandiktan ya da vakum veya modifiye atmosferde
ambalajlandiktan sonra kolay gelisen baslangi¢ mikroflarasinin bir parg¢asim olugturur. Et

ve et tirtinlerinde dogal olarak bulunan laktik asit bakterileri :Carnobacterium piscicola
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ve C. divergens; Lactobacillus sakei, L. curvatus ve L. plantarum, Leuconostoc

mesenteroides subsp mesenteroides , Le. gelidum ve Le. carnosum’ dur (Hugas,1998) .

Laktik asit bakterileri gidanin raf émriinde bir artigla sonuglanan koruyucu etkinin yam
sira tekstiir, tat ve aroma degismesine neden olan gida fermantasyonlarinda énemli  rol

oynar (Hugas, 1998).

Laktik asit bakterileri ette, etin diigiik karbonhidrat igerigi ve kuvvetli tamponlama
kapasitesinden dolay1 duyusal karakteristiklerde herhangi bir degisime neden olmaksizin
hafif bir fermantasyon iglemi gergeklestirir. Aym sekilde seker ilavesinden sonra dogal
olarak fermente edilmis etlerde laktik asit bakterilerinin geligmesi sonucunda laktik asit
tiretilmekte, diigen pH yeni iriinin mikrobiyal stabilizasyonu ile sonuglanmaktadir

(Hugas, 1998).

Pediococcus pentosaceus ve P. Acidilactici, A.B.D'de fermente sosislerde tercih edilen
mikroorganizmalar olmasina ragmen mevcut et fermantasyonlarinda gok yaygin degildir.
Avrupa, ozellikle de Giiney Akdeniz iilkelerinde et fermantasyonlarinda en ¢ok

kullanilan starter kiiltiirler L. sakei, L. curvatus, L. plantarum’ dur ( Hugas, 1998).

Bununla birlikte kontrolsiiz gelisen laktik asit bakterileri, et ve et urtinlerinde
olumsuzluklara neden olabilirler. Leuconostoc, L. sakei , islenmis ette yapigkan madde
tiretebilir, L. sakei' nin siilfit {ireten suglar1 vakum ambalajlanmug etlerde bozulmaya neden

olur (Enan et al., 1996).

6. 1. Suuf I Bakteriyosinleri Ureten Et Kaynakh Bakteriyosinogenik Suslar

Fermente sosislerden izole edilen Lactococcus lactis BB24, nisin salgilamaktadir. Nisin
pratikte biyokimyasal ve genetik olarak en gok gahgilan bakteriyosindir. Sut iirtinlerinde
son uriinde 3,75-12,5 mg/kg’hk makul bir seviyede kullanildiinda kuvvetli bir
antibotuninal, antilisteriyal ve antistaphylococcal bir aktivite gosterir. Nisinin 45’den fazla

tilkede gida katkisi olarak kullanimina izin verilmistir (Hugas, 1998).
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Norveg kuru sosislerinden izole edilen Lactobacillus sakei 145, Ispanyol fermente
sosislerinden izole edilen L.sakei 148 ve L. sakei V18 aym zamanda bir lantibiotik olan
lactocin S’yi salgilarlar. Aktivite spekturumu Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc

ve Clostridium suslarini igermektedir (Mortvedt et al ., 1991).

Lactocin S treten suglarin bollugu Ispanya ve Norveg gibi farkli iklimsel gevrelerden

izole edilebildigi i¢in fermente et Griinlerinde bu tirtin 6zel bir 6nem gosterir.

6. 2. Simif 11 Bakteriyosinleri Ureten Et Kaynakli Bakteriyosinogenik Suglar

Pediocin benzeri bakteriyosinler, kuvvetli antilisterial aktiviteleri nedeni ile halen daha
biyitk bakteriyosin alt sifidirlar. Bu alt grup pediocin, ilk ve en genis ¢aligilan
bakteriyosin oldugundan, pediocin ailesi olarak isimlendirilmigtir. Bu grupta bakteriyosin
treten suslar iginde Pediococcus (Hoover et al., 1988; Bhunia et al., 1988),
Leuconostoc (Mathiue et al., 1993), Lactobacillus (Schillinger ve Liicke, 1989;
Mortvedt et al., 1991; Holzapfel et al., 1995) ve Enterococcus (Nilsen et al ., 1998) gibi
pek ¢ok et kaynakh laktik asit bakterisi de bulunmaktadir.

