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KEFIiRDEN iZOLE EDILEN MAYALARIN ANTIiMiKROBIiYAL ETKILERI

OZET

Mikroorganizmalar gidalarin bozulmasina, {iriin kalitesinin diismesine, insanlarda
zehirlenmelere ve hastaliklara neden olabilmektedir. Bu nedenle gidalar giivenli hale
getirilmek amaciyla cesitli fiziksel ve kimyasal yontemlerle korunmaktadir.
Giliniimiizde tiiketicilerin kimyasal koruyuculara kars1 olumsuz diigiinceli ve dnyargili
olmasi, arastirmacilar1 dogal antimikrobiyal maddeleri aragtirmaya sevk etmistir. Kefir
ve icerigindeki bakterilerle mayalarin antimikrobiyal 6zellik gosterdigi ve dogal
antimikrobiyal madde olarak kullanilabilecegi yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir.

Kefir = mikroorganizmalari, besin  i¢in  rekabetlerinden  dolayr  diger
mikroorganizmalarin gelismesini engellemekle birlikte, fermantasyon sirasinda
urettikleri polisakkaritler, peptidler, bakteriyosinler, organik asitler ve serbest yag
asitleri gibi metabolitlerden kaynaklanan antimikrobiyal etkiye sahiptirler.

Mayalarin, fermente gidalardaki lezzet gelisimine katkilarinin yaninda, istenmeyen
bakterilere ve funguslara karsi antimikrobiyal etkinliklerinin varligi bilinmektedir.
Arastirmalar sonucunda fermente yiyecek ve igeceklerde bulunan mayalarin
antimikrobiyal aktivitelerinin, organik asitlerin, antibiyotik faktorlerin, ugucu asitlerin,
hidrojen peroksitin ve {irlin icerisine atilan diger cesitli substratlarin etkisinden
kaynaklandig diisiiniilmektedir.

Yapilan ¢alismada ilk olarak gesitli markalarin ticari kefirleri ile kefir danelerinden
hazirlanan kefir iceceklerinden maya izole edilmistir. Ardindan bu maya izolatlarinin
Aspergillus flavus ve Aspergillus niger ile Escherichia coli ve Staphylococcus aureus
mikroorganizmalar1 iizerinde antimikrobiyal etkileri arastirilmistir. Antimikrobiyal
etkilerin arastirilmasi amaciyla nokta ekim (spot-inoculated), kuyucuk diflizyon ve
mikrodilisyon yontemleri kullanilmistir. Nokta ekim yonteminde kiifler iizerinde
antimikrobiyal etkiyi gosteren zon ¢apinin olusmadigi, bununla birlikte sporlanmanin
azaldig1 goriilmiistiir. Kuyucuk diflizyon yonteminde ise olusan zon ¢apinin 1 mm’nin
altinda oldugu belirlenmistir.

Mikrodiliisyon yonteminde, maya izolatlarindan elde edilen siipernatantlara notrleme
islemi uygulanmamuis, siipernatantlar dogrudan kullamilmistir. Mikrodiliisyon
yontemiyle E. coli ve S. aureus’a kars1 maya izolatlarinin antibakteriyel etkisi optik
yogunluk Ol¢iimii yapilarak 2 saat araliklarla 24 saat boyunca incelenmistir. Elde
edilen sonuglara gére mayalarin E. coli ve S. aureus gelismesini tam olarak 6nlemedigi
goriilmistiir. Bununla birlikte mayalarin S. aureus’a kars1 daha yiiksek antibakteriyel
etki gosterdigi, S. aureus’a karsi en etkili mayalarin ise 6.51 ve 6.52 kodlu izolatlar
oldugu belirlenmistir. E. coli’ye karsi en etkili maya izolatlar1 ise 3.2 ve 5.8 olmustur.

Elde edilen maya izolatlarinin diisiik de olsa antibakteriyel etki gosterdigi
belirlenmistir. Antibakteriyel madde iiretimi farkli substratlar kullanilarak ve
inkiibasyon kosullarinin diizenlenmesiyle artirilabilir. Antimikrobiyal 6zellik gosteren
metabolitler saflastirilarak gidalarda dogal antimikrobiyal madde olarak kullanim
olanaklar1 bulabilir.
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ANTIMICROBIAL EFFECT OF YEAST ISOLATED FROM KEFIR

SUMMARY

Microorganisms occur during the food supply and can contaminate food in many ways.
It can be found through irrigation water, field workers, insects, and fecal contamination
by wild animals at the farm level, also postharvest sources, such as handling by
workers, transport vehicles, and processing equipment; wash water; and cross-
contamination from other foods. These microorganisms cause two major problems in
the food chain: the risk to human health from foodborne illness and the economic
losses associated with food loss because of spoilage.

Traditionally many food preservation techniques have been used to control
microorganisms in food. Some examples for preservation techniques are such as
chilling, freezing, water activity reduction, acidification, modified atmosphere
packaging, fermentation, and nonthermal physical treatments or the addition of
synthetic antimicrobials.

Preservation methods that utilise synthetic preservatives has large applications in the
food industry. However, increasing concerns about negative health issues associated
with the use of synthetic preservatives were noticed in recent years, These increased
concerns have referred the scientists to investigate natural antimicrobial products as
an alternative to synthetic preservatives.

Antimicrobials are chemical compounds that are naturally occur in or added to foods,
food processing environments, food packaging or food contact surfaces to eliminate
microbial growth or inactivate microorganisms. The main functions of antimicrobial
preservatives are to inhibit or inactivate pathogenic and spoilage microorganisms in
food. Natural antimicrobials can be obtained from different sources including plants,
animals and microorganisms.

Fermentation is one of the oldest and most economical methods to produce and
preserve food. A variety of fermented foods and beverages are produced naturally by
inhabitant microorganisms or by using microorganisms and are consumed all over the
world, and every nationality has its fermented foods that are specific to it. Fermented
foods are foods where microorganisms lead some biochemical changes in the
substrates during fermentation, such as development of a wide variety of flavors,
aromas, and textures in foods; the preservation of foods through lactic acid, alcoholic,
acetic acid, and alkaline fermentations; the enrichment of food substrates biologically
with proteins, essential amino acids, essential fatty acids, and vitamins.

Kefir is acidic, viscous, and mildly alcoholic milk beverage produced by fermentation
of milk with a kefir grain as the starter culture. The kefir grain is an inert
polysaccharide matrix in which a relatively stable and that contain specific microbial
community composed of different lactic acid bacteria, acetic acid bacteria, and yeast
species coexists in a complex symbiotic relationship.
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Lactic acid bacteria are mainly responsible for the transformation of lactose to lactic
acid, resulting in a pH decreasing and in this way aiding preservation of the milk in
kefir. After the fermentation of lactose by lactic acid bacteria, lactose fermenting
yeasts transform lactose to ethanol and CO.. Other microbial components of kefir
include non-lactose fermenting yeasts and acetic acid bacteria.

Many studies have demonstrated that kefir has some inhibitory effects against gram
negative and gram-positive food-borne bacterial pathogens. It has been reported that
they have antimicrobial activities against other microorganisms in connection with
competition for nutrients from kefir microorganisms as well as due to metabolites such
as, peptides, polysaccharides, bacteriocins, organic acids, and free fatty acids that are
produced throughout fermentation.

Yeasts are commercially important in food industry, specially in dairy processing,
because they generate desirable changes in the fermented milk products and have
significantly stable association with lactic acid bacteria.

The yeasts comprise wide range and heterogeneous group of microorganisms that are
attracting increasing interest from scientists and industry. They are promising
candidates for a large scale of applications not limited to the food sector because of
their countless and various biological activities. Beside to their main contribution to
flavor development in fermented foods, their antimicrobial activities against
undesirable bacteria, and fungi are now widely known. These activities are connected
with their fight for nutrients, their tolerance of high concentrations of ethanol,
acidification of their growth medium and release of antimicrobial composites.

In this study, yeasts isolated from kefir were studied for their antimicrobial activity
against Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Escherichia coli and Staphylococcus
aureus. Four different commercial kefir and 2 different kefir drink obtained from kefir
grains were used for isolation of yeasts. Sixty five yeast isolates were obtained from
kefir samples by spread plate technique. After examination of yeast isolates according
to filamentous growth and morphological properties, 10 yeasts were selected for
further analysis.

Selected yeasts were firstly screened for their antimicrobial activity by using spot-
inoculating assay. No inhibition zones were seen in the moulds but sporulation were
decreased. Then antimicrobial activity of the supernatants from isolated yeasts were
investigated by using agar well difussion method. In this method, there were inhibition
zones less than 1 mm in the bacteria. To determine the minimum inhibitory
concentration (MIC) of supernatants against E. coli and S. aureus, microdilution
method were used.

Dilution methods are generally used to obtain MIC. MIC is defined as the lowest
concentration of the yeast isolates which inhibits bacterial growth.

Inhibitory effect of these selected yeast isolated from kefir were monitored during
incubation period (0; 2; 4; 6; 8; 10; 12; 14; 16; 18, 20; 22 and 24 h) and the bacterial
growth was determined by measuring optical density (OD) at 660 nm. Microdilution
method was used to determine MIC.

The results showed that the isolated yeasts from kefir showed a limited inhibitory
activity against target bacteria. Yeasts were more effective against S. aureus than E.
coli according to results. Among the isolates, most effective ones were 6.51 and 6.52
samples against S. aureus. In addition, in yeast supernatant supplementation, S. aureus
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growth were decreased after 8 hours, whereas growth in positive control were
continued in logarithmic phase.

The difference in optical densities after 24 hours for E. coli were not as high as in S.
aureus. Maximum antibacterial activity for E. coli were seen in example 3.2, 5.8, 6.6
and 6.4 but this effect was found to be minimal.

According to this result, kefir yeasts have not been completely effective to inhibit
Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Escherichia coli and Staphylococcus aureus
growth. On the other hand, production of antimicrobial metabolite may be increased
by using different substrates and incubation conditions. There has been relatively little
research devoted to identifying the mechanisms of inhibition by yeasts. In this regard
further research should be undertaken.
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1. GIRIS

Insanlar tarih 6ncesi zamanlardan beri gida iiriinlerini mikroorganizmalarin zararl
etkilerinden korumak i¢in farkli yontemler uygulamistir. Gida tirtinlerinin raf émriinii
uzatmak ve bozulmalari1 6nlemek i¢in 1s1tma, kurutma, fermantasyon ve dondurma gibi
islemleri  kullanmiglardir (Branen ve dig, 2001). Kimyasal koruyucular
mikroorganizmalarin gidalarda gelismesini sinirlandirmak amaciyla kullanilmaktadir.
Fakat tiiketicilerin tutumlari, bilim insanlarin1 ‘dogal’ inhibitorleri arastirmaya sevk

etmistir (Gould, 2012).

Bitkilerin cogu antimikrobiyal aktiviteye sahip farkl bilesikler igerir. Ornegin baharat
ve tibbi otlarin; bakteri, maya ve kiifleri inhibe ettigi bilinmektedir. Bu bitkiler tibbi
amacli kullanimlarinin yaninda, gida muhafazasi agisindan da genis kullanim alani
bulmustur. Dogal antimikrobiyal madde iireten mikroorganizmalar biyokoruyucu
olarak adlandirilmaktadir ve bu biyokoruyucular arasinda gilinlimiizde en ¢ok
kullanilan laktik asit bakterileridir. Laktik asit bakterileri uzun zamandir giivenli bir
sekilde gida fermantasyonunda ve gida muhafazasina iligskin birgok uygulamada
kullanilmaktadir (Rahman, 2007).

Fermente gidalarin {iretimi, en eski isleme teknolojilerinden biridir. Fermantasyon, bir
gidanin raf 6mriinii ve mikrobiyolojik glivenligini artirmakla kalmayip ayn1 zamanda
baz1 gidalar1 daha sindirilebilir yapar ve dogal toksik bilesikleri azaltir (Caplice ve
Fitzgerald, 1999).

Fermantasyon ile korumada, raf dmriiniin artirilmasi ve mikroorganizmalar1 ve/veya
mikroorganizmalarin metabolitlerini  kullanarak gida giivenliginin artirilmasi
saglanmaktadir. Bu acidan, starter Kkiiltlirlerin, gida {irlinlerindeki istenmeyen
mikrofloray: inhibe edebilen veya azaltabilen ¢ok cesitli antimikrobiyal bilesikler ve
proteinli maddeler tirettigi bilinmektedir (Ross ve dig, 2002). Fermente gidalar, miselli
veya ipliksi kiifler, mayalar ve bakteriler dahil olmak iizere ¢esitli mikroorganizmalari

barindirir (Tamang ve Kailasapathy, 2010).



Kafkas daglarindan gelen asitli ve hafif alkollii fermente siit olan kefir, probiyotik
bakteri ve maya karisimina bir 6rnek olarak kabul edilir. Bu karisim, laktik ve asetik
asit bakterileri ile mayalar arasinda simbiyotik bir birliktelik olarak tanimlanir ve bu
birlikteligin patojenik tiirlere karsi etkili oldugu bilinmektedir. Kefiri olusturan
mikroorganizmalarin islevi, patojen mikroorganizmalarin gelisimini engelleyen laktik

asit, antibiyotik ve bakterisitlerin tiretimidir (Ulusoy ve dig, 2007).

Bu ¢alismada, kefir danesi ve ticari kefir 6rneklerinden maya izolasyonu yapilarak bu
maya izolatlarinin bazi kiifler (Aspergillus flavus ve Aspergillus niger) ve bakteriler
(Escherichia coli ve Staphylococcus aureus) fizerine antimikrobiyal etkilerinin

incelenmesi amaglanmigtir.



2. LITERATUR OZETI

2.1 Antimikrobiyal Maddeler

Antimikrobiyal maddeler, gidalarda mikrobiyal gelismeyi geciktirebilen veya
mikrobiyal inaktivasyona neden olan kimyasal bilesiklerdir. Antimikrobiyal
maddelerin ana hedefi, metabolik {iriinleri veya enzimleri ile istenmeyen tat, koku ve
tekstiir sorununa neden olarak gidayr bozan ve gida zehirlenmelerine yol agan

mikroorganizmalardir (Davidson ve dig, 2013).

Gida iirlinlerinde koruyucular kaliteyi stirdiirmek, raf dmriinii uzatmak ve giivenligi
saglamak acisindan gereklidir. Food and Drug Administration (FDA) tarafindan
yapilan diizenlemeler, islenmis maddelerin son {iriinlerinde en direngli patojen
sayisinin 5.0 logio azaltilmasinin saglanmasini gerekli kilmaktadir. Bu yiizden ¢ogu
koruma tekniginin amaci bozulma yapan mikroorganizmalarinin biitiin formlarin
kontrol altina almaktir. Sentetik koruyucular gida muhafazasinda 6nemli bir role
sahiptir. Bazi sentetik koruyucularin birtakim yan etkileri oldugu konusunda ¢esitli

arastirmalar mevcuttur (Taylor, 2014).

Gidalarda kullanilan antimikrobiyallerden en yaygin olanlar1 benzoatlar, sorbatlar,
propionatlar, nitritler ve parabenlerdir (Carocho ve dig, 2015). Kullanilan doza bagli
olarak, sodyum sorbatin in vitro kan lenfositlerinde genotoksik oldugu kanitlanmistir
(Mamur ve dig, 2010). Parabenlerin in vitro gogiis kanseri hiicrelerinin aktivitelerini
artirdigl kanitlanmigtir (Karpuzoglu ve dig, 2013; Khanna ve dig, 2014). Nitritler
islenmemis meyve ve sebzelerde bulunurlar ve nitrosaminlerin olusumunda yer
alabilirler. Nitritlerin insanlara diger zararli etkilerinin yani sira oksihemoglobinin
ferrihemoglobine oksidasyonu gibi kansorojen etkileri oldugu bildirilmistir
(Cammack ve dig, 1999). Siilfitler veya tuzlari, mikrobiyal kontaminasyonu 6nlemek,
antioksidan ve esmerlesmeyi Onleyici aktiviteleri desteklemek amaciyla sarap,
kurutulmus meyve, kuru biskiivi, balik gibi gidalarda kullanilir. Bu maddelerin de
sitotoksik ve kanserojen etkileri oldugu bilinmektedir (Ilammarino ve dig, 2012; Suh
ve dig, 2007).



Bu nedenle tiiketiciler, daha diisiik seviyelerde kimyasal koruyucular iceren, taze veya
dogal iiriin Ozellikleri gosteren ve mikrobiyolojik olarak giivenli olan gidalara

yonelmektedir (Taylor, 2014).

2.1.1 Dogal antimikrobiyal maddeler

Gida maddelerinde dogal antimikrobiyal bilesiklerin kullanilmasi tiiketiciler ve gida
endiistrisi tarafindan 6nemli diizeyde ilgi gormektedir. Bunun iki 6nemli nedeni vardar.
Birinci neden; antimikrobiyallerin hatali kullanimi, sadece antibiyotiklere direngli
degil, aynm1 zamanda c¢esitli gida isleme ve koruma yontemlerine toleransli gida
patojenlerinin artmasidir. Diger nedeni ise, sentetik koruyuculara alternatif olarak
dogal katki maddelerinin arastirmacilar arasinda ilgi uyandirmas ve tiiketicilerin buna

olan farkindaliginin artmasidir (Gyawali ve Ibrahim, 2014).

Son yillarda gidalarda raf 6mriinii iyilestirmek ve gida giivenligini saglamak amaciyla
bakteriyel ve fungal gelisimi inhibe eden dogal antimikrobiyallerin elde edilmesi igin
biiylik c¢aba sarf edilmektedir. Dogal antimikrobiyaller bitkiler, hayvanlar,
mikroorganizmalar dahil olmak iizere gok ¢esitli kaynaklardan elde edilebilmektedir
(Gyawali ve Ibrahim, 2014).

