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LAKTIK ASIiT BAKTERILERIi TARAFINDAN URETILEN
ANTIMIiKROBIiYAL MADDELERIN GIDA PATOJENIi OLAN MAYALAR
UZERINE ETKISININ INCELENMESI

OZET

Biyokoruma, zararsiz mikroorganizmalarin veya metabolitlerinin, yapay kimyasal
maddeler yerine kullanilmasiyla gidalarda giivenligin saglanmasi ve bozulmanin
onlenmesidir. Giiniimiizde tiiketicilerin az islem gdérmiis gida {irlinlerine talebinde
artis olmustur. Dolayisiyla gida gilivenligini tehdit eden patojen mikroorganizmalarin
kontrolii icin dogal bir koruma yontemi olarak laktik asit bakterileri (LAB) ve
bunlardan izole edilen antimikrobiyal maddelerin 6zelliklerine yonelik arastirmalar
Onem kazanmustir.

Mayalar gida iiriinlerinde siklikla bulunmaktadir. Genellikle diigiik pH, yiiksek seker
ve tuz konsantrasyonuna sahip gidalarda mayalar bozulmaya sebep olabilmektedir.
Debaryomyces, Candida ve Rhodotorula bozulmus gidalardan izole edilen maya
tiirlerindendir. Ayrica firsatci patojen 6zellik géstermektedirler.

D- ve L- laktik asit izomerlerinin sentezi tlire ve ortam kosullarina gore degisiklik
gostermektedir. L izomeri insan metabolizmasinda yer alip, gida uygulamalarinda
kullanilmaktadir. Insan viicuduna zararli etkileri olan D formunun ise gidalarda
kullanimi siirlandirilmustir. Peynir, sarap gibi bazi gidalarda starter olmayan laktik
asit bakterilerinin irettigi D-laktik asit miktarinin fazla olmasi istenmeyen doku
degisikliklerine sebep olmaktadir. Bunun haricinde, D- ve L- laktik asitin
mikroorganizmalar lizerine antimikrobiyal 6zellikleri de stereospesifiktir.

Bu calismada, laktik asit bakterilerinden (Lactobacillus brevis, Lactobacillus
pentosus, Lactobacillus plantarum) elde edilen maddelerin, 6zellikle fermente et
tiriinlerinde kalite 6zelliklerini olumsuz yonde degistiren ve insan sagligina zararl
maya tiirleri (Candida krusei, Candida lusitaniae, Candida parapsilosis, Candida
zeylanoides, Debaryomyces hansenii ve Rhodotorula mucilaginosa) iizerine
etkilerinin incelenmesi amaglanmustir. Laktik asit bakterileri tarafindan sentezlenen
antimaya Ozellikteki bilesiklerin belirlenmesi ve 6zelliklerinin incelenebilmesi ig¢in,
oncelikle uygun bir 6n tarama metoduna ihtiya¢ bulunmaktadir. Cok sayida Ornegi
birarada test edebilecek, spektrofotometrik dlglime dayanan mikrotitre plaka metodu
bu amacla kullanilmistir. Antimaya 6zelligi en fazla olan susun L. pentosus oldugu,
antimaya aktivitenin organik asitlerden kaynaklandigi belirlenmistir.

Bu ¢alismanin sonraki boliimiinde, L. pentosus susundan elde edilen supernatantin
antimaya Ozellikleri aragtinllmistir. Bu anlamda, koloni sayim metodu ile
spektroskopik Ol¢lime dayanan mikrotitre plaka metodu kullanilmis ve elde edilen
sonuglar birbirleriyle karsilastirtlmistir. Calismada uygulanan spektrofotometrik
Ol¢iim teknigi daha kolay, az zaman alan ve madde sarfiyati daha az olan bir
tekniktir. Ancak tek basina maya gelisimi {lizerine inaktivasyon etkisini géstermede
yaniltict sonu¢ vermistir. Hiicre sayimi tekniginin daha dogru sonug¢ verdigi
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gorilmiistiir. Bu ¢alisma, antimaya 6zellikli maddelerin patojenler {izerine etkisinin
gosterilmesi agisindan 0zgiin bir c¢alisma olup, bilimsel arastirmalara katki
saglayacaktir.

Bu caligma ile, belirtilen maya tiirlerinin L. pentosus susunun supernatant1 varliginda
gosterdigi hassasiyet de incelenmistir. C. lusitaniae, C. zeylanoides ve R.
mucilaginosa gelisimi tamamiyla inaktive edilmistir. C. krusei, C. parapsilosis ve D.
hansenii tiirlerinin dayaniklilik gosterip ortama adapte oldugu goriilmiistiir.

Buna ek olarak, farkli LAB tiirlerinin iirettigi antimaya maddelerin icerdigi D- ve L-
laktik asit izomerlerinin konsantrasyonlar1 stereospesifik enzimatik metotla
belirlenmistir.
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ANALYSIS OF ANTIMICROBIAL SUBSTANCES PRODUCED BY LACTIC
ACID BACTERIA AND DETERMINATION OF THEIR ACTIVITY ON
FOODBORN SPOILAGE YEASTS

SUMMARY

Biopreservation is ensuring food safety and prevention of food spoilage using
harmless microorganisms or their antimetabolites instead of chemical additives.
Nowadays, there has been an increase at demands of consumers for less processed
food products. Therefore, to control pathogenic microorganisms which threaten food
safety, researches for features of lactic acid bacteria (LAB) and antimicrobial
substances isolated from them, as a natural preservation method, has become more
important.

LAB are ‘‘generally recognized as safe’” (GRAS), because of their association with
food fermentations and because they have long been used traditionally as food-grade
microorganisms.

LAB have inhibitory effect against other microorganisms as a result of the
competition for nutrients and decrease in pH. They can produce antimicrobial
compounds such as organic acids, hydrogen peroxide, carbon dioxide, bacteriocins
and other proteinaceous compounds.

Organic acids such as lactic and acetic acid, are fermentation end products of LAB
and they decrease the pH in the environment. Carbohydrates are fermented either by
homofermentative and heterofermentative species. Homofermentative LAB can
produce only lactic acid and heterofermentative species can produce equimolar
amounts of lactic acid, acetic acid/ethanol and carbon dioxid.

Organic acids can reduce the pH and cause acidification in the cytosol, since
undissociated forms of organic acids may penetrate through the plasma membrane.
After the entrance, organic acid dissociate because of the increase of the pH in the
cytosol. They have impact on the cellular activity of the sensitive organisms
increasing the lag phase of their cell cycle.

Lactobacillus is a genus of LAB. They are gram positive, facultative anaerobic or
aerotolerant, homo/hetero-fermentative and rod-shaped bacteria. Lactobacillus
species are used as starter cultures in fermented food products. These food products
include yogurt, cheese, pickles, wine, beer and also animal feeds. Moreover, some
lactobacillus strains have probiotic potential and positive health effects on human
and animals.

Yeasts often exist in food products and the level of yeast contamination is an
important quality criteria in food safety. Generally, yeasts may cause spoilage of the
foods that has low pH, high sugar and salt concentration such as fruit juices, wine,
pickled mushrooms, fermented cacao, salads with dressing, jam and marmelades.
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The spoilage of meat and meat products is mainly associated with bacterial growth.
In the recent years, modern food processing and storage techniques were developed
and applied successfully against the bacteria responsible for food spoilage especially
in meat products. As a result of this, yeast species have the opportunity to grow in
these type of products where other microorganisms are not competitive.
Debaryomyces, Candida and Rhodotorula are yeast strains that isolated from spoiled
foods including fermented meat products. Also they have opportunistic pathogenic
features.

Synthesis of D- and L- lactic acid isomers shows differences according to type of
bacteria and environmental conditions. L isomer takes part in human’s metabolism
and is used in food applications. The usage of D form, which has harmful effects on
human metabolism, in food is limited. Extra amount of D- lactic acid produced by
non-starter lactic acid bacteria cause unwanted tissue changes on some kind of food
like cheese and wine. Except that, antimicrobial properties of D- and L- lactic acid
are also stereospecific. For example, D-lactic acid is more effective against Listeria
monocytogenes, whereas L-lactic acid is more effective at killing Escherichia coli
cells.

In the study, it is aimed to research the effects of antimetabolites obtained from lactic
acid bacteria (Lactobacillus brevis, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus
plantarum), especially on yeast species (Candida krusei, Candida lusitaniae,
Candida parapsilosis, Candida zeylanoides, Debaryomyces hansenii ve Rhodotorula
mucilaginosa) that affect the quality features of fermented meet products negatively.
In the first place, an appropriate preliminary method is necessary to determine and
examine features of antiyeast compounds that are synthesized by lactic acid bacteria.
For that reason, microtiter plate method was used, which is based on
spectrophotometric measurements and can test many samples at the same time.

The activity of supernatants from five LAB strains were characterized in three
modes. A small amount of cell free culture supernatant was filter sterilized by
membrane filtration and stored at +4°C. This part contained organic acids, hydrogen
peroxide and proteinaceous substances. The remaining supernatant was neutralized
by NaOH to eliminate the antimicrobial effect of organic acids and stored at +4°C
after filter sterilization in order to use in the second assay. As the third mode,
catalase solution was added to the neutralized supernatant and incubated for 30
minutes to eliminate hydrogen peroxide and test the effect of bacteriocin-like
substances on yeast strains. These three solutions were inoculated with yeast samples
into the wells of the microtiter plate. Two types of control wells were prepared. The
first one was inoculated without supernatant solutions and the second one was
prepared without yeast inoculants. The microtiter plates were covered with sterile
sealing films so as to minimize evaporation and prevent contamination. Antiyeast
activity was detected using microplate reader at 600 nm at appropriate intervals. The
results of microtiter plate method were confirmed by streaking samples from the
wells on agar plate and observing the yeast cells on agar plates after 48 hours of
incubation.

It is determined that the effects of H,O, and bacteriocin-like substances were not
significant for all LAB strains. Since the yeasts produce the enzyme catalase,
antimicrobial activity of hydrogen peroxide in the supernatant may be inactivated.
Among the yeast strains L. pentosus has the highest antiyeast property and antiyeast
activity is derived mainly from organic acids.
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In the next part of the study, antiyeast feature of supernatant obtained from the strain
L. pentosus was investigated. In this sense, colony counting method and microtiter
plate method that based on spectrophotometric measurements were used and the
obtained results were compared to each other.

Spectrophotometric method is rather easier, takes less time and has less material
consumption. However, it gave misleading results about showing inhibition effects
on yeast growth, because the amount of the cells in the sample solution should be
higher than a limit concentration. It was seen that colony counting method gives
more accurate results although it is labor-intensive, takes much more time and needs
more material consumption. Inactivation curve determination is important to provide
information about antimicrobial effect on increased lag phase, reduced growth rate
during log phase, reduced stationary phase level and lethality on the yeast strains. In
a food product total inhibition of microorganisms is not always needed. For example,
increased lag phase may be enough to maintain the food safety. The effect of LAB
supernatants on growth curves of yeasts was determined by colony counting and
spectrophotometric turbidity methods. This study is unique because of showing
effects of substances has antimicrobial properties on yeast strains and will contribute
to the future studies.

With this study, susceptibility of mentioned yeast species in the presence of cell free
L. pentosus’ supernatant was investigated. Growth of C. lusitaniae, C. zeylanoides
and R. mucilaginosa was completely inhibited. It was seen that C. krusei, C.
parapsilosis and D. hansenii were more resistant and adaptive to environment.
Comparing the results of the current study to the studies in the literature, C. krusei
was determined as a resistant yeast to many antimicrobial drugs. C. parapsilosis, D.
hansenii and C. lusitaniae are less resistant to the chemicals than C. krusei. In
general, C. zeylanoides is susceptible to the antimicrobial drugs. Our findings are
consistent with the literature. The cell membrane of C. krusei has a different
mechanism to control intracellular acidity that makes the yeast resistant to
extracellular low pH conditions.

In addition, the concentration of D- and L-lactic acid isomers contained in antiyeast
supernatants produced by the LAB species were determined using rapid and simple
stereospecific enzymatic method based on the oxidation of D/L-lactate to pyruvate
by NAD+ in the presence of the enzymes D/L-lactate dehydrogenase. In the second
reaction, pyruvate is catalyzed by alanine aminotransferase. These two coupled
reactions lead the way to the formation of NADH molecule which is measured by a
spectrophotometer at 340 nm.

The results show that the supernatant of L. pentosus has the highest lactic acid
content, whereas L. plantarum has the lowest. The amount of L-lactic acid in the
supernatant of L. brevis 2 is very similar to that of L. pentosus which shows that D-
lactic acid causes the antiyeast activity of L. pentosus supernatant. The pH value of
the supernatants of L. pentosus, L. plantarum was measured as 3,77 and 5,48,
respectively. On the other hand, the pH levels of L. brevis strains were very close to
each other (between 4,26 and 4,31). The total lactic acid content of L. pentosus
supernatant was calculated as 11,88 g/l. The concentration of lactic acid produced by
L. plantarum was nearly zero. Moreover, L. brevis strains’ supernatants included
lactic acid between 6,23 and 7,41 g/l. According to the results, pH values of the cell
free supernatants, the total lactic acid content of the supernatants and antiyeast
activities of them are consistent.
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1. GIRIS

Gidalarin iiretimi sirasinda mikrobiyal bulasiy1 en aza indirmek, gidanin islenmesi,
tasinmasit ve depolanmasi sirasinda mikroorganizmalarin gelisimini  Oonlemek
amaciyla cesitli gida koruma metotlar1 (soguk depolama, pastdrizasyon, paketleme,
kimyasallarin  kullanim1) kullanilmaktadir. Bu yontemlerin iyi bir sekilde
uygulanmasina ragmen hastalik salgini gibi istenmeyen durumlar olusabilmektedir

(Goktepe, 2006).

Son yillarda giivenli, ayn1 zamanda “dogal” gidaya olan ilgi tiiketiciler ve iireticiler
arasinda artmistir. Bu durum arastiricilar1  yeni antimikrobiyal islemlerin
arastirilmasina ve uygulanmasina yoneltmistir (Goktepe, 2006). Bunun sonucu
olarak olusan biyokoruma konseptinin igerdigi fikir; gida iirlinlerindeki patojen ve
bozulma etkeni mikroorganizmalar1 inaktive etmek iizere kullanilan kimyasallarin
yerine, patojen olmayan mikroorganizmalarin veya irettikleri metabolitlerin secilip
kullanilmasidir. Burada temel amag, antimikrobiyal 6zelligi olan bakteriyi kullanarak

koruma ve giivenligin artirilmasi ve raf dmriiniin uzatilmasidir.

Koruyucu kiiltiirler hedef mikroorganzimay1 kontrol altinda tutma o6zelligine gore
0zel olarak secilmektedir. Bu kontrol mekanizmasi, besin 6geleri i¢in yarisin ve
bunun yaninda antimikrobiyal Ozellikteki metabolik iirlinlerin olusumunun
sonucudur. Secilen koruyucu Kkiiltiiriin fermentasyonda kullanimiyla gidalarda
istenilen lezzet ve doku Ozelliklerinin  gelisimi  yaninda istenmeyen
mikroorganzimalarin biiylimesi de engellenir. Ancak bu islem fermente olmamis
gidalara da (siit, et ve et iiriinleri, meyve ve sebzeler) uygulanabilir (Smid ve Gorris,
2007). Gidalarda koruyucu kiiltiir olarak en ¢ok kullanilan mikroorganizmalar laktik
asit bakterileridir (LAB). LAB, GRAS smifi bakterilerdir ve en az 4000 yildir
geleneksel yontemlerle kullaniminin giivenli oldugu bilinmektedir. Cok c¢esitli
gidalarda kullanilmakta ve iirettigi metabolik bilesenlere ilgi giderek artmaktadir
(Smid ve Gorris, 2007).






2. LITERATUR OZETi

2.1 Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri gram-pozitif, spor olusturmayan, katalaz negatif, karbonhidrat
fermentasyonu neticesinde son Tiriin olarak laktik asit olusturan, DNA baz
kompozisyonu diisiik G+C igerigine sahip ¢ubuk ve koklardir. Birkag iiyesi disinda
hepsi hareketsizdir. Anaerobik ve aerotolerant Ozellikte olup aside toleranshidir
(Wood ve Holzapfel, 1995; Kleerebezem ve dig., 2010). Seker molekiillerini
fermente ederek son iiriin olarak laktik asit olusturanlar homofermentatiftir ve
“Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) yolunu” kullanir. Fermentasyonu sonucu laktik
asit yaninda asetik asit, etanol, karbondioksit olusturanlar ise heterofermentatif LAB
olarak gruplandirthir. Bu ikinci grup ise “6-phosphogluconate/phosphoketolase

yolunu” kullanir (Axelsson, 2004; Narvhus ve Axelsson, 2003).

Gida teknolojisi kapsaminda bulunan LAB cinsleri, Aerococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus ve Weissella olarak siralanmistir
(Axelsson, 2004). Oenococcus tiirli yalnizca sarapta bulunurken, Lactococcus,
Lactobacillus basta olmak iizere, Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus ve
Streptococcus tiirleri daha ¢ok siit ve siit iiriinleriyle iliskili olup baska gidalarda da
bulunabilir (Bjorkroth ve Koort, 2011). Cizelge 2.1°de, fermente gidalarda kullanilan
LAB tiirleri gosterilmistir.

LAB, cok eski tarthlerden beri insanlar tarafindan tiiketilen gidalarda kullanilmakta
olup, sagliga yararli LAB tiirleri GRAS “generally recognized as safe” sinifinda yer
alir. Urettikleri antimikrobiyal peptitler sindirim sistemindeki proteazlar tarafindan
kolaylikla yikilabilir oldugundan gastro-intestinal mikrofloraya zarart bulunmaz.
Fermentasyon sayesinde gidalarin lezzet ve doku 6zelliklerini olumlu yonde gelistirir
ve biyokoruma potansiyeli sayesinde de patojen mikroorganizmalarin gelisimini

Onleyerek gidalarda dayaniklilik saglar, raf dmriinii uzatirlar. Gidalarda LAB tiirleri



starter kiiltiir olarak kullanildiginda mikroorganizmanin metabolik aktiviteleri esas
almir; ama¢ koruyucu Kkiiltiir olarak kullanmak ise antimikrobiyal etkinin esas
oldugunu belirtmek gerekir. LAB koruyucu Kkiiltiir olarak kullanildiginda, gida

ortaminda patojen mikroorganizmalarla besin bilesenleri i¢in yarisir, ortamin pH’1in1

Cizelge 2.1: Fermente gidalarla iliskili LAB tiirleri (Phumkhachorn ve dig., 2010).

Fermente iiriinler Laktik asit bakterileri
Siit Sert peynir (iri Lactococcus lactis subsp. lactis,
triinleri g06z1ii) Lactococcus lactis subsp. cremoris
Peynir (kiigiik L. lactis subsp. lactis,
g0zIu) Lactococcus lactis subsp. lactis var. diacetylactis,
L. lactis subsp. cremoris,
Leuconostoc menesteroides subsp. cremoris
Isvec ve Italyan Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis,
peynirleri Lactobacillus helveticus, Lactobacillus casei,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Streptococcus thermophilus
Tereyagi L. lactis subsp. lactis,
L. lactis subsp. lactis var. diacetylactis,
L. lactis subsp. cremoris,
Leuc. menesteroides subsp. cremoris
Yogurt Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, S. thermophilus
Fermente, Lb. casei, Lactobacillus acidophilus,
probiyotik siit Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus johnsonii, Bifidobacterium lactis,
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve
Kefir Lactobacillus kefir, Lactobacillus kefiranofacies,
Lactobacillus brevis
Fermente | Fermente sucuk Lactobacillus sakei,
et (AB) Lactobacillus curvatus
Fermente sucuk Pediococcus acidilactici,
(ABD) Pediococcus pentosaceus
Fermente | Saurkraut Leuc. menesteroides, Lb. plantarum,
sebze P. acidilactici, Pediococcus cerevisiae, Lb. brevis
Tursu Leuc. menesteroides, Lactobacillus plantarum,
Lb. pentosus
Fermente zeytin P. acidilactici, P. pentosaceus, Lb. plantarum
Fermente sebze Lactobacillus fermentum
Fermente | Eksihamur Lactobacillus sanfransiscensis,
tahil Lactobacillus farciminis, Lb. fermentum,
Lb. brevis, Lb. plantarum,
Lactobacillus amylovorus, Lactobacillus reuteri,
Lactobacillus pontis, Lactobacillus panis,
Lactobacillus alimentarius, Weisella cibaria
Fermente Lb. alimentarius, Carnobacterium piscicola
balik
urtinleri




diistiriir, bakteriyosin veya diger antagonistik bilesikleri (organik asit, hidrojen
peroksit, enzimler gibi) iireterek koruyucu etki gosterir. (Castellano ve dig., 2008;
Limsowtin ve dig., 2002; Wood ve Holzapfel, 1995).

2.1.1 Lactobacillus cinsi bakteriler

Lactobacillus cinsi bakteriler; Firmicutes subesi, Bacilli smifi, II Lactobacillales
takimi, ve Lactobacillaceae familyasi olarak siniflandirilmistir (Calasso ve Gobbetti,
2011). LAB cinsleri arasinda en fazla {iyeyi barindiran Lactobacillus ¢ok cesitli
fenotipik, fizyolojik ve biyokimyasal ozellikte tiirleriyle oldukc¢a heterojen bir
gruptur (Axelsson, 2004). Aside toleransli, anaerobik ve oksijeni tolere edebilen
bakterilerdir. Sekeri fermente etmelerine gore ii¢ gruba ayrilirlar: Zorunlu
homofermentatif, fakiiltatif heterofermentatif ve zorunlu heterofermentatif
(Axelsson, 2004; Kleerebezem ve dig., 2010). Lactobacillus gruplandirilmasi
Cizelge 2.2°de verilmistir (Axelsson, 2004). Fakiiltatif heterofermentatif
Lactobacillus tiirleri, EMP yolunu kullanarak heksozlar1 fermente edip neredeyse
tamamini L(+)- ve D(-)-laktata doniistiiriirler. Glukozun sinirli oldugu ortamda ise
sekerlerin fermentasyonu sonucu laktik asit, asetik asit, etanol ve formik asit
olustururlar ayrica pentozu da pargalayabilirler. Fakiiltatif heterofermentatif tiirler
fosfoketolaz ve fruktoz-1,6-difosfat aldolaz (FDP) enzimlerini igerirler. Zorunlu
heterofermentatif Lactobacillus tiirleri, 6-fosfoglukonat yolunu kullanarak heksozlar
laktik asit, CO,, asetik asit velveya etanole fermente ederler. Zorunlu
homofermentatif tiirler FDP enzimini igerirken zorunlu heterofermentatif tiirler bu

enzimi igermezler. (Axelsson, 2004; Calasso ve Gobbetti, 2011).

Lactobacillus, fermente siit, et ve bitkisel gidalar, insan ve hayvan vajinasi, agiz ve
gastrointestinal sistem gibi nislerde siklikla bulunur (Mills ve dig., 2010).
Lactobacillus igersinde L. brevis, L. casei, and L. plantarum gibi tiirler pek ¢ok
ortamda lireyebilen tiirler oldugu gibi, 6rnegin yogurtla iliskili olan L. delbrueckii
subsp. bulgaricus gibi bulundugu ortama gore Ozellesmis tiirler de mevcuttur
(Axelsson, 2004). L. sanfransisco eksi hamur, L. curvatus ve L. sakei sucuk, L. kefir
kefir, L. acidophilus asidofilus siitii gibi bakteriler gida fermentasyon teknolojisinde
kullanilan tiirlere ve kullanildiklar1 gidalara ornek olarak verilebilir (Vogel ve
Ehrman, 1996).



Cizelge 2.2: Lactobacillus tiirlerinin gruplandirilmasi (Axelsson, 2004).