Amerikan tipi fermente sosislerden izole edilen P. acidilactici PACI1.0O, P. acidilactici
ID, P. acidilactici H, P. acidilactici E, P. acidilactici F; Ispanyol tipi fermente
sosislerden izole edilen P. pentasaceus Z102 PA-1 bakteriyosinini tretirler (Hoover et
al ., 1988 ; Bhunia et al., 1988, 1991). PACI1.0 susu tarafindan iretilen bakteriypsin
onceleri pediocin PA-1, H susu tarafindan tretilen bakteriyosin pediocin AcH olarak
isimlendirilmigtir. Bu bakteriyosin = Pediococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, L.
monocytogenes, C. perfringens, C. botulinum ve . aureus’a kargi aktiftir (Hugas,

1998).

Fermente sosislerden izole edilen Lactobacillus sakei 1.b706, L. curvatus LTH 1174

ve L. sakei CTC 494 sakacin A, curvacin A ve sakacin K olarak isimlendirilen aym
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bakteriyosini uretirler. Aktivite spektrumlan, diger  Lactobacillus  turleri, L.

monocytegenes ve E. faecalis’i igerir (Hugas, 1998).

Etten izole edilen L. sakei LTH 673 ve L. sakei Lb 674 ve eksi hamurdan elde edilen
L. bavaricusMI404’ in Onceleri sirasi ile sakacin P, sakacin 674 ve bavaricin A olarak
isimlendirilen aym bakteriyosihi urettigi bildirilmigtir. Bakteriyosin, Lactobacillus, L.
monocytegenes ve E. faecium’a kargt aktifken S. aureus ve Gram negatif bakterilere
kars1 etkili degildir. L. sakei MN (onceleri L. bavaricus MN) L. monocytogenes,
Staphylococcus spp., C. perfringens ve C. botulinum sporlariu inhibe eden bavaricin

MN’vi tiretir (Okereke ve Montville, 1991).

Ispanyol tipi yan kuru fermente sosislerden izole edilen Enterococcus faecium CTC 492
ve Irlanda siit triinlerinden izole edilen E. faecium DC 1146 sirastyla enterocin A ve
enterocin 1146 olarak isimlendirilen aym bakteriyosini Uretirler. Enterocin A
Lactobacillus, L. monocytogenes, C. divergens, Ent. faecalis ve C. perfingens’i inhibe

etmektedir (Hugas, 1998) .

Sogutulmus, vakum ambalajlanmis etlerden izole edilen Leuconostoc gelidum A-UAL
187 ve Le. mesenteroides TA 33a’nin sirasiyla leucocin A-UAL ve leucocin TA33
olarak isimlendirilen bakteriyosinleri uretirler. Etki spektrumu laktik asit bakterileri, L.
monocytogenes ve Ent. faecium ‘u igerir. Vakum ambalajlanmus etlerden izole edilen
Le. carnosum B-TAlla, leucocin A-UAL’ye ¢ok benzeyen leucocin B-Talla
bakteriyosinini iiretir. Bu nisin A ve nisin Z’de tarif edildigi gibi dogal bir leucocin A-

UAL varyant1 olarak dustiniilebilir (Hugas, 1998).

Bir laktik asit bakterisi grubu olan ve sogutulmus et irlnlerinden izole edilen
Carnobacterium cinsine ait pek ¢ok iiyenin bakteriyosin irettigi bulunmustur ki bu
psikotrofik et kaynakli patojenler ve bozucu organizmalara karst onemli bir rekabet
imkam kazandirmaktadir. A. Aydrophila ve L. monocytegenes’in inhibe ettikleri
bildirilmesine ragmen bakterisidal aralik yakin iligkili laktik asit bakterileri ile simrlidir .

