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BIYOFILM URETEN Saccharomyces cerevisiae SUSLARININ BIYOFILM
URETME KAPASITELERININ FARKLI pH, SICAKLIK ve TUZ
KONSANTRASYONUNDA INCELENMESI
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Fen Bilimleri Enstitlisu
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Damisman: Prof. Dr. Mihriban KORUKLUOGLU

Bu calismada, 5 adet Saccharomyces cerevisiae susunun farkli pH, sicaklik, tuz,
potasyum sorbat ve gliserin konsantrasyonlarinda biyofilm iiretme kapasitesindeki
degisikliklerin tip yontemi ve 96 kuyucuklu plaka yontemiyle incelenmesi
amaclanmistir. Bu amagla Malt Ekstrakt sivi besiyerinin pH degeri 5,0 ve 6,5’a
ayarlanmistir. Bu islemin ardindan sivi besiyerine, ayr1 olarak farkli oranlarda NaCl
(%0, %1,5, %3,5, %5 ve %10), potasyum sorbat (100, 500, 1000mg/L) ve gliserin (%1
ve %5) ilave edilmistir. Takiben 5 farkli Saccharomyces cerevisiae susu her bir
besiyerine inokule edildikten sonra sirasiyla 30 ve 40°C’de degisimlerini gozlemek
tizere 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Sonug olarak, 30°C’de biyofilm tiretiminin en
yiiksek seviyede oldugu ancak sicakligin 40°C’ye ulagmasiyla birlikte biyofilm olusum
miktarinda bir azalis oldugu tespit edilmistir. Tuz, potasyum sorbat ve gliserin
miktarindaki artis Saccharomyces cerevisiae suslarinin biyofilm iiretme kapasitesini
olumsuz yonde etkilemistir. Suglarin en yiiksek biyofilm olusturdugu ortam kosullarinin
pH 5,0 ve 30°C sicaklikta oldugu gézlemlenmistir. pH degerlerinin farkli olmasi suslara
gore biyofilm olusumunda degisim gdstermesine karsin genel olarak 6nemli degisime
yol agmadig1 goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Saccharomyces cerevisiae, biyofilm, tuz, pH, sicaklik
2018, ix + 67 sayfa.



ABSTRACT
MSc Thesis

INVESTIGATION OF BIOFILM PRODUCTION CAPACITIES OF BIOFILM
PRODUCTION OF Saccharomyces cerevisiae BY DIFFERENT pH, TEMPERATURE
AND SALT CONCENTRATION

Selen KOCAKOGLU

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Mihriban KORUKLUOGLU

In this study, it was aimed to investigate the changes in the biofilm production capacity
of five Saccharomyces cerevisiae strains at different pH, temperature, salt, potassium
sorbate and glycerine concentrations by tube method and 96 well plate method. For this
purpose, the pH value of Malt Extract liquid medium was adjusted to 5,0 and 6,5.
Following this process, NaCl (0%, 1,5%, 3,5%, 5% and 10%), potassium sorbate (100,
500, 1000 mg/L) and glycerine (1% and%5) of varying concentration separately were
added. Subsequently, five Saccharomyces cerevisiae strains were inoculated into each
medium and incubated for 24 hours to observe changes at 30 and 40°C. As a result,
biofilm production was highest at 30°C, but a decrease in the amount of biofilm
formation was found when the temperature reached 40°C. The increase in the amount of
salt, potassium sorbate and glycerin has adversely affected the biofilm production
capacity of Saccharomyces cerevisiae strains. It has been observed that the
environmental conditions at which strains produce the highest biofilm are pH 5,0 and
temperature 30°C. Although the pH values differed according to the strains in the
biofilm formation, it did not cause significant changes in general.

Key words: Saccharomyces cerevisiae, biofilm, salt, pH, temperature
2018, ix + 67 pages.
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1.GIRIS

Mayalar okaryotik hicreler olup, hiicre duvari, g¢ekirdek, mitokondri, endoplazmik
retikulum (ER), golgi aygiti, vakuol, mikrocisimler ve kompleks hiicre i¢i ve hiicre dis1
membran ag1 igeren salgilama vezikiilleri bulunan ultrastriktir 6zelliklere sahip tek
hicreli mikroorganizmalardir (Walker ve ark. 2016). Saccharomyces cerevisiae’ nin,
Okaryotik canlilarin hiicre 6zelliklerinin temel yonlerini incelemek i¢in giiglii bir model
organizma oldugu belirtilmektedir (Duina 2014). Bununla birlikte Saccharomyces
cerevisiae’ nin genetik ve biyokimyasal sistemleri kolay tanimlanabildiginden, biyofilm
icin ideal bir model organizma oldugu aciklanmistir. S. cerevisiae ile yapilan biyofilm
caligmalari, genetigi degistirilmesi daha zor olan patojenik mayalarin (Candida
albicans) neden oldugu biyofilm gelisimi ve iligkili enfeksiyonlarin mekanizmalarina
ipucu saglamaktadir. S. cerevisiae ile gerceklestirilen biyofilm ¢alismalari, glinimiizde
bira {retim endistrisinde kullanilan immobilize maya hiicresi teknolojisinin

ilerlemesine katkida bulunmaktadir (Purevdorj-Gage ve ark. 2007).