Grup | Grup 1l Grup I
Ozellik Zorunlu Fakiiltatif Zorunlu
homofermentatif heterofermentatif heterofermentatif
Pentoz fermentasyonu - + -
Glukozdan CO, sentezi - - +
Glukonattan CO, sentezi - + +
FDP adolaz igerir + + -
Fosfoketolaz igerir - + +
L. acidophilus L. casei L. brevis
L. delbriickii L. curvatus L. buchneri
L. helveticus L. plantarum L. fermentum
L. salivarius L. sakei L. reuteri

Lactobacillus brevis

Grup III zorunlu heterofermentatif gruba dahil olan bu tiiriin hiicreleri ¢ubuk
seklinde, kenarlar1 yuvarlak tek veya kisa zincirler halinde bulunur ve 0,7-1.0x2.0-
4.0 pm boyutlarindadir. 45°C’de lireme goriillmezken, 15°C’de lireme gorilmiistiir.
Optimum iireme sicakligt 30°C’°dir. %44-47 GC (% mol) icerigine sahiptir. Siit
tirtinlerinden, silolardan, hayvanlardan izole edilmistir (Calasso ve Gobbetti, 2011).
Potansiyel bir probiyotiktir. Probiyotik kiiltlir olarak kullanmildig1 spesifik bir gida
irtinii yoktur. Oral yolla uygulandiginda interferon-o sentezini artirarak bagisiklik

sistemini giliclendirici etkisinin oldugu goriilmistiir (Kishi ve dig., 1996).

Baz1 peynir c¢esitlerinde (Cheddar) starter olmayan laktik asit bakterisi olarak gecer

(Angelis ve Gobbetti, 2011). Peynirin olgunlasma asamasi gibi hazir
karbonhidratlarin kisith oldugu durumlarda ¢esitli son iirlinler (metilglioksal, laktat,
asetat, etanol gibi) sentezlenir. Metilglioksal bilesiginin aminoasitler ile aktivitesi
sonucu furanozlar olusarak peynirde istenmeyen koku olusumuna sebebiyet verebilir

(Broadbent ve dig., 2011).

L. brevis suslart yogurt fermentasyonu ic¢in uygun degildir, ancak bu suslarin
eklenmesinin lezzet ve koruma agisindan olumsuz etkisi bulunmamaktadir (Calasso
ve Gobbetti, 2011). Fermente olmus sucuktan izole edilen bir L. brevis susunun IId
sinifina ait Brevicin 27 bakteriyosinini sentezledigi belirlenmistir (Castellano ve dig.,
2008).



L. brevis tiirleri ¢cok sayida karbon kaynagini (glukoz ve ksiloz gibi) eszamanli olarak
tilkketir. Karbonhidratlarin kullaniminda normal hiyerarsik bir kontrole sahip degildir.
Buna ek olarak, anaerobik ortamda glukozu fermente edemez, glukoz
fermentasyonunu aerobik ortamda gergeklestirebilir. Heterofermentatif bu suslar
fosfoketolaz yolundaki bir eksiklikten dolayr bir elektron alicisina ihtiya¢ duyar
(Axelsson, 2004; Calasso ve Gobbetti, 2011). Anaerobik ortamda, glukoz ile gliserol
L. brevis tarafindan birlikte fermente edildiginde, gliseroliin elektron alicisi olarak
rol oynadigi bilinmektedir (Axelsson, 2004). Bu ozellikleri disinda, oksijen
varhiginda siiperoksit, HO, ya da H,O iiretebilir. Katalaz aktivitesi sayesinde
H20,’yi uzaklastirabilir (Calasso ve Gobbetti, 2011).

Siit driinlerinden elde edilen L. plantarum ve L. brevis’in de aralarinda bulundugu
LAB tiirlerinin antifungal ve antimaya Ozelliklerinin arastirildigi bir ¢alismada,
mayalarin kiiflere gore daha fazla dayaniklilik gosterdigi goriilmiistir. LAB
tirlerinin %50’si antimaya Ozelligine sahip bulunmustur. L. brevis NCDC 02
susunun supernatantindan isiya ve pH’a dayanikli, protein yapili (1-5 kDa) antifungal

bir madde izole edilmistir (Falguni ve dig., 2010).

Lactobacillus pentosus

Cubuk seklinde, 1.0-1,2x2.0-5.0 boyutlarinda, kenarlar1 diiz, tglart yuvarlak
hiicrelere sahiptir. Hiicreler tekli, ¢iftli veya kisa zincirler halinde bulunabilir. Gram
pozitif, hareketsiz, 10-40°C’de gelisebilen, 45°C’de gelisemeyen, fakiiltatif
anaerobik ve fakiiltatif heterofermentatif 6zelliktedir. D- ve L-laktik asit {iretir.
Genomik materyalinde G+C igerigi % 46.1-47.2 mol’diir. Katalaz negatiftir. Misir
silosu, fermente sofralik yesil zeytin, atik sular, vajina salgis1 gibi ortamlardan izole
edilmistir. (Axelsson, 2004; Magnusson, 2003; Zanoni ve dig., 1987) L. plantarum
tiriine yakin bir tiirdiir. L. pentosus’un, D-ksiloz ve gliserolden asit iiretebilme
ozelligi ile L. plantarum’dan ayirt edilebilir oldugu belirtilmistir (Zanoni ve dig.,
1987). Potansiyel probiyotik suslar1 ve antimikrobiyal 6zellikleri bulunmaktadir (Liu,
2008; Wynne ve dig., 2006). Peynir, siit, fermente icecek, fermente tahil ve sebze
gibi ¢esitli gidalarin iiretiminde rol oynadigi belirtilmistir (Szabo ve dig., 2011).

Angelis ve Gobbetti’nin (2011) bir ¢alismasinda, L. pentosus, L. plantarum ve L.
paraplantarum tiirlerine ait suslar arasinda, 16S rDNA sekans analizine gore, yiiksek
oranda benzerlik (% 99.7-99.9) tespit edilmistir.



Sofralik zeytinin fermentasyonu i¢in kullanilan starter kiiltiirlerin fonksiyonelliginin
(bakteriyosin iiretimi) arastirilmasinin amaglandigi bir ¢alismada, sofralik zeytinden
izole edilen birbirine ¢ok yakin tiirler olan L. paraplantarum, L. pentosus ve L.
plantarum, molekiiler analize dayali GTPs rep-PCR metoduyla ayirt edilmistir.
Ayrica plantoricin bakteriyosinini kodlayan gen bu ii¢ tliriin ¢ogu izolatinda tespit
edilmistir. Ayn1 nisi paylasan tiirler veya suslar arasinda genetik elemanlarin
transferinin gergeklestigi, dolayisiyla aymi cografik orjine sahip bu tiirlerin

bakteriyosin gen profillerinin ayni oldugu belirtilmistir (Hurtado ve dig., 2011).

Okkers ve dig. (1999), vajinal salgidan izole ettigi L. pentosus’un anti-maya 6zellik
gosteren bir bakteriyosin (pentocin TV35b) iirettigini ilk olarak tespit etmistir.
Aktivite mekanizmas1 bakterisidal olan pentocin TV35b; Clostridium sporogenes,
Cl. tyrobutyricum, L. curvatus, L. fermentum, L. sake, Listeria innocua,
Propionibacterium acidipropionici, Propionibacterium sp. ve Candida albicans
tiirlerini inaktive edebilmektedir. L. pentosus susunun logaritmik biiyiime fazinin
sonlarina dogru pentocin TV35b iiretimi maksimum seviyeye ulasmistir. Molekiiler
biiylikliigli yaklasik 3939 Da’dir. Papain ve proteinaz K enzimleri pentocin
TV35b’nin aktivitesini ortadan kaldirmustir. Sicakliga dayanikliligit 100°C’de, 30
dakika olarak Ol¢iilmiistir. Bu bakteriyosin C. albicans’in gelisim ortamina
eklendiginde ilk 36 saatte pseudohyphae olusumu stimule edilmis ve bunu hiicre

Oliimii takip etmistir.

Wynne ve dig. (2006), Candida’nin gelisimini engelleyen L. pentosus suslarinin
probiyotik olarak kullanildiginda gastrointestinal hastaliklar1 tedavi edebilecegi,
Candidiosis’i  engelleyip, Irritable Bowel Sendromu (IBS) semptomlarini
hafifletecegini belirtmistir. Calismada, insan digkisindan izole edilen diger
bakterilerle yapilan kiiltiirde, L. pentosus bulunmadigi durumda, tetrasiklin ve
benzeri antibiyotiklerin bu bakterileri 61diirdiigii ve Candida’nin dominant nig olarak
kaldig1 goriilmiistiir. Bu sebeplerle, bahsedilen L. pentosus susunun probiyotik

potansiyeli lizerinde durulmustur.

Farkli gida maddelerinin raf Omriinii uzatmayla ilgili yapilan bir ¢aligmada, L.
fermentum, P. pentosaceus, L. pentosus, L. paracasei hiicre kiiltiirlerinden
supernatant izolasyonu yapilmis ve supernatantin antifungal Ozellikleri test
edilmistir. izole edilen supernatantlar 121°C’de, 15 dakika inkiibe edildikten sonra

gida tirtinlerine (ekmek, domates piiresi, peynir dilimleri) eklenmistir. 4, 20 ve 30°C
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sicakliklarda fungal (Aspergillus niger ve Aspergillus oryzae) biiyiime incelenmistir.
A. oryzae tiiriiniin, biitliin izolatlar tarafindan her sicaklikta daha kolay inaktive
edildigi, ozellikle 4°C’de 40 giine kadar inaktivasyon etkisinin devam ettigi
goriilmiistiir. L. pentosus izolati, A. niger tiiriiniin ekmek yilizeyinde konidia
gelisimini 30°C’de 12. giine, 4°C’de ise 29. giine ertelerken, A. oryzae tiiriiniin
ekmek iizerindeki konidia gelisimi ise 30°C’de 19. giine, 4°C’de 35. giine
ertelenmistir (Muhialdin ve dig., 2011).

Sofralik yesil zeytinin fermentasyonunda, in situ bakteriyosin iiretimini artirmaya
yonelik olarak yapilan bir calismada, zeytinden izole edilen L. pentosus susu
optimum kosullardan farkli (suboptimal), ekstrem biiyiime kosullarinda gelistirilerek
bakteriyosin iiretimi stimule edilmistir (Delgado ve dig., 2005). Bakteri biiyiimesi
yilksek pH ve diisiik sicaklik etkisiyle azalirken, bakteriyosin aktivitesinde artis
oldugu goriilmiistiir. NaCl bakteriyosin iretimini inaktive etmistir. Buna gore,
bakteriyosin tiretiminin biiylimeyle ilgili olup, biyokiitle artisiyla ilgili olmadigina
deginilmistir.

Bozadan izole edilen L. pentosus’un bakteriyosin iretimine, farkli besiyeri
kosullarinin etkisinin arastirildigi bir ¢alismada (Todorov ve Dicks, 2007), elde
edilen bakteriyosinin L. casei, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, L. curvatus gelisimini inaktive ettigi
belirtilmistir. Bu bakteriyosinin iiretimi i¢in optimum kosullarin, de Man Rogosa ve
Sharpe (MRS) besiyerinde, 30°C’de ve 24 saat sonra olustugu gézlenmistir. MRS
ortaminin tripton, glukoz, mannoz, vitamin Bi,, vitamin C ile takviyesi sonucu
bakteriyosin aktivitesinin arttig1, nitrojen kaynagi olarak triptonun bakteriyosin
tiretiminde etkili bir madde oldugu, MRS besiyerine Vitamin B; ya da DL-6,8-

thioctic asit eklendiginde maksimum bakteriyosin aktivitesi olugtugu incelenmistir.

Lactobacillus plantarum

Gram-pozitif, hareketsiz, spor olusturmayan, mikroaerofilik, mezofilik bakterilerdir.
10-30°C’de gelisebilirken 45°C’de gelisemez. Genelde katalaz-negatif olsa da ozel
durumlarda gercek katalaz aktivitesi gosteren birkag¢ sus tespit edilmistir. DNA’ nin
G+C igerigi %44-46 moldiir. Hiicrelerin kenarlar1 diiz, u¢lar1 yuvarlak bi¢imli, cubuk
seklinde, 0.9-1.2x3.0-8.0 pm boyutlarindadir. Tek, ¢ift veya kisa zincirler halinde
bulunur (Corsetti ve Gobbetti, 2002).



L. plantarum grubuna dahil olan L. plantarum, L. pentosus ve L. paraplantarum
tiirlerinin fenotipik ve genotipik karakterleri birbirine ¢ok yakindir (Molin, 2003).
16S rDNA gen dizisi analizi bu tiirler icin % 99.7-99.9 benzerlik gosterdigi icin,
recCA genine 6zgi primerler kullanilarak yapilan analiz, Rep-PCR analizi gibi
yontemlerin tlir tanimlamasi i¢in kullanilmasi daha uygundur. Ayrica kiiltiir
ortamindan bagimsiz, DGGE ve TGGE gibi tekniklerle, siit {irlinleri ve peynir gibi
gida ortamlarinda L. plantarum tiiriinii tanimlamak mimkiindiir (Corsetti ve

Valmorri, 2011).

Silo, salamura sebzeler ve eksi hamur gibi fermente gida ortamlari ile, inek digkist,
stit triinleri, balik ve et iriinleri, insan agiz ve vajinasi, sindirim sistemi yolu,
hayvanlarin sindirim sitemleri, bazi bdcekler ve atik sular bu bakterinin
bulunabilecegi ortamlardir. L. plantarum’un genomunun biiyiik olmasit ve farkli
karbonhidratlar1 kullanabilmesi, bu kadar cesitli ortamlara adaptasyon kabiliyetini

aciklamaktadir (Corsetti ve Gobbetti, 2002; Molin, 2003).

Fakiiltatif heterofermentatif Lactobacillus grubundadir. EMP yolu ile heksozlari
fermente ederek neredeyse tamamen laktik asite doniistiiriir. Pentozlar1 ise 6-
phosphogluconate/phosphoketolase yoluyla laktik asit ve asetik asite ¢evirir. Hem L-
hem de D-laktik asit tiretebilir (Corsetti ve Valmorri, 2011).

Organik asitlerin yaninda, bakteriyosin, fenillaktik asit, peptitler ve yag asitleri gibi
antimikrobiyal maddeler sentezleyen L. plantarum gida biyokorumasiyla iligkili bir

turdir.

Urettigi bakteriyosinlerden plantarisinler, I ve II olarak siiflandirilmistir. Plantarisin
I smifina dahil olan C ve W; plantarisin Ila’da C19 ve 423 ve pediosin AcH;
plantarisin IIb smifina dahil olan EF, JK, S ve NCS8; plantarisin Ilc sinifinda ise
1.25P 6rnekleri bulunmaktadir. Plantarisinlerin tiretimi, pH ve sicakliga baghdir. En
yiiksek verim genellikle kiiltiiriin nétral pH ve 30°C inkiibasyonunda elde edilmistir.
Bakteriyosin lireten suslar bitkisel ve hayvansal kaynaklardan (tahillar, eksi hamur,
sarap, et ve siit {iriinleri gibi) elde edilmistir. Ornek olarak siit iiriinlerinden,
plantarisin C ve TF711 ile pediosin AcH bakteriyosinleri izole edilmistir (Corsetti ve
Valmorri, 2011; Ouwehand ve Vesterlund, 2004).

L. plantarum, bakteriyosin olmayan antimikrobiyal &zellikte proteinler de

sentezlemektedir. Ornek olarak, L. plantarum MiLAB14 susu antifungal aktivite
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gosteren gesitli peptit ve yag asitleri liretmektedir. Bunun haricinde, Fusarium spp.,
Penicillium spp., A. niger tiirleri iizerine etkili antifungal 6zellikte fenillaktik asit
(PLA) ve 4-hidroksifenillaktik asit (OH-PLA) bilesiklerini iireten L. plantarum

suslar1 eksi hamurdan izole edilmistir (Magnusson ve dig., 2003).

Calisilan bir L. plantarum susunda, eksopolisakkaritlerin (EPS) biyosenteziyle ilgili
glikoziltransferaz geni bulunmustur. EPS genellikle L. plantarum tiiriinde
eksponansiyel biiylime fazi boyunca sentezlenir ve maksimum seviyesine duragan
fazin baslarinda ulasir. Bazi L. plantarum suslar1 farkli molekiiler kiitle ve seker
kompozisyonu iceren birden fazla tipte EPS firetebilmektedir. Karbon kaynagi ve
sicaklik gibi etkenlerin EPS biyosentezini biiylik Olclide etkiledigi, genellikle
laktozun karbon kaynagi olarak; glukoz, galaktoz, fruktoz ve sukrozdan daha etkili
oldugu yapilan ¢aligsmalarda tespit edilmistir (Corsetti ve Valmorri, 2011).

Voulgari ve dig. (2010), geleneksel Yunan peynir ve yogurdundan izole ettikleri
fakiiltatif heterofermentatif (L. plantarum, L. paraplantarum, L. pentosus, L.
rhamnosus ve L. paracasei subsp. paracasei) ve zorunlu heterofermentatif (L. brevis,
L. buchneri ve L. fermentum) LAB tiirlerinin antibakteriyal, antifungal ve antimaya
etkisi oldugunu gostermistir. Bu bakterilerin D. hansenii mayas1 ve Penicillium
candidum kiifii tizerine degisen derecelerde inaktivasyon etkisi bulunurken, higbir
tiirtin S. cerevisiae tiirii lizerine etkisi bulunmamugtir. Deneyin devaminda, fakiiltatif
heterofermentatif LAB suslarinin supernatantlar1 izole edilmistir. Makalede,
supernatantin inhibisyon aktivitesinin incelenmesine, yalniz Penicillium ig¢in devam
edildigi  goriilmektedir. LAB’larin supernatantlart ndtralize edilip, Kkatalaz
uygulandiginda antifungal aktivitesinde diislis olmustur, ancak aktivite tamamiyla
yok olmamistir. Bu durum protein yapili bilesiklerin varligina isaret etmektedir.
Ardindan supernatant pepsin, tripsin, alfa-kKimotripsin ve proteinaz K ile muamele
edilmis ve antifungal aktivite kaybolmustur. Bu suslarin, antifungal 6zellikli, protein

yapil1 biilesikler sentezledigi sonucuna varilmistir.

Farkli bitkisel ortamlardan ve tavuk barsagindan izole edilen L. plantarum,
Lactobacillus coryniformis, Lactobacillus salivarius ve L. sakei tiirleri antifungal ve
antimaya 6zellikler tasimaktadir (Magnusson ve dig., 2003). Bu tiirlerin suslarinin R.
mucilaginosa maya tiiriine karsi antagonistik aktiviteye sahip oldugu ¢ift katli agar
kaplama yontemi kullanilarak belirlenmistir. Pichia anomala ve Kluyveromyces

marxianus maya tiirlerine karsi etki gozlenmemistir. LAB izolatlariin
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supernatantlart HPLC yontemi ile farkli fraksiyonlara ayrilmistir. Fraksiyonlar,
antimikrobiyal 6zellikteki cyclic dipeptitlerin yaninda farkli antifungal ve antimaya
maddeleri de icermektedir. Antifungal etki yalmizca laktik asit ve asetik asit
iiretiminden kaynaklanmamaktadir. LAB suslarinin sentezledigi ¢ok ¢esitli maddeler

kiif ve mayalara kars1 sinerjistik bir aktivite gostermektedir.

Strom ve dig. (2002), ¢imen silosundan izole ettikleri L. plantarum MiLAB 393
susunun, gida ve yem kaynakli kif (A. fumigatus, A. nidulans, Fusarium
sporotrichioides, P. commune) ve maya (C. albicans, D. hansenii, K. marxianus, P.
anomala, R. mucilaginosa, S. cerevisiae) tiirlerini inhibe edici etkisi oldugunu gift
katli agar kaplama metodu ile test etmistir. A. fumigatus ve F. sporotrichioides en
hassas kiif tiirleri, K. marxianus en hassas maya tiiriidiir. Z. bailii maya tiiriine kars1
etki goriilmemistir. LAB susunun izole edilen supernatantinda antifungal ve
antimaya Ozellikte 3-fenillaktik asit (L ve D formlari, 9/1 oraninda), cycle(L-Phe-L-
Pro) ve cycle(L-Phe-trans-4-OH-L-Pro) bilesiklerinin bulundugu tespit edilmistir.
Cycle(L-Phe-L-Pro) ve 3-phenyllactic acid kombinasyonunun zayif sinerjistik
antifungal etkisi oldugu goriilmiistiir. Ayrica mikrotitre metodunda antimikrobiyal
maddeler spor ve hiicreler ile daha ¢ok temas halinde oldugu icin, antimikrobiyal
maddelerin agar iginde difiizyonla ilerledigi ¢ift katli agar kaplama ydnteminden
daha hassas oldugu iizerinde durulmustur. Cyclic dipeptitlerin antifungal etkisinin

ikincil bir etki olabilecegine deginilmistir.

Tayland’ta bitki kaynakli fermente iceceklerde bozulmaya sebep olan maya tiirleri
(Saccharomyces sp. Candida sp. Pichia sp. Hansenula sp. Rhodotorula sp.
Endomycopsis sp. Schizosaccharomyces sp. Candida neoformans) tizerine yapilan
caligmada, ¢ift kathh agar kaplama metodu kullanilarak, yine fermente gida ve
iceceklerden izole edilmis LAB tiirlerinin antimaya aktivitesi Ol¢lilmiistiir. Bu maya
tirlerinden sebze ve meyve kaynakli olmayan Schizosaccharomyces sp. and C.
neoformans tiirleri haricinde diger tiirlere karsi aktivite goriilmiistiir. En giicli
antimaya aktivitesini gosteren LAB tiirleri L. plantarum (DW1, 3, 4) olarak
belirlenmis ve bu tiirlerin starter kiiltliir potansiyeli tasidigina deginilmistir

(Prachyakij ve dig., 2007).

Kantachote ve dig.’nin yaptig1 ¢alismada (2010), L. plantarum DW3 susunun iirettigi
antimaya maddelerin ve susun probiyotik 6zellikleri aragtirilmigtir. Bu susun iirettigi

antimaya metabolitler, fermente iceceklerde kontaminasyona sebep olan R.
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mucilaginosa DKA gelisimini inhibe etmistir. Bakteriden izole edilen supernatant
proteaz, amilaz, lipaz ve katalaz enzimleriyle muamele edilmis; antimaya
aktivitesinin degismedigi goriilmiistiir. Buna gore, antimaya Ozellikteki madde
protein, karbonhidrat veya lipit yapili degildir. Ayrica H,O, de antimaya 6zellikli
maddelerin arasinda bulunmamaktadir. Bu durumun, statik kiiltiirde gelistirilen,
LAB’1n, yeterince oksijenle temas etmemesinden kaynaklandig: ileri siiriilmiistiir.
Calismanin devaminda HPLC ve GC-MS teknikleri kullanilarak supernatantin
icerdigi maddeler belirlenmistir. Elde edilen verilere gore, bakterinin organik
asitlerin yaninda fenillaktik asit iirettigi, buna ek olarak heniiz bilinmeyen cesitli
antimikrobiyal maddeler de sentezledigi ag¢iklanmistir. Bakterinin probiyotik
ozellikleri ve koruyuculugu ile ilgili yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarin sonucu
olarak, L. plantarum DW3, gida kaynakli patojenlere ve gidalar1 kontamine eden

mayalara kars1 etkili starter kiiltiir olarak kullanilabilir 6zelliktedir.

Yapilan bir calismada, antifungal ve antimaya ozellikleri arastirilan LAB tiirleri
arasinda bulunan L. plantarum susu, pastane iriinlerinde bulasiya sebep olan
Endomyces fibulinger maya tiiriine karsi antimaya etkisi gostermistir. Sonuglara
gore, en fazla laktik asit iretimi L. plantarum C21-41 susuna aittir. Yapilan
Olctimlerde bu susun asetik, formik, sitrik asit iiretmedigi; fenillaktik asit ve hidroksi-

fenillaktik asit bilesiklerini iirettigi tespit edilmistir (Valerio ve dig., 2009).