Vakum ambalajlanmig et Griinlerinden izole edilen Carnobacterium piscicola (C.
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maltaromicus) KLV17B carnobacteriocin B1 ve B2 diye adlandinlan iki bakteriyosin
uiretir. Carnobacteriocin B1 baliktan izole edilen multibakteriyosinogenik C. piscicola
V1 susu tarafindan da iiretilir. Bu bakteriyosinler Carnobacterium, Lactobacillus,

Pediococcus, Listeria ve Enterococcus’lara karg: aktiftir (Hugas, 1998).

Jambondan izole edilen Carnobaterium piscicola JG 126’mn diger pediocin benzeri
bakteriyosinlerdeki gibi giiglii bir antilisterial aktivite gosteren piscicolin 126
bakteriyosinini trettigi belirtilmigtir. Sigir kiymasindan izole edilen Le. curvatus FS47
‘nin ise curvaticin FS47 frettigi ve Lactobacillus, Pediococcus, Enterococcus ve

Bacillus’a karg: etkili oldugu belirtilmistir (Hugas, 1998).

Fermente sosislerden izole edilen L. brevis SB 27 ortamda brevicin 27 bakteriyosini
salgiladigy belirtilmigtir. Bunun laktobasillere ve pediokoklara karg: aktif oldugu da tespit
edilmigtir. Ispanyol tipi fermente sosislerden izole edilen P. acidilactici 150 ‘nin genis
antibakterial spektruma, (Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Lactococcus,
Enterococcus, Propionibacteria, C. perfingens, C. botulinum, Listeria ve S. aureus)
sahip pediocin L50 diye isimlendirilen bir bakteriyosin salgilar. Son zamanlarda
baglangigta pediocin L50°ye ithaf edilen antimikrobiyal aktivitenin aslinda enterosin L50A
ve L50B’ye uygun oldugu belirtilmigtir (Hugas, 1998).

Vakum ambalajlanmug etlerden izole edilen Carnobacterium divergens 750’ nin yeni bir
bakteriyosin olarak divergicin 750%yi trettigi ve Carnobacterium, FEnterrococcus, L.

monocytogenes ve C. perfringens’e kars: aktif oldugu belirlenmigtir (Hugas, 1998).

Carnobacterium piscicola LV1TA mutantt ve  C. piscicola 1LV61, sirasyla
carnobacteriocin A ve piscicolin 61 diye isimlendirilen pediocin benzeri olmayan farkh

bakteriyosinler salgilarlar (Hugas, 1998).
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7. ET VE ET URUNLERINDE BAKTERIYOSIN VE BAKTERIYOSIN
URETEN SUSLARIN KULLANIMI

Bakteriyosin treten laktik asit bakterilerinin sucuk, kuru ve yan-kuru sosis ve salam gibi
fermente et Uriinlerinin dretiminde kullamlmasi ile mikrobiyal agidan daha giivenilir
rtnler elde etmek miimkiin oldugu belirtilmektedir (Berry et al ., 1990; Schillinger et al,,
1991; Kaya, 1993; Garver ve Muriana, 1994; Tichaczek et al.,1994).

Chung et al. (1989), nisinin ette gram pozitif bakterilere kars1 (L.monocytogenes,
S.aureus ve Lc. lactis) inhibitér oldugunu, gram negatif bakterilere (Serratia
marcescens, Salmonella Typhimurium ve Pseudomonas aeruginosa) kars ise etkisiz

oldugunu bildirmiglerdir.

Nielsen et al. (1990), taze etlerde yiirittiigiu aragtirmada, P. acidilactici’nin tirettigi bir
bakteriyosinin L.monocytogenes tizerine inhibitér etkili oldugunu belirlemiglerdir. Ayrica
etin ylzeyindeki bakteriyosinin 28 giinliik soguk muhafazada dahi stabil kalarak inhibitér

etkisini stirdirdiigni de belirtmiglerdir.