2.1.1.1 Hayvansal kaynakh dogal antimikrobiyal maddeler

Hayvansal kaynakli antimikrobiyaller, hayvanlardan izole edilen veya tiiretilen

proteinler ve enzimler gibi bilesiklerdir (Carocho ve dig, 2015).

Kitosan

Kitosan kabuklulardan, mantarlardan ve boceklerden ekstrakte edilen bir biyopolimer
olan kitinden alkali deasetilasyonuyla elde edilmektedir ve bazi funguslara, gram
pozitif ve gram negatif bakterilere karsi antimikrobiyal aktivite gostermektedir (Verlee
ve dig, 2017). Aspergillus flavus, Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces
bailii, Mucor racemosus, Byssochlamys spp., Botrytis cinerea, Rhizopus stolonifer,
Salmonella, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Listeria
monocytogenes ve Lactobacillus fructivorans gibi gida kaynakli kiif, maya ve
bakterilere kars1 inhibe edici etki gosterdigi bildirilmistir. Fakat bakteriler ve mayalar
i¢cin raporlanan minimum inhibe edici konsantrasyonu, polimer karakteristigine, pH'
ya, sicakliga ve protein ile yag gibi karisan maddelere bagli olarak oldukga genis bir

aralikta (%0,01 ile %5,0) degismektedir. Kitosan sitoplazmik zarin bilesenleri veya



anyonik hiicre duvar1 polisakkaritleriyle etkileserek hiicreyi dogrudan etkileyebilir ve
bu gecirgenligin azalmasina ve taginimin énlenmesine neden olur (Zeuthen ve Bogh-
Serensen, 2003). Arastirmalar %1 ve daha diisiikk konsantrasyonlarda (%0,2 ve %0,5)
kitosanin kiyilmis sigir eti koftesinde Pseudomonas, staphylococci ve toplam bakteri
miktarint 1-2 log diistirmek i¢in yeterli oldugunu gostermistir (Darmadji ve
Izumimoto, 1994). Baska bir arastirmada 0.1 — 2 g/l aras1 konsantrasyonlardaki
kitosan glutamatin 25°C’ deki elma suyunda 8 mayay1 inhibe ettiini gostermistir.
Calismada en hassas sus, 0.1 g/l kitosan glutamat varliginda tamamen inaktive olan Z.
bailii olmustur. S. cerevisiae i¢in inhibitor konsantrasyonu 0.4 g/l olmustur ve 32 giin
sonrasinda da herhangi bir gelisme goériilmemistir (Roller ve Covill, 1999). Bir diger
caligmada ise 5.0 mg/ml konsantrasyondaki kitosanin 5 + 1°C’ de depolanan
istiridyenin raf Omriine etkisi belirlenmistir. Bu ¢alisma, Kitosan muamelesinin
istiridyenin raf omriini 8-9 giinden 14-15 giine ¢ikardigini ve kitosanin deniz
tirliniiniin korunmasida mitkemmel bir potansiyelinin oldugunu gostermistir (Cao ve
dig, 2009).

Laktoferrin

Siitte bulunan laktoferrin, demir baglayici bir glikoproteindir. Antimikrobiyal
aktivitesi ¢ogunlukla iki mekanizma tarafindan yonlendirilir. Birincisi bakteriostatik
etkiyle sonuglanan, mikroorganizmayi besinlerdeki demirden mahrum ederek demir
yoksunlugu yaratmaktir. Ikinci mekanizma ise laktoferrin molekiiliiniin bulasan
mikroorganizma ile dogrudan etkilesimdir. Laktoferrin, genis bir spektrumdaki gram
pozitif ve gram negatif bakterilere, funguslara ve viriislere kars1 giiglii antimikrobiyal
etki gostermektedir (Garcia-Montoya ve dig, 2012). Demir yoksunlugu in vitro
ortamda Escherichia coli, Helicobacter pylori, Klebsiella, Salmonella, Proteus,
Pseudomonas, Listeria, Bacillus, Streptococcus ve Candida albicans gibi bakteri ve
mayalar1 inhibe etmektedir (Korhonen ve Marnila, 2011). Laktoferrin, E. coli,
Salmonella typhi, Shigella flexneri, Shigella dysenteriae, Aeromonas hydrophila,
Staphylococcus aureus ve L. monocytogenes gibi Kkiiltiirlere bakteriostatik etki

uygulayabilmektedir (Ozer, 2014).

Laktoperoksidaz

Laktoperoksidaz ¢ig siit, kolostrum, salya ve diger biyolojik sekresyonlarda bulunan
bir enzimdir. Bu enzim hidrojen peroksit varliginda tiyosiyanat (SCN ) ile reaksiyona
girer ve antimikrobiyal etkili bir bilesik olusur. Laktoperoksidaz sistem (LPS) olarak



adlandirilan bu sistem genellikle Pseudomonas dahil olmak iizere gram negatif
bakterilere gram pozitif bakterilere gore daha etkilidir. Fakat Salmonella spp. dahil S.
aureus, L. monocytogenes ve Campylobacter jejuni gibi hem gram pozitif hem de gram
negatif gida kaynakli patojenleri inhibe eder. LPS ¢ig siitiin raf dmriinii artirabilir. LPS
ayrica bebek mamasi, dondurma, krema, peynir ve likit yumurtada koruma
proseslerinde kullanilmaktadir (Zeuthen ve Bogh-Serensen, 2003).

Lizozim

Lizozim kus yumurtalarinda ve memelilerin siitlerinde dogal olarak bulunan bir
enzimdir ve GRAS (Generally Recognized as Safe) olarak kabul edilir. Et ve et
tirtinleri, balik, balik tirtinleri, siit ve siit {irlinleri ile meyve ve sebzelerde koruyucu
olarak kullanilmaktadir. Lizozimin antimikrobiyal etkisi bakteri hiicre duvarinin
peptidoglikanindaki N-asetilmuramik asit ile N-asetilglukozamin arasindaki B-1,4
bagin1 hidrolize ederek hiicre duvart yapisini bozmasindan kaynaklanmaktadir
(Gyawali ve Ibrahim, 2014).

Lizozim en ¢ok peynirlerde Clostridium tyrobutyricum’un neden oldugu bozulma ve
istenmeyen tada bagl kalite kabin1 6nlemede kullanilmaktadir (FDA, 1998). Lizozim
en yiiksek antimikrobiyal etkiyi Listeria innocua ve Saccharomyces cerevisiae’e karsi
gostermektedir (Rawdkuen ve dig, 2012). Tavuk yumurtasi lizoziminden elde edilen
peptidler Bacillus subtilis’in hem vejetatif hem de spor formuna karsi inhibitor etki
gostermistir. Lizozimin bir¢ok gidada Bacillus bozulmasma karst raf Omriinii

artirmada kullanigh olabilecegi belirtilmistir (Abdou ve dig, 2007).

Gram pozitif bakteriler, hiicre duvarlarinin peptidoglikan tabaka igermesi nedeniyle
lizozime karsi duyarlidir (Tiwari ve dig, 2009). Gram negatif bakteriler fiziksel bir
bariyer gorevi goren lipopolisakkaritik dis zar tabakasi nedeniyle lizozime daha
direnglidir. Lizozim ile birlikte EDTA kullaniminda E. coli’ye kars1 etki goriilmiistiir
(Branen ve Davidson, 2004).

2.1.1.2 Bitkisel kaynakh dogal antimikrobiyal maddeler

Bitki ve baharatlar gida katki maddesi olarak tiim diinyada kullanilmaktadir. Gidanin
sadece organoleptik 6zelliklerini gelistirdigi i¢in degil, ayrica birgok gida patojenini
azaltarak veya tamamen ortadan kaldirarak gidanin raf Omriinii artirdigl icin

kullanilmaktadir (Lai ve Roy, 2004).



Baharatlar ve esansiyel yaglar

Bitki ve baharatlarin ¢cogunlugu farkli bakteri, maya ve kiiflere kars1 antimikrobiyal
etki gosterir (Tajkarimi ve dig, 2010). Bitki ve baharatlardan elde edilen fenolik
bilesikler potansiyel gida koruyucusu olarak kullanilabilirler (Lai ve Roy, 2004).

Yapilan bir ¢aligmada Pelargonium purpureum ve Sideritis scardica bitkilerinin E.
coli O157:H7, Salmonella enteritidis, S. aureus, L. monocytogenes, Pseudomonas
putida ve Bacillus cereus’a kars1 6zellikle de E. coli ve L. monocytogenes iizerinde

giiclii antimikrobiyal etki gosterdigi bildirilmistir (Proestos ve dig, 2013).

Karanfil et, soslar, serbet ve sekerlemelerdeki bozulmalar1 6nlemede kullanilmustir.
Tar¢gin ve hardal, 1910’larda elma sosunda koruyucu olarak tanimlanmstir.
Yenibahar, defne yapragi, keraviye otu, kisnis, kimyon, mercankdsk, biberiye, adacay1
ve kekigin giiclii bakteriyostatik etkisinin bulundugu rapor edilmistir (Tajkarimi ve
dig, 2010).

Havu¢ ve elmada kekik, ¢orek otu, adagayi, biberiye ve defne yapraginin
hidrosollarinin S. typhimurium ve Escherichia coli O157:H7 {izerine inhibitor etki
gosterdigi bildirilmistir. Bu baharatlar arasinda hem S. typhimurium’a hem de
Escherichia coli O157:H7’ye karsi en yiiksek antibakteriyel aktiviteyi kekik hidrosolii
gostermistir (Tornuk ve dig, 2011).

Tar¢in, karanfil ve hardalin Aspergillus parasiticus, Salmonella enterica, L.
monocytogenes, E. coli, Shigella sonnei, Shigella flexneri’ne karsi antibakteriyel
etkiye sahip oldugu ifade edilmistir (Lai ve Roy, 2004).

Psidium guajava, Citrus limonium, Allium sativum ve Zingiber officinale bitkilerinin
sulu ekstraktlarinin S. aureus, E. coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa ve
Salmonella tiirlerine kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi gozlenmistir. S. aureus’a
kars1 sarimsagin meyvesi daha etkili olurken, guava yapraklar1 B. subtilis tizerinde
daha giiclii antibakteriyel etki gostermistir. Limon yaprag: ekstrakti ve suyunun P.
aeruginosa ve E. coli gelisimini biiyiik 6l¢tide engelledigi bildirilmistir (Kumar ve dig,
2012).

Pastorize elma suyunda 5°C ve 20°C’de depolama sirasinda 4 log CFU/mL S.
Typhimurium, Y. enterocolitica ve enterotoksijenik S. aureus’a karsi tar¢inin

antimikrobiyal etkisi arastirilmis ve tar¢in S. aureus (3. giinde 1,2 log CFU/mL) ve Y.



enterocolitica (1. giinde 0.3 log CFU/mL)’e kars1 etkili olmustur. 20°C’de her ii¢
patojen i¢in de inaktivasyon oranlari oldukga yiiksek ¢ikmistir (Yuste ve Fung, 2003).

Periago ve dig (2006) tarafindan daha 6nce uygulanan 1s1l islemin Bacillus megaterium
hiicrelerinin gelismesine etkisi; nisin, karvakrol ve timol igeren ve igermeyen bir Kiiltiir
ortaminda arastirilmistir. Timol ve karvakrol en yiiksek dozda (0,6 mM) kombine
edildiginde lag fazinda daha fazla uzama ve gelisme hizinda belirgin bir diists
gozlenmistir. Isil iglem sonrasi timol ve/veya karvakrolun birlikte kullaniminin
mikrobiyal popiilasyonun %90’1n1 6ldiirdiigii ve canli kalan mikroorganizmalarin

gelismelerinin en az 7 giin engellendigi bildirilmistir.

Misk, adagayi, ardig, limon ve kekik otundan elde edilen dort esansiyel yag, elma suyu
ve siitten izole edilen Geotrichum candidum, Pichia anomala, Saccharomyces
cerevisiae ve Schizosaccharomyces pombe mayalarina karsi test edilmistir. S. pombe
en hassas maya (0,0625-0,125 pL/mL minimum inhibitor konsantrasyon (MIK)
degerleri), G. candidum ise en direngli maya (0,52 pL/mL MIK degerleri) olmustur.
Sadece esansiyel yag konsantrasyonunun en yiiksek oldugu durumlarda
mikroorganizma gelismesinde énemli azalma saglandigi belirtilmistir (Tserennadmid

ve dig, 2011).

Farkli konsantrasyonlarda (%0,01-15) kekik (Thymus vulgaris), karabiber (Mentha
piperita L.), keraviye tohumu (Carum carvi), rezene (Foeniculum vulgar), tarhun otu
(Artemisia dracunculus) ve habak (Mentha pullegium) esansiyel yaglarinin, sivi
besiyerinde S. aureus ve E. coli’ye etkisi incelenmistir. Kekik esansiyel yagi en genis
spekturumda antibakteriyel etkiyi gosterirken; karabiber, keraviye tohumu, habak ve
rezene esansiyel yaglari test edilen mikroorganizmalara kargi daha diisiik
antimikrobiyal etki gostermistir. Tarhun otu ise en az etkiyi gostermistir
(Mohsenzadeh, 2007).

Diger bir calismada sarimsak, defne, karabiber, mercankosk, portakal, kekik, cay
agaci, nane, karanfil ve kimyonun esansiyel yaglarinin, L. monocytogenes, E. coli, S.
enteritidis, P. mirabilis, B. cereus, Saccharomyces uvarum, Kloeckera apiculata,
Candida albicans, Candida oleophila ve Metschnikowia fructicola’ye kars1 etkisine
bakilmistir. Ayrica %0,5 konsantrasyonunda kekik yaginin +4°C (1-5 giin)’de elma
suyu ve havug suyunda L. monocytogenes ve C. albicans’a kars: antimikrobiyal etkisi

aragtirtlmistir. Kekik, mercankosk, karanfil ve portakal esansiyel yaglar1 en etkili



antimikrobiyal etkiyi gdstermistir. Kimyon, ¢ay agact ve nane yaglarinin mayalari
etkili bir bigimde inhibe ettigi bildirilmistir (Irkin ve Korukluoglu, 2009).

Mercankosk ve kekik bitkileri eklenmis soya proteinli yenilebilir filmlerin E. coli, E.
coli O157:H7, S. aureus, Pseudomonas aeruginosa ve L. plantarum’a Kkarsi
antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Calismada E. coli, E. coli
O157:H7 ve S. aureus bu filmlerde 6nemli miktarda inhibe edilirken, L. plantarum ve
P. aeruginosa’nin en direngli bakteri oldugu goriilmiistiir. Mercankosk, kekik ve
mercankosk ile kekigin birlikte ilave edildigi filmin kiyilmis sigir eti koftesinde
koliformlar ve Pseudomonas spp. miktarint azaltigi goriilmiistiir. Fakat bu
uygulamanin toplam canli miktarina, laktik asit bakterilerine ve Staphylococcus spp.’a

kars1 ¢cok onemli bir etkisi goriilmemistir (Emiroglu ve dig, 2010).

Baskaran ve dig (2010), elma suyuna ve elma sarabma ilave edilen trans-
sinamaldehitin E. coli O157:H7 susuna kars1 etkisini incelemistir. Calismada baslangig
yiikii 6,0 log CFU/mL olan elma suyu ve sarabina %0, %0,025, %0,075 ve %0,125
(v/v) seviyelerinde trans-sinamaldehit eklenmistir ve elma suyu Ornekleri 4 ve
23°C’de, elma sarabi1 ornekleri ise sadece 4°C’de 21 giine kadar inkiibe edilmistir.
Elma suyunda 23°C’de, 0,125% ve %0,075 (v/v) konsantrasyonunda bulunan trans-
sinamaldehit E. coli O157:H7’yi sirayla 1. ve 3. giinlerde tamamen inaktive etmis,
4°C’de depolanan orneklerde ise ayni diizeyde sirayla 3. ve 5. giinde ¢ok diisiik

seviyelere azaltmistir.

2.1.1.3 Mikrobiyal kaynaklh dogal antimikrobiyal maddeler

Koruyucu kiiltiirler, besin maddeleri i¢in rekabetleri sonucu diger mikroorganizmalara
kars1 biyolojik koruyucu olarak bakteriyosinler, organik asitler, hidrojen peroksit veya
enzimler gibi antimikrobiyal bilesikleri salgilayabilirler. Sadece laktik asit bakterileri
(6rnegin laktobasiller, streptokoklar, enterokoklar, laktokoklar) degil, bifidobacteria,
ayrica E. coli ve Bacillus tiirleri, Saccharomyces gibi maya tiirleri ve Aspergillus gibi
kiifler dahil bir¢ok mikroorganizma tiirii koruyucu kiiltiir olarak kullanilabilmektedir.
Koruyucu kiiltiirlerin kullanimi, 6zellikle siit, et ve deniz tiriinleri endiistrilerinde ilgi
gormektedir, c¢ilinkii tiiketim icin gilivenlidirler (GRAS) ve birgok gidanin
mikrobiyotasinda dogal olarak bulunmaktadirlar (Taylor, 2014).



Natamisin

Natamisin, Actinomycetes suslari tarafindan tiretilen polien makrolid antifungal bir
maddedir. Natamisin bakterilere kars1 etki gostermediginden bakteriyel
fermantasyonla iiretilen fermente gidalarda maya ve kiiflere karsi antimikrobiyal
etkiye sahip oldugu icin kullanilabilmektedir. Natamisinin daha ¢ok peynir yiizeyinde

kiif gelisiminin 6nlenmesi amaciyla ilave edilmektedir (Delves-Broughton, 2014).

Natamisin hem gida katki maddesi olarak (E-235), hem de enkapsiillenmis sekilde
filmlerin bir bileseni olarak gida maddelerinde kullanilmaktadir. Peynirde maya
gelisimini kontrol etmek i¢in kitosan esash filmlerin bir unsuru olarak kullanilmistir
(Carocho ve dig, 2015).