2.1.2. Laktik asit bakterilerinin iirettigi antimikrobiyal bilesikler

LAB’1in fermentasyon ile iretti§i antimikrobiyal maddelerin gida korumasi icin
kullanilmast ¢ok eski ¢aglardan beri uygulanan bir yontemdir. LAB, yaris halinde
oldugu mikroorganizmalara kars1 {Ustlinlik saglamak i¢in bulundugu ortami
degistirmek istemektedir. Gida ortaminda bulunan karbonhidratlar1 fermentasyon
yoluyla molekiiler kiitlesi kiigiik organik bilesiklere doniistiiriir. Organik asitler
(laktik asit ve asetik asit), diasetil, hidrojen peroksit, reuterin ve bakteriyosinler
olarak gruplandirilan bu bilesikler de gida giivenligini etkileyen ve raf Omriinii
kisaltan, bozulma etkeni mikroorganizmalar {izerinde antimikrobiyal aktivite
gostermektedir (Ouwehand ve Vesterlund, 2004; Wood ve Holzapfel, 1995).

2.1.2.1 Organik asitler

LAB, heksozlardan homofermentasyon yoluyla laktik asit; heterofermentasyon

yoluyla ise esmolar miktarda laktik asit, asetik asit/etanol ve CO, sentezlemektedir.
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Zay1f asitler olan laktik asit ve asetik asit ortamin pH 11 diisiirerek bozulma etkeni
ve patojen mikroorganizmalarin gelisimini smnirlandirmaktadir (Ouwehand ve

Vesterlund, 2004).

Zayif asitlerin diisiik pH degerlerinde daha giiclii antimikrobiyal etki gosterdigi
bilinmektedir (Theron ve Lues, 2011). Coziiniirliik sabiti daha yiiksek olan asetik asit
(pKa 4.75) ve eser miktarda sentezlenen propionik asit (pKa 4.87) ortam belli bir pH
degerindeyken, laktik asite (pKa 3.08) gore daha giiclii antimikrobiyal aktivite
gostermektedir. Dolayisiyla propionik asit ve asetik asit maya, kiif ve bakterilere

kars1 daha etkilidir (Schniirer ve Magnusson, 2005).

Laktik asit ortamin pH’1n1 diisiirmekte ve hiicre zarinin gegirgenligini artirmaktadir.
Boylelikle diger antimikrobiyal maddelerin aktivitesini giiclendirmektedir. Bunun
yaninda, laktik ve asetik asitin ¢oziinmemis formu, hidrofobik 6zelligi nedeniyle,
hiicre zarindan gegerek hiicre i¢ine niifuz etmektedir. Hiicre i¢inde ¢Ozlinmesi ve
sitoplazmadaki pH diisiisii sonucu hiicre 6liimii meydana gelmektedir (Dalié ve dig.,

2010; Ouwehand ve Vesterlund, 2004; Schniirer ve Magnusson, 2005).

Laktik asit

Zayif bir organik asit olan ve suda c¢oOziinebilir oOzellikteki laktik asit, gida
endiistrisinde lezzet ve aroma verici, asitlendirici, pH diizenleyici ve koruyucu olarak
kullanilmaktadir. FDA tarafindan GRAS simifinda degerlendirilmektedir. Gidalarda
dogal olarak bulundugu gibi gidalarin fermentasyonu sirasinda mikroorganizmalar
tarafindan da sentezlenmektedir. Tursu, zeytin, et ve peynir bu gidalara 6rnek olarak

verilebilir (Narayanan ve dig., 2004; Theron ve Lues, 2011).

Laktik asitin D(-), L(+) ve DL izomerleri bulunmaktadir (Akin, 1997). (DL laktik
asit, optik olarak inaktiftir.) Sekerlerin fermentasyonu sirasinda farkli LAB tiirleri
laktik asidin D(-) ve L(+) konfigiirasyonundan birini sentezleyebildigi gibi, her
ikisini de ayni/farkli oranlarda sentezleyebilmektedir. Bazi LAB tiirleri (L. sake, L.
curvatus ve L. casei ssp. pseudoplantarum) L-LDH enzimiyle L(+)-laktat tiretmekte
ve bu izomerin belli bir konsantrasyona ulasmasi racemase enzimini aktive
etmektedir. Bunun sonucu, dengeye ulasana kadar L(+)-laktat, D(-)-laktat formuna
dontistiriilmektedir. (Liu, 2003; Narayanan ve dig., 2004). L(+)-laktik asit bakterinin
erken biiylime evresinde goriiliirken, D(-)-laktik asit ge¢ biiyiime evresinde duragan

faza dogru gorlilmektedir (Axelsson, 2004). Peynirden izole edilen baz
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Lactobacillus tiirlerindeki NAD+ molekiiline baglh L(+)- ve D(-)-laktat
dehidrogenaz enzimleri de rasemik olusturmaktadir. NAD+ molekiiliine bagli L-
LDH enzimi L(+)-laktat1 piriivata gevirirken, D-LDH olusan piriivati D(-)-laktata

cevirmektedir. Bunun tersi durum da gegerlidir.

Laktik asitin izomerlerinin olusumunda mikroorganizma tiirii, kiiltiiriin yas1, besiyeri
ortaminin bilesimi, inkiibasyon sicakligi ve siiresi, pH, depolama sicaklig1 ve siiresi
gibi faktorlerin etkili oldugu belirtilmistir (Akin, 1997; Bogaert ve Naidu, 2000).
Kore’ye 6zgii bir fermente gida iirlinii olan kimchi iiretimi i¢in probiyotik 6zellikli,
fonksiyonal L. sakei tiirleri arastirilmistir. Racemase enzimine sahip L. sakel tiiriiniin
DL-laktat sentezledigi bilinmektedir. MRS brot besiyeri ortamina asetat
eklendiginde, yalnizca L(+) formu sentezlenmistir. Bu durum racemase enzimi
aktivitesinin engellendigini gostermektedir (Lee ve dig., 2011). Besiyeri bilesiminin
stereospesifiteye etkisiyle ilgili bagska bir ornek glikoz limitasyonudur. Ortamda
bulunan glikozun kisitli oldugu durumda, L. casei bakterisi asetat, format ve etanoliin
yaninda D(-)-laktat tiretimini de artirmistir (Liu, 2003). Liu, baz1 durumlarda (disiik
pH gibi) LAB’larin kendi iirettigi laktik asitin bir kismin1 metabolize ettigini ya da
laktik asit piriivatin1 bagka bir metabolite (6rnegin eksopolisakkarit) doniistiirdiiglinii
belirtmistir. Oksijenin bulundugu ve glikozun kisith oldugu fermentasyon ortaminda,
pH’1n azalmasiyla L. plantarum’un asetat ve L(+)-laktat iiretimi azalmis, D(-)-laktat

tiretimi artmustir.

Peynirde starter olmayan bazi Lactobacillus tiirlerinin starter LAB’in olusturdugu
L(+)-laktati, D(-)-laktata doniistiirdiigti goriilmiistiir. Laktoz fermentasyonu veya
rasemiklesmeyle olusan D(-)-laktat, kalsiyum laktat (¢oziiniirliigli az olan bir tuz)

formunda ¢okerek peynir yiizeyinde istenmeyen bir yap1 olusturmaktadir.

Sarap fermentasyonunda ise, L-malattan L(+)-laktat olusumu istenilen bir durumdur.
D(-)-laktat sarabin stabilitesini olumsuz etkilemektedir. Saraptaki baz1 L. plantarum
ve L. brevis tiirlerinin rasemiklesmesiyle L(+)-laktat yaninda D(-)-laktat da olustugu
tespit edilmistir. Bu durum, tek bir rasemik enziminden kaynaklanabilecegi gibi, L-
LDH ve D-LDH enzimlerinin varligiyla da ilgili olabilir. D-laktat olusumu sarapta
LAB tiirlerinden kaynaklanan bir bozulma gostergesidir. Bozulmaya sebep olan
LAB’dan kaynaklanabilecegi gibi, sarapta normalde bulunan ve fermentasyonu
saglayan LAB tiirlerinin amino asit yikimindan da kaynaklanabilmektedir. EIma

sirkesinde depolama sirasinda L(+)-laktat miktarinda azalma ve D(-)-laktatta ise artig
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tespit edilmistir. Bu tip istenmeyen durumlar, bozulma etkeni Lactobacillus tiirleriyle
ilgili olabilecegi gibi elma sirkesi-LAB tiirlerinin seker fermentasyonundan da
kaynaklanabilmektedir. Ancak sebebin rasemiklesme olabileceginin gozardi

edilmemesi gerektigi de vurgulanmistir (Liu, 2003).

Yukarda da bahsedildigi iizere, gida uygulamalarinda L(+) formu tercih edilmektedir.
FDA’nin agiklamasina gore, L(+)-laktik asit GRAS sinifindadir. L(+) izomeri ve L-
laktat dehidrogenaz enzimi, insan metabolizmasinda yer almaktadir. L(+) izomerinin
bilinen toksik bir etkisi yoktur. Diinya saglik orgiitliniin verilerine gore, hazir bebek
gidalarinda pH ayarlama ajan1 olarak kullanilabilecek maksimum miktar 0,2 g/100g
hazir gidadir. Yiiksek dozda D(-)-laktik asitin insan i¢in zararli olabilecegi
belirtilmistir. DL-laktik asit veya D(-)-laktik asit ile asitlendirilerek formiile edilmis
prematiire bebek gidalari, metabolik asidoza sebep olmustur. Bu bebeklerde gelisim
bozuklugu da goriilmiistir. Bu sebeple D(-) izomerinin bebek gidalarinda
kullanimina izin verilmemektedir. Yetiskinlerde ise giinlik en yiliksek alimi 100
mg/kg viicut agirhigi olarak tavsiye edilmistir (Jehanno ve dig, 1992; Wang ve dig.,
2010). Jin ve dig. (2009), fermente gidalarla alinabilecek giinliik maksimum D(-)-

laktik asit miktarinin 3,16 mmol oldugu tahmin etmislerdir.

Laktik asitin antimikrobiyal etkisi de izomerlerine bagli olarak degismektedir. L(+)
formu Escherichia coli tiirtine kars1 D(-) formuna oranla daha fazla etkiliyken, D(-)
laktik asit Listeria monocytogenes tiiriine karsi daha etkilidir. 1ki izomerin hiicre
zarindan gecisi arasinda bir fark goriilmedigi, ayrica bakteri suslarinin kendi
uirettikleri izomere karsi daha az hassasiyetleri oldugu belirtilmistir (Theron ve Lues,

2011).

Fenillaktik asit

Bir organik asit olan fenillaktik asit, LAB’1n fenilalanin metabolizmasinin yan
triintidiir. Gliclii antimaya, antifungal ve antibakteriyal 6zelliklere sahip oldugu i¢in
gida teknolojisinde antimikrobiyal ajan olarak kullanilma potansiyeli bulunmaktadir
(Mu ve dig., 2009). Bir kaynakta, pastane iriinlerinde kiif ve maya gelisimini
engellemek icin kullaniminin propionik asite kiyasla daha ¢ok istenilebilir oldugu
belirtilmistir (Theron ve Lues, 2011). Cesitli LAB tiirleri tarafindan sentezlendigi
tespit edilmis, fakat en uygun tiiriin L. plantarum olduguna deginilmistir. Yapilan

caligmalardan birinde, antifungal ve antimaya 6zellikli L. plantarum 21B ve MiLAB
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393 suslar1 tarafindan sentezlendigi belirlenmistir (Rodriguez ve dig., 2012; Strém ve
dig., 2002). L. plantarum MiLAB 393 susu Candida, Debaryomyces,
Kluyveromyces, Rhodotorula, Saccharomyces, Phichia maya tiirlerinin gelisimini
engellemistir (Yang ve Chang, 2010). Ayrica L. coryniformis Si3, Pediococcus
pentosaceus ve L. sakei suslarinin da kiiltlir ortaminda bu organik aside rastlanmistir.
Fenillaktik asitin diger antimikrobiyal maddelerle sinerjistik bir etkide bulunduguna
da deginilmistir (Magnusson ve dig., 2003; Schniirer ve Magnusson, 2005).
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei SM20 ve Propionibacterium jensenii
SM11 bakterilerinin birlikte gelistirildigi kiiltiir ortamindan izole edilen hiicre
icermeyen supernatant soliisyonlari, Candida pulcherrima and R. mucilaginosa
tiirlerine kars1 giiclii antimaya aktivitesi gostermistir. Antimaya aktivitesini 6lgmek
icin mikroplaka metodu kullanilmistir. Kromotografi ve kiitle spektrometrisi
yardimiyla, propionik, asetik, laktik asit ile 2-pirrolidon 5-karboksilik asit, 3-
fenillaktik asit, hidroksifenil-laktik asit ve sussinik asit bilesikleri supernatant
soliisyonlar1 iginde tespit edilmistir (Rodriguez ve dig., 2012; Schwenninger ve dig.,
2008). L. plantarum DW3 iirettigi metabolitler, fermente iceceklerde en fazla
kontaminasyona sebep olan R. mucilaginosa ve bunun yaninda Issatchenkia
ocidentalis DKB, Pichia membranifaciens DKC, Pichia anomala maya tiirleri
lizerine inaktivasyon etkisi gosterdigi ‘“mikrotitre plaka kuyu” metodu ile
belirlenmistir. Antimaya 0Ozellikli metabolitin fenillaktik asit oldugu GC-MS
teknigiyle tespit edilirken, 5 mg/ml fenillaktik asitin R. mucilaginosa’yr %90
oraninda inaktif ettigi dl¢iilmiistiir (Kantachote ve dig., 2010). Baska bir ¢alismada,
Endomyces fibulinger maya tiiriine kars1 antimaya etkisi gésteren L. plantarum C21-
41 susunun laktik asit yaninda, fenillaktik asit ve hidroksi-fenillaktik asit bilesiklerini

tirettigi tespit edilmistir (Valerio ve dig., 2009).

Asetik asit

Asetik asit, heterofermentatif LAB tiirlerinin glikoz metabolizmas1 sonucu agiga
¢ikan tiriinlerden biridir. Maya, kiif ve bakterilere kars1 giiclii inaktivasyon 6zelligine
sahiptir. Diislik pH degerlerinde etkilidir. Laktik asit ile kiyaslanacak olursa asetik
asitin antimikrobiyal aktivitesi daha giigliidiir. Asetik asitin ¢Oziiniirliik sabiti (pKa
4.75) laktik asite gore daha yiiksektir. Dolayisiyla belirli bir pH degerinde,
¢Ozlinmemis formda bulunan asetik asit miktar1 daha fazla olmaktadir (Ouwehand ve

Vesterlund, 2004). Ancak laktik asit bulundugu ortamin pH’im diislirdiigii igin
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asetik asitin etkinligini artirmaktadir. Hiicre membranindan kolayca gecgerek, hiicre
ici pH’1 diisiirmektedir. Asetik asit GRAS statiisiindedir, gida katkis1 ve koruyucusu
olarak kullanimi yaygindir. Giiglii bir lezzet profiline sahiptir. Asetik asit, et
iiriinlerinde kontaminasyonu engellemek icin kullanilmaktadir. Ornegin karkas
lizerine sprey seklinde uygulanmaktadir. Diisiik pH’li gidalarda ve igeceklerde
mayalar tarafindan bozulmayr Onlemek i¢in yiiksek konsantrasyonlarda
kullanilmaktadir. S. cerevisiae gelisimini (pH 4.5) tamamiyla inaktive etmek igin 80-
150 mM asetik asit kullanilmistir. Aym1 pKa degerinde olan sorbattan 1-3 mM
kullanilmas1 ayni etkiyi gostermistir. Z. baili’nin inaktive edilmesi i¢in gerekli
organik asit konsantrasyonu yasal limitin Ustiine ¢ikabilmektedir. Ayrica sirke %5

oraninda asetik asit igermektedir, (Theron ve Lues, 2011).

Propionik asit

Heterofermentatif LAB tiirleri tarafindan ¢ok az bir miktarda sentezlenebilmektedir.
Coziniirliik sabiti (pKa 4,87) laktik asit ve asetik asitten daha ytliksektir. Daha giiclii
antimikrobiyal 6zellik gostermektedir. Antimikrobiyal 6zelliginden dolayr gidalarda
yenebilir kaplama veya film olarak kullanilmaktadir. Hayvan yemlerine eklenerek
karkasta kontaminasyonu diisiirdiigiine dair kaynaklar mevcuttur (Theron and Lues,

2011).

Hidroksi yag asitleri

Hidroksillenmis yag asitlerinin etki alani ¢ok genistir. Ozellikle kiif ve mayalara
karst giiclii inaktive edici Ozelliktedir. Propionik, butirik ve wvalerik asit gibi
bilesiklerle sinerjistik etki gostermektedir. Bakterinin iirettigi hidroksillenmis yag
asiti konsantrasyonuyla bakterinin gelisiminin orantili arttig1 goriilmiistiir, bu durum,
ortamdaki hidroksi-yag asiti saliniminin hiicre lizizinden bagimsiz oldugunu
gostermektedir (Dali¢ ve dig., 2010; Schniirer ve Magnusson, 2005). Leylak
ciceginden izole edilen ve Kluyveromyces, Phichia ve Rhodotorula tiirlerine karsi
etkili olan L. plantarum MILAB 14 susunun, hidroksi-yag asitlerini (3-
hidroksidekanoik asit, 3-hidroksi-5-cis-dodekenoik asit, 3-hidroksidodekanoik asit,
3-hidroksitetradekanoik asit) sentezledigi belirlenmistir (Yang ve Chang, 2010).

18



2.1.2.2 Hidrojen peroksit

LAB, oksijen varliginda flavoprotein oksidaz enzimiyle hidrojen peroksit (H2O)
olusturur. LAB’da katalaz enzimi bulunmadigi i¢in H»O, molekiilii ortamda
birikmekte ve hedef hiicrenin lipid membrani ve hiicresel proteinlerini
oksitlemektedir. Boylece bakteri, maya, kiif ve virlislere karsi antagonistik bir etki
olusturmaktadir (Dali¢ ve dig., 2010; Schniirer ve Magnusson, 2005). H,O,
molekiiliiniin 6ldiirtici olmayan dozlarda antimikrobiyal etkide bulunmasi, siitte
bulunan laktoperoksidaz enzimi varliginda tiyosiyanat bilesigi ile reaksiyona girmesi
sonucu olusmaktadir. Siitte LAB gelismesiyle H,O; ortama salinir ve bu reaksiyon
sonucu hipotiyosiyanat ile ara molekiiller meydana gelir. Bu molekiiller de diger
mikroorganizmalari inaktive etmektedir (Daeschel, 1989). Bu sistemin C. albicans
maya tlirli lizerine inaktivasyon etkisi bilinmektedir (Naidu ve Clemens, 2000).
Ayrica MRS besiyeri ortaminda yeast ekstraktin icerdigi katalaz enzimi hidrojen
peroksidi parcalayacagi i¢in hidrojen peroksit ile iligkili antimikrobiyal aktivite
Olclim testleri icin farkli bir besiyeri kullanilmasi Onerilmektedir. Bunun disinda
kiiflerin hidrojen peroksiti pargalayan enzimlerinin bulundugu bilinmektedir

(Schniirer ve Magnusson, 2005).

Bir ¢alismada, L. plantarum, L. casei subsp. casei, L. paracasei subsp. paracaseli, L.
curvatus ve L. casei tiirlerinin meyve suyu brot ortaminda {iirettigi organik asit, H,O,
miktarlar aragtirllmistir. Ana fermentasyon iirlinii olan laktik asit organik asitler
arasinda en yliksek diizeydedir. 0.25-1.77 mg/l araliginda degisen miktarlarda H,O,
tireten LAB tiirleri arasindaki iki L. plantarum susundan biri olduk¢a diisiik miktarda
H20, iiretmistir (Zalan ve dig., 2011). Oksijen varliginda sentezlenen H,O, LAB’da
katalaz enzimi bulunmadigi i¢in bir siire sonra ortamda birikmektedir. Maya, kiif ve
bakterilere kars1 giiclii antimikrobiyal 6zelligi bulunmaktadir. Fakat ortamda bulunan
diger organik bilesiklerle reaksiyona girdigi igin etkisi uzun siirmemektedir. Uretilen
hidrojen peroksit miktar1 tek basina antimaya aktivitesi i¢in diisiik olsa da diger

metabolitlerle sinejistik bir etki olusturabilmektedir (Zalan ve dig., 2011).

2.1.2.3 Bakteriyosinler

Hiicre  sitoplazmasindaki ~ ribozomlar  tarafindan  sentezlenen,  hassas
mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etki gdsteren peptit yapili molekiiller

genellikle bakteriyosin olarak adlandirilir. Protein yapili oldugu igin proteaz
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enzimine kars1 hassas yapidadir. Bakteriyosinler potansiyel gida koruma ajanlaridir.
Insanda gastrointestinal sistemde enzimler tarafindan parcalanir. Tripsin, a-
Kimotripsin, pepsin enzimlerinin bakteriyosini hidrolize etmesi 6zelligine dayanarak
protein yapisi tayin edilmekte ve yeni bakteriyosinler karakterize edilmektedir. Farkli
sicakliklarda 1s1l islem uygulanarak yiiksek sicaklik degerlerine gosterdikleri stabilite
ve farkli pH degerlerindeki aktiviteleri de bakteriyosinin karakterizasyonunda
onemlidir (Daeschel, 1989; Schniirer ve Magnusson, 2005). Cogu bakteriyosinin gen
dizisi plasmid {lzerinde tasinmakta, bazi tiirlerde ise kromozom iizerinde
bulunmaktadir (Naidu ve Clemens, 2000). Bakteriyosinin sentezlendigi genin
reglilasyonunun temelinde kisitli besin kaynagi icin yaristigi mikroorganizmalari
inhibe etmek yer almaktadir. Bu durum da dogal seleksiyon ile iligkilidir (Skaugen
ve dig., 2003).

Bakteriyosin geninin transkripsiyon ve translasyonundan sorumlu 6zel bir peptit olan
Pheromone (Phe) molekiilii bulunmaktadir. Bakteriyosin iiretiminin indiiklenmesini,
“quorum sensing” ile baglantili olarak aciklayan calismalar bulunmaktadir. Buna
gore, Phe molekiiliiniin sentezi, hiicre yogunlugunun bir dl¢iisiidiir. Phe ortamda belli
bir konsantrasyona ulastiginda, kendi kendini uyaran bir dongli baslatilmakta,
boylelikle bakteriyosin sentezinden sorumlu genlerin transkripsiyonu olugsmaktadir.
Bu dongiliniin baslatilmasinda baska indiiksiyon faktorlerinin de etkili olabilecegine
deginilmektedir. Ayrica LAB’in kendi {rettigi antimikrobiyal maddelere karsi

kendini koruma (immun) sistemi bulunmaktadir (Skaugen ve dig., 2003).

LAB tarafindan sentezlenen bakteriyosinler dort ana sinifa ayrilmaktadir: Birinci
siuf katyonik, ikinci smif kiigtik, 1s1ya dayanikli ve tigiincii simif amfifilik 6zellikteki
bakteriyosinleri, dordiincii sinif ise kompleks peptitleri kapsamaktadir. Cizelge 2.3’te

bakteriyosinlerin siniflandirilmas: gosterilmektedir.

Birinci simf bakteriyosinler lantibiyotiklerdir. Kiigiik molekiil agirligina sahip (< 5
kDa), 1s1l stabilitesi yiiksektir. A ve B alt siniflarini igerir. Tip A pozitif yiklidiir.
Hedef hiicrenin membraninda porlar olusturur. Biiyiikliilleri farklilik gdsteren bu
porlar, hedef hiicre iginde bulunan aminoasit, niikleotit ve diger maddelerin
uzaklagmasina ve hiicre dliimiine sebep olmaktadir. Iyi karakterize edilmis olan nisin
molekiilii bu gruptadir. Nisin, gram pozitif bakterilere karsi1 etkiliyken, gram negatif
bakteriler, mayalar ve kiiflere kars1 etkili degildir. GRAS statiisiindedir. Pentasiklik
yapidadir, 34 aminoasit grubu igermektedir (Smid and Gorris, 2007). Tip B

20



lantibiyotikler negatif yiiklii, globiiler yapidadir. Bu molekiiller LAB tarafindan
sentezlenmez (Hill ve dig., 2002; Skaugen ve dig., 2003).