Berry et al. (1991), ise yaptiklan aragtirmada ,bakteriyosin tireten P.acidilactici JDI1-23
susu ve bunun plazmidi kir edilmis derivai JDM’nin frankfurterlerde
L.monocytogenes’in  gogalimu tizerine etkisini belirlemiglerdir. Vakum uygulanarak
ambalajlanan ve 4°C’de muhafaza edilen Pediococcus ilave edilmemis frankfurterlerde,
depolama baslangicinda 10* CFU/g olan L.monocytogenes sayisi, 60 giinlik depolama
sonunda 10° CFU/g’a qikmustir. Ancak, Pediococcus ile aslanmig (107 CFU/g)
omeklerde 60 giinlilk depolama siiresince Listeria ¢ogalmamistir. Ancak diigiik diizeyde
(10°-10* CFU/g ) Pediococcus ile asilanan érneklerde Listeria gelismekle birlikte, lag

stiresi uzamig ve JDI-23 ile agilananlarda bakteriyosin etkisi gérilmiigtiir.

Lewus et al. (1991), perakende parga etlerden izole ettikleri 10 adet bakteriyosin iireten
laktik asit bakterisi ile, diger 11 adet bakteriyosin iireten laktik asit bakterisinin, 4

L.monocytogenes susu, 2 Aeromonas hydrophila ve 2 S.aureus susuna karsi inhibitér



66

aktivitesini test etmislerdir. Et izolatlannin 8 tanesi,dier suslarin ise tamam
L.monocytogenes’in 4 susuna karst inhibitor etkide bulunmustur. Tlaveten, A. hydrophila

ve S.aureus’a karst da etki gorilmiistiir.

Turantas ve Unliitirk (1991), yaptiklan ¢ahgmada; sucuk iretiminde starter kiiltir
kullanldiginda sucuk hamurunda baslangigta sirastyla 10° adet/g vel0® adet/g diizeyinde
olan S.aureus ve Salmonella Typhimurium sayisimn 6. giinden itibaren saptanabilir
diizeyin altina indigini,buna kargin starter kultiirsiiz sucuk orneklerinde S.aureus’un 30

giin, Salmonella Typhimurium 'un da 54 giin canli kaldigim tespit etmiglerdir.

Hasting ve Stiles (1991), etten buzdolab1 sicakliginda gelisebilen heterofermantatif bir
laktik asit bakterisi (Leuconostoc gelidum) izole etmisler ve bu bakterinin proteaz ve
tripsin ile inaktif olan, fakat katalaz uygulamasi ve 62°C’de 30 dakikalik 1sil isleme
dayamkh bakteriyosin benzeri bir metabolit rettigini belirlemislerdir. Uretilen inhibitor
metabolitin yakin iligkili laktik asit bakterilerine, L. monocytogenes ve Ent. faecalis’in
bir susuna kars1 aktif oldugu tespit edilmigtir.

Schillinger et al. (1991), pastorize edilip (100°C‘de 15 dakika) sogutulmus sigir
kiymasinda yaptiklan g¢aligmada sakacin A olarak adlandirilan bakteriyosini tireten L.
sakei Lb 706 ‘nin varliginda, 8°C*de L monocytogenes sayisinda 6 giin boyunca 6nemli
bir degisme olmadiim tespit etmiglerdir. Kontrol grubu kiymalarda ise saymnin 8 °C‘de 6
giinde 10° CFU/g “dan 10 CFU/g “a ¢iktigim belirtmislerdir .