Natamisinin 4,4; 10,0 veya 15,6°C’de saklanan siizme peynirin raf émriinii artirdig
belirlenmistir (Nilson ve dig, 1975). Baska bir ¢aligmada 500 veya 1000 pg/mL
konsantrasyondaki natamisinin peynirde 6 aya kadar kiif gelisimini geciktirdigi fakat
tamamen engellemedigi tespit edilmistir (Luck ve Cheeseman, 1978). Natamisinin
meyve ve etlerde fungal gelisimi 6nlemek amaciyla kullanilmasi 6nerilmistir. Cilek,
ahududu ve kizilcik lizerine yapilan deneylerde natamisinin, meyvelerin raf dmriiniin
uzatilmasinda etkili oldugu ifade edilmistir (Ayres ve Denisen, 1958). Bir diger
calismada natamisinin firincilik endiistrisinde kullanimi arastirilmistir. 100 ppm
natamisinin, unlu mamullerden izole edilen Aspergillus flavus dahil 5 kiif tizerinde
etkili oldugu bildirilmistir (Ticha, 1975).

Bakteriyosinler

Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan firetilen antimikrobiyal peptidlerdir.
Bakteriyosinler genellikle hedef hiicre duvarini depolarizasyon veya hiicre duvari
sentezinin inhibisyonu yoluyla etkilemektedir. Genellikle 30 — 60 amino asit

uzunlugundadirlar ve birgok bakteri tiirii ile iliskilendirilirler (Taylor, 2014).

Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen bakteriyosinler ii¢ gruba ayrilir; lantibiyotik
olarak bilinen modifiye bakteriyosinler (sinif 1), 1siya dayanikli, modifiye olmamis
bakteriyosinler (siif II) ve daha biiyiik, kararsiz baktesiyosinler (sinif III). Nisin en
iyi bilinen ve karakterize lantibiyotiktir ve yaygin ticari kullanima sahiptir
(Papagianni, 2012).

Nisin, C. botulinum sporlarinin gelismesini ve toksin olusumunu inhibe ettigi i¢in

onaylanmis ve daha sonra diger gidalarda da kullanilmaya baslanmistir. Gida Saglik
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Orgiitii tarafindan gida koruyucusu olarak dogrudan ilave edilmesi onaylanan tek
bakteriyosindir. Nisin ve diger koruyucularin (organik asit, selatorler, lizozim, vakum
paketleme veya modifiye atmosfer paketleme) birlikte kullanimi yiizey
uygulamalarinda L. monocytogenes, B. thermophacta ve E. coli O157:H7’ye kars1

bakterisit etkiyi artirmaktadir (Rai, 2011)

Bir diger bakteriyosin, pediosinlerin L. monocytogenes, Enterococcus faecalis, S.
aureus ve Clostridium perfringens gibi bozulma yapan ve patojen mikroorganizmalara
kars1 etkili oldugu literatiirde belirtilmektedir. Ayrica, pediosinin Oenococcus oeni ve
diger sarap bakterilerine karsi antimikrobiyal aktivitesi raporlanmistir (Gyawali ve
Ibrahim, 2014).

2.2 Fermente gidalarda rol alan mikroorganizmalar

Fermantasyon gida iiretimi ve muhafaza yontemleri arasinda en eski ve en ekonomik
olanidir. Buna ek olarak fermantasyon, tasinacak malzemenin hacmini azaltmak,
istenmeyen bilesikleri yok etmek, gidanin besin degerlerini ve goriinisiini
iyilestirmek, pisirme igin gerekli enerjiyi azaltmak ve daha giivenli bir iiriin yaratmak

icin dogal bir yol sunar (Blandino ve dig, 2003).

Fermantasyon, genellikle mikroorganizmalarin ve bunlarin  enzimlerinin
aktivitesinden kaynaklanan, gida iirlinlerinin biyokimyasal modifikasyonu i¢in arzu
edilen bir prosestir. Ayrica fermantasyon tat, lezzet, doku, besin degeri ve raf 6mrii

gibi 6zellikleri kolayca artirma imkani dogurur (Gotcheva ve dig, 2000).

Fermente gidalar i¢in igerdigi mikroorganizma gesidi, fermantasyon tiirii, kullanilan
hammaddeler dahil olmak iizere bir¢ok smiflandirma yapilmistir. Dort ana
fermantasyon prosesi oldugu disiiniiliirse (alkolik, laktik asit, asetik asit ve alkali
fermantasyonu) siniflandirmalar arasindaki farklar azaltilabilir. Alkol fermantasyonu
(saraplar ve biralar gibi) etanol iiretimiyle sonuglanir ve bu asamada mayalar baskin
organizmalardir. Laktik asit fermantasyonu (fermente siitler ve tahillar) gogunlukla
laktik asit bakterileri tarafindan gergeklestirilmektedir. Gida fermantasyonunda 6nem
tastyan ikinci bir bakteri grubu da asetik asit iireten Acetobacter tiirleridir.
Acetobacter, fazla oksijen varliginda alkolii asetik aside dondstiiriir. Alkali
fermantasyonu genelde g¢esni olarak kullanilan balik ve tohumlarin fermantasyonu

sirasinda gergeklesir (Kohajdova, 2017).
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Laktik asit bakterileri bircok fermente yiyecek ve igcecekte goriilmektedir (Stiles ve
Holzapfel, 1997; Tamang, 2010). Cesitli fermente yiyecek ve igecekler arasindan izole
edilen laktik asit bakterileri (LAB)’lerinin en ¢ok goriilen tiirleri Alkalibacterium,
Carnobacterium,  Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus Ve
Weissella’ dir (Axelsson ve dig, 2012; Holzapfel ve Wood, 2014; Salminen ve dig,
2004).

Bacillus, Asya ve Afrika’da fermente gidalarda goriliir (Parkouda ve dig, 2009;
Tamang, 2015). Cogunlugu bakliyat bazli olmak iizere fermente gidalardan Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus circulans, Bacillus coagulans, Bacillus firmus, Bacillus
licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Bacillus
subtilis subsp. natto ve Bacillus thuringiensis tiirleri izole edilmistir (Kiers ve dig,
2000; Kubo ve dig, 2011).

Fermente siit, sosis, et ve balik tiriinleriyle Micrococcus ve Staphylococcus’un birgok
tiriiniin iligkisi oldugu bildirilmistir (Coton ve dig, 2010; Martin ve dig, 2006).
Bifidobacterium, Brachybacterium, Brevibacterium ve Propionibacterium tiirleri
peynirden izole edilmis, Arthrobacter ve Hafnia tiirleri fermente et iiriinlerinden izole
edilmistir (Bourdichon ve dig, 2012). Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae,
K. pneumoniae subsp. ozaenae, Haloanaerobium, Halobacterium, Halococcus,
Propionibacterium, Pseudomonas vb. de birgok fermente gidada goriilen

mikroorganizmalardir (Tamang, 2010).

Mayalar diinyada birgok fermente igecekte ve bazi fermente gidalarda temel
mikrobiyal floray1 olusturmaktadir (Tamang ve Fleet, 2009). Fermente yiyecek ve
iceceklerde Brettanomyces, Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Galactomyces,
Geotrichum,  Hansenula, = Hanseniaspora, = Hyphopichia,  Kluyveromyces,
Metschnikowia,  Pichia, Rhodotorula, = Saccharomyces,  Saccharomycodes,
Saccharomycopsis, Schizosaccharomyces, Torulopsis, Trichosporon, Yarrowia ve
Zygosaccharomyces dahil olmak iizere yaklagik 21 maya tiirii bildirilmistir (Kurtzman
ve dig, 2011; Pretorius, 2000; Romano ve dig, 2006; Tamang ve Fleet, 2009). Maya
fermantasyonu, hemen hemen biitiin {ilkelerde bakteriyel ve fungal fermantasyonun
ardindan veya onlarla kombinasyon halinde uygulanir. Herhangi bir substratin
fermantasyonunda Saccharomyces sekeri fermente eder, sekonder metabolitler iiretir,

mikotoksin treten kiiflerin gelisimini engeller. Ayrica Saccharomyces lipolitik,
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proteolitik, pektinolitik, glikosidazik ve iireaz aktiviteleri gibi ¢esitli enzimatik
faaliyetlere sahiptir. Debaryomyces seker fermantasyonuna katkida bulunur ve
substratlarin pH'sin1 arttirir. Hanseniaspora ve Candida seker fermantasyonuna
katkida bulunur, sekonder metabolitler tiretir ve enzimatik aktiviteleri vardir. Yarrowia
lipolytica seker fermantasyonunda rol oynar, lipolitik, proteolitik ve iireaz aktiviteleri

vardir ve {irlinlerde yag ransiditesini azaltir (Tamang ve Fleet, 2009).

Fermente gidalarda ve alkollii igeceklerde filamentli kiiflerin temel rolii enzim iiretimi
ve besleyici olmayan faktorlerin degradasyonudur (Aidoo ve Nout, 2010). Birgok
fermente gidada ve alkolik igeceklerde Actinomucor, Amylomyces, Aspergillus,
Monascus, Mucor, Neurospora, Parcilomyces, Penicillium, Rhizopus, ve Ustilago
tiirleri gériilmiistiir (Chen ve dig, 2014; Nout ve Aidoo, 2002).

2.3 Mayalarin antimikrobiyal 6zellikleri

Mayalar, giiniimiizde bilim insanlar1 ve endiistri tarafindan artan bir ilgi géren dnemli
bir mikroorganizma grubunu olusturmaktadir. Mayalarin, fermente gidalardaki lezzet
gelisimine katkilarinin  yaninda, istenmeyen bakterilere ve funguslara karsi
antagonistik etkinliklerinin varligi bilinmektedir. Bu etkiler, besin maddeleri i¢in diger
mikroorganizmalara karsi rekabet etmeleri, gelistikleri ortami asitlendirmeleri, yiiksek
konsantrasyondaki etanole kars1 toleranslari ve antimikrobiyal bilesikler
salgilamalartyla iligkilidir. Bununla birlikte, mayalarin inhibisyon mekanizmalarinin

saptanmast i¢in yapilan kisitli sayida galigma vardir (Rima ve Ismail, 2012).

Alkolli igeceklerin ve mayali ekmeklerin tiikketimi baz alindiginda, ticari olarak
diinyadaki fermente yiyecek ve igeceklerin tiretimindeki en 6nemli mikroorganizmalar
fermentatif mayalardir. Bu mikroorganizma grubunun en yaygin olani ise
Saccharomyces cerevisiae’dir. Gida muhafazasi agisindan Saccharomyces cerevisiae
ile diger alkol ireten mayalar etanol ve karbondioksit salgilayarak diger
mikroorganizmalarin gelismesini engelleyen bir ortam meydana getirirler. Etanol uzun
zamandir dezenfektan olarak kullanilmakta ve alkolik iceceklerde 6nemli koruyucu
bilesiklerden biri olarak gosterilmektedir. Maya suslarinin metabolik faaliyeti sonucu
aciga c¢ikan karbondioksit ayn1 zamanda antimikrobiyal ajan olarak islev goriir.
Mayalarin fermantasyonda oksijeni kullanmasi sonucu karbondioksit iiretimiyle

anaerobik kosullar olusur. Sekerler, vitaminler, mineraller ve diger besin maddelerinin
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mayalarla metabolize edilmesi rekabetci mikrobiyotay1 bu besinlerden yoksun birakir
(Barbara ve dig, 2000).

Mayanin metabolizmasi ve gelisimi sonucu iiretilen etanol, karbondioksit, asitler ve
diger yan Uriinlerin seviyesi iirliniin duyusal kalitesini degistirir. Mayalarin {irettigi bu
antibakteriyel bilesikler, diisiik konsantrasyonlarda iirlinin aroma, tat, doku ve
goriiniimiinde 6nemli bir degisiklik yaratmazken koruma amaciyla gida katki maddesi

olarak giivenli ve etkili sekilde islev gorebilir (Barbara ve dig, 2000).

Tarihsel olarak mayalarin antagonistik 6zelliklerine dair ilk olumlu isaret 20. ylizyilin
baslarinda Hayduck ve Fernbach tarafindan kesfedilmistir. Bu arastirmacilar mayada
muhtemelen bir amin olan ve Escherichia coli ve Staphylococcus’u inhibe eden ugucu
termolabil toksik bir ekstrakti bildirmislerdir (Viljoen, 2006). Baska bir arastirmaci
Debaryomyces hansenii’nin Clostridium tyrobutyricum ve Clostridium butyricum
lizerine antibakteriyel aktivitesinin ekstraseliiler ve intraseliiler antimikrobiyal bilesik
tiretme yeteneginden kaynaklandigini rapor etmislerdir (Fatichenti ve dig, 1983).
Diger bir aragtirmacit metilen mavisinin Kloeckera apiculata ve Kluyveromyces
thermotolerans tarafindan farmakolojik agidan aktif bir forma doniistiiriillmesinden
dolay1 birada bozulmaya neden olan Bacillus megaterium ve Lactobacillus
plantarum’un gelismesinin inhibe edildigini bildirmistir (Bilinski ve Casey, 1989).
Baska bir arastirmada Fransiz tipi bir peynirden izole edilen Geotrichum candidum’un
bir susunun Listeria iizerinde antimikrobiyal etkisi oldugu tanimlanmistir (Dieuleveux
ve dig, 1998). Ayrica bir diger arastirma sonucu Candida bombicola’nun,
Staphylococcus aureus ftizerindeki antibakteriyel etkisi kanitlanmis ve Candida
albicans’t inhibe eden sophoroside olarak adlandirilan ekstraseliiler glikolipitler
tirettigi bildirilmistir (Cavalero ve Cooper, 2003). Goerges ve dig (2006), siitten elde
edilen mayalarda yapilan testler sonucu Candida intermedia’nin bir susunun Listeria
miktarin1 4 log CFU/cm? azaltma kapasitesini ve ayrica Candida intermedia ve
Kluyveromyces marxianus’un L. monocytogenes gelisimini 3 log CFU/cm? kadar
baskiladigini bildirmislerdir. Ayn1 grup, Issatchenkia orientalis, Candida krusei ve K.
marxianus’un bir¢ok susu Listeria miktarimi 4-5 log birim azaltirken, Pichia
norvegensis’in bir susunun L. monocytogenes miktarimi 7 log azalttigini
raporlamiglardir (Goerges ve dig, 2011). Hatoum ve dig (2013), Debaryomyces
hansenii, Pichia fermentans, Candida tropicalis ve Pichia anomala olmak iizere 4 siit

mayasi kiiltiiriinden antilisterial hidrofobik peptid ekstrakte etmistir. Arastirmalar
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sonucu D. hansenii ve P. anomala’dan izole edilen antilisterial bilesiklerin L.
monocytogenes miktarini olgunlagmanin ilk 9 giinlinde 3 log azalttig1 bulunmustur. Bu
calismada peptidlerin bakteri duvarinda sizinti meydana getirdigi ve nihayetinde

bakteri lizisine neden oldugu goriilmiistiir.

Ekmeklerde Bacillus spp.’nin gelisimi sonucu rop denilen yapiskan yapilar
olusmaktadir. Bacillus spp.’nin vejetatif hiicreleri firinda pisirme sirasinda inaktive
olur fakat sporlari 1siya dayaniklidir ve depolanma sirasinda uygun kosullarda
cimlenebilir. Rop olusumu kontroliinde en etkili metot likit maya, eksi maya ve starter
kiiltiirleri i¢eren biyolojik metottur. Son yillarda maya suslarinin gida maddelerinin
mikrobiyal bozulmasiyla miicadele yeteneginin arastirilmasi icin Onemli talep
bulunmaktadir. Firinlama isleminde kullanilan starter kiiltiirlerin mikroorganizmalari,
nihai {irlinde ekzojen mikroflora  gelisimini inhibe eden maddeleri
sentezleyebilmektedir. Yapilan calismada Saccharomyces cerevisiae’in ekmekten
izole edilen spor formundaki bakteriler Bacillus subtilis ve Bacillus licheniformis
lizerine antagonistik etkisi arastirilmistir. Calisma sonucu S. cerevisiae susunun
Bacillus subtilis ve B. licheniformis iizerinde inhibe edici etkisi oldugu bildirilmistir
(Soboleva ve dig, 2016).

Baska bir ¢alismada Hindistan’a 6zgii donmus Idli hamurundan izole edilen Pichia
kudriavzevii’'nin  antimikrobiyal ozellikleri incelenmistir.  Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella typhi, Salmonella paratyphi A, Salmonella paratyphi B,
Proteus mirabilis, Vibrio cholerae, Shigella flexneri, Shigella dysenteriae ve
Pseudomonas aeruginosa olmak iizere 13 enteropatojenin gelisimini inhibe ettigi
goriilmistiir. Caligma Pichia kudriavzevii’den elde edilen siipernatantlarin 24 ve 48
saat sonunda gram pozitif ve gram negatif bakteriler {izerinde inhibisyon ¢ap1

Olciilerek yapilmistir (Chelliah ve dig, 2016).