Ikinci simif bakteriyosinler en genis grubu olusturur. Kiiciik molekiil agirhigina
sahip (<10 kDa), 1sil stabilitesi yiiksektir. Lantiyonin i¢ermez ve modifiye
edilmemistir. Ila alt sinifi pediyosin benzeri molekiillerdir. Giiglii anti-listeriyal
aktivitesi oldugu tanimlanmistir. Sekans dizilimleri iyi korunmus peptitlerdir. N-
terminalinde Try-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys amino asit dizilimini igerirler. 11b alt
siifi iki peptitli yapidaki bakteriyosinlerdir. Pediyosin, plantarisin, laktokoksin bu
siifa dahildir (Molloy ve dig., 2011; Ouwehand ve Vesterlund, 2004).

Uciincii simf bakteriyosinler biiyiik molekiil agirligina sahip (> 30 kDa), 1s1l
stabilitesi diisiik protein yapili bilesiklerdir. Helvetisin bu gruba iiyedir. Sinif I ve
Smf Il’deki peptitlerden farkli olarak antimikrobiyal aktiviteleri hiicre membranini
hedef almaz. Smf III bakteriyosinler hedef hiicrede bazi temel proteinleri inhibe
ederek antimikrobiyal etki gostermektedir (Naidu ve Clemens, 2000). Bu ii¢ sinifin
haricinde, kompleks protein yapisinda ve aktivasyonlart i¢in karbonhidrat ve lipit
molekiillerini i¢eren bakteriyosinler dordiincii simif olarak gosterilmektedir. Ancak

bu sinif heniiz yeterli diizeyde tanimlanmamistir (Ouwehand ve Vesterlund, 2004).

Cizelge 2.3: LAB bakteriyosin siniflandirmasi (Ouwehand ve Vesterlund, 2004).

Simif Alt stmf Ozellikler
Smfl A(L) Uzun, katyonik, membran aktif, + veya — yiiklii
(lantibiyotikler) ’ ’ ’

A(2) Uzun, katyonik, membran aktif, - yiiklii

B Globiiler, enzim aktivitesi inhibisyonu

Kiiciik (<10kDa), 1stya dayanikli, lantiyonin yok,

Smif 11 membran aktif
lla Antilisterial, N-terminali korunmus
b iki peptitli
lic Diger peptit bakteriyosinler
Sumf 11T Biiyiik (>30kDa), 1s1ya dayaniksiz
Smif IV Kompleks proteinler, karbondioksit, lipit icerir

LAB tarafindan sentezlenen bakteriyosinler genelde yakin iligkide oldugu tiirlere
kars1 etkilidir. Fungal ve maya gelisimine etkisi tanimlanmis olan calismalar daha

azdir (Schniirer ve Magnusson, 2005).
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2.1.2.4 Diger protein yapih ve diisiik molekiil agirhikh bilesikler

Reuterin (3-hidroksipropanal), anaerobik kosullarda heterofermentatif tiirlerin
(Lactobacillus reuteri, L. brevis, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus collinoides
ve Lactobacillus coryniformis) gliserolii fermente etmesiyle olusmaktadir (Dalié ve
dig., 2010). Olusan molekiill anaerobik ve aerobik ortamda aktivite
gosterebilmektedir (El-Ziney ve dig., 2000). Diisiik molekiil agirlikli, protein yapida
olmayan, yliksek ¢Oziiniirliiklii, notral pH’a sahip bu molekiil, bakteri, maya, kiif ve
protozoaya karsi aktive gostermektedir. C. albicans, Torulopsis glabrata, S.
cerevisiae ve Saccharomycopsis fibuligera tiirii mayalari inhibe ettigi bilinmektedir
(Daeschel, 1989; El-Ziney ve dig., 2000; Schniirer ve Magnusson, 2005; Yang ve
Chang, 2010). Hiicrenin RNase aktivitesine etkide bulunmaktadir (Dalie ve dig.,
2010). L. brevis ve L. buchneri gibi LAB tiirleri glukozu fermente ederken gliserol
molekiilinii  elektron alicist olarak kullanmaktadir. Tek basma gliserolde
gelisememektedir. Glukoz bulunan ortamda da gliserol olmadan yetersiz gelisim

gostermektedir (El-Ziney ve dig., 2000).

Diasetil (2,3-butanedione), metabolik bir son {irlindiir. LAB’in baz tiirleri
tarafindan iretilir. Tereyagina 0zgli lezzet ve aroma Ozelligine sahiptir. GRAS
smifindadir. Keskin tereyagt kokusu verdigi i¢in gidalarda antifungal olarak
kullanim1 kisithdir. Belirli gidalarda yikama suyuna katilarak sanitasyon amagh
kullanilabilir (Ouwehand ve Vesterlund, 2004; Ray ve Liewen, 2004; Shelef ve
Seiter, 2005). Ortam asitliginin diasetilin antimikrobiyal aktivitesine direkt olarak
etkisi goriilmistiir. Yapilan bir ¢alismada, pH 7°den diisiik degerlerde diasetil
aktivitesinin arttig1 goriilmiistiir. 200 ppm diasetil miktarinin mayalara karsi, 300
ppm’in ise kiiflere karsi oOldiiriicii oldugu tespit edilmistir. LAB’in diger (LAB
olmayan Gram-pozitif ve Gram-negatif) bakterilere gore daha dayanikli oldugu
gorilmiistiir (Ouwehand ve Vesterlund, 2004; Ray ve Liewen, 2004). Diasetil
molekiiliiniin Gram-negatif bakterilerde arginin aminoasidine baglanarak, ilgili
proteinlerin kullanimini kisitladig: belirtilmistir. Gram-pozitif bakterilerde ise benzer
baglanma proteinleri bulunmadig1 i¢in ve daha fazla aminoasit ¢esidi igerdiginden

daha dayanikli olabilecegine deginilmistir (Ouwehand ve Vesterlund, 2004).

Voulgari ve dig. (2010) tarafindan yayinlanan bir ¢alismada, geleneksel peynir ve
yogurt Uriinlerinden izole edilen fakiiltatif heterofermentatif (L. plantarum, L.

paraplantarum, L. pentosus, L. rhamnosus, L. paracasei subsp. paracasei) ve
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zorunlu heterofermentatif (L. brevis, L. buchneri, L. fermentum) starter olmayan
LAB tiirlerinin kiif ve mayalar iizerine antimikrobiyal 6zellikleri incelenmistir. Bu
suslar, Penicillium candidum kiifii ve D. hansenii mayasina kars1 degisen derecelerde
inaktivasyon etkisi gostermistir. Ayrica hiicre dis1 antifungal maddelerin proteolitik
enzimlere kars1 hassasiyet gostermesi sonucu, inhibe edici aktivitenin protein yapili

maddelerden kaynaklandigt ileri stiriilmiistiir.

Patojenik maya Candida tropicalis ve Gram-negatif bakterilere kars1 inaktivasyon
gosteren L. plantarum TN635 susundan protein yapili BacTN635 (molekiil agirlig:
yaklagik 4 kDa) bilesigi elde edilmistir. Bu bilesigin bakterisidal ve antimaya
ozellikli oldugu tespit edilmistir (Smaoui ve dig., 2010). Calismada, BacTN635 C.
tropicalis kiiltiir ortamina eksponansiyel fazin baslarinda eklenmistir. Hiicre sayimi
ve absorbans okuma yontemi ile etki gozlenmistir. BacTN635 eklenmis ve
eklenmemis maya kiiltiiriiniin absorbans Ol¢timleri birbirine ¢ok yakinken, hiicre

sayim1 metodu BacTN635 varliginda hiicre sayisinin azaldigini gostermistir.

Laktik asit, asetik asit, karbon dioksit ve nisin heterofermentatif laktik asit
bakterilerinin {irettigi metabolitler arasinda yer almaktadir. Bu maddelerin
gidalardaki kullanimlariyla ilgili olarak ozellikle T.C. Gida, Tarim ve Hayvancilik
Bakanligi, Gida ve Kontrol Genel Miidiirliigii’niin internet sitesinde bilgi taramasi
yapilmistir. Elde edilen bilgiler Cizelge 2.4 ve Cizelge 2.5‘te derlenmistir. Cizelge
2.4, bu maddelerin uluslararas1 numaralandirma sistemindeki numaralar1 ve
teknolojik kullanim konularini gostermektedir. Cizelge 2.5, laktik asit, asetik asit,
CO;, ve etil alkoliin bulunabilecegi baz1 gidalar, maksimum miktarlari, ilgili tebligin

numarast ve adini gostermektedir.

Cizelge 2.4: Uluslararasi numaralandirma sist. baz1 gida katkilar1 (CAC, 1989).

Gida katkisinin adi Teknolojik kullanim
270 Laktik asit, L-, D- ve DL- Asit diizenleyici
234 Nisin Koruyucu
260 Asetik asit Asit diizenleyici ve koruyucu

Karbonat ajani

Paketleme gaz1
290 Karbon dioksit
Koruyucu

Itici gaz
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Tiirk gida kodeksinin fermente siitler tebliginde (Anon, 2009), fermente siit
tirtinlerinin titrasyon asitliginin laktik asit cinsinden minimum ve maksimum
degerleri belirtilmistir. [Fermente siit (en az 0,3), yogurt (en az 0,6; en fazla 1,5),
asidofiluslu siit (en az 0,6), ayran (en az 0,5; en fazla 1,0), kefir (en az 0,6), kimiz (en
az 0,7)]. Ayrica kimizda etanoliin hacim/agirlik yiizdesi en az 0,5 olmalidir. Tiirk
Gida Kodeksi Yonetmeligi Ek13-A’ya gore laktik asit, aroma maddelerinin
iiretiminde tastyici, ¢oziicii ve katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Bira tebliginde
(Anon, 2006) isleme yardimcisi olarak laktik asit kullanilabilirken, karbondioksit
agirlikga en az % 3 olmalidir. Krema ve kaymak tebligine (Anon, 2003) gore,
kremanin ve kopiik kremanin titrasyon asitligi laktik asit cinsinden sirastyla % 0.225
ve % 0.025’den fazla olmamalidir. Fermente ve eksitilmis kremalarin titrasyon
asitliginin ise laktik asit cinsinden %0.225°den az, %0.67’den fazla olamadig

belirtilmektedir.

Cizelge 2.5: Tiirk Gida Kodeksine gore laktik asit, asetik asit, CO, ve etil alkoliin
bulunabilecegi baz1 gidalar.

Teblig no | Teblig ad Madde Gida tiirii Maks. m.
2006/56 Meyve suyu | Laktik asit Meyve suyu ve piiresi 0,5 g/l

ve benzeri

triinler

tebligi

Etil alkol Meyve suyu ve piliresi 39/l
Karbon dioksit | Meyve suyu vb. -
2001/22 Yenilebilir Insan sagligma | Asit kazein -

kazein ve zarar
kazeinat vermeyen
tebligi LAB
Laktik asit Asit kazein -
Asetik asit Asit kazein -
98/24 Alkolsiiz Etil alkol Alkolsiiz icecek 5.09/l
igecekler
tebligi
Laktik asit Alkolsiiz icecek 0.6 g/l
2008/24 Sofralik Laktik asit Sofralik zeytin -
zeytin tebligi
2008/67 Sarap tebligi | Karbon dioksit | Dogrudan insan tiiketimine Sarap
yonelik; sarap, dogal kopiiren | igerisinde
sarap, suni kopiiren sarap, ki maks.
dogal yar1 kopiiren sarap, suni | miktar 2
yar1 kopiiren sarap, likor g/L

saraplar1 ve belirli bolgelerde
iiretilen kalite saraplari
iretiminde kullanilan
fermantasyon halindeki tiziim
sirasina
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Koptik krema ve kopiiren kremalarin iiretiminde karbondioksit kullanilmasina izin
verilen gazlar arasinda yer almaktadir. Sarap tebliginde (Anon, 2008b), ugar asit
miktarinin asetik asit cinsinden, kismen fermente olmus iiziim siras1 i¢in 18 meq/l,
beyaz ve pembe/roze saraplar i¢in 18 meq/l, kirmizi saraplar i¢in 20 meq/I’den fazla
olamayacag belirtilmistir. Yumurta ve yumurta tiriinleri tebligine gére (Anon, 2007),
yumurta lriinlerinin iiretiminde kullanilacak olan hammaddenin kuru maddesindeki
laktik asit miktar1 1000 mg/kg’t asmamalidir. Fermente iirlinlerde bu deger

fermantasyon isleminden once kaydedilen deger olmalidir.

Tirk Gida Kodeksinin, Avrupa Birligi’'ne uyum c¢ergevesinde hazirlanan
“Renklendirici ve tatlandiricilar disindaki gida maddeleri tebligi” (Anon, 2008a);
asetik asit, laktik asit ve karbondioksit gibi gidalarda kisitli miktarda kullanilabilen
katki maddeleriyle ilgili kriterler ve kullanimina izin verilen maksimum miktarlar

icermektedir. Cizelge 2.6, bu tebligdeki Ek2 baz alinarak hazirlanmistir.

Cizelge 2.6: Laktik asit, asetik asit, karbon dioksitin gidalarda kullanimu ile ilgili kriterler.

Gida maddesi Katki maddesi Maks. miktar
Nektarlar Laktik asit 59/l
Ekstra recel ve ekstra jole Laktik asit QS
Regel, jole ve marmelat, geleneksel Laktik asit QS

recel, geleneksel marmelat ve diisiik
kalorili irtinler de dahil olmak iizere
benzer siiriilebilir meyve iirlinleri
Teneke ve cam konserve meyve ve | Laktik asit, asetik asit
sebzeler
Emiilsifiye edilmemis hayvansal ve Laktik asit QS
bitkisel kat1 ve s1v1 yaglar (sizma
yaglar ve zeytinyagi harig) ozellikle
pisirme ve/veya kizartma amagh
olanlar veya sos, et suyu (gravy)
hazirlamada kullanilacaklar
Mozzarella ve lor Laktik asit, asetik asit QS
Konserve meyve ve sebzeler Laktik asit, asetik asit QS
Ekmek (sadece bugday unu, su, maya | Laktik asit, asetik asit
veya kabartici ve tuzdan olusan)

Yas makarna Laktik asit QS

Bira Laktik asit QS

Sarap digindaki yart mamul maddeler Karbon dioksit 29/
Bebek mamalari Sadece L(+)laktik asit QS

Devam mamalari, devam formiilleri | Sadece L(+)laktik asit QS

Bebek ve kii¢iik cocuk ek besinler Sadece L(+)laktik QS (pH ayarlamasi igin)
asit, asetik asit

QS (Quantum satis): Herhangi bir maksimum seviyenin belirtilmedigini ifade eder.
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2.2 Mayalar
2.2.1 Mayalarin genel ozellikleri

Mayalar, tek hiicreli, eseysiz olarak genellikle tomurcuklanma ile iireyen, kiiremsi,
eliptik ya da silindirik sekilli mikroorganizmalardir (Deak, 2008). Hareketsiz ve
cekirdekli bu hiicrelerin eseyli iiremesi askospor olusumu ile gerceklesmektedir
(Dekker, 2004). Mayalar dogada (toprak, su, hava, bitki ve hayvanlar) yaygin olarak
bulunmaktadir. islenmis veya islenmemis toprak, pek ¢ok maya tiiriinii barindirmakta
ve gida kontaminasyonunda kaynak sayilacak bir depo durumundadir (Deak ve

Beuchat, 1996).

Mayalar enzimatik aktiviteleri sonucu fiziksel, kimyasal ve duyusal ozellikleri
etkileyerek gidalarda bozulmaya sebep olurlar. Ancak mayalarin sekerleri kullanarak
anaerobik yolla etil alkol ve CO, iiretmesi de gida sanayinde (alkollii igecekler,
ekmek, peynir yapimi gibi) kullanilan 6nemli bir {irlin olmasini saglamaktadir (Deak
ve Beuchat, 1996). Mayalardaki diger bir metabolizma sekli, aerobik ortamda ¢ok
cesitli besin 0gelerini asimile ederek enerji elde etmesi ve biyokiitlesini artirmasidir
(Deak, 2008). Cizelge 2.7, bazi maya tiirlerinin DL-laktat metabolizmasiyla ilgili
bilgi vermektedir. Mayalar fermentasyon, asimilasyon, lipolitik ve proteolitik
reaksiyonlar sonucu gidalarda istenmeyen lezzet ve doku bozukluklarina sebep

olmaktadirlar (Gadaga ve dig., 2001).

Cizelge 2.7: Baz1 maya tiirlerinin DL-laktat 6zellikleri (gelisim agar {izerinde) (Fadda ve
dig, 2010; Lachance ve dig., 2011; Narvhus ve Gadaga, 2003; Sampaio, 2011,
Suzuki ve dig, 2011).

Tiir DL-laktat
C. krusei A
C. lusitaniae -

C. parapsilosis -

C. zeylanoides -
D. hansenii AV

R. mucilaginosa AV

A: assimilation, V: variable results.
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2.2.2 Mayalarda gelisim

Mayalarin biliylime hizi bakterilere gore genellikle daha yavas, kiiflerden ise daha
hizlidir. Ancak asidik ve yiiksek seker konsantrasyonu igeren gida ortamlarinda
gelisme Ozelligiyle mayalar, bakterilere karsi avantaj saglamaktadir. Sicaklik,
ortamin kimyasal kompozisyonu, pH, su aktivitesi, oksijen ve gelisim {lizerinde etkili
olan maddelerin varlig1r gibi c¢evresel faktorler mayalarin spesifik biiyiime hizini

etkilemektedir (Deak ve Beuchat, 1996).

Tomurcuklanmayla biiyliyen mayalarda, canli hiicre sayis1 veya kiitledeki zamanla
artis, biiytime hiz1 (n) veya jenerasyon siiresi (tg) ile ifade edilmektedir (Sekil 2.1).
Kiiltiire dayali metot ve mikroskobik metotla canli hiicre sayis1 belirlenirken, direkt
olmayan hiicre yogunluguyla iligkili bulaniklik okunmas1 ve kuru kiitle metotlariyla
Olglimler yapilabilmektedir. Aerobik sivi ortamlarda mayalar genellikle Sekil
2.1’deki gibi bir biiylime egrisine sahiptir. Biiylime hizlar1 fazlara gore degisiklik
gostermekte olup, en hizli gelisim eksponansiyel fazdadir. Bu fazda biiylime hizi

hiicre sayisiyla orantilidir.

log X

Sekil 2.1: Maya hiicresinin gelisim egrisi. Gelisim fazlart: I, lag; II, hizlanma; 11,
eksponansiyel; IV, yavaslama; V, duragan. X, hiicre konsantrasyonu; p,
spesifik biiylime hizi; t, siire (Deak, 2008).
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Biiylimenin son fazinda ise dlen hiicre sayisi, yeni olugan hiicre sayisindan daha
fazladir. Gidalarda ¢evre kosullart mayalarin tolare edemeyecegi en yakin dereceye
ayarlanarak mayalarda 6liim hizlandirilmaktadir. Bu durum gidalar1 korumak igin
uygulanan inaktivasyon metotlarinin temelini olusturmaktadir. Mayalarin biliyiime
ortamindaki bilesenlerden birinin tilkenmesi durumunda, hiicre boliinmesi
durdurularak, duragan faza gegilir. Hiicre karbonhidrat depolamis, hiicre duvari
kalinlasmis ve ¢esitli streslere dayanikliligi artmistir. Mayalar bu kosullara karsi
oldukca  dayamikli  mikroorganizmalardir ~ve uzun sire bu  sekilde
yasayabilmektedirler. Tiikenen bilesenin ortama eklenmesiyle yeniden gelisim

dongiisiine girebilmektedir (Deak, 2008).
2.2.3 Gidalardan izole edilen bazi maya tiirleri

Candida krusei (Teleomorph Pichia kudriavzevii)

Gida kaynakli olup insanlarda hastalik yapan tiirlerdendir. Insanda candidemia
hastaligina en ¢ok sebebiyet veren bes Candida tiirtinden biridir. (Diger dordi C.
albicans, C. glabrata, C. tropicalis ve C. parapsilosis maya tiirleridir) (White ve
dig., 2010). Fluconazole ve koruyuculara karsi dayanikli oldugu tespit edilmistir
(Cooper, 2011). Aside toleranshidir. Asidik gidalarda fermentasyon yoluyla
bozulmaya ve yiizeyde biyofilm olusumuna sebep olmaktadir (Fleet, 2011).

Candida lusitaniae (Teleomorph Clavispora lusitaniae)

Hayvanlarin normal mikroflorasinda bulundugu belirtilmistir. Klinik o6rneklerde
nadiren rastlanmistir. C. lusitaniae tiiriiniin, bagisiklik sistemi zayiflamis bireylerde
hastaliga sebep olmaktadir. Amphotericin B’ye karst dayaniklilik gosteren bazi
suslar1 bulunmaktadir (Bariola ve Saccente, 2008; Cooper, 2011; Favel ve dig.,
2003).

Candida parapsilosis

Candidemia’ya en c¢ok sebep olan tiirler arasindadir. Yapigskan siimiiksii bir tabaka
olusturarak ¢evreden veya hastane ortamindan bagisiklik sistemi zayiflamis hasta
bireylere bulasabilmektedir. Kiiltiir ortaminda uzun ve dallanmis psddohipler

olusturur, bu yapinin olusumu suslar arasinda farklilik gosterebilmektedir (Cooper,
2011).
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Candida zeylanoides

Klinik numunelerde nadir olarak goriilmiistiir. Firsat¢1 patojen olabilmektedir. Bazi
deniz canlilarindan izole edilmistir. Hayvan kaynakli gidalarda, o6zellikle soguk
depolanmis tavuk etinde tespit edimistir. Ayrica krem peynirde rastlanmistir

(Lachance ve dig., 2011).

Debaryomyces hansenii (Anamorph Candida famata)

Diisiik su aktivitesine ve yiiksek seker konsantrasyonuna sahip gidalarda yaygin
olarak bulunmaktadir. Meyve sulari, sekerli {irtinler, sarap, bira, pastane iirlinleri, siit
iriinleri, islenmis ve islenmemis et irilinleri bu gidalara 6rnek olarak verilebilir.
Gidalarda genellikle bozukluga sebep olmamaktadir. Peynirin olgunlagmasina katk1
sagladig belirtilmistir. Laktik asidi asimile ederek peynirde pH’in yiikselmesine ve
diger mikroorganizmalarin gelisimine olanak vermektedir. Kurutulmus et
tirlinlerinden izole edilmistir. D. hansenii et driinlerinde lipolitik ve proteolitik
aktivite gostermektedir. Etin duyusal o6zelliklerini olumlu etkiledigi belirtilmistir.
Ancak bu maya tiiriiniin gidalarda asir1 liremesi istenmeyen aroma, lezzet, gaz ve
doku olusumuna sebep olmustur (Cordoba ve dig., 2010). Yiiksek miktarda (kuru
agirliginin % 70’ine kadar) lipit depolayan maya tiirlerindendir. Bu sebeple ¢esitli
biyoteknolojik (6r. biyoyakit iiretimi) alanlarda kullanilmaktadir. Ozmotoleranttir ve
yiikksek ozmolariteye sahip tuzlu, sekerli ve fermente gidalarda gelisebilmektedir.
Oldiiriicii 6zellikte toksinler sentezlemesiyle istenmeyen maya tiirlerinin geligimini
engellemektedir. Bu 6zellikleriyle endiistriyel fermentasyonda avantaj saglamaktadir
(Johnson ve Echavarri-Erasun, 2011). Optimum gelisim sicakligi 20-25°C’dir.
Buzdolabi kosullarinda ve 0°C’nin altindaki sicakliklarda gelistigi goriilmiistiir. 10°C
sicaklikta, pH 4-6 ve a,, 0.99’a kadar olan degerlerde gelismistir. insanlarda hastaliga
sebep oldugu nadiren goriilmiistiir (Cordoba ve dig., 2010).