Kaya ve Gokalp (1991), salamlar tizerinde yaptiklan ¢aliymada, L.monocytogenes e karst
L.sakei suslarimi koruyucu kiiltiir olarak denemiglerdir. Dilimleme makinasinda kontrol
grup salamlar yalmzca L. monocytogenes ile (10° CFU/g), ikinci grup salamlar
L.monocytogenes (10° CFU/g) ve L. sakei Lb 706-B ile (10° CFU/g), iigiincii grup
salamlar ise L.monocytogenes (10° CFU/g) ve L.sakei Lb 706 (10° CFU/g) ile kontamine
edilmigler ve vakum uygulanarak ambalajlanmuglardir. 2 °C’de 7, 4°C’de 6 ve 7°C’de 3
hafta depolanan o6rneklerden kontrol grubunda L.monocytogenes sayisinda artig

saptanurken, L. sakei Lb 706 varliginda L. monocytogenes sayisinda artiy olmamugtir.
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Bakteriyosin negatif susun varhifinda ise, 2°C hari¢ diger depolama sicakliklarinda

¢ogalma olmustur.

Degnan et al. (1992), P.acidilactici’nin bakteriyosin lireten ve iiretmeyen birer susunu,
vakum ambalajh wiener tipi sosislerde L. monocyfogenes’in gelisiminin kontroliinde
kullanmay: denemigler, bakteriyosin tireten pediokoklarn sosis gibi 1sil iglem gérmiis et
urinlerinde ozellikle yiiksek sicakhklarda muhafazada L. monocytogenes’in kontrolu

amaciyla kullanilabilecegini belirtmiglerdir.

Erol ve Hildebrant (1992), starter kuiltir kullamlmayan ve sadece Staphylococcus
carnosus  kullamlarak dretilen sucuklarda, S.qureus ve Salmonella Typhimurium
sayisinn arttigim,ancak Uretimde kansik kiltir (L.plantarum+S.carnosus) kullaniimast
durumunda her iki bakterinin ¢ogalamadigim,hatta sayilarinin azaldigim tespit etmiglerdir.

Kaya (1993), tarafindan yapilan bir aragtirmada da gesitli nitrit dozlarinin ve farkh starter
kultir kullanimimin sucukta L.monocytogenes’in  davramgt iizerine etkisini aragtirmgtir.
Starter kultiirsiiz 6rneklerde olgunlasmamn ilk Gi¢ giniinde L.monocytogenes sayisinda
onemli artig saptamurken, L. monocytogenes’e karsi antagonistik aktivite gosteren suslarn
(L.sakei Lb 706 ve P.acidilactici Lb 628) varliginda L.monocytogenes sayisinda hizli bir
dusts gorulmistir. L.sakei Lb 706 igeren sucuk Orneklerinde olgunlagmanin Ggiincii
guniinde Listeria sayisinda yaklagik 1 log birimlik bir azalma,P.acidilactici Lb 628 ilave
edilen sucuk orneklerinde ise aym siirede 1 log birimden daha fazla azlma oldugu

belirlenmigtir.

Et kaynakh laktik asit bakterilerinin son yillarda yayimlanan pek g¢ok ¢alismada
bakteriyosin iiretici olarak tarif edilmesine ragmen gida ve 6zellikle et sistemlerinde
yalmzca birkagt biopreservatif olarak ¢aliglmugtir. Et ve et sistemlerinde g¢aligilan
bakteriyosinlerin ¢ogu nisin ve leucocin A fakat 6zellikle pediocin PA-1 / AcH’yi igerir
(Hugas,1998).
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Bakteriyosinler kati gidalarda  sivi ortamlara oranla daha az etkilidir. Bakteriyosin
aktivitesi, bakteriyosin molekiillerinin gida  bilegenlerine baglanmasi, proteazlarin
pargalayict etkileri ve dier enzim ve gida matriksindeki beklenmeyen bir etki sonucunda

azalabilir (Liicke, 2000).

Laboratuvar ortaminda belirli bir bakteriyosin tretimi bir gida sistemindeki etkinligi ifade
etmez. Sosis fermantasyonlar ya da biyolojik koruma igin bakteriyosin lireten bir kiiltiir
olusturulurken et ve et trtinlerinin mikrobiyal gelisme ve metabolit Uretimini etkileyen
baz1 faktorleriyle kompleks sistemler olduklarn akildan gikarilmamalidir. Bu yiizden de
bakteriyosin iireten kiiltiirlerin performans: iizerinde fermantasyon teknolojisi ve

formiilasyonun etkisi son derece onemlidir.