2.4 Kefir

Kefir diizenli tiiketildiginde saglik iizerine olumlu etkileri olan dogal bir fonksiyonel
siit urtinidir. Kefir, sitteki laktozun kombine olarak laktik asit ve alkolik

fermantasyonu nedeniyle benzersiz bir kiiltiir iriiniidiir (Tas ve dig, 2012).
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Kefir, starter kiiltiirii kefir danesi olan, viskoz, asitli ve hafif alkollii bir siit igecegidir.
Kefir daneleri beyaz — sarimtirak arasi rengi olan, camursu fakat sert bir yapisi olan
karnabahar benzeri cigeksi taneciklerdir. Giinlimiizde farkli mikrobiyal topluluklara
sahip ve farkli duyusal 6zellikler gosteren ¢ok ¢esitli kefir daneleri mevcuttur (Tamang
ve Kailasapathy, 2010). Kefir danelerinde maya ve laktobasillerler birbirlerine
karsilikli bagimli olup dengeli bir oranda gelismektedirler ve kefir iiretimi boyunca
mayalar, laktobasiller ve streptokoklar arasindaki simbiyoz iliski dikkat ¢ekmektedir
(Sarkar, 2008). Kefir, mayalar tarafindan ftretilen karbondioksitin neden oldugu
kabarma sonucu hafif asitli bir tat kazanir. Bunun diginda tadini, diisiik
konsantrasyonda etanol (genellikle %2’nin altinda), asetaldehit, asetoin ve diasetil gibi
bir dizi aromatik bilesik verir. Kefirdeki ¢ogu LAB asetoin, asetaldehit veya her ikisini

birden tiretmektedir (Tamang ve Kailasapathy, 2010).

Kefir, ticari olarak liyofilize edilmis kefir starter kiiltiirleri ile veya geleneksel kefir
daneleri ile siit fermantasyonu sonucu iiretilir. Uriin esas olarak sigir siitiiniin yan1 sira
kegi ve koyun siitlerinden tiretilmektedir. Geleneksel kefir iiretimi i¢in kefir daneleri
1:20 oraninda inek siitiine eklenir ve 18-20°C’de 20 saat fermantasyona birakilir.
Fermantasyon sonunda kefir daneleri elenerek alinir ve yeni fermantasyon igin tekrar
kullanilir (Cetinkaya ve Elal Mus, 2012).

Kefir daneleri, mikrobiyotasinin uygun kosullar altinda korunmasi durumunda
faaliyetlerini yillarca korur. Kefir danelerinde bulunan farkli mikroorganizma gruplari
fermantasyonun farkli evrelerinde aktiftirler. Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis dahil olmak iizere Lactococcus lactis subsp. lactis ve Lactococcus lactis
subsp. cremoris kefir daneleriyle genel olarak iligkilidir ve ¢ogunlukla
fermantasyonun ilk saatlerinde asitlendirmeden sorumludur. Mayalar, asetik asit
bakterileri, tat tireten Lactobacillus tiirleri ve Leuconostoc tiirii gok daha yavas gelisir
ve bu da yavag aroma, alkol ve COz liretimiyle sonuglanir (Tamang ve Kailasapathy,
2010).

Kefir danelerinde en sik rastlanan bakteriler homofermantatif ve heterofermantatif
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc ve asetik asit bakterileridir. Tanimlanan
tirler Lactobacillus brevis, Lactobacillus viridescens, Lactobacillus gasseri,
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus casei, Lactobacillus kefir, Lactobacillus
acidophilus, Leuconostoc, Lactobacillus kefiranofaciens, Lactobacillus kefirgranum

ve Lactobacillus parakefir’dir (Guzel-Seydim ve dig, 2010). Garrote ve dig (2001) ’nin
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Arjantin kefir danelerinde tanimladigi mikroorganizmalar Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus lactic subsp. lactis, Leuconostoc mesenteroides, Saccharomyces,
Acetobacter, Lactobacillus parakefir, Kluyveromyces marxianus ve Lactobacillus
lactis subs. lactis biovar. diacetylactis’ tir. Lin ve dig (1999), Tayvanh kefir
danelerinden izole ettikleri LAB ile mayalar: tanimlanmis ve karakterize etmislerdir.
Bu arastirmacilar kefir danelerinden izole ettikleri suslarin Lactobacillus helveticus ve
Leuconostoc mesenteroides bakterileri ile Kluyveromyces marxianus ve Pichia

fermentans mayalar1 oldugunu gézlemlemistir.

Kefire 6zgili mayalar, kefirin duyusal 6zelliklerinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Buna
gore kefir igin standart olan, icecekte bulunan minimum maya miktar1 10* cfu/g’ dir.
(Tamang ve Kailasapathy, 2010). Guzel-Seydim ve dig (2010), kefirden
Saccharomyces cerevisiae, Candida kefir, Saccharomyces delbruecki, Torulopsis
holmii, Candida holmii, Saccharomyces unisporus, Kluyveromyces marxianus,
Torulospora delbrueckii, Candida friedricchi ve Pichia fermentants mayalarini izole
etmistir. Latorre-Garcia ve dig (2007), 10 farkli ev yapimi ve ticari kefir 6rneklerinden
maya kolonileri izole etmistir. DNA saflastirmasi, PCR amplifikasyonu ve dizi analizi
kullanarak en yaygimn goriilen maya tiirlerinin Kluyveromyces lactis, Issatchenkia
orientalis, Saccharomyces unisporus, Saccharomyces exiguus ve Saccharomyces
humaticus oldugunu berlirlemislerdir. Wang ve dig (2008) ise Tayvanli kefir
tanelerinde klasik mikrobiyoloji ve PCR yontemiyle tanimlanan izolatlar arasinda
Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces turicensis ve Pichia fermentans oldugunu
bildirmistir.

Kefirden izole edilen mayalar laktozu fermente eden veya laktozu fermente edemeyen
olarak smiflandirilabilir. Laktozu fermente edemeyen mayalar digerlerine gore
baskindir. Laktozu fermente eden mayalar kefir danesinin yiizey katmaninda
bulunurken, laktozu fermente edemeyen mayalar kefir danelerinin derin katmanlarinda
bulunurlar. Laktozu fermente eden mayalar baslica Kluyveromyces marxianus,
Kluyveromyces lactis var. lactis, Debaryomyces hansenii ve Dekkera anomala iken
laktozu fermente edemeyen mayalar ise Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces
pastorianus, Torulaspora delbrueckii, Pichia fermentans, Saccharomyces turicensis,
Issatchenkia orientalis ve Debaryomyces occidentalis’tir. (Rattray ve O’Connell,
2011).
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Birgok calisma kefirin antitiimoral aktivitesini, bagisiklik sistemini uyarmasini ve hem
antibakteriyel hem de antifungal aktivitelerini ortaya koymustur (Garrote ve dig,
2000). Kefirin antimikrobiyal etkisi, kefir mikroorganizmalarinin besin i¢in diger
organizmalara karsi rekabetinin yani sira fermantasyon sirasinda iretilen
polisakkaritler, peptidler, organik asitler (laktik ve asetik asit), karbondioksit, hidrojen
peroksit, etanol, diasetildir ve serbest yag asitlerinden kaynaklanmaktadir (Guzel-
Seydim ve dig, 2010). Kefirden izole edilen LAB aynm1 zamanda, antimikrobiyal
aktiviteden kismen sorumlu bazi bakteriyosinler iiretmektedir. Bu biyoaktif bilesikler,
antimikrobiyal aktivite saglamak i¢in bagimsiz veya sinerjik olarak hareket edebilirler.
Birkag arastirmada kefirin ve kefirin hiicre igermeyen ekstraktlarinin antimikrobiyal
aktivitesinin asidik ortamda oldukga etkili oldugu, notr ve alkali ortamda ise etkili

olmadig1 bildirilmistir (Kesenkas ve dig, 2017).

Kefir, kefir danesi, kefir siispansiyonu veya kefirden elde edilen bakteriyel izolatlarin
inhibe ettigi patojenler arasinda Salmonella typhi, Salmonella typhimurium,
Salmonella enteriditis, Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Shigella sonnei,
Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Pseudomonas aeruginosa ve Listeria monocytogenes vardir (Kesenkas
ve dig, 2017). Calismalar ayrica kefir, kefiran, kefir daneleri ve su kefirinin Candida
albicans (Rodrigues ve dig, 2005; Silva ve dig, 2009), Fusarium graminearum
(Ismaiel ve dig, 2011), Torulopsis glabrata, Microsporum nanum, Trichopyton
mentagrophytes, Trichopyton rubrum (Cevikbas ve dig, 1994) ve Aspergillus
ochraceus (Velez ve dig, 2014)’a kars1 antifungal etkisi oldugunu gostermistir.

Cevikbas ve dig (1994), kefir ve kefir danelerinin Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Klebsiella
pneumoniae ve Bacillus subtilis’e karsi agar diflizyon yontemiyle antibakteriyel
etkilerini belirlemiglerdir. Kefir, gram pozitif bakterilere kars1 oldukca yiiksek bir
antimikrobiyal etki gostermistir. Bu arastirma grubu bunun yaninda kefirin Candida,
Torulopsis glabrata, Microsporum nanum, Trichopyton mentagrophytes ve
Trichopyton rubrum’a karsi da inhibisyon etkisi gosterdigini ancak Cryptococcus
neoformans ve Candida parapsilosis’e karsi antifungal etki gostermedigini
bildirmistir.

Diger calismada kefirin Bacillus subtilis spp. spizizenii, Staphylococcus aureus,

Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Pseudomonas
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aeruginosa ve Candida albicans’a karsi antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir. Kefir
24 ve 48 saat fermente edilmis, ardindan 7 giin 4 — 8°C” de muhafaza edilmis ve in
vitro ortamda disk diflizyon yontemiyle test edilmistir. Antimikrobiyal aktivitenin
yogunlugu, ampisilin ve neomisin gibi 2 antibiyotikle karsilastirilmali olarak
yorumlanmistir. Buna gore 24 saat ve 48 saat fermente edilen taze kefir ile 7 giin
muhafaza edilen kefirde B. subtilis, S. aureus, E. coli, E. faecalis ve S. enteritidis’e
kars1 ayni etkiler gozlenmistir. Kefir 6rneklerinin E. coli, E. faecalis ve S. enteritidis
lizerine antimikrobiyal aktivitesi her iki test antibiyotiginden iistiin ¢ikmistir. B.
subtilis ve S. aureus’a karsi antimikrobiyal aktivitesi ise sadece bir antibiyotikten
istlin ¢gitkmustir. Test edilen 6rnekler P. aeruginosa ve C. albicans iizerinde etkili

olmamuistir (Chifiriuc ve dig, 2011).

Bagka bir calismada 24 ve 48 saat fermente edilen kefirin disk difiizyon yontemi
kullanilarak Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella enteritidis, Listeria
monocytogenes ve Escherichia coli tizerine antimikrobiyal etkilerine bakilmistir. 24
ve 48 saat fermente edilen kefirde en iyi antimikrobiyal etkinin sirasiyla 21,4 ve 21,1
mm inhibisyon zon ¢apiyla Staphylococcus aureus’a karsi oldugu gézlenmistir. 24 ve
48 saat fermente edilen kefirle benzer sonuglari +4°C’de muhafaza edildigi siire
boyunca 1., 4., ve 7. gilinlerde de gostermistir. 7. giine kadar +4°C’de muhafaza edilen
orneklerin test edilen mikroorganizmalar tizerindeki antimikrobiyal etkisi zamanla
azalirken veya degismezken, sadece Salmonella enteretidis’e karsi antimikrobiyal

aktivitede bir artis gorilmistiir (Ulusoy ve dig, 2007).

Bir diger calismada kefirin insan digki 6rneklerinden izole edilen gram negatif
mikroorganizmalar (Escherichia coli, Salmonella, Shigella flexneri ve Shigella
sonnei) ve gida drneklerinden izole edilen gram pozitif bakteriler (Bacillus subtilis ve
Staphylococcus aureus) iizerinde inhibisyon etkisine bakilmistir. Ayrica kefirin
inhibisyon etkisinin daha detayli arastirilmast i¢in organik asitlerin rolii incelenmistir.
Bunun igin steril yagsiz siite ve MRS broth i¢ine inokiile edilen kefir daneleri 20°C’de
48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra Kkiiltiirler santrifiijlenmis ve
stipernatant kism1 alinmistir. Inhibitor aktivitesi hem agar spot test ile hem de agar
kuyucuk yontemiyle belirlenmistir. Etki c¢aplari gram pozitif ve gram negatif
mikroorganizmalara karst 11 mm ile 20,50 mm arasinda olglilmistiir. Gram pozitif

bakterilerde etki ¢aplar1 gram negatif tiirlere kars1 daha biiyiik olmustur. Bu ¢aligmada
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inhibitdr etkilerin fermantasyon sirasinda tiretilen laktik ve asetik asitlerin ayrigmamis

formlarindan kaynaklandigi sonucuna varilmistir (Garrote ve dig, 2000).

Yiksekdag ve dig (2004), Tiirk kefirinden izole edilen suslarin Staphylococcus
aureus, E. coli ve Pseudomonas aeruginosa tizerinde antimikrobiyal etkisi oldugunu
bildirmistir. Powell ve dig (2007), kefirden izole edilen Lactobacillus plantarum
susunun rettigi 35-kDa bakteriyosinin dar bir spektrumda antimikrobiyal etki

gosterdigini bildirmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Ornekler

Tez calismasinda Istanbul’da iki farkli aktardan alinan kefir daneleri ile 2 farkli

firmaya ait ticari kefir 6rnekleri kullanilmistir.

Mikroorganizma olarak Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC

25923 bakterileri ile Aspergillus niger ve Aspergillus flavus kiifleri kullanilmistir.

3.1.2 Besiyerleri ve ¢ozeltiler

Calismada Malt Extract Agar (MEA, Merck No: 1.05398), Malt Extract Broth (MEB,
Merck No: 1.05397), peptonlu su, Tween 80’li peptonlu su (Cizelge 3.1), Soft Malt
Extract Agar (Cizelge 3.2), Tripticase Soy Agar (TSA, MERCK No: 1.05458),
Tripticase Soy Broth (TSB, Merck 1.05459), Soft Tripticase Soy Agar, Yeast Peptone
Dextrose (YPD) (Cizelge 3.3) kullanilmistir. Soft TSA, TSB besiyerine %1 agar-agar

ilavesi hazirlanmistir.

Cizelge 3.1 : Tween 80 ¢ozeltisinin kimyasal bilesimi.

Bilesen Miktar
NaCl 8,50
Pepton 19
Tween 80 0549
Distile su 1L

Cizelge 3.2 : Soft Malt Ekstrakt Agar ¢ozeltisinin kimyasal bilesimi.

Bilesen Miktar
Malt Ekstrakt 309
Pepton 30
Agar agar 10¢
Distile su 1L
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Cizelge 3.3 : YPD c¢ozeltisinin kimyasal bilesimi.

Bilesen Miktar
Maya ekstrakti 109
Pepton 209
Glikoz 209
Distile su 1L

3.2 Metot

3.2.1 Mayalarin izolasyonu

Bu calismada 2 farkli kefir danesiyle hazirlanan kefir icecegi ile 4 farkl: ticari kefir
kullanilmistir. Aktarlardan alinan kefir daneleri 1 giin 6nceden siit i¢ine konularak oda
kosullarinda fermantasyona birakilip kefir igecegi haline getirilmistir. Orneklerden
mikroorganizma izolasyonu i¢in ileri diliisyonlar hazirlanarak MEA’da yayma plak
yontemiyle ekim yapilmig ve 25°C’de 2 giin aerobik kosullarda inkiibasyona
birakilmigtir (Simova ve dig, 2002).

Koloni 6zellikleri ve mikroskobik goriintiilerine gore secilen maya izolatlart MEA
besiyerinde saflastirilmistir. Saflastirma sonucunda elde edilen mayalar Barnett ve dig
(1983)’dan alinan yonteme gore; cam petri igine kavanoz kapagi konulup, lizerine sivi
besiyeri damlatip ¢izgi seklinde maya siiriilen lamel yerlestirildikten sonra
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda mikroskopta incelenerek filamentdz
gelisimine ve morfolojik 6zelliklerine gore 10 adet izolat sec¢ilmistir. Saflastirilarak
segilen 10 adet maya izolati yatik MEA ve gliserol ¢ozeltisine alinmigtir. Yatik
agardaki kiiltlirler + 4°C’de, gliserol stoklar1 -20°C’de saklanmistir (Tra ve dig, 2016).

3.2.2 Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

3.2.2.1 Nokta ekim (spot-inoculated) yontemi

Lee ve dig (2008)’den modifiye edilerek uygulanmistir. Maya izolatlar1 MEB’da
25°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Ardindan 2 McFarland konsantrasyonuna
ayarlanan maya izolatlart MEA’a 2 pL nokta ekim yapilip 25°C’de 3 giin inkiibasyona
birakilmigtir. Yatik MEA’a alinan kiifler (Aspergillus flavus ve Aspergillus niger)
25°C’de 5 giin inkiibasyon sonucunda spor siispansiyonu hazirlanarak yaklasik 10°

CFU/mL'ye ayarlanmis ve 100 pL spor siispansiyonu Ssoft agara eklenerek daha
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onceden nokta ekim yapilan petrilerin iizerine dokiilmiis ve 25°C’de 24 saat

inkiibasyon sonunda inhibisyon ¢ap1 dl¢limii yapilmstir.

Bakteriler iizerinde nokta ekim yontemiyle antimikrobiyal analiz yapmak i¢in yine
benzer bir metot izlenmistir. Maya izolatlar1 MEB’da 25°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Ardindan 2 McFarland konsantrasyonuna ayarlanan maya izolatlari
MEA’a 2 pL nokta ekim yapilip 25°C’de 3 giin inkiibasyona birakilmistir. TSB’de
37°C’de 1 giin inkiibasyona birakilmig bakteriler (E. coli ve S. aureus), inkiibasyon
sonunda 1 McFarland konsantrasyonuna ayarlanmis ve 100 uL konsantrasyon soft
agara eklenerek daha onceden nokta ekim yapilmis petrilerin iizerine dokiilmiistiir.
37°C’de 24 saat inhibisyon sonunda inhibisyon cap1 6l¢iimii yapilmistir (Lee ve dig,
2008).