Rhodotorula mucilaginosa

Basidiomycota subesi, Pucciniomycotina alt subesi, Microbotryomycetes sinifi ve
Sporidiobolales takimina dahildir (Libkind ve Sampaio, 2010). Kirmizi-pembe
koloniler olusturan, proteolitik, lipolitik ve pektinolitik aktiviteye sahip, oksidatif
tiirlerdir (Fleet, 2011). Dogada c¢ok cesitli habitatlarda (toprak, gol, nehir)

bulunmaktadir. Rhodotorula tiirleri arasinda R. mucilaginosa gidalarda en ¢ok
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rastlanan tiirdiir. Siit, et, meyve, sebze ve pastane irlinlerinin yiizeylerine
bulasabilmektedir (Fleet, 2011; Libkind ve Sampaio, 2010). Bagisiklik sistemi zayif
olan insanlarda hastaliklara sebep olabilmektedir (Libkind ve Sampaio, 2010).

2.2.4 Gidalarda bozulmaya sebep olan maya tiirleri

Taze meyve ve sebzeler besin 6geleri agisindan zengin, yliksek nem igerigine sahip
canlt dokular1 igermektedir. Sebzelerden farkli olarak, meyvelerde pH degerleri (pH
3-5) daha diisiiktiir. Dolayisiyla meyveler, maya ve kiiflerin gelisimi i¢in daha uygun
ekolojik bir ortam sunmaktadir. Sebzelerde ise Oncelikle bakterilerin gelisimi
bozulmaya sebebiyet vermektedir. Mayalar cogu meyve ve sebzenin dogal
mikroflorasinda bulunmaktadir. Tirlerin dagilimi {riiniin ¢esidine, ¢evresel
kosullara, hasat kosullar1 ve depolama kosullarina gore degisiklik gostermektedir.

Meyvelerdeki bozulma mayalarin fermentasyonu sonucu olusmaktadir (Deak, 2008).

Meyve sulari, diisiik pH degerlerinde, nitrojenli bilesik miktar1 yiiksek ortamlardir.
Bu sebeple, mayalar tarafindan bozulmaya miisait igeceklerdir. Karbonatli soft
iceceklerde maya gelisimi kotii koku, bulaniklik ve tortu olusumuna yol acar.
Fermentasyon sonucu olusan karbondioksit gazi, igecegin bulundugu kutunun
sismesine sebep olur. Bu tiir soft iceceklerde bulasinin genellikle liretim ortamindan
kaynaklandig1 tespit edilmistir. Virgina, USA’da soda ve dolum makinelerinden
alman numunelerde mikrobiyal kontaminasyon analiz edilmistir. Baskin olarak
bulunan bakteri tiirlerinin yaninda C. lusitaniae ve C. parapsilosis, tanimlanan maya

tiirleri arasinda yer almaktadir (Deak ve Beuchat, 1996; White ve dig., 2010).

Alkollii igecekler cok cesitlidir. Sarap, bira gibi iceceklerin iiretiminde mayalar
onemli bir rol oynamaktadir. Mayalarin fermentasyonuyla olusan metabolitler son
tirliniin lezzet ve aroma olusumunu etkiledigi i¢in, bu gidalarda faydali ve bozulmaya
sebep olan tiirlerin ayrimimi yapmak zordur. Sarapta maya igerigi, tiretimin farkli
asamalarima gore arastirilmistir. Tarlada olgunlasan {izlimiin maya igeri8i, siranin
fermentasyonu sirasinda, sarap iiretim tesisinde, siselenmis sarapta gelisen maya
populasyonlarinin degisimleri incelenmistir. Uretimde kullamilan iiziimiin hijyen
kalitesi, bozulmada giiglii bir etkendir. Genellikle Z. bailii, Saccharomyces
cerevisiae, S. ludwigii suslar1 en zararli, C. parapsilosis, C. krusei ve C. stellata ise
ikinci derecede zararh tiirlerdendir (Deak ve Beuchat, 1996; Loureira ve Malfeito-

Ferreira, 2003). Sarapta fermentasyon sonrasi bozulmaya sebep olan tiirler arasinda
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yer alan C. zeylanoides, depolama tanklarinda bulunan sarap {izerinde film
olusturmustur (Deak ve Beuchat, 1996). Sarapta oldugu gibi bira iiretiminde de
mayalar fermentasyon amaciyla kullanilmaktadir. Bunun disinda, istenmeyen
mayalarin bulasis1 da olabilmektedir. Birada yaklasik olarak pH 4 olmasi, siranin
kaynatilma islemi ve katki maddelerinin bulunmasi ¢ogu bakterinin gelisimini
onlemektedir. Birada bozulma sadece bazi LAB ve maya tiirleriyle iligkilidir. Bunlar
da bulaniklik ve istenmeyen lezzet olusumuna neden olmaktadir. D. hansenii, biranin

bozulmasinda rol alan maya tiirleri arasinda yer almaktadir.

Yiiksek seker igeren gidalarin stabilitesi; su aktivitesi, pH, sicaklik ve koruyucu
maddelerin bulunmasina baglidir. Kurutulmus sebze, tahil unu, makarna, siit tozu
gibi gidalar genelde %25°ten az nem ve 0.60’tan diisiik a,, degerlerine sahiptir. Bu
gidalar kuru kaldiklart siirece mikrobiyal gelisim goriilmez. Bal, surup, recel, jole,
marmelat, kurutulmus meyve, meyve suyu konsantresi gibi gidalarda ise 0.60-0.85
aw Ve %15-20 nem degerleri goriilmektedir. Oda sicakliginda uzun siire
saklandiklarinda bu gidalar fungal cilirimeye maruz kalmaktadir. Bozulma stres
kosullarina dayanikli mayalardan kaynaklanabilmektedir. Regelden izole edilen D.

hansenii, R. mucilaginosa bu tiirlere 6rnektir.

Meyvelerden farkli olarak sebzelerde gelisen mikroorganizma g¢esitliligi daha
fazladir. Bunu etkileyen i¢ faktorler; yiiksek nem igerigi, zengin besin ortami ve
notrale yakin pH degerleridir. Sebzelerin bozulmasinda mayalarin rolii, bakteri ve
kiiflerden sonra gelmektedir. Fakat ortam kosullart uygunsa, ornegin laktik asit
fermentasyonu ger¢eklesmesi gibi durumlarda, maya gelisimi hizlanmaktadir.
Sebzelerde maya populasyonu 10%-10° g' degerlerinde degisim gdsterir.
Basidiomycetous, genelde sebzelerdeki dominant mayalardir. R. mucilaginosa, taze
misirda bulunan tiirler arasindadir. Son yillarda tiiketicinin az islenmis gidalara
talebinin artmasiyla sebzelerde maya kaynakli bozulmada artis olmustur. C.
parapsilosis, paketlenmis yenmeye hazir havugtan depolama asamasinda izole
edilmis tiirlerden biridir. Sebzelerin topraga yakin yetismesi de kontaminasyon
sebeplerindendir. Genelde, sebzelerin hasadi sirasinda meydana gelen mekanik
hasarlar mikroorganizmalarin girisini kolaylastirir. Isleme ortaminda ise kesici aletler
bulasinin kaynagini olusturmaktadir. Salatalik, lahana, =zeytin gibi gidalar
fermentasyonla korunabilmektedir. LAB’in sentezledigi organik asitler pH’1

diistirerek mayalarin gelisimi i¢in uygun ortam hazirlamaktadir. Fermente sebzelerde
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mayalar son {riiniin organoleptik 6zelliklerini gelistirmektedir. Ancak bozulmalara
da sebep olmaktadir. Bozulma, dokularin enzimatik yikimla yumusamasi,
fermentasyon sonucu gaz ¢ikisi ve kabarma seklindedir. Lahana tursusunda pembe
leke olusumuna Rhodotorula tiirleri sebebiyet vermektedir. Zeytin ve salatalik
tursusunda yumusamaya sebep olan mayalar Saccharomyces, Debaryomyces, Pichia,
Candida ve Rhodotorula tiirleridir (Arroyo-Lopez ve dig., 2008; Fleet, 2011).
Salamura gidalarda LAB fermentasyonu sonucu olusan organik asitler oksidatif
mayalar tarafindan kullanilir. Bu durum diger mikroorganizmalar tarafindan

bozulmayi kolaylastirir.

Mayonez, salata sosu, marine edilmis balik, sebze gibi asitle korunan gidalarda,
temel bozulma kaynagi LAB ve mayalardir. Meze iirlinlerinin hazirlanmasinda
mayonez ve salata sosu kullanildiginda kontaminasyon riski artmaktadir. Mayonez
igeren bozulmus salatadan izole edilen tiirler arasinda C. parapsilosis, D. hansenii, R.

mucilaginosa tiirleri bulunmaktadir (Fleet, 2011).

Tahil {riinlerinde bozulma ve biiyilkk ekonomik kayiplar daha cok kiiflerden
kaynaklanir. Mayalar mikrobiyal populasyonun kii¢iik bir kismini olusturmasina
ragmen tim tahillarda (yulaf, arpa, bugday, misir, ¢avdar) bulunur. Tahillarda
Candida, Cryptococcus, Pichia, Hanseniaspora, Rhodotorula, Sporobolomyces,

Saccharomyces ve Trichosporon tiirleri tespit edilmistir (Deak ve Beuchat, 1996).

Ticari pastane iriinleriyle iliskili mayalar arasinda bozulma sebebi olanlar genelde
Saccharomyces ve Zygosaccharomyces tiirleridir. Tahil unu mikroflorasinin %1’ini
mayalar olusturur, bu gidalarda bakteri ve kiifler dominant organizmalardir.
Sonbahar ve kis aylarinda undaki kiif populasyonu genelde en yiiksek seviyedeyken,
ilkbahar aylarinda maya populasyonunun seviyesinin yiikseldigi belirtilmistir. C.
zeylanoides unda tespit edilmis tirler arasindadir. Bu mayalarin 6giitme
makinesinden bulastig1 belirtilmistir. Pastane iirlinlerinde, un ve hamur kaynakl
mikroorganzimalar 1s1l islem sirasinda inaktive edilmektedir. Bu {riinlerin
mikrobiyal bozulmasi firinlama isleminden sonra, kontaminasyonla ortaya ¢ikar.
Dilimlenmis ekmek kontaminasyona agiktir. Ekmegin igerden bozulmasina genelde
Bacillus ya da kiifler sebep olmaktadir. Ekmegin mayalar tarafindan bozulmasi
kiregimsi bir goriintii olusumuna sebep olur. Bu tip bozulmada Endomyces fibuliger,
pichia burtonii ve Zygosaccharomyces bailii etkiliyken, C. parapsilosis tiirii de
goriilmistiir (Deak, 2008).
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Siit iiriinlerinin fermentasyonunda mayalar énemli bir yer tutar. Fakat mayalar siit
iriinlerinde bozulmaya da sebep olabilmektedir. Siit iirlinlerinin maya tiirleri i¢in
0zel bir ortam olusturmasimin sebepleri, mayalarin laktoz fermentasyonu ve
asimilasyonu yapabilmeleri, laktik asit ve sitrik asiti asimile edebilmeleri, protein ve
lipitleri parcalayabilen enzimler {iretebilmeleri, diisik pH ve sicaklik degerlerinde
gelisebilmeleri olarak siralanabilmektedir (Jacques ve Casaregola, 2008). D.
hansenii, siit tiriinlerinden en ¢ok izole edilen tiirlerdendir. Cig siitiin islenmesindeki
hijyen kosullari, siitte bulunan maya populasyonlarin1 etkilemektedir. Soguga
dayanikli tiirler arasindaki D. hansenii buzdolab1 kosullarinda saklanan siitten izole
edilmig tirler arasindadir. Pastorize edilmis siit iriinlerinde ise maya
kontaminasyonu 1sil islemden sonra olugmaktadir. D. hansenii yine burdan izole
edilen tiirler arasinda yer almaktadir. Yogurda katilan meyve ve tatlandiricilar maya
kontaminasyon riskini arttiran sebeplerdir. D. hansenii tiiriinii takiben S. cerevisiae,
R. mucilaginosa, C. parapsilosis, C. zeylanoides, C. versatilis, C. rugosa,
Issatchenkia orientalis (Anamorph C. krusei), Clavispora lusitaniae (Anamorph
Candida lusitaniae) bozulmus yogurttan en ¢ok izole edilen tiirler arasindadir. 0.89
su aktivitesinde, 200 mg L™ sorbik asit eklendiginde mayalarin inhibe oldugu
goriilmustiir (Deak, 2008). Peynirin olgunlagsmasinda mayalarin faydali oldugu kabul
edilse de asir1 gelismeleri duyusal 6zellikleri olumsuz yonde etkilemektedir. Peynir
isleme tnitelerinden bulasan mayalar bozulma nedeni olabilmektedir. D. hansenii
bozulmus peynirde en ¢ok goriilen tiir iken, C. zeylanoides ve patojenik C. albicans

da izole edilmis tiirler arasinda yer almaktadir (Jacques ve Casaregola, 2008).

Et, tavuk, balik ve deniz iiriinlerinde mikrobiyal gelisim, a,, ve pH’in optimum
olmasmin yaninda zengin besin igerigiyle iligkilendirilmektedir. Gilinlimiizde yeni
isleme ve depolama tekniklerinin gelistirilmesi et iiriinlerinde yaygin olarak bulunan
bakteri populasyonlarini azaltmis, mayalarin daha fazla gelisimine ve bozulmanin
kaynagimi olusturmasina firsat vermistir (Nielsen, 2008). Et iirlinlerinde
kontaminasyon, kesimhanede etin islendigi boliimler, hava, ekipmanlar, soguk depo
odalari, paketleme iiniteleri gibi ortamlardan gerg¢eklesmektedir. Rhodotorula,
Candida ve Debaryomyces tiirleri siklikla izole edilen tiirler arasinda yer almaktadir.
Norveg’te kurutulmus et {irlinlerinde, is uygulanmis iriinlerin ylizeyinde maya
populasyonunun gelisimi 6nemli Ol¢lide azalmistir (Asefa ve dig., 2009). Cizelge

2.7°de baz1 maya tiirleri ve izole edildikleri gida iirlinleri yer almaktadir.
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Cizelge 2.8: Baz1 gidalar ve maya tiirleri (Deak, 2008; Deak ve Beuchat, 1996).

C. krusei

Sarap, ekmek hamuru

C. lusitaniae

Yoresel fermente siit tirtinleri

C. parapsilosis

Meyveler: islenmis meyve, tropik meyveler

Icecekler: siselenmis igecekler, sarap sirasi, sarap

Sebzeler: misir, havug

Fermente ve asitli gidalar: tursu, fermente kakao, salata, oryantal
gidalar, mantar tursusu, mayonez igeren salata

Pastane iiriinleri: ekmek

Siit iiriinleri: peynir, peynir suyu, yogurt ve meyve karigimlari,
tereyagi

Et, tavuk ve deniz iiriinleri: sigir ve tavuk eti, balik, sucuk, kabuklu
deniz iiriinleri

C. zeylanoides

Meyveler: iiziim, visne I¢ecekler: sarap

Pastane iiriinleri: bugday ve yulaf unu

Siit tiriinleri: peynir, ¢ig siit, yogurt, baz1 yoresel peynirler, tereyagi
Et, tavuk ve deniz iiriinleri: si8ir, kuzu, domuz, tavuk ve hindi eti,
sigir ve kuzu kiymasi, kuzu filetosu, balik, deniz iiriinleri, taze sucuk,
dondurulmus ve kurutulmus et {irlinleri, vakum paketli sosis

D. hansenii

Meyveler: elma, armut, iiziim, narenciye, tropik meyveler, nar

Meyve sulari ve soft icecekler: meyve sulari, alkolsiiz icecekler
Alkollii icecekler: bira, malt, piring birasi, sarap, sarap sirasi, sarap
fabrikas1 Sebzeler: domates

Fermente ve asitli gidalar: tursu, zeytin, paketlenmis sebze salatasi,
mayonezli salata, kakao, soya iiriinleri

Tahillar: misir, arpa

Pastane iiriinleri: ekmek mayasi, hamuru, ekmek,

Seker oram yiiksek iiriinler: recel, islenmemis seker, islenmis seker,
surup, seker kamisi

Siit iiriinleri: siit, yogurt, peynir, dondurma

Et, tavuk ve deniz iiriinleri: sigir, domuz, tavuk eti, sucuk, balik ve
kabuklu deniz iiriinleri

R. mucilaginosa

Meyveler: elma, ¢ilek, visne, greyfurt, tropikal meyveler, portakal
Tahillar: misir, arpa Alkollii icecekler: sarap ve sarap evi

Fermente ve asitli gidalar: mayonezli salata ve cesitli salatalar

Seker oram yiiksek iiriinler: regel Siit tiriinleri: yogurt

Et, tavuk ve deniz iiriinleri: sigir ve domuz eti, sucuk, balik, kabuklu
deniz iirlinleri

2.2.5 Baz1 maya tiirlerinin antifungal kimyasallara hassasiyetleri

Brezilya’da yapilan bir ¢calismaya gore, hastalarin dolagim sisteminden izole edilen

farkli Candida tiirlerinin antifungal flukonazol (FCZ), itrakonazol (ITZ), and

vorikonazol (VCZ)’a kars1 hassasiyeti, brot mikrodiliisyon metoduyla test edilmistir.

C. parapsilosis ve C. krusei’nin MICsy degerleri (ug/ml) Cizelge 2.9°da verilmistir
(Matta ve dig., 2007).

34



Cizelge 2.7 : Bazi maya tiirlerinin flukonazol (FCZ), itrakonazol (ITZ), ve vorikonazol
(VCZ)’a kars1 MICsq degerleri (Matta ve dig., 2007).

Tiir (MICsp) (ng/ml)
FCZ ITZ VCZ
C. parapsilosis 0,5 0,03 0,03
C. krusei 16 0,25 0,25

Italya’da cesitli kliniklerden toplanan, insan viicudundan izole edilmis Candida
tirlerinin  VCZ’ye hassasiyeti arastirilmistir.  Brot mikrodiliisyon metoduyla
belirlenen C. parapsilosis, C. krusei ve C. lusitaniae tiirlerinin MICsy ve MICg

degerleri (ug/ml) Cizelge 2.10°da gosterilmistir (Morace ve Polonelli, 2005).

Cizelge 2.8: Bazi maya tiirlerinin vazokonazole kars1 MICs, ve MICq, degerleri
(Morace ve Polonelli, 2005).

Tiir VCZ
M |C50 (ug/ml) M|C90
C. parapsilosis 0,015 0,03
C. krusei 0,25 0,5
C. lusitaniae 0,008 0,015

Brezilya’da tropikal kaynak suyundan izole edilen ¢ok sayida maya tiiriniin, brot
mikrodiliisyon metodu kullanilarak hassasiyet testi gergeklestirilmistir. Piracicaba
nehrinden elde edilen C. krusei, C. parapsilosis, D. hansenii ve R. mucilaginosa
tirlerinin FCZ ve ITZ’ye kars1 MICgy degerleri (ug/ml) Cizelge 2.11°de verilmistir
(Medeiros ve dig., 2008). Cizelge 2.12, ABD’de bulunan bazi saglik merkezlerinde,
candidemia hastalarmin kanindan elde edilen maya tiirlerinden C. krusei, C.
lusitaniae, C. famata ve C. zeylanoides’in belirtilen MIC degerlerindeki %

inaktivasyon degerlerini gostermektedir (Pfaller ve dig., 2004).

Cizelge 2.9: Bazi maya tiirlerinin FCZ ve ITZ’ye kars1 MICgq degerleri (Medeiros ve dig.,

2008).
Tiir MICg (ng/ml)
FCZ ITZ
C. krusei 64 0,5
C. parapsilosis 1-4 0,5-1
D. hansenii 1-4 1-4
R. mucilaginosa 64 1-4
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Verilere gore C. krusei fluconazole dayanikli bir tiirdiir. Ayrica amfoterisin B

MIC degeri 0,5 mg/ml olarak Olclilmistir (Okungbowa ve dig., 2009)

igin

. R

mucilaginosa ise fluconazole karsi dayaniklilik gosterirken (>256 pg/ml),

amphotericin B (0.023 pg/ml)’ye karsit hassastir (Bockelmann ve dig., 2008). C.

lusitaniae’ye karsi, amfoterisin B fungisidal etki gosterirken; flukonazol ve

vorikonazol fungistatik etki gostermektedir (Ernst ve dig., 2002). D. hanseni

i’nin

amfoterisin B’ye kars1t MIC 6l¢tiimii 0,25 pg/ml bulunmustur (Wong ve dig., 1982).

izelge 2.10: Baz1 maya tirlerinin belirtilen egerlerindeki kiimiilatif % inaktivasyon
Cizelge 2.10: B y lerinin belirtilen MIC degerlerindeki kiimiilatif % inaktivasy

degerleri (Pfaller ve dig., 2004).

Tiir Belirtilen MIC (ug/ml) degerlerindeki kiimiilatif % inaktivasyon
006012 |025] 05 | 1 2 4 8 16 [ 32| 64 | 128
C. krusei 0 0 0 0 0 0 1 3 14 | 60| 95 99
8 C. lusitaniae 4 37 | 68 |85] 91 [ 94| 96 | 98 [99 | 100
| c. famata 0 | 11 | 28 44| 50 | 72| 83 | 100
C. zeylanoides 20 | 20 | 40 | 60| 80 |80 | 100
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

Tulum peyniri 6rneklerinden izole edilen laktik asit bakterilerinden (L. brevis 1, L.
brevis 2 ve L. brevis 3 suslari, L. pentosus ve L. plantarum tiirlerinden birer sus
olmak {lizere toplam bes Ornek secilmistir. Bu kiiltiirler De Man Rogosa ve Sharpe
(MRS) yatik agar (Merck, Darmstadt, Almanya) tiiplerinde +4°C’de muhafaza

edilmistir.

Sucuk orneklerinden izole edilen alti farkli maya tirti (C. famata, C. krusei, C.
lusitaniae, C. parapsilosis, C. zeylanoides, R. mucilaginosa) se¢ilmis ve bu
calismada, LAB’in antimikrobiyal etkisini test etmek lizere kullanilmistir. Maya

kiiltiirleri, Malt Ekstrakt Agar (MEA) yatik agar (Merck, Darmstadt, Almanya)

tiiplerinde +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2 Metot

3.2.1 Gram boyama

MRS agar iizerine ekilip 30°C’de, 24 saat siire gelistirilmis saf laktik asit bakterisi
kiiltiirtinden hazirlanan preparatlar lizerine kristal violet damlatilmig ve bir dakika
bekletilmistir. Boya saf su ile akitilmistir. Boyanin etkisini artirmak igin tizerine iyot
¢oOzeltisi damlatilmistir. Alkol ile yikandiktan sonra karsit boya olarak karbol fuksin
ile muamele edilip 30 saniye kadar bekletilmis ve sonra yikanmustir. Preparatlara
immersiyon yagi damlatilarak mikroskop altinda incelenmistir. Mor renkte gézlenen

hiicreler gram pozitiftir.

MEA iizerine ekilip 25°C’de, 48 saat gelistirilmis saf maya kiiltiiriinden hazirlanan
preparatlar, yukarida anlatilan sekilde gram boyama yOntemine tabi tutulmus ve

maya hiicreleri mikroskop altinda incelenmistir.
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3.2.2. Laktik asit bakterilerinden antimikrobiyal madde eldesi

LAB tiirleri MRS yatik agar tiipleri igine ekilerek 30°C’de 24 saat siireyle gelistirildi.
Yatik agarda gelisen LAB kiiltiirlerinden 6ze yardimiyla 6rnekler alindi. McFarland
standartlar1 kullanilarak seyreltik MRS sivi besiyerinde hiicre konsantrasyonu 5x10°
hiicre/ml olarak ayarlandi. 30°C’de 24 saat siire ile gelistirildi. Kiiltiir soliisyonlar1
4000 rpm ve 8°C’de 15 dakika sentrifiij edildi. Ust faz (supernatant) alindi, pH-metre
(Hanna HI 9321 Microprocessor) ile pH degerleri 6lgtildii. 0,22 um por ¢apinda steril
membran filtreden (Whatman FP 30/ 0,2 CA-S, Dassel, Almanya) gegirilip, steril
halde +4°C’de saklandi. LAB (L. pentosus, L. plantarum, L. brevis 2, 1 ve 3)
tiirlerinden izole edilen supernatantlar sirasiyla S1, S2, S3, S4 ve S5 olarak
isaretlendi. Sekil 3.1°de, LAB antimikrobiyal madde eldesinin basamaklari

gosterilmistir.