Etin biyolojik olarak korunmas: iizerine ilk g¢aligmalar 1987°de Schillinger ve Liicke
tarafindan yapilmis ve o zamandan beri pisirilmis etler ve fermente et triinlerinde pek ¢ok
farkh ¢alisma yapilmistir. Bakteriyosinojenik kiiltiirler ve/veya onlarnin bakteriyosinlerinin
uygulanmast tizerindeki galigmalarin ¢ogu ¢ig ve islenmis etlerden yaygin bir kontaminant
olan L. monocytegenes’i kontrol etme potansiyelleri i¢in kullamlarak gergeklestiritmigtir
ve diger caligmalar Griintin raf 6mriniin uzatilmasma yoénelik olarak artmugtir (Hugas,

1998).

Kir edilmis fermente et tiriinlerinde nisinin kullanimina dair eldeki veriler belirgin degildir
(Vanderbergh, 1993). Siit iriinleri ile kiyaslandifinda et iirtinlerinde nisin kullanim
dusik ¢ozinurligi, dizensiz dagilmi ve stabilite eksiklifi nedeniyle ¢ok baganh

olmamustir. Ayrica etkin olmasi i¢in gerekli doz ekonomik degildir.

Et ylizeylerini kontaminasyondan korumak igin nisinin spreylenmesi (Ambicine 5000 AU/
ml) etkili olmugstur ve nitrit ve 1000-10000 IU/g nisinden olugan bir kombinasyon ve
frankfurterlerde, domuz slurries’de ve ¢ig ette Closridium ve Listeria ve Staphylococcus
gibi digér bazi Gram pozitif patojenlere kargi inhibitor etki gostermistir ( Chung et al.,
1989).
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Pediocin AcH ve PA/1’in et ve et iriinlerinde nisine gore kullammi daha elveriglidir.
Bununla birlikte P. acidilactici etin dogal yapisinda olan bir et susu degildir ve

buzdolab: sicakhiginda gelisip dolayisiyla bakteriyosin tiretebilme yeteneginde degildir.

Yizeyi L. monocytogenes ve P. acidilactici ile agilanan ve 4° ve 25°C’de depolanan
Amerikan tipi sosislerde; 4°C’de biyo koruyucu kiiltiirlerin patojenleri inhibe edemedigi
fakat 25°C’de P. acidillactici’nin Listeria’y: inhibe ettigi gosterilmistir ki bu uygun
olmayan sartlarda biyolojik korumay: gosterir(Lunchansky et al., 1992).

Psikrotrofik bakteriyosinogenik laktik asit bakterileri et ve et tiriinlerinin biyolojik olarak
korunmasinda iyi bir kullamm potansiyeline sahiptir. Bu suglar tarafindan iiretilen
enterocin ve lactocin S diginda sakacin, curvacin, bavaricin, leucocin ve carnobacteriocin,
nisin ya da pediocin PA-1 /AcH’ye esdeger bir antibakteriyal spektruma sahip
degildirler, ancak pek ¢ogu Listeria’ya kars: aktiftir (Hugas,1998).

Aym bakteriyosini (sirasiyla sakacin A, curvacin A ve sakacin K) iireten L. sakei Lb
706, L. curvatus LTH 1174 ve L. sakei CTC 494, insitu denemlerde kullanilmis ve
Listeria’ya karst aktiviteleri gOsterilmistir. Fermente sosislerde L. sakei CTC 494, L.
curvatus LTH 1174 ve L. sakei Lb 706 standart bir starter kiiltiirle mukayese
edildiginde Listeria’mun sayisii 1.8, 2 ve 0,5 logaritmik birim digiirmiistir (Hugas ve,
1998). Fermente edilmemis kolay bozulabilir et ve et iiriinlerinde bakteriyosin iireten
suslarin bakteriyosin negatif suslara kiyasla Listeria sayisinda 1-4 logaritmik birimlik

azalmalara neden oldugu belirtilmigtir (Tablo 7.1) .
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Tablo 7. 1. Kolay Bozulabilen, Fermente Edilmemis Etlerde Listeria Uzerine Farkh

Bakteriyosinogenik Suslarin Etkisi (Licke, 2000).