3.2.2.2 Kuyucuk difiizyon yontemi

Bu yontem Chelliah ve dig (2016)’dan modifiye edilmistir. 4 McFarland
konsantrasyonuna ayarlanan maya siispansiyonundan 2 plL, 40 mL YPD besiyerine
inokiile edilmis ve ¢alkalayicili inkiibatorde 30°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. TSB’ye
bakteri (E. coli ve S. aureus) ekimi yapilip 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Ardindan 3500 xg’de 30 dakika santrifiijlenip 0,22 um’lik filtre ile siiziilmistiir. Elde
edilen siipernatantlarin pH 6l¢timii yapildiktan sonra TSA’l1 petrilere 0,5 McFarland,
100 puL bakteri yayma plak yontemi ile ekim yapilmis, ardindan acilan kuyucuklara
maya siipernatantlarindan 20 pL koyulup 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmustir.
Ardindan ¢ap 6l¢iimii yapilmustir.

3.2.2.3 Mikrodiliisyon yontemi

Mayalarin in vitro antibakteriyel etkinliginin belirlenmesinde MIK degerlerinden
yararlamilmistir.  MIK, mikroorganizmanin gelismesini engelleyen en diisiik

antimikrobiyal madde konsantrasyonudur. (Arda, 2000).

Bu yontem Chelliah ve dig (2016)’dan modifiye edilerek uygulanmistir. Kuyucuk
difiizyon yontemi icin elde edilen siipernatantlar mikrodiliisyon yonteminde de
kullanilmistir. Bunun i¢in kullanilacak bakteriler (E. coli ve S. aureus) TSB’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Ardindan 96 kuyucuklu plaklarda 95 pL besiyeri (TSB),
100 uL siipernatant ve 5 uL bakteri igeren kuyucuklar 6rnek olarak degerlendirilmistir.
100 uL besiyeri (TSB) ve 100 uL siipernatant iceren kuyucuklar negatif kontrol, 195
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uL besiyeri (TSB) ve 5 uL bakteri igeren kuyucuklar pozitif kontrol olarak
degerlendirilmis ve 37°C’de 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Toplam olarak her

bir kuyucukta 200 pL karigim bulunmaktadir.

Bakteri  gelisimi, bakteri  yogunlugunun optik olarak  belirlenmesiyle
degerlendirilmistir. Bakterilerin optik yogunlugu 660 nm de, mikro plak okuyucu
(Synergy HT, BioTek Instruments, Inc., Vermont, ABD) kullanilarak belirlenmistir.
Okumalar inkiibasyondan 6nce (0. saat), inkiibasyon sirasinda 2’ser saat araliklarla 24
saat boyunca yapilmistir.. Her okumadan 6nce 96 kuyucuklu plaklar mikro plak

okuyucu makinede otomatik olarak ¢alkalanmuistir.

3.2.3 Hesaplamalar ve istatiksel analiz

Bakteri gelismesine mayalarin etkisinin belirlenmesin amaciyla Baranyi modeli
kullanilmistir. Baranyi modeli bakteriler i¢cin yaygin olarak kullanilir. Bu modelde
belirli bir periyottan sonra bitylime hizinin sabit kaldigi, ancak lineer faz olusumundan
sonra bir {ist asimptotun oldugu varsayilmaktadir. Baranyi modelinde kullanilan

denklemler 2.1 ve 2.2deki gibidir (Garcia ve dig, 2009).

[exp(ﬂmaxA)_l]} (31)

Yy=DYo + I'tmaxA P ln{l + exp(Ymax—Yo)

1

A=t+ ( ) ln[exp(— I‘maxt) + exp(— ”max)')) - exp(_”maxt - ”maxl)] (32)

Hmax

Baranyi modelinin uygulanmasinda Microsoft Excel DMFit eklentisi kullanilarak

Baranyi ve Roberts (1994)’e gore maksimum gelisme hizi hesaplanmustir.

Bakteri gelismesine maya izolatinin etkisi o= 0,05 6nem diizeyinde tek yollu ANOVA
ile arastirllmistir. Ortalamalarin karsilastirilmasinda Duncan c¢oklu aralik testi
kullanilmustir. Istatistiksel analizler SPSS (IBM SPSS STATICS 20) programu ile
gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Maya izolasyonu

Kefir daneleri ile hazirlanan kefir igecegi ve ticari kefir 6rnekleri ileri diliisyonlar
hazirlanarak petrilere ekilmis ve inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda
ticari kefirlerden yapilan ekimlerde sadece 3 numarali 6rnekte gelisme gozlenmis,

digerlerinde ise gelisme olmamustir.

Uc numarali ticari kefir ile 5 ve 6 numarali kefir daneleri ile hazirlanan kefir
iceceklerinden elde edilen mayalar saflastirilmistir. Saflastirma sonucunda elde edilen
mayalar Barnett ve dig (1983)’dan alinan yonteme gére mikroskopta incelenerek

filament6z gelisimine ve morfolojik 6zelliklerine gore 10 adet izolat secilmistir.

Literatiire gore kefirde bulunan mayalar Kluyveromyces marxianus/Candida kefyr,
Kluyveromyces lactis var. lactis, Debaryomyces hansenii, Dekkera anomala,
accharomyces cerevisiae, Torulaspora delbrueckii, Pichia fermentans, Kazachstania
unispora, Saccharomyces turicensis, Issatchenkia orientalis ve Debaryomyces

occidentalis’tir (Leite ve dig, 2013).

Izolasyon ile elde edilen mayalar kodlariyla birlikte Cizelge 4.1°de verilmistir.
Mikroskopta yapilan incelemeler sonucu secilen mayalar 3.2, 5.4, 5.5, 5.6, 5.8, 6.1,

6.4,6.51, 6.52 ve 6.6’d1r.

4.2 Maya izolatlarimin nokta ekim yontemiyle mikroorganizmalar iizerine etkisi

Kefirden elde edilen 10 adet maya izolati tek nokta ekim yapilarak gelistirilmistir.
Inkiibasyon sonunda petrilere Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Escherichia coli
ve S. aureus iceren soft agar ilave edilip tekrar inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon
sonucunda zon olusumu goézlenmemistir. Bununla birlikte 6zellikle A. flavus’da

sporlanmanin daha diisiik diizeyde gerceklestigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.1 : Kefirden izole edilen mayalarin kodlari.

Kefir 3 Kefir 5 Kefir 6
3.1 5.1 6.1
3.2 5.2 6.2
3.3 5.3 6.3
34 54 6.4
35 55 6.51
3.6 5.6 6.52
3.7 5.7 6.6
3.8 5.8 6.7
3.9 5.9 6.8
3.10 5.10 6.9
3.11 511 6.10
3.12 5.12 6.11
3.13 5.13 6.12
3.14 5.14 6.13

5.15 6.14
5.16 6.15
5.17 6.16
5.18 6.17
5.19 6.18
5.20 6.19
5.21 6.20
5.22 6.21
5.23 6.22
5.24 6.23
5.25

5.26

5.27

4.3 Maya izolatlarimin kuyucuk difiizyon yontemiyle E. coli ve S. aureus iizerine

etkisinin incelenmesi

Kefirden elde edilen 10 adet maya izolatina ait siipernatantlar kuyucuklara ilave
edilerek E. coli iizerine antimikrobiyal etkisi 48 saatlik inkiibasyon sonrasi
incelenmistir. Inkiibasyon sonunda bazi1 maya izolatlarmin ¢ok diisiik etkiye sahip

oldugu belirlenmistir. Inhibisyon zon ¢apmin 1 mm’nin altinda oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.2°de siipernatantlarin E. coli ve S. aureus iizerine antimikrobiyal etkisi

verilmistir.

Literatiire gore bakteriyel gelisme inhibisyonu bakteriyel inaktivasyon anlamina
gelmedigi i¢in nokta ekim ve kuyucuk yontemleri bakterisit ve bakteriyostatik etkileri
ayirt edemez. Ustelik, agar difiizyon ydntemi, agar ortamima dagitilan antimikrobiyal
maddenin miktarinin nicellestirilmesi miimkiin olmadigindan, minimum inhibitor

konsantrasyonu (MIK) belirlemek i¢in uygun degildir (Balouiri ve dig, 2016).

Mikrodiliisyon yontemi kullanilmaya baslanmadan once, laktik asit bakterilerinin
gram negatif bakterilere karsi bakteriyosin iiretiminin tespiti genellikle hassas
yontemlerin bulunamamasi ile engellenmistir ve kuyucuk difiizyon veya nokta ekim
yontemleri gram negatif bakterilerin organik asitlere, hidrojen peroksite veya aromatik
bilesiklere duyarli olmas1 nedeniyle yanlis sonu¢ vermektedir (Yaakoubi ve dig,

2009).

Cizelge 4.2 : Siipernatantlarin E. coli ve S. aureus {izerine etkisi.

Izolat kodu E. coli S. aureus
Kb5.5 +/- +/-
K6.6 +/- +
K5.8 +/- +
K3.2 +/- +
K5.4 + +
K6.52 + +
K6.51 + +/-
K6.1 + +
K5.6 - +/-
K6.4 +

+
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4.4 Maya izolatlarinin mikrodiliisyon yontemiyle E. coli ve S. aureus iizerine

antimikrobiyal etkisinin incelenmesi

Kat1 besiyerinde gercgeklestirilen ¢alismalarda diisiik seviyede etki belirlendiginden
calismanin devami sivi besiyerinde gerceklestirilmistir. Ciinkii literatiirde de broth
diliisyon yontemiyle antimikrobiyal aktivitenin daha etkili ve dogru bir sekilde tespit
edildigi ifade edilmektedir (Balouiri ve dig, 2016; Yaakoubi ve dig, 2009).

Calismada mayalarin  antimikrobiyal etkisinin incelenmeside mikrodiliisyon
yontemiyle belirli zaman araliklarinda 6l¢limler gerceklestirilerek bakteri gelismesi
izlenmistir. E. coli ve S. aureus’a kars1 maya izolatlarinin antimikrobiyal etkisi optik
yogunluk oOl¢iimii yapilarak 2 saat araliklarla incelenmistir. Elde edilen bulgular

Cizelge 4.2 ve 4.3’de gosterilmistir.

Cizelge 4.2 ve 4.3’den de goriildiigii gibi maya izolatlarinin E. coli ve S. aureus
gelismesini tamamen 6nlemedigi belirlenmistir. Bununla birlikte elde edilen bulgulara
gore S. aureus’a kars1 mayalarin daha etkili oldugu gézlenmistir. Pozitif kontrolle
maya silipernatant1 eklenmis 6rneklerde optik yogunluklar arasindaki fark daha yiiksek
olmustur. Istatistiksel olarak da pozitif kontrolde goriilen gelisme ile maya
stipernatant1 eklenmis orneklerdeki gelismeler arasinda da fark bulunmaktadir. 6.51,
6.52 numarali maya izolatlarinda 24 saat sonunda en yliksek fark elde edilmistir.
Ayrica maya siipernatant1 ilave edilen drneklerde S. aureus gelismesi 8. saatten sonra

durmakta iken pozitif kontrolde gelisme logaritmik fazda devam etmektedir.

E. coli igin 24 saat sonunda optik yogunluklar arasindaki fark S. aureus’daki kadar
yiiksek olmamustir. E. coli i¢in en yiiksek etki 24 saat sonunda 3.2, 5.8, 6.6 ve 6.4

numarali 6rneklerde goriilmekle birlikte bu etkinin az miktarda oldugu gézlenmistir.

E. coli de yaklagik 12. saatten sonra sabit duruma gegmektedir. Ayni durum pozitif
kontrol i¢in de gegerlidir. E. coli {izerine mayalarin etkisinin daha diisiik diizeyde

oldugu gozlenmistir.

Bu ¢alismada identifikasyon islemleri gergeklestirilmemis ancak maya izolatlarinin S.
aureus ve E. coli’ye karsi antimikrobiyal etkisinin diisiik diizeyde oldugu

belirlenmistir.
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Cizelge 4.3 : Maya izolatlarinin E. coli lizerine antimikrobiyal etkisi.

Siire PK K5.5 K6.6 K5.8 K3.2 K5.4 K6.52 K6.51 K6.1 K5.6 K6.4
0 0,294+0,027° 0,017+0,0122 0,028+0,016% 0,017+0,0172 0,013+0,0162  0,020+0,010? 0,021+0,009? 0,031+0,0042 0,022+0,0172 0,015+0,0122 0,021+0,019?
2 0,102+0,004° 0,021+0,006% 0,021+0,0042 0,022+0,0062 0,017+0,016  0,025+0,0072 0,022+0,0062 0,023+0,0042 0,032+0,0042 0,035+0,0262 0,023+0,0072
4 0,577+0,091®  0,477+0,087% 0,498+0,083*  0,514+0,090% 0,42440,0422  0,498+0,069% 0,472+0,157% 0,476+0,135% 0,639+0,095° 0,613+£0,134®  0,551+0,101%
1,020+0,019¢ 0,892:+0,082% 0,902+0,040%¢  1,002+0,043¢% 0,858+0,039*  1,006+0,050% 1,148+0,012 1,156 +0,014f 0,973+0,024%  1,125+0,046f 0,950:0,026°
8 1,216+£0,020%%  1,124+0,012° 1,121+0,010° 1,165+0,044%¢ 1,062+0,020%  1,199+0,047% 1,246+0,022¢% 1,269+0,011¢ 1,219+0,036%€  1,280+0,064¢ 1,173+0,036%
10 1,347+0,016 1,250+0,023% 1,251£0,011% 1,300+0,052¢ 1,221+0,043*  1,31540,0520< 1,350+0,032¢ 1,339+0,011 1,331+0,049¢ 1,387+0,071¢ 1,320+0,031b<
12 1,424+0,028% 1,344+0,002%¢  1,325+0,006% 1,360+0,035®¢  1,300+0,041*  1,387+0,049%%  1,409+0,029°  1,405+0,019%%€  1,402+0,038%¢  1,450+0,061° 1,374+0,021b<
14 1,456+0,022¢% 1,385+0,005" 1,363+0,011% 1,401+£0,041%¢  1,325+0,039*  1,416+0,037%%  1,441+0,023%  1,435+0,010%%  1,437+0,041%%  1,475+0,065° 1,403+0,023b<
16 1,500+0,018F 1,416+0,001" 1,417+0,023% 1,411+0,027° 1,345+0,033%  1,449+0,014%%  1,467+0,003%  1,461+0,007°%  1,468+0,032%"  1,491+0,050¢ 1,434+0,016°
18 1,547+0,007¢ 1,447+0,005" 1,439+0,017° 1,444+0,032b¢ 1,367+0,031%  1,47440,0100¢ 1,488+0,003% 1,484+0,013%¢  1,495+0,031¢ 1,500-+0,0524 1,457+0,014b<
20 1,547+0,016¢ 1,459+0,015% 1,448+0,024° 1,449+0,028° 1,377+£0,023%  1,49240,0065< 1,496+0,005< 1,498+0,011 1,508+0,023¢% 1,505+0,056°  1,467+0,0095¢
22 1,550+0,028¢ 1,471+0,005% 1,459+0,009° 1,457+0,036° 1,389+0,023%  1,505+0,011b< 1,502+0,003%  1,510+0,007% 1,517+0,022¢ 1,512+0,059 1,472+0,012b¢
24

1,563+0,031¢

1,501+0,0430d

1,465+0,009°

1,489+0,055"

1,406+0,0142

1,512+0,015b«

1,505=0,005"¢

1,517-+0,002°¢

1,521+0,018°d

1,544+0,065

1,475+0,011°
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Cizelge 4.4 : Maya izolatlarinin S. aureus iizerine antimikrobiyal etkisi.

Siire PK K5.5 K®6.6 K5.8 K3.2 K5.4 K6.52 K6.51 K6.1 K5.6 K6.4
0,254+0,015°  0,012+0,006  0,012+0,008? 0,017+0,015*  0,012+0,0102 0,038+0,025¢  0,035+0,015*  0,030+0,021*  0,023+0,0122 0,018+0,0122 0,018+0,010?
2 0,094+0,001°>  0,043+0,066  0,005+0,003? 0,008+0,005*  0,002+0,0022 0,010+0,003*  0,009+0,006* 0,018+0,015*  0,007+0,005? 0,009+0,0052 0,009+0,0032
4 0,132+0,004>4  0,097+0,055%  0,107+0,013%c 0,151+0,015% 0,061+0,010° 0,159+£0,023¢  0,097+0,021%  0,097+0,022% 0,082+0,0172 0,131+0,026¢  0,158+0,025¢
6 0,256:+0,0272 0,386+£0,061°  0,365+0,002°  0,432+0,020°  0,274+0,0342 0,403+£0,026°  0,283+0,0228  0,280+0,0112  0,358+0,052°  0,369+0,060° 0,371+0,051°
8 0,456+0,025%d  0,518+0,019%f  0,479+0,020%%  0,536+0,0365" 0,432+0,035%¢  0,465+0,010%  0,390+0,009% 0,378+0,0142  0,545+0,051f 0,476+0,071%%  0,452+0,043
10 0,563+0,025%  0,550+0,033%¢  0,518+0,039%d  (,559+0,043%¢ 0,488+0,040°  0,470+0,007%  0,405+0,019%2  0,405+0,0192  0,576=+0,058¢ 0,508+0,076>¢  0,460+0,036%
12 0,599+0,026¢ 0,568+0,051%  0,533+0,047°¢  0,56440,049%  0,497+0,035*°  0,47240,005%  0,418+0,028%  0,418+0,024%  0,578+0,055¢ 0,517+0,070%¢  0,464+0,032%
14 0,638+0,037¢ 0,572+0,060%  0,536+0,055*  0,561+0,054%  0,496+0,037%  0,469+0,004%  0,428+0,031*  0,428+0,025*  0,571+0,051%  0,517+0,076 0,461+0,030%
16 0,673+0,040¢ 0,580+0,063¢  0,543+0,056¢  0,559+0,054%  0,495+0,037%¢  (0,472+0,006%¢ 0,438+0,033*  0,436+0,028%  0,559+0,047¢  0,520+0,081%c<  0,460+0,031%
18 0,692+0,039¢ 0,588+0,067¢  0,547+0,059°¢  0,560+0,057%¢  0,489+0,041%¢  0,475+0,004%¢ 0,444+0,034*  0,442+0,030*°  0,546+0,043°¢ 0,520+0,084%c  0,461+0,037%
20 0,724+0,057¢ 0,593+0,064°  0,551+0,061%  0,564+0,059* 0,487+0,042%  0,479+0,007%  0,449+0,035*  0,449+0,032%  0,533+0,039%¢ (,527+0,087%¢  0,467+0,038%
22 0,735+0,058¢ 0,604+0,070°  0,553+0,062%¢  (,566+0,058" 0,484+0,042%  (0,485+0,008%  0,455+0,034*  0,454+0,0322  0,521+0,036%* 0,530+0,090%¢  0,469+0,036%
24 0,779+0,032¢ 0,555+0,074%  0,530+0,065®  0,583+0,087°  0,462+0,051? 0,518+0,051*  0,457+0,030°  0,455+0,032%  0,497+0,046%°  0,547+0,073®  0,492+0,041%
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Literatiirde bir ¢aligmada kefirden Saccharomyces cerevisiae’in 28 susu izole edilmis
ve patojenik Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis bakterilerine karsi antimikrobiyal etkileri incelenmistir.
Sonug olarak biitiin Saccharomyces cerevisiae suslarinin Klebsiella pneumoniae’y1
inhibe ettigi, P. aeruginosa ve S. aureus’a ise biiylik cogunlugunun antimikrobiyal etki
gosterdigi gozlenmistir. B. subtilis’a karsi daha az miktardaki sus inhibitor etki

gostermistir (Lima ve dig, 2017).