LAB Stok kiiltiir (MRS yatik agar iizerinde)

McFarland ile konsantrasyon ayarlama (1:10 MRS brot i¢inde 5 108 hiicre/ml)

Inkiibasyon (30°C, 24 saat)

Sentrifiij (4000 rpm, 15 dak, 8°C)

pH ol¢iimii

Filtre sterilizasyonu (0,22 um)

Hiicre igermeyen supernatant

Sekil 3.1: LAB Kkiiltiiriinden hiicre icermeyen supernatant elde edilmesini gosteren
protokol.
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3.2.3 Supernatantlarin hazirhk islemleri

Supernatantin bir bolimi steril bir tiip i¢cine ayrildi. Bu ayrilan boliim “A” harfiyle
isaretlendi (Sekil 3.2). Supernatantin kalani1 6ncelikle 1N NaOH kullanilarak pH 6’ya
ayarlandi. Elde edilen soliisyon membran filtre ile steril edildi, bir kismu steril bir tiip
icine ayrildi ve bu tlip “B” harfiyle isaretlendi. Kalan soliisyon ikinci bir isleme tabi
tutuldu. Bunun i¢in 6nceden steril distile suyla seyreltilerek katalaz enzimi soliisyonu
hazirlandi. Katalaz enzimi soliisyonu kalan supernatanta eklendi, iyice karistirildi ve
yarim saat oda sicakliginda bekletildi. Membran filtre ile steril edilen soliisyon “C”

harfiyle isaretlendi. A, B ve C soliisyonlar1 cam tiiplerde +4°C’de saklanmistir.

Hiicre
igermeyen
supernatant
) Organik asit H,0O, eliminasyonu
A soliisyonu eliminasyonu i¢in pH i¢in katalaz
ayarlama eklenmesi
Antimaya etkinin Filtre sterilizasyonu Filtre sterilizasyonu
belirlenmesi

B soliisyonu .
C soliisyonu

Sekil 3.2: Hiicre icermeyen supernatanttan A, B ve C soliisyonlarinin elde edilmesini
gosteren protokol.

HiIvLvIvIHINIvOn HiceIeiiiesli

3.2.4 Supernatantlarin antimaya etkisinin incelenmesi

6 farkli maya Kkiiltiiri Malt Ekstrakt Agar (MEA) iceren yatik besiyerlerinde
25°C’de, 48 saat siireyle gelistirildi. Bir 6ze yardimiyla besiyerinden bir miktar
ornek fizyolojik su icersine alindi. McFarland standart soliisyonlar1 yardimiyla, %10

konsantrasyonlu Malt Ekstrakt Brot (MEB) iceren tiiplerde maya konsantrasyonu
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5x10° hiicre/ml olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan maya kiltiirleri 25°C’de, 48

saat stireyle gelistirildi.

Steril ortamda, mikropipet yardimiyla MEB besiyeri, A, B ve C soliisyonu, birinci
maya kiiltiirii (C. krusei) mikrotitre plaka kuyularina ilave edildi. Bu deney ti¢ paralel

seklinde hazirlandi.

Yukarida anlatilan prosediir diger maya ornekleri (C. lusitaniae, C. parapsilosis, C.

zeylanoides, D. hansenii ve R. mucilaginosa) i¢in de hazirlandi.

Hazirlanmis mikrotitre plaka kuyularinin istii steril bantlarla kapatildi. Mikrotitre
plakalar 25°C’de inkiibe edildi. Bes ayr1 LAB susuna ait supernatantlardan (S1, S2,
S3, S4 ve S5) hazirlanan “A”, “B” ve “C” soliisyonlarinin anti-maya etkisini test
etmek icin, mikrotitre plaka okuyucusu ile 600 nm dalga boyunda, belirli saat
araliklarinda spektrofotometrik 6lgiimler yapildi. Bu test sonuglarini dogrulamak igin

MEA petrilerine ekimler yapildi.

3.2.5 Mikroplaka 6l¢iim metoduyla koloni sayim metodunun karsilastirilmasi

A, B ve C soliisyonlariin anti-maya etkisini test eden bir dnceki deneysel ¢alismada
anti-maya etkisi S1-A soliisyonunda net bir sekilde gorildigi i¢in g¢alismanin
devamina bu soliisyonla devam edildi. SI1-A soliisyonunun alt1 farkli maya kiiltiirti
tizerine etkisini gormek i¢in spektrofotometrik olglime dayanan metot ile koloni
sayim1 metodu yapildi. Elde edilen sonuglar ile herbir mayanin biiylime egrisi grafigi
cikarildi ve antimikrobiyal maddelerin maya tiirleri iizerine etkisi hazirlanan

grafiklerde incelendi. Sekil 3.3, bu deneyin protokoliinii kabaca gostermektedir.

Bunun i¢in Oncelikle taze maya kiiltiirleri hazirlandi. Mayalar MEA yatik tiiplerde,
25°C’de 48 saat gelistirildi. Gelisen kiiltiirlerden 6ze yardimiyla 6rnekler alinarak
McFarland standart soliisonlar1 yardimiyla maya hiicre konsantrasyonlart %10’luk
MEB igersinde ayarlandi. Bu tiipler 25°C’de 48 saat siireyle gelistirildi. Daha sonra,

bu tiipler icersinden drnekler alinarak mikrotitre plaka kuyulari igine ekimler yapildi.

Hazirlanan mikrotitre plakalarin agzi steril bant ile kapatildi. Plakalar 25°C’de, 70
saat slireyle gelistirildi. 0, 8, 21, 32, 45, 56 ve 70. saatlerde mikrotitre plaka
okuyucusu ile 600 nm dalga boyunda ol¢iimler yapildi. Bu 6l¢lim sonuglarina gore
grafikler hazirlandi. Her okuma saatinde, herbir maya tiirii i¢in kuyulardan 6rnek

alindi.  Steril fizyolojik su kullanilarak seyreltme islemi yapildi. Seyreltme
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isleminden sonra, daha dnceden hazirlanmis MEA petri kaplaria ekimler iki paralel
olacak sekilde yapildi. Petri kaplar1 25°C’de 48 saat bekletildi ve koloni sayimlari
yapildi. Ornek alma, seyreltme ve petri kaplarina ekim islemleri her
spektrofotometrik okuma saatinden sonra tekrarlandi. inkiibasyondan sonra koloni
sayimlar1 yapildi ve grafikler hazirlandi. Grafikler i¢cin Microsoft Excel Programi
kullanildi. Elde edilen grafiklere goére mayalarin biiylime egrileri ve anti-maya

0zelligindeki maddelerin maya tizerine etkileri incelendi.

Maya stok kiiltiir

McFarland ile maya konsantrasyonu ayarlama

Inkiibasyon

Mikroplaka kuyularina ekim

Steril bant ile kuyularin kapatilmasi

Inkiibasyon

Mikroplaka okuyucu ile ODgy, Slgiimii Koloni sayimi metodu

Grafik ¢izilmesi Grafik gizilmesi

Sekil 3.3: Mikrotitre plaka metodu ve koloni sayimi metodunun karsilastirilmasiyla ilgili
protokol.

3.2.6 Supernatant icindeki D-/L-laktik asit konsantrasyonlarimin belirlenmesi

Farkli laktik asit bakterisi tiirlerinden elde edilen supernatantin icerdigi D- ve L-
laktik asit konsantrasyonunu 6lgmek icin stereospesifik enzimatik kitler (Boehringer
Mannheim, R-Biopharm AG, Almanya) kullanildi. Deneyler kit prosediiriinde
anlatildig1 sekilde gergeklestirildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Laktik Asit Bakterilerinden Elde Edilen Supernatantlarin Maya Tiirleri

Uzerine Etkisi

Bu ¢alismada L. pentosus, L. plantarum, L. brevis 1, 2 ve 3 suslarindan izole edilen
supernatantin i¢erdigi metabolitlerin farkli maya tiirlerinin gelisimi iizerine etkisi
incelenmistir. LAB’1in sentezledigi farkli metabolitlerin antimaya O6zelliklerini test
edebilmek i¢in supernatant li¢ farkli boliimde incelenmistir. Birinci bolim (A),
supernatanttaki metabolitlerin (organik asitler, hidrojen peroksit, protein yapili
bilesikler ve diger maddeler) toplam etkisini test etmeyi amaglamaktadir. Ikinci
boliim (B) olan nétralize edilmis (pH 6.00) supernatant; hidrojen peroksit, protein
yapili bilesikler ve diger metabolitleri icermektedir. Ugiincii boliim (C) ise, ndtralize
edilmis ve H,O;’ nin etkisini elimine etmek i¢in igine katalaz soliisyonu eklenmistir.

Bu boliim protein yapili ve diger bilesikleri icermektedir.

Sekillerde, L. pentosus, L. plantarum, L. brevis 2, 1 ve 3 suslarina ait supernatantlar
sirastyla S1, S2, S3, S4 ve S5 olarak sembolize edilmistir. C)rnegin S1-A, L.
pentosus’tan elde edilen supernatantin toplam haldeki etkisini; S3-C, L. brevis 2’den
elde edilen supernatantin, notralize edilmis ve supernatant eklenmis halini sembolize
etmektedir. Kontrol amaciyla supernatant eklenmemis maya kiiltiirlinlin gelisimi ise
K(+) olarak ifade edilmektedir. Mayalarin gelisimi mikroplaka okuyucusunda, 600
nm dalga boyunda belli araliklarla oOlclilmiistiir. Sonuglar {i¢ farkli Ol¢limiin

ortalamasi alinarak hesaplanmistir.
4.1.1 Laktik asit bakterilerinden elde edilen supernatantlarin C. krusei gelisimi
iizerine etkisi

Sekil 4.1°de, farkli supernatant boliimlerinin C. krusei gelisimi {izerine antimaya
etkileri gosterilmistir. Mikroplaka kuyular1 iginde maya hiicrelerinin baslangi¢

konsantrasyonu yaklasik olarak 1,4x 10® hiicre/ml olarak ayarlanmustir.
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Sekil 2.1: Bes farkli LAB susundan elde edilen supernatantlarin C. krusei gelisimi tizerine
etkisi. Mikroplaka kuyusunda, C. krusei baslangi¢ konsantrasyonu yaklasik
1,4%10° hiicre/ml. 0, 24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerde abs. Olclimii.

Olgiimler 0°dan 120. saate kadar 24 saat araliklarla gerceklestirilmistir. A grubu
supernatantlarin (S2-A hari¢) kontrol ile kiyaslandiginda, gosterdigi antimikrobiyal
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etkinin yogun oldugu goriilmektedir. S1-A etkisi 24. saatte sifira yaklagsmis ve
inkiibasyon siiresince ylikselmemistir. Bu durum, maya gelisiminin tamamen
inaktive edildigini gostermektedir. S3-A, S4-A ve S5-A etkileri de 24. saatte sifira
yakin degerleri gosterirken, sonraki Ol¢iimlerde artis gOstermistir. Ancak maya
gelisimi kontrol grubunun yine de ¢ok altinda degerlerde izlemektedir. Buna gore,
S3-A, S4-A ve S5-A supernatant soliisyonlarinin maya gelisimi {izerine Onemli
Ol¢iide etkisi bulunmaktadir. Kontrol ile kiyaslandiginda, C. krusei gelisiminde lag
fazinin uzadigi, biiylime seviyesinin ise onemli dlgiide azaldig1 goriilmektedir. B ve
C grubuna ait kuyularda maya gelisiminin oldugu ve hatta kontrol kuyusundaki maya
gelisimi degerinin biraz iistiine c¢iktig1 goriilmektedir. Ornegin 72, 96 ve 120.
saatlerde, K(+) ODgoo degeri 0,295; 0,356 ve 0,409 olgiiliirken; B ve C kuyularinin
ODgoo degerleri, bu Olgiim saatleri icin, biiylik cogunlukla belirtilen degerlerin
istiinde ¢ikmistir. Kontrol gelisim egrisinin iizerinde ¢ikan degerler degerlendirmeye

alinmamustir.

4.1.2 Laktik asit bakterilerinden elde edilen supernatantlarin C. lusitaniae

gelisimi iizerine etkisi

Laktik asit bakterilerinden izole edilen A, B ve C grubu supernatantlarin antimaya
etkileri Sekil 4.2°de verilmistir. Maya gelisimi 0-120. saat araliinda 24 saatte bir
oOl¢lilmiisgtiir. Mikroplaka kuyusunda C. lusitaniae baslangi¢ konsantrasyonu yaklagik
3x10® hiicre/ml’dir. S1-A supernatanti C. lusitaniae geligimini 24 saat iginde sifira
yakin degerlere diistirmiistiir ve 120 saat boyunca gelisim olmamistir. S1-A’nin C.
lusitaniae gelisimi iizerine giiglii antimaya etki gosterdigi goriilmektedir. S3-A, S4-A
ve S5-A gruplarinda antimikrobiyal etki altindaki geligsim egrileri kontrol grubunun
¢ok altinda degerlerdedir. Ornegin 72. saatte S3-A, S4-A ve S5-A gruplarinda maya
gelisimi ODggp degerleri 0,028; 0,048 ve 0,080 olarak olgiiliirken, K(+) i¢in ayn1 saat
Olgiimii 0,366 bulunmustur. S2-A, S2-B ve S2-C gruplarinda degerler yiiksek
bulunmustur, hatta K(+) degerinin {stiinde degerlere ulasmistir. Sekil 4.2
incelendiginde, A grubunda (S2-A hari¢) organik asitlerin sebep oldugu animaya

etkisi agik¢a goriilmektedir.
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Sekil 4.2: Bes farkli LAB susundan elde edilen supernatantlarin C. lusitaniae geligimi
tizerine etkisi. Mikroplaka kuyusunda, C.lusitaniae baslangi¢ konsantrasyonu
yaklagik 3% 10® hiicre/ml. 0, 24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerde abs. Olclimii.
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4.1.3 Laktik asit bakterilerinden elde edilen supernatantlarin C. parapsilosis

gelisimi iizerine etkisi

Laktik asit bakterilerinden izole edilen supernatantlarin C. parapsilosis’in iki farkli
baslangic konsantrasyonu (yaklasik 3x10° ve 5x10° hiicre/ml) lizerine
antimikrobiyal etkisi incelenmistir. Sonuglar sirasiyla Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te
verilmistir. Olgiimler 0-72. saat araliginda yapilmustir. Sekil 4.3 incelendiginde, S1-
A’nin inaktivasyon egrisinde yilikselme goriilmemektedir. S1-A supernatanti
baslangi¢ konsantrasyonu diislik tutuldugunda maya kiiltiirii lizerinde giiglii bir etki
gostermektedir. Bunun yaninda, S3-A, S4-A ve S5-A’da da 72 saat boyunca
inaktivasyon egrisinde gelisim gozlenmemektedir. Bu durum, C. parapsilosis
ekimindeki baglangi¢c konsantrasyonu 3x10° hiicre/ml oldugunda, L. brevis suslari
toplam supernatantinin igerdigi antimikrobiyal maddenin etkili oldugunu
gostermektedir. S2-A kuyusunda ODggo Olgtimii 48. saatte 0,083 gibi diisiik bir
degerdeyken 72. saatte 0,510’a yiikselmistir. K(+)’in 48 ve 72. saat ODgpy Ol¢iim
degerleri sirasiyla 0,378 ve 0,614°tiir. Inaktivasyon egrisi incelendiginde S2-A
etkisinin oldugu ve maya gelisim seviyesinde azalmayla sonuglandigi goriilmektedir.
72. saat sonuglarma bakildiginda, C grubu maya gelisimi B grubundan fazla
olmustur. Bu egriler kontrol egrilerinin lizerinde degerlerde oldugundan

degerlendirme yapilmamaktadir.

Mikroplaka kuyusuna C. parapsilosis 5x10° hiicre/ml baslangi¢ konsantrasyonunda
ekildiginde olusan antimaya etkisi sonuglari Sekil 4.4’te incelenmistir. C.
parapsilosis’in 72. saatte K(+) kuyusundaki absorbans degeri Sekil 4.3’te 0,614;
Sekil 4.4’te ise 0,730’dur. Baslangi¢c konsantrasyonu artirildiginda maya gelisim
seviyesinde bir yiikselme oldugu goriilmektedir. S1-A’nin 72. saatteki absorbans
degerine (0,202) bakildiginda, antimikrobiyal metabolitlerinin toplam etkisinin
5x10° hiicre/ml baslangi¢ konsantrasyonundaki C. parapsilosis inaktivasyonu igin
yeterli olmadigr goriilmektedir. S1-A, S2-A, S3-A, S4-A ve S5-A absorbans
degerleri K(+) degerinin altindadir. Bu degerler 72. saat i¢in sirasiyla, 0,202; 0,526;
0,226; 0,313 ve 0,373 olarak belirlenmistir. 1naktivasyon egrilerinde 72 saatte
ulasilan degerlere gore, islem géormemis supernatantlarin antimaya etkisi gilicliiden
zayifa dogru siralandiginda, S1-A (L. pentosus), S3-A (L. brevis 2), S4-A (L. brevis
1), S5-A (L. brevis 3) ve S2-A (L. plantarum) seklindedir.
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Sekil 4.3: Bes farkli LAB susundan elde edilen supernatantlarin C. parapsilosis gelisimi
tizerine etkisi. Mikroplaka kuyusunda, C. parapsilosis baslangi¢ konsantrasyonu

yaklagik 3% 10® hiicre/ml. 0, 24, 48 ve 72. saatlerde abs. dl¢iimii.
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Sekil 4.4: Bes farkli LAB susundan elde edilen supernatantlarin C. parapsilosis gelisimi
tizerine etkisi. Mikroplaka kuyusunda, C. parapsilosis baslangi¢ konsantrasyonu
yaklagik 5% 10° hiicre/ml. 0, 24, 48 ve 72. saatlerde abs. dl¢timii.
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4.1.4 Laktik asit bakterilerinden elde edilen supernatantlarin C. zeylanoides

gelisimi iizerine etkisi

LAB supernatantlarinin C. zeylanoides iizerine antimaya etkisini incelemek igin 0-
120 saat araliginda 24 saatte bir dlgiimler yapilmistir. Mikroplaka kuyularinda C.
zeylanoides baslangi¢ hiicre konsantrasyonu yaklasik 1,3x10% hiicre/ml’dir. Sekil
4.5’te, S1-A, S3-A ve S4-A inaktivasyon egrilerinde gelisim goriillmemistir. L.
pentosus, L. brevis 2 ve L. brevis 1 suslarina ait toplam supernatantlarin C.
zeylanoides gelisimi {lizerine etkisi giigliidiir. Bu etki biiyiik 6l¢iide organik asitlerden
kaynaklanmaktadir. S5-A’da inaktivasyon egrisinin 48. saate kadar sifir degerinde
oldugu, kontrol egrisiyle kiyaslandiginda gelisim diizeyinin 6nemli ol¢iide diistiigii
ve 120. saatte absorbans degerinin ancak 0,107 ye ulastigi gortilmiistiir. K(+) nin 72,
96 ve 120. saatlerde ODggo Olglimleri sirasiyla 0,4625; 0,4790 ve 0,4735’dur.
Gelisimin 72. saate duragan faz igersinde oldugu goriilmektedir. S2-A kuyusunda
toplam supernatantin antimaya etkisi goriilmemektedir. B ve C gruplarindaki maya
gelisimleri kontrol maya gelisiminden yiiksek ¢ikmistir. Bu sebeple B ve C

gruplarina ait inaktivasyon egrileri degerlendirmeye alinmamastir.

4.1.5 Laktik asit bakterilerinden elde edilen supernatantlarin D. hansenii

gelisimi iizerine etkisi

Sekil 4.6 ve Sekil 4.7, laktik asit bakterilerinden izole edilen supernatantlarin D.
hansenii tlizerine antimaya etkisini gostermektedir. 0-72 saat araliginda 24 saatte bir
mikroplaka okuyucuda Ol¢iimler yapilmistir. Sekil 4.6, mikroplaka kuyusunda
yaklagik 2x10° hiicre/ml baslangi¢ konsantrasyonu ile yapilan deneyin, Sekil 4.7 ise
2x10° hiicre/ml baslangi¢ konsantrasyonlu deneyin ODgy Ol¢iim sonuglarinm
vermektedir. Sekil 4.6 ve 4.7°de 72. saat i¢in K(+) absorbans degerleri sirasiyla 0,728
ve 0,820°dir. S1-A i¢in her iki sekilde de absorbans Olc¢timleri sifira ¢ok yakindir.
Sekil 4.6’da S3-A ve S4-A’da absorbans 6l¢iim sonuglari sifira yakin degerlerdir. S5-
A’da ise 48. saatten sonra maya gelisimi goriilmektedir. B ve C grubunun (S5-C
hari¢) K(+) ile kiyaslayinca D. hansenii iizerine belirgin bir antimikrabiyal etkisi
goriilmemektedir. S5-C kuyusuna ait absorbans dl¢limii 72. saatta 0,355°tir. Sekil
4.7°de ODggp sonuglar1 baslangi¢ konsantrasyonu daha yiiksek oldugu icin Sekil
4.6’ya gore daha yiiksek degerler vermistir. Sekil 4.7°de S3-A, S4-A ve S5-A toplam

supernatantlarindaki antimaya etkinin daha zayif kaldig1 gosterilmektedir.
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Sekil 4.5: Bes farkli LAB susundan elde edilen supernatantlarin C. zeylanoides gelisimi
tizerine etkisi. Mikroplaka kuyusunda, C. zeylanoides baslangi¢ konsantrasyonu
yaklagik 1,3% 10® hiicre/ml. 0, 24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerde abs. dl¢iimii.
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Sekil 4.6: Bes farkli LAB susundan elde edilen supernatantlarin D. hansenii gelisimi
tizerine etkisi. Mikroplaka kuyusunda, D. hansenii baslangi¢ konsantrasyonu
yaklagik 2% 10® hiicre/ml. 0, 24, 48 ve 72. saatlerde abs. 6l¢limii.
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Sekil 4.7: Bes farkli LAB susundan elde edilen supernatantlarin D. hansenii gelisimi
tizerine etkisi. Mikroplaka kuyusunda, D.hansenii baslangi¢ konsantrasyonu
yaklagik 2% 10° hiicre/ml. 0, 24, 48 ve 72. saatlerde abs. 6l¢timii.
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4.1.6 Laktik asit bakterilerinden elde edilen supernatantin R. mucilaginosa

gelisimi iizerine etkisi

R. mucilaginosa gelisimi tizerine LAB supernatantlarinin etkisinin absorbans 6lgiim
sonuglar1 Sekil 4.8’de verilmistir. Mikroplaka kuyusunda, R. mucilaginosa baslangi¢
konsantrasyonu yaklasik 3,5x10° hiicre/ml’dir. 0, 9, 24, 48 ve 72. saatlerde dlgiimler
yaptlmistir. S1-A, S3-A, S4-A ve S5-A’nin 72. saatteki absorbans degerlerine
bakildiginda (sirasiyla 0,042; 0,017; 0,021 ve 0,018), toplam supernatantin antimaya
etkisi acikca goriilmektedir. Antimaya etki organik asitlerden kaynaklanmaktadir.
H,0; ve bakteriyosin etkisi gdzlenmemistir. K(+)’da 72. saatte ODggg 0l¢lim sonucu

ise 0,235°tir. S2-A’da (0,249) antimikrobiyal etki zayiftir.