Et Gntini Kullamlan Kontrolle
Bakteriyosinogenik sus kiyaslandiginda (bac’)
Listeria sayisindaki
desimal azalma

Kir edilmis, pastorize, L. sakei 1.b 706 1-3
dilimlenmis Vakum L. sakei 1Lb 674 4
ambalajlanmus sogutulmus L. sakei CTC 494 1-1,5
etler,

25°C’de muhafaza edilen P. acidilactici JBL 1095 1-3

wiener

Sogutulmus ¢ig et L. sakei CTC 494 1-2

Sogutulmus ¢ig tavuk eti L. sakei CTC 494 1,5-3

Pisirilmis , sogutulmus L. sakei Lb 706 1 (7 glinden sonra
tuzsuz et tekrar gelisim)

Sakacin P treten L. sakei Lb 674 vakum ambalajli dilimlenmis Bologna tipi sosislerde
incelenmis ve Listeria geligimini onlemede bakteriyosinojenik susla diisik seviyede
agtlamanin avantaj saglamadifi ve bio-koruyucu kiltdriin yiiksek seviyelerde direkt

uygulamasinin daha etkin olacag 6nerilmistir (Krockel, 1997) .

L. bavaricus MN’nin 4 ve 10°C’de depolanan vakum ambalajlanmus, 1sil iglem gormiis
etlerde L. monocytogenes ‘in geligmesini inhibe etme kabiliyetleri agisindan incelenmistir.
4C’de Listeria baslangig agilama seviyesine bagli olarak inhibe edilmis ya da inaktive
edilmigtir. 10°C’de et suyu igermeyen etler hari¢ en az 10 kat bir azalma géstermigtir.
Daha diisik sicaklik derecelerinde glukoz igeren et suyu ilavesi ve L. bavaricus’un daha
yiksek seviyelerde agilanmasi ile Listeria sayisinda daha etkin bir azalma goriilmiigtiir

(Hugas, 1998) .

Az fermente edilmis sosislerden izole edilen Enterococcus faecium CTC 492 susunun
pediocin benzeri olan enterocin A’y1 tirettigi,bu bakteriyosinin L. mornocytogenes ve C.

pefringens patojenlerini inhibe eden genis bir spektruma sahip oldugu bildirilmigtir.
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Sosislerde enterocin A {iretimi tuz ve biber gibi katkilarin ilave edilmesi ile inhibe olur.
In situ denemelerde, enterocin A fermente sosisler, ¢ig domuz kiymasi, pisirilmis
jambon (ham), bacon ve pate (etli-tavuklu bérek)’de Lisfera’nin geligmesini inhibe
etmigtir. 800 AU/g enterocin aktiviteli FEnt. faecium CTC 492°nin sivi konsantrati
fermente sosis formiilasyonuna ilave edilmesi ile Listeria’min baglangi¢ sayist 4 log
kadar azaldifi, ayn1 organizmamn pate’de tamamen inhibe edilmesi igin 4800 AU/g

gerekli oldugu bildirilmigtir (Hugas , 1998) .
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8. SONUC VE ONERILER

Laktik asit bakterilerinin bakteriyosinleri,tiretici sugla yakin iligkili bakterilere kars: aktif

olan antimikrobiyal peptid ya da kigiik proteinlerdir. Gida giivenliginin saglanmas: ve

gida korumada uygulama igin bakteriyosinogenik laktik asit bakterilerinin uygulama

potansiyeline sahip olmasi, son yillarda laktik asit bakterileri bakteriyosinlerinin

uygulanmast lizerine aragtirmalann artmasina neden olmustur. Yapilan ¢alismalarin 15181

altinda su genel sonuglara varmak mimkiin olacaktir:

1.