Bir diger ¢alismada kimizdan elde edilen Saccharomyces cerevisiae’in irettigi
antibakteriyel bilesiklerin patojenik E. coli {izerindeki etkileri arastirilmistir.
Saccharomyces cerevisiae tarafindan tiretilen organik asitler E. coli {izerinde inhibitor

etki yaratmistir (Chen ve dig, 2017).

Seftali, nekratin ve erikten izole edilen mayalarin, S. aureus, Salmonella
choleraescius, Pseudomonas aeruginosa, E. coli, Micrococcus luteus ve Serratia
marcescens bakterileri iizerinde antimikrobiyal etkileri arastirilmigtir. Bu mayalardan
Pichia kluyveri; S. aureus ve P. aeruginosa tizerinde etkili olurken, Saccharomyces
boulardii susu, S. aureus ve S. marcescens lizerinde inhibitor etki gostermistir. P.
Aeruginosa lizerinde ise her iki maya antibakteriyel 6zellik gostermistir (Fai ve dig,
2014).

Bajaj ve dig (2013)’nin yaptig1 ¢alismada P. kudriavzevii’nin, Escherichia coli,
Enterococcus faecalis, Klebsiella spp., Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa ve Pseudomonas alcaligenes iizerinde antibakteriyel, Aspergillus spp.

tizerinde ise antifungal etki gosterdigi raporlanmstir.

Poloni ve dig (2017)’nin firmeilikta kullanilan yan idriinlerden izole ettikleri S.
cerevisiae susu, Citrobacter spp., S. marcescens, Proteus spp., Shigella spp.,

Salmonella spp. ve E. coli iizerinde inhibitor etki yaratmustir.

Santos ve dig (2003), kefir danelerinden izole edilen lactobacilli suslariin E. coli, L.
monocytogenes, Salmonella typhimurium, S. enteritidis, Shigella flexneri ve Y.
enterocolitica iizerinde antimikrobiyal etkilerini gozlemlemistir. Silva ve dig (2009),
esmer sekerde kefir kiiltiiriiniin Candida albicans, Salmonella typhi, Shigella sonnei,

Staphylococcus aureus ve E. coli tizerinde inhibisyonunu gézlemlemistir.

Carasi ve dig (2014), kefirden izole edilen 6 potansiyel probiyotik L. kefiri susu

tizerinde calismis ve antimikrobiyal Ozelliklerini arastirmigtir. L. kefiri susglar
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Enterococcus faecalis, S. aureus, Shigella flexneri, Pseudomona aeruginosa,
Salmonella enterica serovar Enteritidis, E. coli, L. monocytogenes ve B. cereus

tizerinde inhibitor etki gostermistir.

Bu calismada E. coli ve S. aureus’un gelisme hizi ve lag fazi siiresine maya
stipernatantlarinin etkisinin belirlenmesi amaciyla Baranyi modeli kullanilmigtir. Bu
model ile logaritmik fazdaki gelisme hiz1 hesaplanmistir. Gerekli denklemlerle
zamanla optik yogunluktaki degisim tanimlanmistir. Elde edilen sonuglar ¢izelge
4.5’te verilmistir. Uygulanan modelde her iki mikroorganizma igin de yiiksek R? ve
diisiik hata kareler ortalamasi elde edilmistir. Modelin verilere uygunluk gosterdigi
Sekil 4.1- 4.4°de gosterilen model grafiklerinde de goriilmektedir. Baranyi modeli

bakteri gelisimi ve inaktivasyonunun izlenmesi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.

Cizelge 4.5 : E. coli ve S.aureus’un maya izolatlar1 varliginda Baranyi modeli ile
hesaplanan gelisme hizlari, lag fazlari ve R? degerleri.

E. coli S. aureus
Ornek
g lag faz1 R? KO g lag faz1 R? KO
(OD/sa) (sa) hata (OD/sa) (sa) hata

PK 0496 0317 0992 0041 0157 1,756 0989 0,028
K55 0467 2161 0995 0038 033 3698 0950 0,051
K6.6 0466 2102 099 0,033 0307 3474 0,967 0,039
K58 0545 2260 0992 0047 0397 3409 0,963 0,042
K32 0477 2432 099 0031 0278 3864 0971 0,033
K54 0552 2338 0994 0042 0,397 3404 0994 0,014
K6.52 0767 2,884 0988 0060 0212 3403 0977 0,025
K6.51 0795 2936 0989 0057 0201 3384 0981 0,023
K6.1 0524 1925 0993 0,043 0,338 3726 0,940 0,047
K5.6 0652 2233 0988 0061 0328 3378 0,98 0,020

K6.4 0520 2109 0996 0,034 0,297 3,140 0,995 0,013
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Sekil 4.1 : E. coli’nin pozitif kontrol, K5.5, K6.6, K5.8, K3.2 ve K5.4 izolatlarinin varliginda zamana kars1 gelisme grafikleri.
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Sekil 4.2 : E. coli’nin K6.52, K6.51, K6.1, K5.6, ve K6.4 izolatlarinin varliginda zamana kars1 gelisme grafikleri.
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Sekil 4.3 : S. aureus’un pozitif kontrol, K5.5, K6.6, K5.8, K3.2 ve K5.4 izolatlarinin varliginda zamana kars1 gelisme grafikleri.

35




K6520SA

10

Sire (saat)

20 30

K6510SA

10 20 30

Sire (saat)

0,7

0,6

K610SA
$8¢, (37)

10 20 30

Sire (saat)

K560SA
(37)

¢ logc
e Fit 1

10

Sure (saat)

20 30

0,5
0,45
0,4
0,35
03

&
20,25
0,2
0,15
0,1
0,05

K640SA

¢ logc
e Fit 1

10 20 30
Sure (saat)

Sekil 4.4 : S. aureus’un K6.52, K6.51, K6.1, K5.6, ve K6.4 izolatlarinin varliginda zamana kars1 gelisme grafikleri.
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Gelisme hiz1 ve lag faz1 siirelerine gore bazi maya siipernatantlarinin E. coli’nin
gelisme hizinda azalmalara neden oldugu goriilmekle birlikte her iki bakteri i¢in de
asil etkinin lag fazi siiresini uzatmasi oldugu belirlenmistir. E. coli igin pozitif
kontrolde lag fazi1 0,317 saat olarak belirlenirken maya silipernatant1 ilave edilmis
orneklerde lag faz1 siiresi 1,925-2.936 sa arasinda degismektedir. S. aureus i¢in pozitif
kontrolde lag faz1 siiresi 1,756 sa, orneklerde ise 3,140-3,864 saattir.

Mayalarin E. coli i¢in en yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterenlerinin sirasiyla 3.2,
6.6, 6.4 ve 5.8 numarali izolatlara ait oldugu goériilmiistiir. S. aureus’ta ise en yiiksek
antimikrobiyal etki sirasiyla 6.52, 6.51, 3.2, 6.4 ve 6.1 numarali izolatlarda
goriilmektedir. 6.54 ve 3.2 numarali izolatlar her iki mikroorganizmaya kars1 yiiksek

antimikrobiyal etki gdstermistir.

Antimikrobiyallerin lag fazini1 geciktirdigine dair literatiirde de cesitli calismalar
mevcuttur. Bir ¢aligmada resveratrol ile kaemferol ve 3 sentetik bilesigin Enterococcus
feacalis {izerine antimikrobiyal etkisi analiz edilmistir. Kaemferol ve resveratrol
kombinasyon halinde, lag fazinda bir artis ve maksimum spesifik biiyiime hizinda bir
azalma ile karakterize edilen, katyona gore ayarlanmis Mueller-Hinton broth ve
kaymagi alinmig siitte bir gelisme inhibisyonu olusturmustur. Resveratroliin
antimikrobiyal etkisi, maksimum gelisme oranini azaltmasi ve lag fazinda mindr
degisiklik yaratmasi ile karakterize edilmistir. Fakat resveratrol ve kaemferoliin ikili
kombinasyonu lag fazinda artis ve maksimum gelisme hizinda kayda deger bir diisiis
olusturmustur. Lag fazinin uzunlugu E. faecalis gelisiminin Onlenmesi veya

geciktirilmesi acisindan 6nemlidir (Valle ve dig, 2016).

Diger bir ¢aligmada Citrus limon var. pompia’nin yapraklarindan elde edilen esansiyel
yagin Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus rhmnosum, Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica, Esherichia coli bakterileri ve
Candida albicans, Candida bracarensis ve Saccharomyces cerevisiae mayalari
tizerinde mikrodiliisyon yoOntemiyle antimikrobiyal aktivitesine bakilmig ve
maksimum gelisme hizi ile lag faz1 degerlendirilmistir. Sonuglar, bu esansiyel yaglarin
Lactobacillus suslarinda diisiik inhibitor etki gosterdigi, buna karsilik Listeria
monocytogenes ve Staphylococcus aureus iizerinde diisiik konsantrasyonlarda dahi

inhibisyon etki gosterdigi yoniinde olmustur. Pompia esansiyel yagi mayalarda da
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antimikrobiyal &zellik gdstermistir. Ozellikle Saccharomyces cerevisiag’in bu
esansiyel yaga en hassas sus oldugu goriilmiistiir. Pompia esansiyel yagi MIK
degerinin altindaki konsantrasyonlarda, mikrobiyal gelisimi negatif etkilemis ve
Candida albicans disindaki biitiin patojenlerde lag fazim1 geciktirmistir (Fancello ve
dig, 2016).

Tang ve dig (2013), buzdolab1 sicakliklarinda soguk fiime somonda L. monocytogenes
gelisimini kontrol etmek icin organik asitler, nisin ve bunlarin kombinasyonlarinin
etkilerini incelemistir. Soguk fiime somon sodyum diasetat, potasyum laktat, nisin ve
ayni seviyelerde inhibitorlerin ikili kombinasyonlar1 ile takviye edilmistir. Tiim
antimikrobiyaller arasinda potasyum laktat ve sodyum diasetat, lag fazinda en biiyiik
artig1 saglamustir. Potasyum laktat ile sodyum diasetatin lag fazini artirmada ve

maksimum hiicre yogunlugunu azaltmada sinerjistik etki yarattig bildirilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Yapilan ¢alismada 4 ticari kefir ve 2 kefir danesiyle hazirlanan kefir igeceginden izole
edilen mayalar arasindan 10 tanesi se¢ilmis, ardindan bu mayalarin Aspergillus flavus
ile Aspergillus niger kiifleri ve E. coli ile S. aureus tlizerinde antimikrobiyal etkileri
arastirilmistir. Bu mikroorganizmalara kars1 dnce nokta ekim ve kuyucuk difiizyon
yontemleri denenmistir. Nokta ekim yonteminde kiifler tizerinde antimikrobiyal etkiyi
gosteren zon ¢apinin olusmadigi, bununla birlikte sporlanmanin azaldig: goriilmiistiir.
Kuyucuk difiizyon yonteminde ise olusan zon capmin 1 mm’nin altinda oldugu
goriilmiis, bu yilizden literatiire gore daha hassas bir yontem olan mikrodiliisyon

yontemine gecilmistir.

Mayalardan elde edilen siipernatanlarin pH's1 7-8 olarak ¢iktig1 i¢in organik asitlerin
etkisini belirlemek amaciyla ayrica bir ndétrleme islemi uygulanmamistir.
Mikrodiliisyon yontemiyle E. coli ve S. aureus’a karsi maya izolatlarmin
antimikrobiyal etkisi optik yogunluk 6l¢iimii yapilarak 2 saat araliklarla incelenmistir.
Elde edilen sonuglara gore mayalarin E. coli ve S. aureus gelismesini tam olarak
onlemedigi goriilmiistiir. Bununla birlikte mayalarin S. aureus’a karsi1 daha etkili
oldugu, 24 saat sonunda S. aureus’a kars1 en etkili mayalarin ise 6.51 ve 6.52 izolatlar
oldugu belirlenmistir. E. coli’ye kars1 ise 24 saat sonunda en etkili maya izolatlar1 3.2

ve 5.8 olmustur.

Kefir mayalarinin antimikrobiyal 6zellikleriyle ilgili cok az ¢alisma bulunmaktadir.
Bu konuda ileri arastirmalar yapilarak mayalarin antimikrobiyal ozellikleri daha
detayl incelenmelidir. Ileri ¢alismalarda diger dogal antimikrobiyallerle veya diger
mayalarla kombine uygulama yapilarak etkileri artirilabilir. Kefir mayalar1 diger
antimikrobiyaller ve mayalarla birlikte sinerjistik etki yaratabilirler. Kefir
mayalarindan antimikrobiyal madde iiretimi farkli substratlar kullanilarak ve
inkiibasyon kosullar1 degistirilerek artirilabilir. Ayrica mayalarin antimikrobiyal
ozellikteki bilesenlerinin ayrigtirtlip arastirilmasi gerekmektedir. Bu bilesenlerin tek

basina veya kombine halde mikroorganizmalara kars1 inhibitor etkileri arastirilabilir.

39






KAYNAKLAR

Abdou, A. M., Higashiguchi, S., Aboueleinin, A., Kim, M., & Ibrahim, H. R.
(2007). Antimicrobial peptides derived from hen egg lysozyme with
inhibitory effect against Bacillus species. Food Control, 18(2), 173-178.

Aidoo, K. E., & Nout, M. R. (2010). Functional yeasts and molds in fermented
foods and beverages Fermented Foods and Beverages of the World (pp. 127-
148): CRC Press.

Arda, M. (2000). Temel Mikrobiyoloji. 2. baski: Medisan Yayinevi, Ankara 80-92.

Axelsson, L., Rud, 1., Naterstad, K., Blom, H., Renckens, B., Boekhorst, J., . ..
Siezen, R. J. (2012). Genome sequence of the naturally plasmid-free
Lactobacillus plantarum strain NC8 (CCUG 61730). Journal of bacteriology,
194(9), 2391-2392.

Ayres, J. C., & Denisen, E. L. (1958). Maintaining freshness of berries using
selected packaging materials and antifungal agents. Food Technology, 12(10),
562-567.

Bajaj, B. K., Raina, S., & Singh, S. (2013). Killer toxin from a novel killer yeast
Pichia kudriavzevii RY55 with idiosyncratic antibacterial activity. Journal of
basic microbiology, 53(8), 645-656.

Balouiri, M., Sadiki, M., & Ibnsouda, S. K. (2016). Methods for in vitro evaluating
antimicrobial activity: A review. Journal of Pharmaceutical Analysis, 6(2),
71-79.

Baranyi, J., & Roberts, T. A. (1994). A dynamic approach to predicting bacterial
growth in food. International Journal of Food Microbiology, 23(3-4), 277-
294.

Barbara, M., Tony, C., & Grahame, W. (2000). The microbiological safety and
quality of food. Gaithersburg, Maryland, USA: Aspen publishers.

Barnett, J. A, Payne, R. W., & Yarrow, D. (1983). Yeasts: Characteristics and
identification: Cambridge University Press

Baskaran, S. A., Amalaradjou, M. A. R., Hoagland, T., & Venkitanarayanan, K.
(2010). Inactivation of Escherichia coli O157: H7 in apple juice and apple
cider by trans-cinnamaldehyde. International Journal of Food Microbiology,
141(1), 126-129.

Bilinski, C. A., & Casey, G. P. (1989). Developments in sporulation and breeding of
brewer's yeast. Yeast, 5(6), 429-438.

Blandino, A., Al-Aseeri, M. E., Pandiella, S. S., Cantero, D., & Webb, C. (2003).
Cereal-based fermented foods and beverages. Food Research International,
36(6), 527-543. doi:http://dx.doi.org/10.1016/S0963-9969(03)00009-7

Bourdichon, F., Casaregola, S., Farrokh, C., Frisvad, J. C., Gerds, M. L.,
Hammes, W. P., ... Ouwehand, A. (2012). Food fermentations:
microorganisms with technological beneficial use. International Journal of
Food Microbiology, 154(3), 87-97.