Bolim 4.1°de verilen sonuglar genel olarak degerlendirilecek olursa, S1-A
sonuclarinda 6nemli bir antimaya etkisi goriilmiistiir. Bu grup L. pentosus’a ait
supernatantin  toplam etkisidir. Ozellikle mikroplaka kuyusunda baslangic
konsantrasyonu yaklasik 10% hiicre/ml oldugunda sifira ¢ok yakin degerler elde
edilmis ve inaktivasyon egrilerinde maya gelisiminin baskilandig1r goriilmektedir.
Baslangic konsantrasyonu (C. parapsilosis) yaklasik 10° hiicre/ml oldugunda
antimaya etkisi zayiflamaktadir. Fakat baglangi¢c konsantrasyonu yiiksek de olsa D.
hansenii gelisimi tizerine S1-A etkisi olmustur ve inaktivasyon egrisinde yiikselme
goriilmemistir. R.  mucilaginosa’nin ~ S1-A  sonucunda, baslangi¢ hiicre
konsantrasyonunun (3,5x10° hiicre/ml) zamanla azaldigi ancak sifirlanmadigina
dikkat edilmistir. S1-A supernatant1 notralize edilip katalaz eklendiginde antimaya
etkisinde diisiis tespit edilmistir. Antimaya etkisinin biiyiik 6l¢iide organik asitlerden
kaynaklandig1 goriilmektedir. L. plantarum’a ait S2-A supernatantinin antimaya
etkisi her maya tiirii i¢in zayif bulunmustur. L. brevis suslarina ait S3-A, S4-A ve S5-
A gruplarinda ise antimaya etkisi vardir. Bu suslar sirasiyla, L. brevis 2, 1 ve 3’tiir.
Genellikle L. brevis 2’nin antimaya aktivitesi L. brevis 1°den; L. brevis 1’inki ise L.
brevis 3’ten etkili bulunmustur. Bu suslara ait A grubu supernatantlarda gelisim hizi
azaltilmistir, ancak antimaya etkisi S1-A’daki kadar giiglii degildir. Ayrica genellikle
biitlin maya suslarinda B ve C gruplarindaki absorbans degerleri, K(+)’e ait
absorbans degerlerinden yiiksek ¢ikmistir. Kontrol degerinin {izerinde ¢ikan bu
inaktivasyon egrileri degerlendirmeye alinmamistir. Sonu¢ olarak, LAB
supernatantlarinin antimaya etkisinin H,O; ve bakteriyosinden kaynaklanmadigi

tespit edilmistir.
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Sekil 4.8: Bes farkli LAB susundan elde edilen supernatantlarin R. mucilaginosa gelisimi
tizerine etkisi. Mikroplaka kuyusunda, R. mucilaginosa baslangi¢ konsantrasyonu
yaklagik 3,5% 10° hiicre/ml. 0, 9, 24, 48 ve 72. saatlerde abs. Slgiimii.
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4.2 L. pentosus’tan Elde Edilen Toplam Supernatantin Farklh Maya Tiirleri
Uzerine EtKkisi

Bolim 4.1°de L. pentosus, L. plantarum ve ti¢ farkli L. brevis susundan izole edilen
supernatantlarin toplam etkisi (A), notralize edilmis haldeki etkisi (B) ve nétralize
edilip katalaz eklenmis durumdaki antimaya etkisi (C), alt1 farkli maya tiirii lizerinde
mikroplaka okuma teknigi kullanilarak denenmistir. Bu 6n tarama isleminde elde
edilen ODggo degerleri incelenmistir. L. pentosus’a ait supernatantin toplam etkisinin
(A) gliclii oldugu, yaklasik 10° CFU/ml maya baslangi¢ konsantrasyonunda maya
gelisimini inaktive ettigi gorilmustiir.

Deneyin bundan sonraki kismina, L. pentosus supernatantinin toplam haldeki
antimaya etkisi ile iliskili olarak devam edilmistir. L. pentosus’tan elde edilen toplam
supernatantin C. krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis, C. zeylanoides, D. hansenii ve
R. mucilaginosa gelisimi iizerine etkisinin ayrintili arastirilmasi deneyinde,
mikroplaka dl¢iim teknigi ve agar plaka iizerinde koloni sayim teknigi olmak tizere

iki farkli metot kullanilmistir. Bu deneyle ilgili sonuglara asagida yer verilmistir.

Asagida, herbir maya tiiriiyle ilgili ikiser sekil bulunmaktadir. Bunlardan birincisi
koloni sayim teknigi sonuglarini, ikincisi ise mikroplaka okuyucusu ile 6l¢iilen ODggo
sonuclarint vermektedir. Her iki deney i¢in de olgtimler 0, 8, 21, 32, 45, 56 ve 70.

saatlerde gerceklestirilmistir.

4.2.1 L. pentosus’tan elde edilen toplam supernatantin C. krusei gelisimi iizerine
etkisi

L. pentosus’dan elde edilen supernatantin C. krusei gelisimi iizerine antimaya etkisi
koloni sayimi metodu ile olgiilmiistiir. Sonuglar Sekil 4.9’da gosterilmektedir. C.
krusei biiyiime egrisi (#) incelendiginde, herhangi bir antimikrobiyal madde
eklenmeden 10° CFU/mI’den 10" CFU/ml iizerinde degerlere kadar hiicre sayisinda
artis olmustur. Supernatant eklendiginde ise hiicre sayisinin ilk 8 saatte 10° hiicre/ml
degerinin altina diistiigii, 21. saatten sonra ise yiikselme gosterdigi goriilmiistiir. Bu
yiikkselmeye ragmen, inaktivasyon egrisinin normal biiyiime egrisinin altinda kaldigi,

lag fazinin uzadig1 ve duragan faz seviyesinde azalma oldugu goriilmektedir.

Mikroplaka kuyularinda 10° CFU/mI baslangic konsantrasyonu olan C. krusei’nin

gelisimi mikroplaka okuyucu ile 600 nm dalga boyunda 6lgiilmiistiir. Supernatantsiz
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maya gelisim egrisi 8. saatten sonra maya gelisiminin logaritmik faza girdigini
gostermektedir (Sekil 4.10). Supernatant eklenmis hali gdsteren inaktivasyon
egrisinde (m) 0-32 saat aralifinda olusan degisimler ¢ok belirgin gézlenememektedir.
Fakat 32. saatten sonra maya absorbans degerinde belirgin bir artis olmustur.
Mikroplaka okuyucunun okuma yapmasi i¢in maya hiicrelerinin yaklasik 10°
CFU/ml konsantrasyonun {iizerinde olmasi gerekmektedir. Bu sebeple, absorbans
Olgtimii ile elde edilen sonuglarda, inaktivasyon egrisinde ilk 32 saatte, ortamda

hiicreler bulundugu halde bu seviye gozlenememektedir.
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Sekil 4.9: C. krusei gelisimi iizerine antimaya etki. Koloni sayimi.
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Sekil 4.10: C. krusei gelisimi iizerine antimaya etki. Optik yogunluk.
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4.2.2 L. pentosus’tan elde edilen toplam supernatantin C. lusitaniae gelisimi

uizerine etkisi

Sekil 4.11 ve 4.12, C. lusitaniae’nin supernatant eklenmemis ve eklenmis haldeki
gelisim egrilerini gostermektedir. C. lusitaniae baslangi¢ hiicre konsantrasyonu 10°
CFU/ml’dir. Normal gelisim egrisinde () hiicre konsantrasyonunun 56. saat
civarinda 10’ CFU/ml’nin itizerine ¢iktigi goriilmektedir. Supernatant eklendiginde
olusan inaktivasyon egrisi (m), hiicre konsantrasyonunda hizli bir diisiis oldugunu
gostermektedir. 21. saate bakildiginda hiicre sayis1 sifirdir. Sonraki saatlerde yapilan
Ol¢iimlerde gelisim goriilmemekte ve supernatantin antimaya aktivitesi stirmektedir.
Sekil 4.9°da baslangi¢ miktar1 ayni olan C. krusei ayni miktardaki antimikrobiyal
supernatant ile inkiibe edildiginde, bu mayanin ortama dayaniklilik gosterdigi

goriilmektedir. C. lusitaniae susu, C. krusei’ye gére daha hassastir.

Sekil 4.12°de, antimaya etki optik yogunluk sonuglarina gore goriilmektedir. Buna
gore, normal gelisim egrisinde 8. saatten sonra maya kiiltiirii logaritmik biiyiime
evresine girmistir. Inaktivasyon egrisi incelendiginde, 21. saate kadar olan hiicre
konsantrasyon diisiisii takip edilemese de egrinin tamamina bakildiginda antimaya
etkisi goriilmektedir. Mikroplaka kuyusundaki hiicre miktar1 108 CFU/ml’den kiigiik

degerlerde oldugu i¢in mikroplaka okuyucusu ile optik yogunluk okunamamaktadir.

4.2.3 L. pentosus’tan elde edilen toplam supernatantin C. parapsilosis gelisimi

uizerine etkisi

C. parapsilosis {iizerine supernatantin antimikrobiyal aktivitesi koloni sayim ve
absorbans oOlgiim teknikleri ile sirasiyla Sekil 4.13 ve 4.14’te gosterilmektedir.
Mikroplaka kuyularinda C. parapsilosis baslangi¢ konsantrasyonu 10°> CFU/ml’den
azdir. Supernatant eklendiginde antimaya etkisi goriilmiis ve 8. saate kadar hiicre
konsantrasyonunda diisiis olusmustur. Ancak 8. saatten sonra maya hiicreleri
sayisinda artis olmustur. Sekil 4.13’teki iki egri kiyaslandiginda C. parapsilosis
lizerine antimaya etkisi agik¢a goriilmektedir. C. parapsilosis inaktivasyon egrisi
seviyesinin normal gelisim egrinin altinda oldugu goriilmektedir. Bu durum antimaya
etkinin varligin1 gostermektedir. Biiyiime egrisiyle kiyaslandiginda, inaktivasyon
egrisinde lag fazinin uzadig ve 45. saatte duragan faza ulasildiginda 1 log diizeyinde
bir azalma tespit edilmistir. C. parapsilosis’in ayni baslangi¢ konsantrasyonuna sahip

C. lusitaniae’ye gore daha dayanikli oldugu goriilmektedir (Sekil 4.11 ve 4.13).
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C. parapsilosis’in ODggp sonuglart Sekil 4.14’te verilmistir. Mayanin gelisim
egrisinde, 70. saat sonunda ODgpp degeri 0,591 olmustur. Supernatant eklendiginde
antimaya aktivite olustugu goriilmektedir. Fakat Sekil 4.13’te koloni sayim sonucu
sifir olmadig1 halde, Sekil 4.14’te absorbans degerleri sifir olarak okunmaktadir. Bu
durum, mikroplaka okuyucusunun yaklasik 10° CFU/ml konsantrasyonu iizerindeki

degerleri Ol¢ebilmesi sonucudur ve hiicre konsantrasyonu tayininde bir dezavantaj

olusturmaktadir.
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Sekil 4.11: C. lusitaniae gelisimi iizerine antimaya etki. Koloni sayimu.
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Sekil 4.12: C. lusitaniae gelisimi {izerine antimaya etki. Optik yogunluk.
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CFU - C. parapsilosis
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Sekil 4.13: C. parapsilosis gelisimi {izerine antimaya etki. Koloni sayimi.
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Sekil 4.14:C. parapsilosis gelisimi lizerine antimaya etki. Optik yogunluk.

4.2.4 L. pentosus’tan elde edilen toplam supernatantin C. zeylanoides gelisimi

uizerine etkisi

C. zeylanoides iizerine supernatantin gosterdigi antimaya etki Sekil 4.15 ve 4.16’da
verilmigtir. C. zeylanoides deneyinde mikroplaka kuyularinda baslangig
konsantrasyonu 10° CFU/ml’dir. Sekil 4.15’te supernatant eklendiginde hiicre
sayisinda 8 saat i¢inde ¢ok hizli bir diisiis olmustur. 8 ve sonraki saatlerde yapilan
Olctimlerde hiicrelerin tamamen 6ldiigli goriilmektedir. Sekil 4.16°da ODggo sonuglari
incelendiginde, C. zeylanoides’e supernatant eklendiginde olusan antimaya etki
acikca goriilmektedir. Ancak 0-8 saat araliginda inkiibasyon egrisindeki azalma

(Sekil 4.15), optik yogunluk 6l¢iimiiniin inkiibasyon egrisinde gézlenememektedir.
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Sekil 4.15: C. zeylanoides gelisimi tizerine antimaya etki. Koloni sayimu.
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Sekil 4.16: C. zeylanoides gelisimi lizerine antimaya etki. Optik yogunluk.

4.2.5 L. pentosus’tan elde edilen toplam supernatantin D. hansenii gelisimi

uizerine etkisi

Sekil 4.17 ve 4.18, supernatant eklenmemis ve eklenmis halde D. hansenii
gelisiminin koloni sayimi ve absorbans 6lglimii sonuglarini vermektedir. Mikroplaka
kuyularinda D. hansenii baslangi¢ konsantrasyonu 10° CFU/ml’dir. Sekil 4.17°de
supernatant eklendiginde D. hansenii gelisim hizi, eklenmemis haline gore diistiktiir.
8. saatten sonra 45. saate kadar hiicre sayis1 diismekte, 45. saatten sonra tekrar artis
olmaktadir. Ancak maya hiicreleri zamanla ortama adaptasyon gelistirmistir. Sekil
4.17°deki inaktivasyon egrisi Sekil 4.15 ile kiyaslandiginda; D. hansenii ve C.
zeylanoides tiirlerinin mikroplaka kuyularindaki baslangic miktar1 10° CFU/ml
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oldugu halde, C. zeylanoides hiicreleri tamamen inaktive olmustur. D. hansenii

susunun C. zeylanoides’e gore daha dayanikli oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.18, D. hansenii gelisimine supernatant etkisinin mikroplaka metodu ile
okunan absorbans degerlerini vermektedir. Antimaya etkisini sekilde gormek
miimkiindiir. Ancak supernatant igeren kiiltlirlere ait biiyiime egrisi Sekil 4.17’ye
gore daha diizdiir. Antimaya etkisinin ayrintilart (8. saatten sonraki diisiis ve 45.
saatten sonraki ylikselme) belirgin olarak goriilememektedir. Ayrica, Sekil 4.17°de
D. hansenii gelisiminin 45. saatten sonra duragan faza girdigi gozlenirken, Sekil
4.18’de (45. saate gelindiginde maya gelisimi duragan faza girse de) 56. saatten

sonra absorbans degeri yiikselmistir.
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Sekil 4.17: D. hansenii gelisimi iizerine antimaya etki. Koloni sayimu.
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Sekil 4.18: D. hansenii gelisimi iizerine antimaya etki. Optik yogunluk.
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4.2.6 L. pentosus’tan elde edilen toplam supernatantin R. mucilaginosa gelisimi

uizerine etkisi
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Sekil 4.19: R. mucilaginosa gelisimi tizerine antimaya etki. Koloni sayimiu.
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Sekil 4.20: R. mucilaginosa gelisimi iizerine antimaya etki. Optik yogunluk.

Sekil 19 ve 20, R. mucilaginosa gelisimi {izerine supernatant etkisini gostermektedir.
Mikroplaka kuyularinda R. mucilaginosa baslangi¢ konsantrasyonu 10* CFU/ml’dir.
Sekil 4.19, supernatantin etkisinin sebep oldugu hiicre sayisindaki 45. saate kadar
olan kademeli azalmay1 gostermektedir. 45. saatten sonra hiicreler tamamen
Olmiistiir. 56 ve 70. saatlerdeki dl¢limlerde maya gelisimi goriilmemistir. Sonuglara
gore, supernatantin inaktivasyon etkisine karst maya hiicreleri dayaniklilik
gosterememistir. Bu etki biiyilkk oranda organik asitlerden kaynaklanmaktadir.

Supernatant i¢inde organik asitler disinda, tek basina bulundugu zaman etki
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gosteremeyecek kadar diisiik konsantrasyonlarda bagka maddelerin de bulunabilecegi
ve bu maddelerin organik asitlerle sinerjistik bir etki olusturabilecegi de
diistiniilmektedir. Ayn1 zamanda organik asitlerin ortam pH’mi diisirmesiyle
aktivasyon goOsteren peptitlerin supernatant ig¢inde bulunabilecegi bir ¢alismada

gosterilmistir (De Muynck ve dig., 2004).

Sekil 4.20, supernatantin antimaya etkisinin mikroplaka okuyucusuyla o&l¢iim
sonuglarini vermektedir. Sekil 4.20°deki iki egri karsilastirildiginda R. mucilaginosa
lizerine antimaya etki agikca goriilmektedir. 21. saatte absorbans degeri sifira
yaklagmig gozilkmekte, ancak Sekil 4.19°da (koloni sayim metoduyla 6l¢iim

yapilinca) canli halde hiicrelerin kiiltiirde bulundugu anlasilmaktadir.

Boliim 4.2°de verilen sonuglar degerlendirilecek olursa, mikroplaka yontemi
kullanildiginda supernatantin mayalar {izerine antimikrobiyal etkisi goriilmektedir.
Koloni sayim metoduyla antimikrobiyal etki izlendiginde gelisimdeki ayrintilar takip
edilebilmektedir. Maya gelisimi 10°-10° CFU/ml altinda degerlerde oldugunda
olusan dalgalanmalar koloni sayim yonteminde takip edilirken, mikroplaka
okuyucuyla elde edilen ODgy oOlglim sonuglarinda diiz ¢izgiye yakin bir egri
olusmaktadir. LAB supernatantinin, maya Kkiiltiirii iizerine etkisiyle olusan
inaktivasyon egrisinin  belirlenmesi acisindan dezavantaj olusturmakta ve
mikroplaka okuyucunun kullanimini smirlandirmaktadir. inaktivasyon egrisindeki
lag, log ve duragan fazlarda olusan degisikliklerin izlenmesi koloni sayim metoduyla

mumkin olmaktadir.

C. krusei, C. lusitaniae ve C. parapsilosis ile yapilan deneylerde mikroplaka
kuyularinda baslangig hiicre konsantrasyonlar1 10° CFU/ml civarindadir. Bu
konsantrasyonda, supernatantin antimaya etkisi yalmizca C. lusitaniae gelisimini
tamamen inhibe etmistir. C. krusei ve C. parapsilosis’in hiicre sayilarinda

baslangicta diisiis olsa da sonradan artis goriilmektedir.

Bunun haricinde C. zeylanoides ve D. hansenii’ye ait Sekil 4.15 ve Sekil 4.17’ye
bakildiginda, her iki tiiriin baslangic konsantrasyonu esit oldugu (10° CFU/ml) ve
ayni miktarda L. pentosus supernatant: ile ekim yapildigi halde, C. zeylanoides tiirii
tamamen inaktive edilmis, D. hansenii inaktivasyon egrisinde ise 45. saate kadar

azalma, 45. saatten sonra ise artis gozlenmistir.
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R. mucilaginosa tiiriiniin baslangi¢ konsantrasyonu 10* CFU/ml’dir. Sekil 4.19°da
45. saatte R. mucilaginosa hiicrelerinin tamamen Oldiigi goriilmiistir. R.

mucilaginosa hiicreleri ortama adapte olamamustir.

4.3 Laktik Asit Bakterilerinden Elde Edilen Supernatantlarin incelenmesi

4.3.1 Laktik asit bakterilerinden elde edilen supernatantlarin pH degerleri

Laktik asit bakterilerinin antimaya oOzelliginin tespit edilmesi ic¢in supernatant
soliisyonlar1 elde edilmistir. Soliisyonlarin pH degerleri Ol¢giilmiistiir. Bu degerler
Cizelge 4.1°de gosterilmistir. Supernatantlarin pH degerleri 3,77-5,48 arasinda
degismektedir. L. pentosus supernatantt pH 3,77 olup, en diisilk deger bu bakteri
supernatantina aittir. En yiiksek pH degeri L. plantarum susunun supernatantidir (pH
5,48). L. brevis 2, L. brevis 1 ve L. brevis 3 supernatantlar1 ise sirasiyla pH 4,26; 4,31

ve 4,29 olarak olclilmiistiir.

Cizelge 4.1: Farkli laktik asit bakterilerinden elde edilen supernatantlarin pH degerleri.

Sus No LAB Tiirii pH degeri
13.1 L. pentosus 3,77
17.3 L. plantarum 5,48
23.1 L. brevis 2 4,26
25.A L. brevis 1 431
27.A L. brevis 3 4,29

4.3.2 Laktik asit bakterilerinden elde edilen supernatantlarin icerdigi D- ve L-

laktik asit miktarlar:

Laktik asit bakterisi supernatantlarinin icerdigi laktik asit miktarinin, supernatantlarin
pH degeri ve antimaya ozelligi ile iliskisini incelemek amaciyla L. pentosus, L.
plantarum, L. brevis 1, 2 ve 3 supernatantinin igerigindeki D- ve L-laktik asit
konsantrasyonlar1 enzimatik kitler kullanilarak hesaplanmistir. Bulunan degerler
Sekil 4.21°de gosterilmistir. L. pentosus supernatantinin igerdigi D- ve L-laktik asit
konsantrasyonu sirasiyla 7,95 ve 3,93 g/I’dir. L. plantarum supernatantinda laktik
asit izomerleri miktarinin sifira yakin oldugu goriilmektedir. L. brevis 1, 2 ve 3’ten
elde edilen supernatantlarin toplam laktik asit igerikleri (sirasiyla 6,68; 7,41 ve 6,23
g/l), L. pentosus supernatantinin toplam laktik asit igeriginden (11,88 g/1) diisiiktiir.
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Ucg farkl1 L. brevis susu arasinda toplam laktik asit miktar1 en fazla olan L. brevis 2
supernatantidir. L. pentosus’un irettigi D-laktik asit konsantrasyonu diger
izomerinden fazlayken; L. brevis suslarinda durum tam tersidir. Ayrica L-laktik asit
konsantrasyonlari incelendiginde, L. pentosus supernatantinda bulunan L-laktik asit
degeri L. brevis suslarmin degerlerine yakinken; D-laktik asit miktarlarina

bakildiginda, L. pentosus’un oOlgiilen D-laktik asit degeri diger suslara gére daha

fazladir.
12
10
> 8
=
[%2]
© 6
=
)
% 4
.|
2
0
L. pentosus L. L. brevis 2 L. brevis 1 L. brevis 3
plantarum
| L-laktik asit 3,93 0,15 3,95 3,61 3,29
m D-laktik asit 7,95 0,02 3,46 3,07 2,94

Sekil 4.21: L. pentosus, L. plantarum, L. brevis 1, 2 ve 3 suslarinn tirettigi D- ve L-laktik
asit konsantrasyonlarinin enzimatik yontemle 340 nm dalga boyunda 6l¢iimii.
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4.4 Laktik Asit Bakterilerinden Elde Edilen Supernatantlarin Mayalar Uzerine
Etkisiyle ilgili Tartiymalar

4.4.1 Laktik asit bakterilerinden elde edilen supernatantlarin mayalar iizerine

etkisi

Son yillarda tiiketicinin az islenmis gidalara talebinin artmasiyla mayalarin sebep
oldugu bozulmalarda artis olmustur. Debaryomyces, Candida ve Rhodotorula tiirleri
gidalara toprak, su, gida isleme ortamlar1 gibi ¢esitli yollardan bulasarak enzimatik
aktiviteleri sonucu fiziksel, kimyasal ve duyusal 6zellikleri etkilemekte ve gidalarda
bozulmaya sebep olmaktadir (Deak, 2008). Ayrica bagisiklik sistemi zayif bireylerde

hastaliga sebebiyet vermektedir.

Az islenmis ve gilivenli gida diisiincesiyle ortaya ¢ikan biyokorumada, sentetik
koruyucular yerine dogal antimikrobiyal maddelerin kullanimi amaglanmaktadir.
Laktik asit bakterileri (LAB) ve trettikleri antimikrobiyal metabolitler pek ¢ok
aragtirmaya konu olmustur. LAB’in iirettigi metabolitler genellikle yakin tiirler
tizerinde etkiliyken, bilinen antifungal ve antimaya Ozellikleri de bulunmaktadir.
Ornegin Okkers ve dig. (1999), vajinal salgidan izole edilen L. pentosus’un antimaya
ozellik gosteren bir bakteriyosin (pentocin TV35b) iirettigini tespit etmistir. Fakat

mayalar genellikle LAB metabolitlerine kars1 dayanikli mikroorganizmalardir.