Tiiketiciler artan saglk riski nedeniyle her gegen giin daha ¢ok dogal gidalara
yonelmekte, kimyasal koruyuculardan kaginmaktadirlar. Bakteriyosin kullammu,
dogal olmasi ve antibiyotiklerin aksine viicutta bir bagigiklifa neden olmaksizin
sindirim enzimleri tarafindan inaktive edilmesi nedeni ile bu noktada o6nem

kazanmaktadir.

Bozucu ve patogen mikroorganizmalarn inhibe etmede etkin oldugu tahmin edilen
bakteriyosin degisik mikrogevre ve sartlarda bozucu mikroorganizmalar ve
patojenlerle iliskili olarak {iriiniin stabilitesi ilizerinde etkiye sahiptir. Ister
makroskopik, ister mikroskopik olsun bu ¢evrede besin kaynaklan i¢in yansma
vardir. Bakteriyosinogenik laktik asit bakterilerinin et ve uriinlerinde baskin grup

oldugu dustinilirse bu bir avantajdir.

Yalmzca yakindan iligkili oldugu bakterilere kargi etkili olmalan ette biyokoruyucu
olarak kullamimlan agisindan bir handikaptir, bununla birlikte bakteriyosinogenik
kuiltirler Gram negatif psikrotroflarin yerini almak ve dominant bir mikroflora
olusturmak gibi indirekt yollarla Gram negatif populasyonuna olumsuz etki

yapabilirler.

Gram negatif bakterileri bakteriyosinlere, ozellikle de nisine karsi duyarhi hale
getirebilmek i¢in farkh uygulamalar yapilmistir. Nisinin bir chelating madde (EDTA,

Tween, Triton x 100 gibi) ile kullanim nisinin antibakteriyal spekturumunu Gram
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negatif bakterileri igerecek sekilde genigletir . Gram negatif bakterilerin hassasiyetini
artirmada ozmotik sok (yiiksek tuz gibi), yiksek basing gibi uygulamalar da etkili

olabilir.

5. Bakteriyosin kullammu enerji sarfiyatini azaltan ve Uriniin beslenme degeri ve

organoleptik karakteristiklerini geligtiren 1s1l iglemde diigiige neden olabilir.

6. Nisin, GRAS olarak kabul edilen ve ticari boyutta kullanilan tek bakteriyosindir.

Ancak et ve tiriinlerinde kullanimt sinirlidir.

7. Bakteriyosin kullamm patojen ve bozucu mikroorganizmalara kargi ilave bir
mikrobiyolojik gtivenlik seviyesi olugturur. Ancak kullamimlan, Uretim iglemleri,
urinler ve ikincil ingredientler ile smurlidir. Ayrica yiksek seviyelerde

kontaminasyona karg1 etkili olmamalan da tiiketici i¢in bir avantajdir.

Biittin bunlara ragmen konu ile ilgili ¢aligmalar izl bir sekilde devam etmektedir. Halen
daha saflagtinlma ve diger incelemelere dair bir standart mevcut degildir. Ayrica

isimlendirmede kullanilan terminolojide de biyiik sikintilar yaganmaktadir.

Sonug¢ olarak koruyucu kiiltiir veya bakteriyosin kullammu bir koruma yontemi olarak
degil de ilave bir engel olarak diisiintilmelidir. Giintimiizde probiyotik Uriinlere artan talep
de diginiilirse bakteriyosin kullanimminin Onemi daha da artmaktadir. Kimyasal
koruyuculara oranla daha az saghk riski tagimalan nedeniyle kullanimlani 6nerilmektedir.
Ancak kullammlari gida matriksinin yapisindan dolay: simrhidir. Ancak artan galigmalar ve
ozellikle genetik miihendisligindeki gelismeler 1s18inda bu konuda da énemli ilerlemeler

saglanacag tahmin edilmektedir .
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