Branen, A. L., Davidson, P. M., Salminen, S., & Thorngate, J. (2001). Food
additives: CRC Press

41


http://dx.doi.org/10.1016/S0963-9969(03)00009-7

Branen, J. K., & Davidson, P. M. (2004). Enhancement of nisin, lysozyme, and
monolaurin antimicrobial activities by ethylenediaminetetraacetic acid and
lactoferrin. International Journal of Food Microbiology, 90(1), 63-74.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/S0168-1605(03)00172-7

Cammack, R., Joannou, C., Cui, X.-Y., Martinez, C. T., Maraj, S. R., & Hughes,
M. N. (1999). Nitrite and nitrosyl compounds in food preservation.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Bioenergetics, 1411(2), 475-488.

Cao, R., Xue, C.-h., & Liu, Q. (2009). Changes in microbial flora of Pacific oysters
(Crassostrea gigas) during refrigerated storage and its shelf-life extension by
chitosan. International Journal of Food Microbiology, 131(2-3), 272-276.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2009.03.004

Caplice, E., & Fitzgerald, G. F. (1999). Food fermentations: role of
microorganisms in food production and preservation. International Journal of
Food Microbiology, 50(1-2), 131-149. doi:http://dx.doi.org/10.1016/S0168-
1605(99)00082-3

Carasi, P., Diaz, M., Racedo, S. M., De Antoni, G., Urdaci, M. C., & Serradell,
M. d. I. A. (2014). Safety characterization and antimicrobial properties of
kefir-isolated Lactobacillus kefiri. BioMed research international, 2014,

Carocho, M., Morales, P., & Ferreira, I. C. F. R. (2015). Natural food additives:
Quo vadis? Trends in Food Science & Technology, 45(2), 284-295.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.tifs.2015.06.007

Cavalero, D. A., & Cooper, D. G. (2003). The effect of medium composition on the
structure and physical state of sophorolipids produced by Candida bombicola
ATCC 22214. Journal of biotechnology, 103(1), 31-41.

Cetinkaya, F., & Elal Mus, T. (2012). Determination of microbiological and
chemical characteristics of kefir consumed in Bursa. Ankara Univ Vet Fak
Derg, 59, 217-221.

Cevikbas, A., Yemni, E., Ezzedenn, F. W., Yardimici, T., Cevikbas, U., & Stohs,
S. (1994). Antitumoural antibacterial and antifungal activities of kefir and
kefir grain. Phytotherapy Research, 8(2), 78-82.

Chelliah, R., Ramakrishnan, S. R., Prabhu, P. R., & Antony, U. (2016).
Evaluation of antimicrobial activity and probiotic properties of wild-strain
Pichia kudriavzevii isolated from frozen idli batter. Yeast, 33(8), 385-401.

Chen, B., Wu, Q., & Xu, Y. (2014). Filamentous fungal diversity and community
structure associated with the solid state fermentation of Chinese Maotai-
flavor liquor. International Journal of Food Microbiology, 179, 80-84.

Chen, Y.-j., WANG, C.-j., HOU, W.-q., WANG, X.-s., GALI, B.-g., YANG, S.-
g., ... WU, Y.-g. (2017). Effects of antibacterial compounds produced by
Saccharomyces cerevisiae in Koumiss on pathogenic Escherichia coli O s and
its cell surface characteristics. Journal of Integrative Agriculture, 16(3), 742-
748.

Chifiriuc, M. C., Cioaca, A. B., & Lazar, V. (2011). In vitro assay of the
antimicrobial activity of kephir against bacterial and fungal strains. Anaerobe,
17(6), 433-435. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.anaerobe.2011.04.020

Coton, E., Desmonts, M.-H., Leroy, S., Coton, M., Jamet, E., Christieans, S., . . .
Talon, R. (2010). Biodiversity of coagulase-negative staphylococci in French
cheeses, dry fermented sausages, processing environments and clinical
samples. International Journal of Food Microbiology, 137(2), 221-229.

Darmadiji, P., & lzumimoto, M. (1994). Effect of chitosan in meat preservation.
Meat science, 38(2), 243-254.

42


http://dx.doi.org/10.1016/S0168-1605(03)00172-7
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2009.03.004
http://dx.doi.org/10.1016/S0168-1605(99)00082-3
http://dx.doi.org/10.1016/S0168-1605(99)00082-3
http://dx.doi.org/10.1016/j.tifs.2015.06.007
http://dx.doi.org/10.1016/j.anaerobe.2011.04.020

Davidson, P. M., Taylor, T. M., & Schmidt, S. E. (2013). Chemical preservatives
and natural antimicrobial compounds Food Microbiology (pp. 765-801):
American Society of Microbiology.

Delves-Broughton, J. (2014). PRESERVATIVES | Permitted Preservatives —
Natamycin A2 - Batt, Carl A. In M. L. Tortorello (Ed.), Encyclopedia of
Food Microbiology (Second Edition) (pp. 87-91). Oxford: Academic Press.

Dieuleveux, V., Van Der Pyl, D., Chataud, J., & Gueguen, M. (1998). Purification
and characterization of anti-Listeria compounds produced by Geotrichum
candidum. Applied and environmental microbiology, 64(2), 800-803.

Emiroglu, Z. K., Yemis, G. P., Coskun, B. K., & Candogan, K. (2010).
Antimicrobial activity of soy edible films incorporated with thyme and
oregano essential oils on fresh ground beef patties. Meat science, 86(2), 283-
288.

Fai, A. E. C., da Silva, J. B., de Andrade, C. J., Bution, M. L., & Pastore, G. M.
(2014). Production of prebiotic galactooligosaccharides from lactose by
Pseudozyma tsukubaensis and Pichia kluyveri. Biocatalysis and Agricultural
Biotechnology, 3(4), 343-350.

Fancello, F., Petretto, G. L., Zara, S., Sanna, M. L., Addis, R., Maldini, M., . ..
Pintore, G. (2016). Chemical characterization, antioxidant capacity and
antimicrobial activity against food related microorganisms of Citrus limon
var. pompia leaf essential oil. LWT-Food Science and Technology, 69, 579-
585.

Fatichenti, F., Bergere, J. L., Deiana, P., & Farris, G. A. (1983). Antagonistic
activity of Debaryomyces hansenii towards Clostridium tyrobutyricum and
Cl. butyricum. Journal of dairy research, 50(04), 449-457.

Direct food substances affirmed as generally recognized as safe: egg

white lysozyme., (1998).

Garcia-Montoya, I. A., Cendén, T. S., Arévalo-Gallegos, S., & Rascon-Cruz, Q.
(2012). Lactoferrin a multiple bioactive protein: An overview. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA) - General Subjects, 1820(3), 226-236.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.bbagen.2011.06.018

Garcia, D., Ramos, A. J., Sanchis, V., & Marin, S. (2009). Predicting mycotoxins
in foods: a review. Food Microbiology, 26(8), 757-7609.

Garrote, G. L., Abraham, A. G., & De Antoni, G. L. (2000). Inhibitory power of
kefir: the role of organic acids. Journal of Food Protection, 63(3), 364-369.

Garrote, G. L., Abraham, A. G., & De Antoni, G. L. (2001). Chemical and
microbiological characterisation of kefir grains. Journal of dairy research,
68(04), 639-652.

Goerges, S., Aigner, U., Silakowski, B., & Scherer, S. (2006). Inhibition of Listeria
monocytogenes by food-borne yeasts. Applied and environmental
microbiology, 72(1), 313-318.

Goerges, S., Koslowsky, M., Velagic, S., Borst, N., Bockelmann, W., Heller, K.
J., & Scherer, S. (2011). Anti-listerial potential of food-borne yeasts in red
smear cheese. International dairy journal, 21(2), 83-89.

Gotcheva, V., Pandiella, S. S., Angelov, A., Roshkova, Z. G., & Webb, C. (2000).
Microflora identification of the Bulgarian cereal-based fermented beverage
boza. Process Biochemistry, 36(1-2), 127-130.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/S0032-9592(00)00192-8

Gould, G. W. (2012). New methods of food preservation: Springer Science &
Business Media

43


http://dx.doi.org/10.1016/j.bbagen.2011.06.018
http://dx.doi.org/10.1016/S0032-9592(00)00192-8

Guzel-Seydim, Z., Kok-Tas, T., & Greene, A. K. (2010). Kefir and koumiss:
Microbiology and technology Development and Manufacture of Yogurt and
Other Functional Dairy Products (pp. 143-163): CRC Press Boca Raton, FL.

Gyawali, R., & Ibrahim, S. A. (2014). Natural products as antimicrobial agents.
Food Control, 46, 412-429.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodcont.2014.05.047

Hatoum, R., Labrie, S., & Fliss, I. (2013). Identification and partial
characterization of antilisterial compounds produced by dairy yeasts.
Probiotics and antimicrobial proteins, 5(1), 8-17.

Holzapfel, W. H., & Wood, B. J. (2014). Lactic acid bacteria: biodiversity and
taxonomy: John Wiley & Sons

lammarino, M., Di Taranto, A., & Muscarella, M. (2012). Investigation on the
presence of sulphites in fresh meat preparations: estimation of an allowable
maximum limit. Meat science, 90(2), 304-308.

Irkin, R., & Korukluoglu, M. (2009). Growth inhibition of pathogenic bacteria and
some yeasts by selected essential oils and survival of L. monocytogenes and
C. albicans in apple—carrot juice. Foodborne pathogens and disease, 6(3),
387-394.

Ismaiel, A. A, Ghaly, M. F., & El-Naggar, A. K. (2011). Milk kefir: ultrastructure,
antimicrobial activity and efficacy on aflatoxin B1 production by Aspergillus
flavus. Current microbiology, 62(5), 1602-16009.

Karpuzoglu, E., Holladay, S. D., & Gogal Jr, R. M. (2013). Parabens: potential
impact of low-affinity estrogen receptor binding chemicals on human health.
Journal of Toxicology and Environmental Health, Part B, 16(5), 321-335.

Kesenkas, H., Giirsoy, O., & Ozbas, H. (2017). Chapter 14 - Kefir A2 - Frias,
Juana. In C. Martinez-Villaluenga & E. Penas (Eds.), Fermented Foods in
Health and Disease Prevention (pp. 339-361). Boston: Academic Press.

Khanna, S., Dash, P. R., & Darbre, P. D. (2014). Exposure to parabens at the
concentration of maximal proliferative response increases migratory and
invasive activity of human breast cancer cells in vitro. Journal of Applied
Toxicology, 34(9), 1051-1059.

Kiers, J., Rombouts, F., & Nout, M. (2000). In vitro digestibility of Bacillus
fermented soya bean. International Journal of Food Microbiology, 60(2),
163-1609.

Kohajdova, Z. (2017). 4 - Fermented Cereal Products Current Developments in
Biotechnology and Bioengineering (pp. 91-117): Elsevier.

Korhonen, H., & Marnila, P. (2011). Milk Proteins | Lactoferrin A2 - Fuquay, John
W Encyclopedia of Dairy Sciences (Second Edition) (pp. 801-806). San
Diego: Academic Press.

Kubo, Y., Rooney, A. P., Tsukakoshi, Y., Nakagawa, R., Hasegawa, H., &
Kimura, K. (2011). Phylogenetic analysis of Bacillus subtilis strains
applicable to natto (fermented soybean) production. Applied and
environmental microbiology, 77(18), 6463-6469.

Kumar, S., Marwaha, N., Singh, D., & Kumar, V. (2012). Evaluating the
antibacterial activity of plant extracts against bacterial pathogens. Journal of
Drug Delivery and Therapeutics, 2(4).

Kurtzman, C., Fell, J. W., & Boekhout, T. (2011). The yeasts: a taxonomic study:
Elsevier

Lai, P., & Roy, J. (2004). Antimicrobial and chemopreventive properties of herbs
and spices. Current medicinal chemistry, 11(11), 1451-1460.

44


http://dx.doi.org/10.1016/j.foodcont.2014.05.047

Latorre-Garcia, L., del Castillo-Agudo, L., & Polaina, J. (2007). Taxonomical
classification of yeasts isolated from kefir based on the sequence of their
ribosomal RNA genes. World Journal of Microbiology and Biotechnology,
23(6), 785-791.

Lee, H., Churey, J. J., & Worobo, R. W. (2008). Antimicrobial activity of bacterial
isolates from different floral sources of honey. International Journal of Food
Microbiology, 126(1), 240-244.

Leite, A. M. d. O., Miguel, M. A. L., Peixoto, R. S., Rosado, A. S., Silva, J. T., &
Paschoalin, V. M. F. (2013). Microbiological, technological and therapeutic
properties of kefir: a natural probiotic beverage. Brazilian Journal of
Microbiology, 44(2), 341-349.

Lima, M. d. S. F. d., de Souza, K. M. S., Albuquerque, W. W. C., Teixeira, J. A.
C., Cavalcanti, M. T. H., & Porto, A. L. F. (2017). Saccharomyces
cerevisiae from Brazilian kefir-fermented milk: An in vitro evaluation of
probiotic properties. Microbial Pathogenesis.

Lin, C.-W., Chen, H.-L., & Je-Ruei, L. (1999). Identification and characterisation
of lactic acid bacteria and yeasts isolated from kefir grains in Taiwan.
Australian Journal of Dairy Technology, 54(1), 14.

Luck, H., & Cheeseman, C. (1978). Mould growth on cheese as influenced by
pimaricin or sorbate treatments. South African journal of dairy technology.

Mamur, S., Yiizbasioglu, D., Unal, F., & Yilmaz, S. (2010). Does potassium
sorbate induce genotoxic or mutagenic effects in lymphocytes? Toxicology in
vitro, 24(3), 790-794.

Martin, B., Garriga, M., Hugas, M., Bover-Cid, S., Veciana-Nogués, M., &
Aymerich, T. (2006). Molecular, technological and safety characterization of
Gram-positive catalase-positive cocci from slightly fermented sausages.
International Journal of Food Microbiology, 107(2), 148-158.

Mohsenzadeh, M. (2007). Evaluation of antibacterial activity of selected Iranian
essential oils against Staphylococcus aureus and Escherichia coli in nutrient
broth medium. Pak J Biol Sci, 10(20), 3693-3697.

Nilson, K., Shahani, K., Vakil, J., & Kilara, A. (1975). Pimaricin and Mycostatin
for Retarding Cottage Cheese Spoilagel. Journal of dairy science, 58(5),
668-671.

Nout, M., & Aidoo, K. (2002). Asian fungal fermented food. Industrial
Applications, 10, 23-47.

Ozer, B. (2014). NATURAL ANTI-MICROBIAL SYSTEMS | Lactoperoxidase and
Lactoferrin A2 - Batt, Carl A. In M. L. Tortorello (Ed.), Encyclopedia of
Food Microbiology (Second Edition) (pp. 930-935). Oxford: Academic Press.

Papagianni, M. (2012). Food fermentation and production of biopreservatives.
Handbook of Animal-Based Fermented Food and Beverage Technology, 109.

Parkouda, C., Nielsen, D. S., Azokpota, P., Ivette Iréne Ouoba, L., Amoa-Awua,
W. K., Thorsen, L., ... Diawara, B. (2009). The microbiology of alkaline-
fermentation of indigenous seeds used as food condiments in Africa and Asia.
Critical reviews in microbiology, 35(2), 139-156.

Periago, P. M., Conesa, R., Delgado, B., Fernandez, P. S., & Palop, A. (2006).
Bacillus megaterium spore germination and growth inhibition by a treatment
combining heat with natural antimicrobials. Food Technology and
Biotechnology, 44(1), 17-23.

Poloni, V., Salvato, L., Pereyra, C., Oliveira, A., Rosa, C., Cavaglieri, L., &
Keller, K. M. (2017). Bakery by-products based feeds borne-Saccharomyces

45



cerevisiae strains with probiotic and antimycotoxin effects plus antibiotic
resistance properties for use in animal production. Food and Chemical
Toxicology. doi:https://doi.org/10.1016/j.fct.2017.02.040

Powell, J., Witthuhn, R., Todorov, S., & Dicks, L. (2007). Characterization of
bacteriocin ST8KF produced by a kefir isolate Lactobacillus plantarum
ST8KEF. International dairy journal, 17(3), 190-198.

Pretorius, I. S. (2000). Tailoring wine yeast for the new millennium: novel
approaches to the ancient art of winemaking. Yeast, 16(8), 675-729.

Proestos, C., Zoumpoulakis, P., & Sinanoglou, V. J. (2013). Determination of
plant bioactive compounds. Antioxidant capacity and antimicrobial screening.
Focusing on Modern Food Industry, 2(1), 26-35.

Rahman, M. S. (2007). Handbook of food preservation: CRC press

Rai, M. (2011). Natural antimicrobials in food safety and quality: CABI

Rattray, F. P., & O’Connell, M. J. (2011). Fermented Milks | Kefir A2 - Fuquay,
John W Encyclopedia of Dairy Sciences (Second Edition) (pp. 518-524). San
Diego: Academic Press.

Rawdkuen, S., Suthiluk, P., Kamhangwong, D., & Benjakul, S. (2012).
Antimicrobial activity of some potential active compounds against food
spoilage microorganisms. African Journal of Biotechnology, 11(74), 13914-
13921.

Rima, H., & Ismail, F. (2012). Antimicrobial and probiotic properties of yeasts:
from fundamental to novel applications. Frontiers in microbiology, 3, 421.

Rodrigues, K. L., Caputo, L. R. G., Carvalho, J. C. T., Evangelista, J., &
Schneedorf, J. M. (2005). Antimicrobial and healing activity of kefir and
kefiran extract. International journal of antimicrobial agents, 25(5), 404-408.

Roller, S., & Covill, N. (1999). The antifungal properties of chitosan in laboratory
media and apple juice. International Journal of Food Microbiology, 47(1),
67-77.