Bu calismada, farkli LAB suslarindan elde edilen supernatantlardaki antimaya
etkisinin biiylik dl¢lide organik asitlerden kaynaklandigi goriilmiistiir. L. pentosus
supernatantt en yiikksek antimaya etkiyi gosterirken, L. brevis suslari arasinda
antimaya etkisi en yiiksek olan L. brevis 2, sonra L. brevis 1 ve 3 suslardir.
Caligmanin devaminda L. pentosus susundan elde edilen supernatantin toplam

etkisinin incelenmesine yogunlagilmstir.

Falguni ve dig.’nin ¢alismasinda (2010), siit tirtinlerinden elde edilen L. plantarum
ve L. brevis’in de aralarinda bulundugu LAB tiirlerinin %50’si antimaya 6zelligine
sahip bulunmustur. Mayalarin kiiflere goére daha dayanikli oldugu goriilmiistiir. Bu
calismada da metabolitlerin gosterdigi antimaya aktivite her LAB tiiriinde ayni
bulunmamustir. Ornegin L. plantarum supernatanti mayalar iizerine ¢ok az etki
gosterirken, buna yakin bir tiir olan L. pentosus supernatantinin antimaya etkisi daha

giicliidiir. LAB metabolitlerinin gosterdigi antimaya oOzellik ayni tiirlin suglar
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arasinda da farkhilik gdstermistir. Ornegin, L. brevis suslarinin supernatantlari

mayalar1 farkli oranlarda inaktive etmistir.

Bu ¢alismanin bulgular1, hidrojen peroksitin mayalar iizerine 6nemli bir etkisinin
olmadigini gostermistir. Oksijen varliginda sentezlenen H,O, LAB’da katalaz enzimi
bulunmadig icin bir siire sonra ortamda birikmektedir. Bu metabolitin maya, kiif ve
bakterilere kars1 giiclii antimikrobiyal 6zelligi bulunmaktadir. Fakat ortamda bulunan
diger organik bilesiklerle reaksiyona girdigi i¢in etkisi uzun stirmemektedir. Zalan ve
dig. (2011), L. plantarum’un da aralarinda oldugu LAB tiirlerinin meyve suyu sivi
besiyeri ortaminda {irettigi organik asit, H,O, miktarlarini arastirmistir. Organik
asitler arasinda temel fermentasyon {iriinii olan laktik asit en yiiksek diizeydedir. ki
L. plantarum susundan biri oldukga diisitk miktarda H,O, (0.25 mg/l) {iretmistir.
LAB’in drettigi hidrojen peroksit miktari, tek basina antimaya aktivitesi
gosterebilmek icin diisiik olsa da, diger metabolitlerle sinejistik bir etki

olusturabilmektedir.

Ayrica MRS besiyeri ortaminda yeast ekstraktin icerdigi katalaz enzimi hidrojen
peroksidi pargalayacagi gibi (Schniirer ve Magnusson, 2005), bu ¢alismada
kullanilan maya tiirlerinin sentezledigi katalaz da parcalanmaya sebep olmus ve
antimaya etkisini ortadan kaldirmis olabilir. Ornegin hidrojen perokside kars:
dayaniklilik gosteren D. hansenii tiiriinde farkli aktivitelere sahip iki farkli katalaz

enzim geni tespit edilmistir (Segal-Kischinevzky ve dig., 2011).

Kantachote ve dig. (2010), L. plantarum DW3 susunun firettigi antimikrobiyal
maddelerin R. mucilaginosa {izerine etkisini mikroplaka kuyu metoduyla
aragtirmistir. Antimaya etkisi protein yapili bilesiklerden kaynaklanmamaktadir.
H,O, de antimaya Ozellikli maddelerin arasinda bulunmamaktadir. Bu durumun,
statik kiiltiirde gelistirilen, LAB’m, yeterince oksijenle temas etmemesinden
kaynaklandig1 ileri stirilmiistiir. Bu ¢alismada da, LAB’in statik kiiltiirde

gelistirilmis olmasi, yetersiz H,O, liretiminin nedeni olabilir.

Kantachote ve dig.’nin ¢aligmasinin devaminda, DW3’iin organik asitlerin yaninda
fenillaktik asit trettigi, buna ek olarak heniiz bilinmeyen cesitli antimikrobiyal
maddeler de sentezledigi acgiklanmistir. Fenillaktik asitin 5 mg/ml’si, R.
mucilaginosa kiiltiiriinii %90 oraninda inaktive etmistir. Ayrica L. plantarum

DW3’iin, gida kaynakli patojenlere ve gidalar1 kontamine eden mayalara kars: etkili
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starter kiiltlir olarak kullanilabilir 6zellikte oldugu yapilan incelemelerle tespit

edilmistir.

Bu calismada, bakteriyosin ve protein yapili bilesiklerin antimaya etkisi
gorilmemistir. Bu durum, LAB’in kendi genetik ve metabolik yapisiyla iliskili
olabilecegi gibi, indikatér maya tiirlerinin dayamikliliindan veya ortam
kosullarindan kaynaklanabilmektedir. Bilindigi gibi bakteriyosin ve protein yapili
bilesikler, ayni ortamdaki diger mikroorganizmalarla rekabet sonucu
sentezlenmektedir. Ayrica sentezi degisen stres kosullarindan c¢ok c¢abuk
etkilenmektedir. Bu calismada kullanilan LAB kiiltiirleri, tiip i¢inde, MRS sivi
besiyerinde, 25°C’de saf kiiltiir olarak gelistirildi. Delgado ve dig. (2005), sofralik
yesil zeytinin fermentasyonunda, in situ bakteriyosin liretimini artirmaya yonelik bir
calisma yapmuslardir. Zeytinden izole edilen L. pentosus susu optimum kosullardan
farkli (suboptimal) ekstrem biiylime kosullarinda gelistirildiginde bakteriyosin
tiretimi stimule edilmistir. Bakteri biiylimesi yliksek pH ve diisiik sicaklik etkisiyle
azalirken, bakteriyosin aktivitesinde artig oldugu goriilmiistiir. NaCl ise bakteriyosin

tiretimini inhibe etmistir.

De Muynck ve dig. (2004), L. brevis ve L. plantarum’un da iglerinde bulundugu bir
grup LAB’tan izole edilen supernatantin antifungal 6zelliklerini incelemislerdir. L.
brevis’in supernatanti (pH 3,5) test edilen ¢cogu kiif tiiriinii inaktive ederken, pH 5.0,
5.5 ve 6.0’ya noétralize edildikten sonra antifungal aktivitesi kaybolmustur. Bu
calismada da supernatant pH 6.0’ya notralize edildiginde antimaya aktivitesi
kaybolmustur. LAB’1n iirettigi organik asitlerin ortamdaki pH’1 diisiirmesiyle aktive
olan antifungal maddeler (peptit gibi) bulunabilmektedir. Bu maddeler
notralizasyonla elimine olabilmektedirler. L. coryniformis subs. coryniformis Si3
susunun sentezledigi tespit edilen bir peptit pH 3.0-4.5 arasinda aktivite gosterirken,
pH 4.5-6.0 oldugunda antifungal aktivitesinde ani bir diislis olusmaktadir (De
Muynck ve dig., 2004). Ayrica tiretilen farkli maddeler arasinda sinerjistik bir etki de
olabilmektedir.

Voulgari ve dig. (2010), geleneksel Yunan peynir ve yogurdundan izole ettikleri
fakiiltatif heterofermentatif (L. plantarum, L. paraplantarum, L. pentosus, L.
rhamnosus ve L. paracasei subsp. paracasei) ve zorunlu heterofermentatif (L. brevis,
L. buchneri ve L. fermentum) LAB tiirlerinin, Debaryomyces hansenii mayasina ve

Penicillium candidum kifi iizerine degisen derecelerde inaktivasyon etkisi
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bulunurken, higbir tiiriin S. cerevisiae iizerine etkisi bulunmamistir. Deneyin
devaminda, fakdiltatif heterofermentatif LAB suslarinin supernatantlar1 izole
edilmistir. Makalede, supernatantin inhibisyon aktivitesinin incelenmesine, yalniz
Penicillium i¢in devam edildigi goriilmektedir. LAB’larin supernatantlar1 nétralize
edilip, katalaz uygulandiginda antifungal aktivitesinde diisiis olmustur, ancak aktivite
tamamiyla yok olmamistir. Bu durum protein yapili bilesiklerin varligina isaret
etmektedir. Ardindan supernatant pepsin, tripsin, alfa-kimotripsin ve proteinaz K ile
muamele edilmis ve antifungal aktivite kaybolmustur. Bu suslarin, antifungal

ozellikli, protein yapili bilesikler sentezledigi sonucuna varilmistir.

Bu ¢alismada, L. pentosus, L. brevis ve L. plantarum suslarinin sentezledigi D- ve L-
laktik asit konsantrasyonlari enzimatik kitler kullanilarak tespit edilmistir. Toplam
laktik asit miktar1 en yiiksek olan L. pentosus tiiridiir (11,88 g/1). Supernatantin
pH’s1 ise 3,77 dir. Sonuglarda da goriildiigii gibi, L. pentosus’un antimaya akitivitesi
en yiiksektir. Antimaya aktivitesi gostermeyen L. plantarum’un D- ve L- laktik asit
degerleri sifira yakindir. L. brevis suslarinin mayalara gosterdigi inaktivasyon etkisi,
yiiksekten diisiige dogru L. brevis 2, 1 ve 3 seklindedir. Bu suslarin iirettigi toplam
laktik asit konsantrasyonlar1 sirasiyla 7,41; 6,68 ve 6,23 g/ml’dir. Bu sonuglara gore,
antimaya etkisiyle toplam laktik asit miktar1 arasinda bir iliski oldugu
diisiiniilmektedir. Toplam laktik asit miktar1 arttikca antimaya etkisinde de artis

olmustur.

L. pentosus ve L. brevis 2 suslarina bakildiginda L-laktik asit miktarlarinin ¢ok yakin
oldugu goriilmektedir (3,93 ve 3,95 g/ml). Ancak L. pentosus supernatantinin
icerdigi D-laktik asit 7,95 g/ml’dir ve L. brevis 2 susundan (3,46 g/ml) yiiksektir. Bu
iki tiirden L. pentosus’un inaktivasyon seviyesi yliksekliginin D-laktik aside baglh
oldugu diisiiniilmektedir. Diger taraftan, heterofermentatif 6zellikte olan bu tiirlerin
supernatantlarinda laktik asitten farkli organik asitlerin veya aktivasyonu pH’a bagl
peptitlerin de bulunabilecegi gézardi edilmemelidir. Toplam laktik asit miktari ortam
pH’ mi disiirdiigi icin pH’la iligkili farkli metabolitler aktive olmus olabilir. Ayrica
diisiik aktiviteye sahip antimetabolitler laktik asit ile sinerjistik etki de olusturabilir

(Schwenninger ve Meile, 2004).

Ayrica gozlenen antimaya aktivitesiyle supernatantin asit igerigini iliskilendirmek
icin, bulunan laktik asite ekivalent konsantrasyonda laktik asit test edilebilir. Boylece

antimaya etkinin laktik asitin farkli bir maddeyle sinerjistik etkisinden olup olmadig1
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belirlenebilir. Valerio ve dig. (2009) calismasinda, LAB’1n sentezledigi laktat ve
asetat miktarlar1 tayin edilmistir. Daha sonra bu iki asidin ekivalent
konsantrasyonlar1 karistirilarak antifungal etkileri test edilmistir. Sonug¢ olarak
asitlerin aktivitesi, supernatantin inaktivasyon etkisiyle iliskili bulunmustur. Bunun
haricinde, L. pentosus’un {irettigi ve konsantrasyonu belirlenen D(-) ve L(+)-laktik

asitin mayalar {izerine ayr1 ayr1 inaktivasyon 6zelligi de incelenebilir.

4.4.2 Mayalarin antimikrobiyal maddelere karsi gosterdikleri hassasiyet

Calismada, C. krusei, C. parapsilosis ve D. hansenii tiirleri L. pentosus’dan elde
edilen supernatantin toplam etkisine karsi dayaniklilik gostermislerdir. Antimaya etki
ic maya tiirinde de logaritmik faza girisi geciktirmistir. D. hansenii’nin baslangig
hiicre konsantrasyonu yaklasik 10° CFU/ml oldugu icin, logaritmik evreye girisi daha

ge¢ olmustur.

McFarland standart sollisyonlart ile maya hiicrelerinin baslangi¢ hiicre
konsantrasyonlari esit olacak sekilde hazirlanmistir. G6z karar1 yapilan bu hazirlik

isleminde hassasiyetin fazla olmadig1 goriilmiistiir.

Baslangi¢ hiicre konsantrasyonlar esit (10° CFU/mI) olan C. krusei, C. parapsilosis
ve C. lusitaniae’nin inaktivasyon egrilerine gore, dayanikliligi en zayif olan tiir C.
lusitaniae’dir. Literatiir bilgilerinde, bu {i¢ tiir arasinda antifungal maddelere karsi en
dayaniksiz tiiriin C. lusitaniae, en dayanikli tiiriin ise C. krusei oldugu goriilmektedir.
C. krusei ve D. hansenii’nin dayanikliliginda DL-laktati asimile eden bir maya tiirii
olmasinin rolii oldugu gézardi edilmemelidir. C. lusitaniae’nin daha fazla hassasiyet
gostermesinde ise, DL-laktat asimilasyonu yapmiyor olmasinin bir etkisi olabilir. C.
parapsilosis laktat asimilasyonu yapmadigi halde, ortama adapte olmustur. Maya
hiicrelerinin ortamdaki hidrojen iyonlarin1 uzaklastiran bir akis sistemine sahip
olduklart belirtilmistir (Liptakova ve dig., 2007). Hiicre ici asitlik artisin1 ve
anyonlarin birikmesini 6nleyen bu sistem, zayif organik asit bulunan ortamda maya
hiicresine dayaniklilik saglamis olabilir. Bu sonuglara gore, supernatantin tamamiyle
inaktive ettigi C. lusitaniae yaninda C. zeylanoides ve R. mucilaginosa da
bulunmaktadir. Literatiirdeki antifungal maddeye kars1 hassasiyetlere bakildiginda,
C. zeylanoides’in hassas tiirler arasinda oldugu goriilmektedir. C. zeylanoides de DL-
laktat asimilasyonu yapmayan tiirler arasindadir. Dolayisiyla DL-laktat ortamdan

uzaklastirilmamustir.
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R. mucilaginosa ise flukonazole karsi ¢ok dayanikliyken, amfoterisin B’ye karsi
oldukga hassas bir mayadir. Amfoterisin B’nin R. mucilaginosa’y: inhibe ettigi
minimum konsantrasyon 0,023 pg/ml olurken, D. hansenii i¢in bu deger 0,25
ng/ml’dir. Bu calismada test edilen D. hansenii (10° CFU/ml baslangic kons.)
antimikrobiyal madde igeren ortama 45. saatten sonra adapte olurken, R.
mucilaginosa (10* CFU/ml baslangi¢ kons.) 45. saatten sonra tamamen inaktive

olmustur.

4.4.3 Calismada uygulanan mikrotitre plaka ve hiicre sayimi metotlari ile ilgili

tartisma

Bu ¢alismada, laktik asit bakterilerinden elde edilen antimikrobiyal maddelerin sebep
oldugu antimaya etkisi ve L. pentosus’tan izole edilen supernatantin toplam etkisine
kars1 farkli maya tiirlerinin gelisimi arastirildi. Burdaki gibi ¢ok sayida 6rnegin test
edildigi c¢aligmalarda kolay, tekrarlanabilir ve bir seferde c¢ok sayida Ornegin
denenebilecegi bir metoda gerek duyulmaktadir. Koloni sayim metodu, zaman alici,
yorucu ve malzeme sarfiyatinin fazla oldugu bir metottur. Avantaji ise ortamda o
anda bulunan canli hiicre sayisim1 vermesidir. Mikroplaka ~metodunda
spektrofotometrik okuma ise bir kerede ¢ok sayida drnegin calisilabildigi, kuyuda az
miktarda besiyeri kullanimindan dolayr malzeme sarfiyatinin ve atik miktarinin az
oldugu, sayisal sonuglarin dl¢iim esnasinda alinabildigi bir metottur. Dezavantaji ise
okumanin anlamli olmasi i¢in hiicre konsantrasyonunun belirli bir esik degere
ulagmasinin gerekliligidir. Ayrica O6lmiis olan hiicre de 15181 yansitarak yanlis

okumalara sebebiyet verebilmektedir.

Bu calismada, laktik asit bakterilerinden elde edilen antimikrobiyal maddelerin farkli
maya tiirleri lizerine inaktivasyon etkilerini belirleyebilmek i¢in mikroplaka 6lgiim
metodu uygulanmigtir. Bunun i¢in mikroplaka kuyulari iginde, maya hiicreleri
supernatantlar ile inkiibe edilmistir ve mikroplaka okuyucusu ile belirli zaman
araliklarinda Ol¢iimler yapilmistir. Supernatanti igeren kuyudaki gelisim kontrol
kuyusundaki gelisim ile kiyaslanarak maya hiicreleri lizerine inaktivasyon etkisi
grafikleri cikartilmigtir. Mikrotitre plaka metodu c¢ok sayida Ornek igeren
caligmalarda bir O6n tarama metodu olarak kullanilabilir. Ancak supernatantin
inaktivasyon etkisinin zamanla degisiminin grafik iizerinde incelenmesi istendiginde

bu metot yetersiz kalmaktadir.

72



Bazi galismalarda, antimikrobiyal maddelerin mikroorganizma {izerine etkisinin agar
besiyeri ortaminda test edildigi goriilmiistiir. Kat1 besiyeri ortaminin antimikrobiyal
maddenin difiizyonunu azalttig1 belirtilmistir (De Muynck ve dig., 2004). Bu
calismada mikroplaka kuyular1 igindeki sivi besiyerinde gelisen mayalarin

antimikrobiyal maddelerle temasinin daha iyi saglandig: diisiiniilmektedir.

LAB supernatantinin mikroorganizmalar {izerine, inkiibasyonun baslangicindan
itibaren gosterdigi antimikrobiyal etkinin koloni sayimi ve mikroplaka okuyucu
metotlar1 ile Ol¢iilmesi ve olusturulan inaktivasyon egrilerinin karsilagtirilmasiyla
ilgili, bu ¢aligmaya benzer bir makaleye literatiirde rastlanmamistir. Calisma, bu

acidan 6zgiin bir 6zellik tasgimaktadir.

Bu ¢alismada, L. pentosus’tan elde edilen supernatantin toplam hali mayalar tizerine
inkiibasyon baslangicinda uygulanmis ve maya gelisim egrisinin zamanla degisimi
incelenmistir. Mikroplaka okuyucuda ol¢iim yapilabilmesi i¢in maya hiicre
konsantrasyonunun yaklasik 10° hiicre/ml’den yiiksek olmasi gerekmektedir.
Inaktivasyon egrisinde zamana kars1 maya hiicre sayisindaki azalma belitli bir siireye
kadar gozlenebilirken, konsantrasyon esik degerin altina diistiigiinde diiz bir ¢izgi
goriilmektedir. Ayni saat araliklarinda koloni sayim metodu sonucu elde edilen
grafige bakildiginda hiicre sayisinin sifirlanmadigi, maya kiiltliriiniin tamamen
inaktive olmadig1 anlasilmaktadir. Bir mikroorganizma iizerine antimikrobiyal etki
arastirlldiginda  sadece mikroplaka metodunun uygulanmasi yaniltict  sonug
verebilmektedir. Bunun yaninda koloni sayimi metoduyla daha dogru sonug
alimabilmektedir. Bu sebeple, antimaya etkinin arastirildigi deneylerde, mikroplaka

okuyucusu metodunun tek basina uygulanmasi 6nerilmemektedir.

Yapilan bir calismada, antimikrobiyal madde bakteri ve mayanin logaritmik faz
baslangicinda ortama eklenmistir (Smaouni ve dig., 2010). Olusan antimikrobiyal
etki koloni sayim metodu ve spektrofotometrik Ol¢iim ile izlenmistir. Bakteri
inaktivasyonu her iki metot ile gozlenmistir. Koloni sayim metodu maya tizerine
inaktivasyon etkiyi gosterirken, spektrofotometrik 6l¢iim bu etkiyi gosterememistir.
Bizim caligmamizdan farkli yani, inkiibasyonun mikroplaka kuyularinda degil
tiiplerde, daha yiiksek hacimlerde gerceklestirilmis olmasi1 ve antimikrobiyalin kiiltiir
ortamima eklendigi andaki farkliliktir. Buna ragmen spektrofotometrik Olgiim
antimikrobiyal etkiyi gostermekte yetersiz kalmigtir. Bu durum bizim bulgularimizla

uyum saglamaktadir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Son yillarda dogal ve islem gormemis veya az islem gormiis gidalara yonelimin
artmasiyla biyokoruma konsepti One c¢ikmistir. Biyokoruma amaciyla en ¢ok

kullanilan mikroorganizmalar laktik asit bakterileridir.

Bu ¢aligmada daha 6nce tulum peynirinden izole edilmis L. pentosus, L. plantarum
ve L. brevis suslarindan izole edilen supernatantlarin antimaya 6zellikleri arastirilmis

ve antimaya 6zelligin organik asitlerden kaynaklandig tespit edilmistir.

Supernatantin gosterdigi antimaya etkiyle lretilen laktik asit miktar1 arasindaki
iligkiyi degerlendirmek i¢in laktik asit bakterilerinin sentezledigi toplam laktik asit,
D- ve L- laktik asit miktarlar1 enzimatik kitlerle belirlenmistir. Bunun sonucu, L.
pentosus susunun D-laktik asit sentezinin diger tiirlere gore fazla oldugu ve antimaya

aktivitesinde D izomerinin etkisinin 6ne ¢iktig1 gorilmiistiir.

Bu ¢alismada kullanilan maya tiirleri gida bozulmalarina sebep olan C. krusei, C.
lusitaniae, C. parapsilosis, C. zeylanoides, D. hansenii ve R. mucilaginosa tiirleridir.
L. pentosus’tan elde edilen toplam supernatant etkisinin C. lusitaniae, C. zeylanoides
ve R. mucilaginosa’yt tamamen inaktive ettigi gorilmistir. C. krusei, C.
parapsilosis ve D. hansenii supernatantin igerdigi antimaya maddelere dayaniklilik

gostermis ve ortama adaptasyon saglamistir.

Mikrotitre plaka metoduyla spektrofotometrik olglim ile geleneksel hiicre sayim
teknigi kiyaslanmistir. Bunun sonucunda kullanim kolayligi bulunan mikrotitre plaka
metodunun yaniltict sonuglar verebildigi goriilmiistiir. Mayanin spektrofotometrik
metotla belirlenen inaktivasyon egrisinde ol¢iilen deger sifir goriildiigii halde, hiicre
sayim grafigiyle kiyaslandiginda maya gelisiminin tamamen inaktive olmadigi
goriilmiistiir. Bu sebeple, mikroorganizma gelisimi {izerine antimikrobiyal
maddelerin etkisi arastirtlirken hiicre sayim metodunun daha dogru sonug¢ verdigi

i¢in kullanilmas1 6nerilmektedir.
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Laktik asit bakterisi supernatantlarmin antimaya &zelliklerinin mikrotitre plaka ve
hiicre sayim1 olmak iizere iki farkli metot ile Olgiiliip, maya gelisim egrisi ile
inaktivasyon egrisi grafikleri tizerinde sonuglarin karsilastirilmasiyla ilgili bir
caligmaya literatiirde rastlanmamistir. Bu anlamda yapilan ¢alisma orjinal bir ¢alisma

olup literatiire katki saglayacaktir.

Antimaya aktivitesiyle supernatantin asit igerigini iliskilendirmek i¢in, bulunan laktik
asite ekivalent konsantrasyonda laktik asit test edilebilir. Bdylece antimaya etkinin
laktik asitin farkli bir maddeyle sinerjistik etkisinden olup olmadigi belirlenebilir.
Bundan bagka, L. pentosus’un supernatanti igindeki miktarlari belirlenen D(-) ve

L(+)-laktik asitin mayalar iizerine ayr1 ayr1 inaktivasyon 6zelligi de incelenebilir.
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