Romano, P., Capece, A., & Jespersen, L. (2006). Taxonomic and ecological
diversity of food and beverage yeasts Yeasts in food and beverages (pp. 13-
53): Springer.

Ross, R. P., Morgan, S., & Hill, C. (2002). Preservation and fermentation: past,
present and future. International Journal of Food Microbiology, 79(1-2), 3-
16. doi:http://dx.doi.org/10.1016/S0168-1605(02)00174-5

Salminen, S., Wright, A. V., & Ouwehand, A. (2004). Lactic Acid Bacteria:
Microbiological and Functional Aspects Marcel Dekker Inc, New York.

Santos, A., San Mauro, M., Sanchez, A., Torres, J., & Marqguina, D. (2003). The
antimicrobial properties of different strains of Lactobacillus spp. isolated
from kefir. Systematic and Applied Microbiology, 26(3), 434-437.

Sarkar, S. (2008). Biotechnological innovations in kefir production: a review.
British Food Journal, 110(3), 283-295.

Silva, K. R., Rodrigues, S. A., Xavier Filho, L., & Lima, A. S. (2009).
Antimicrobial activity of broth fermented with kefir grains. Applied
biochemistry and biotechnology, 152(2), 316-325.

Simova, E., Beshkova, D., Angelov, A., Hristozova, T., Frengova, G., & Spasov,
Z. (2002). Lactic acid bacteria and yeasts in kefir grains and kefir made from
them. Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, 28(1), 1-6.

Soboleva, E., Sergachyova, E., Davydenko, S., & Meledina, T. (2016). Influence
of Yeast Strains on Microbiological Stability of Wheat Bread. World
Academy of Science, Engineering and Technology, International Journal of

46


https://doi.org/10.1016/j.fct.2017.02.040
http://dx.doi.org/10.1016/S0168-1605(02)00174-5

Biological, Biomolecular, Agricultural, Food and Biotechnological
Engineering, 10(2), 68-72.

Stiles, M. E., & Holzapfel, W. H. (1997). Lactic acid bacteria of foods and their
current taxonomy. International Journal of Food Microbiology, 36(1), 1-29.

Suh, H.-J., Cho, Y.-H., Chung, M.-S., & Kim, B. H. (2007). Preliminary data on
sulphite intake from the Korean diet. Journal of food composition and
analysis, 20(3), 212-219.

Tajkarimi, M., Ibrahim, S. A., & Cliver, D. (2010). Antimicrobial herb and spice
compounds in food. Food Control, 21(9), 1199-1218.

Tamang, J. P. (2010). Diversity of fermented foods Fermented foods and beverages
of the world (pp. 41-84): CRC Press.

Tamang, J. P. (2015). Naturally fermented ethnic soybean foods of India. Journal of
Ethnic Foods, 2(1), 8-17.

Tamang, J. P., & Fleet, G. H. (2009). Yeasts diversity in fermented foods and
beverages Yeast Biotechnology: Diversity and Applications (pp. 169-198):
Springer.

Tamang, J. P., & Kailasapathy, K. (2010). Fermented foods and beverages of the
world: CRC Press

Tang, S., Stasiewicz, M. J., Wiedmann, M., Boor, K. J., & Bergholz, T. M.
(2013). Efficacy of different antimicrobials on inhibition of Listeria
monocytogenes growth in laboratory medium and on cold-smoked salmon.
International Journal of Food Microbiology, 165(3), 265-275.

Tas, T. K., Ekinci, F. Y., & Giizel-Seydim, Z. B. (2012). Identification of microbial
flora in kefir grains produced in Turkey using PCR. International Journal of
Dairy Technology, 65(1), 126-131.

Taylor, M. (2014). Handbook of natural antimicrobials for food safety and quality:
Elsevier

Ticha, J. (1975). A new fungicide, pimaricin, and its application in the baking
industry. Mlynsko-Pekarenshky Prumysl, 21(7), 225-228.

Tiwari, B. K., Valdramidis, V. P., O’Donnell, C. P., Muthukumarappan, K.,
Bourke, P., & Cullen, P. (2009). Application of natural antimicrobials for
food preservation. Journal of agricultural and food chemistry, 57(14), 5987-
6000.

Tornuk, F., Cankurt, H., Ozturk, 1., Sagdic, O., Bayram, O., & Yetim, H.
(2011). Efficacy of various plant hydrosols as natural food sanitizers in
reducing Escherichia coli O157: H7 and Salmonella Typhimurium on fresh
cut carrots and apples. International Journal of Food Microbiology, 148(1),
30-35.

Tra, B. C., N'guessan, F., Kouakou, C., Jacques, N., Casaregola, S., & Dje, M.
(2016). Identification of yeasts isolated from raffia wine (Raphia hookeri)
produced in Céte d'Ivoire and genotyping of Saccharomyces cerevisiae
strains by PCR inter-delta. World journal of microbiology & biotechnology,
32(8), 125.

Tserennadmid, R., Tako, M., Galgoczy, L., Papp, T., Pesti, M., Vagvolgyi, C., ..
. Krisch, J. (2011). Anti yeast activities of some essential oils in growth
medium, fruit juices and milk. International Journal of Food Microbiology,
144(3), 480-486.

Ulusoy, B. H., Colak, H., Hampikyan, H., & Erkan, M. E. (2007). An in vitro
study on the antibacterial effect of kefir against some food-borne pathogens.
Turk. Mikrobiyol. Cem. Derg, 37, 103-107.

47



Valle, P. d., Garcia-Armesto, M. R., de Arriaga, D., Gonzalez-Donquiles, C.,
Rodriguez-Fernandez, P., & Rua, J. (2016). Antimicrobial activity of
kaempferol and resveratrol in binary combinations with parabens or propyl
gallate against Enterococcus faecalis. Food Control, 61, 213-220.

Velez, C., Andrés, C., & LEON PELAEZ, A. M. (2014). INHIBICION DEL
CRECIMIENTO DE Aspergillus ochraceus MEDIANTE" PANELA"
FERMENTADA CON GRANULOS DE KEFIR DE AGUA. Vitae, 21(3),
191-200.

Verlee, A., Mincke, S., & Stevens, C. V. (2017). Recent developments in
antibacterial and antifungal chitosan and its derivatives. Carbohydrate
Polymers, 164, 268-283. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.carbpol.2017.02.001

Viljoen, B. C. (2006). Yeast ecological interactions. Yeast'Yeast, Yeast'Bacteria,
Yeast'Fungi interactions and yeasts as biocontrol agents Yeasts in food and
beverages (pp. 83-110): Springer.

Wang, S.-Y., Chen, H.-C,, Liu, J.-R., Lin, Y.-C., & Chen, M.-J. (2008).
Identification of yeasts and evaluation of their distribution in Taiwanese kefir
and viili starters. Journal of dairy science, 91(10), 3798-3805.

Yaakoubi, K., Benkerroum, N., Wiorowski, F., Sanson, F., Haydersah, J., &
Chevallier, 1. (2009). Development of a multiwell antagonistic activity assay
for the detection of bacteriocin production by lactic acid bacteria. Journal of
Rapid Methods & Automation in Microbiology, 17(1), 32-45.

Yuste, J., & Fung, D. (2003). Evaluation of Salmonella typhimurium, Yersinia
enterocolitica and Staphylococcus aureus counts in apple juice with
cinnamon, by conventional media and thin agar layer method. Food
Microbiology, 20(3), 365-370.

Yiiksekdag, Z. N., Beyath, Y., & Ashim, B. (2004). Metabolic activities of
Lactobacillus spp. strains isolated from kefir. Molecular Nutrition & Food
Research, 48(3), 218-220.

Zeuthen, P., & Bogh-Serensen, L. (2003). Food preservation techniques: Elsevier
p. 5-23.

48


http://dx.doi.org/10.1016/j.carbpol.2017.02.001

EKLER

EK A: Maya izolatlarmin nokta ekim ve kuyucuk diflizyon yontemi ile

mikroorganizmalar tizerine etkileri

EK B: Varyans analiz ¢izelgesi
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EK A: Maya izolatlarmin nokta ekim ve kuyucuk diflizyon yontemi ile

mikroorganizmalar tizerine etkileri

Sekil A.1: 5.5 no’lu maya Sekil A.3 : 5.8 no’lu maya
izolatmin Aspergillus flavus izolatinin Aspergillus flavus
uizerine etkisi. tizerine etkisi.

Sekil A.2 : 5.6 no’lu maya Sekil A.4 : 3.2 no’lu maya
izolatmm Aspergillus flavus izolatinin Aspergillus flavus
iizerine etkisi. iizerine etkisi.
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Sekil A.5 : 6.52 no’lu maya Sekil A.7 : 6.4 no’lu maya
izolatinin Aspergillus niger tizerine izolatinin Aspergillus niger tizerine
etkisi. etkisi.

Sekil A.6 : 6.51 no’lu maya Sekil A.8 : 5:3 no’l_u maya
izolatinin Aspergillus niger iizerine izolatinin Aspergillus niger iizerine
etkisi. etkisi.
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Sekil A.9 : 6.1 no’lu maya Sekil A.11 : 6.51 no’lu maya
izolatinin E. coli tizerine etkisi. izolatinin E. coli tizerine etkisi.

Sekil A.10 : 5.4 no’lu maya Sekil A.12 : 3.2 no’lu maya
izolatinin S. aureus tizerine etkisi. izolatinin S. aureus tizerine etkisi.
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EK B : Varyans analiz cizelgesi

Cizelge B.1 : 0. saatte maya izolatlarinin E. coli gelisimine etkisi.
Varyans Kareler Serbestlik Kareler F P
Kaynagi Toplami Derecesi Ortalamasi
Islem 0,189 10 0,019 71,811 0,000
Hata 0,006 22 0,000
Toplam 0,195 32
Cizelge B.2 : 2. saatte maya izolatlarinin E. coli gelisimine etkisi.
Varyans Kareler Serbestlik Kareler F P
Kaynagi  Toplami Derecesi Ortalamasi
Islem 0,018 10 0,002 20,060 0,000
Hata 0,002 22 0,000
Toplam 0,020 32
Cizelge B.3 : 4. saatte maya izolatlarinin E. coli gelisimine etkisi.
Varyans Kareler Serbestlik Kareler F P
Kaynagi  Toplami Derecesi Ortalamasi
Islem 0,122 10 0,012 1,128 0,386
Hata 0,239 22 0,011
Toplam 0,361 32
Cizelge B.4 : 6. saatte maya izolatlarinin E. coli gelisimine etkisi.
Varyans Kareler Serbestlik Kareler F P
Kaynagi Toplami Derecesi Ortalamasi
Islem 0,322 10 0,032 19,727 0,000
Hata 0,036 22 0,002
Toplam 0,358 32
Cizelge B.5 : 8. saatte maya izolatlarinin E. coli gelisimine etkisi.
Varyans Kareler Serbestlik Kareler F P
Kaynagi  Toplami Derecesi Ortalamasi
Islem 0,137 10 0,014 11,730 0,000
Hata 0,026 22 0,001
Toplam 0,163 32
Cizelge B.6 : 10. saatte maya izolatlarinin E. coli gelisimine etkisi.
Varyans Kareler Serbestlik Kareler F P
Kaynagi  Toplami Derecesi Ortalamasi
Islem 0,078 10 0,008 4,832 0,001
Hata 0,035 22 0,002
Toplam 0,113 32
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Cizelge B.7 :

12. saatte maya izolatlarinin E. coli gelisimine etkisi.

Varyans Kareler Serbestlik Kareler F P
Kaynagi Toplami Derecesi Ortalamasi
Islem 0,064 10 0,006 5,456 0,000
Hata 0,026 22 0,001
Toplam 0,090 32
Cizelge B.8 : 14. saatte maya izolatlarinin E. coli gelisimine etkisi.
Varyans Kareler Serbestlik Kareler F P
Kaynagi  Toplami1 Derecesi Ortalamasi
Islem 0.059 10 0,006 5,314 0,001
Hata 0,024 22 0,001
Toplam 0,084 32
Cizelge B.9 : 16. saatte maya izolatlarinin E. coli gelisimine etkisi.
Varyans Kareler Serbestlik Kareler 7 P
Kaynagi Toplam1 Derecesi Ortalamasi
Islem 0,060 10 0,006 9,941 0,000
Hata 0,013 22 0,001
Toplam 0,074 32
Cizelge B.10 : 18. saatte maya izolatlarinin E. coli gelisimine etkisi.
Varyans Kareler Serbestlik Kareler F P
Kaynagi Toplami Derecesi Ortalamasi
Islem 0,064 10 0,006 10,769 0,000
Hata 0,013 22 0,001
Toplam 0,077 32
Cizelge B.11 : 20. saatte maya izolatlarinin E. coli gelisimine etkisi.
Varyans Kareler Serbestlik Kareler F P
Kaynagi  Toplami Derecesi Ortalamasi
Islem 0,057 10 0,006 9,826 0,000
Hata 0,013 22 0,001
Toplam 0,070 32
Cizelge B.12 : 22. saatte maya izolatlarinin E. coli gelisimine etkisi.
Varyans Kareler Serbestlik Kareler F P
Kaynagi Toplam1 Derecesi Ortalamasi
Islem 0,052 10 0,005 7,644
Hata 0,015 22 0,001
Toplam 0,067 32
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Cizelge B.13 : 24. saatte maya izolatlarinin E. coli gelisimine etkisi.

Varyans Kareler Serbestlik Kareler F P
Kaynagi Toplami Derecesi Ortalamasi
Islem 0,051 10 0,005 4,773 0,001
Hata 0,024 22 0,001
Toplam 0,075 32
Cizelge B.14 : 0. saatte maya izolatlarinin S. aureus gelisimine etkisi.
Varyans Kareler Serbestlik Kareler F P
Kaynagi  Toplami Derecesi Ortalamasi
Islem 0,157 10 0,016 75,387 0,000
Hata 0,005 22 0,000
Toplam 0,162 32
Cizelge B.15 : 2. saatte maya izolatlarinin S. aureus gelisimine etkisi.
Varyans Kareler Serbestlik Kareler F P
Kaynagi Toplami Derecesi Ortalamasi
Islem 0,022 10 0,002 5.144 0,001
Hata 0,010 22 0,000
Toplam 0,032 32
Cizelge B.16 : 4. saatte maya izolatlarinin S. aureus gelisimine etkisi.
Varyans Kareler Serbestlik Kareler F P
Kaynagi Toplami Derecesi Ortalamasi
Islem 0,032 10 0,003 5,262 0,001
Hata 0.013 22 0,001
Toplam 0,045 32
Cizelge B.17 : 6. saatte maya izolatlarinin S. aureus gelisimine etkisi.
Varyans Kareler Serbestlik Kareler F P
Kaynagi  Toplami Derecesi Ortalamasi
Islem 0,106 10 0,011 6,914 0,000
Hata 0,034 22 0,002
Toplam 0,140 32
Cizelge B.18 : 8. saatte maya izolatlarinin S. aureus gelisimine etkisi.
Varyans Kareler Serbestlik Kareler F P
Kaynagi Toplami Derecesi Ortalamasi
Islem 0,088 10 0,009 6,691 0,000
Hata 0,029 22 0,001
Toplam 0,116 32
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Cizelge B.19 : 10. saatte maya izolatlarinin S. aureus gelisimine etkisi.

Varyans Kareler Serbestlik Kareler F P
Kaynagi Toplami Derecesi Ortalamasi
Islem 0,108 10 0,011 6,548 0,000
Hata 0,036 22 0,002
Toplam 0,144 32
Cizelge B.20 : 12. saatte maya izolatlarinin S. aureus gelisimine etkisi.
Varyans Kareler Serbestlik Kareler F P
Kaynagi  Toplami1 Derecesi Ortalamasi
Islem 0,118 10 0,012 6,490 0,000
Hata 0,040 22 0,002
Toplam 0,157 32
Cizelge B.21 : 14. saatte maya izolatlarinin S. aureus gelisimine etkisi.
Varyans Kareler Serbestlik Kareler 7 P
Kaynagi Toplam1 Derecesi Ortalamasi
Islem 0,138 10 0,014 6,316 0,000
Hata 0,048 22 0,002
Toplam 0,187 32
Cizelge B.22 : 16. saatte maya izolatlarinin S. aureus gelisimine etkisi.
Varyans Kareler Serbestlik Kareler F P
Kaynagi Toplami Derecesi Ortalamasi
Islem 0,162 10 0,016 6,908 0,000
Hata 0,051 22 0,002
Toplam 0,213 32
Cizelge B.23 : 18. saatte maya izolatlarinin S. aureus gelisimine etkisi.
Varyans Kareler Serbestlik Kareler F P
Kaynagi  Toplami Derecesi Ortalamasi
Islem 0,179 10 0,018 7,251 0,000
Hata 0,054 22 0,002
Toplam 0,233 32
Cizelge B.24 : 20. saatte maya izolatlarinin S. aureus gelisimine etkisi.
Varyans Kareler Serbestlik Kareler F P
Kaynagi Toplam1 Derecesi Ortalamasi
Islem 0,219 10 0,022 8,010 0,000
Hata 0,060 22 0,003
Toplam 0,279 32

56



Cizelge B.25 : 22. saatte maya izolatlarinin S. aureus gelisimine etkisi.

Varyans Kareler Serbestlik Kareler F P

Kaynagi Toplami Derecesi Ortalamasi
Islem 0,231 10 0,023 8,159 0,000
Hata 0,062 22 0,003

Toplam 0,293 32

Cizelge B.26 : 24. saatte maya izolatlarinin S. aureus gelisimine etkisi.

Varyans Kareler Serbestlik Kareler F P

Kaynagi  Toplami Derecesi Ortalamasi
Islem 0,260 10 0,026 8,127 0,000
Hata 0,070 22 0,003

Toplam 0,330 32
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