Biyofilm, bir ylizeye yapisarak iiretmis oldugu jelsi bir tabaka iginde yasayan
mikroorganizmalar tarafindan olusturulan topluluk olarak ifade edilmektedir (Leone ve
ark. 2006). Biyofilmin en Onemli etkisinin, mikroorganizmanin mikrobiyel
davraniglarinin degismesi ve bu nedenle yetersiz veya olumsuz kosullara karsi daha
direncli olmasinin saglanmasi olarak aciklanmistir (Arik ve Korukluoglu 2017).
Biyofilm direncine, igindeki antimikrobiyel maddelerin yavas niifuz etmesi, biyofilm
icindeki kimyasal mikro ortamdaki degisiklikler, adaptif stres tepkileri ve son derece
toleransh "persistan" hiicrelerin kii¢iik bir niifusu gibi ¢esitli mekanizmalarin dahil

oldugu distiniilmektedir (Van Acker ve ark. 2014).

Biyofilm in vivo olarak canli hiicrelerde veya in vitro olarak cansiz yiizeylerde meydana
gelebilmektedir (Akan ve Kinik 2014). Biyofilm olusumunu etkileyen faktorler arasinda
ise nem miktarinin fazlaligi, besin maddelerinin ortamda bulunmasi, antimikrobiyel
madde igerigi, pH degeri ve oksijen ihtiyac1 gosterilmektedir (Douglas 2003, Akan ve
Kinik 2014).



Biyofilm, tek bir mikroorganizma tiiriinden olusabilecegi gibi birden fazla tiirden de
olusabilmektedir. Farkl: tiirler tarafindan olusturulan biyofilmlerde, her tiir kendi
mikrokolonisini olusturmustur ve mikrokoloniler su kanallar1 araciligiyla birbirlerinden

ayrilmislardir (Olmez 2009).

Biyofilm olusturan mikroorganizmalar ile infeksiyon hastaliklar arasinda kuvvetli bir
iliski oldugu agiklanmustir. Kalp i¢ zari iltihabi, periodontit, kistik fibrioz gibi
hastaliklar bu mikroorganizmalarin neden oldugu hastaliklar arasindadir (Donlan ve

Costerton 2002).

Biyofilm enfeksiyonlarinin kalict oldugu, bu nedenle 6nlenmesinin ve tedavisinin zor
oldugu belirtilmektedir. Biyofilm matrisi, antimikrobiyel maddelerin penetrasyonunu

azaltmaktadir (Szafranski ve ark. 2017).

Gida kaynakli enfeksiyonlarin en 6nemli sebeplerinden birisini de biyofilmlerin
olusturdugu bilinmektedir (Akan ve Kinik 2014). Biyofilmler 1sinin yiizeyden akisini
geciktirme, yiizeydeki sivinin siirtiinme direncinin artirma, yizeydeki kimyasal
slirtinme oraninin artirma ve metal ylzeylerde korozyon gibi ciddi sorunlara neden
olmaktadir (Chmielewski ve Frank 2003, Akan ve Kinik 2014). Bu nedenle biyofilm
gida endiistrisinde maya, deniz Grund, stt driind, kimes hayvani ve et prosesi gibi genis
bir yelpazede gida giivenligi agisindan sorun teskil etmektedir (Srey ve ark. 2013).
Biyofilm icgindeki bakteri hicreleri, planktonik olarak gelisen hiicrelere gore farklilik
gostermektedir ve bu hiicreler UV 15181 radyasyonu, metal toksisitesi, pH ve ozmotik
degisiklikler, dehidrasyon, antimikrobiyel ajanlar ve dezenfektanlar gibi cesitli olumsuz

cevresel kosullara kargi korunmaktadirlar (Dimakopoulou-Papazoglou ve ark. 2016).

Bu calismada, Saccharomyces cerevisiae suslarinin farkli pH, sicaklik, tuz, potasyum
sorbat ve gliserin konsantrasyonlarinda biyofilm iiretme kapasitesindeki degisikliklerin

incelenmesi amaglanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

S. cerevisiae 'nin, genellikle 5-10 um ¢apinda elipsoid sekilli oldugu ve en az 0,65 su
aktivitesine ihtiya¢ duydugu bilinmektedir. S. cerevisiae suslarinin, alkol
fermentasyonunu optimum gerceklestirdigi sicaklik araligi 20-30°C ve ayrica gelisimi
icin optimum pH araliginin ise sicaklik, oksijen, kiltir ve maya susuna gore 4,0-6,0

degerleri arasinda degistigi belirtilmistir (Liu ve ark. 2015, Walker ve ark. 2016).

Sarap, ekmek ve bira iiretimi gibi modern fermentasyon siireclerinde kullanilan temel
maya Saccharomyces cerevisiae’dir (Cavalieri ve ark. 2003). Ayrica endistriyel etanol
uretiminde de yaygin olarak kullanilmaktadir. Cok yiiksek graviteli kosullarda %20'ye
kadar (v/v) etanol iiretebilme yetenegine sahip bir mikroorganizma olarak kabul
edilmektedir. Bununla birlikte, yiksek etanol konsantrasyonu maya hucreleri igin toksik
Ozellik gostermektedir (Cot ve ark. 2007, Deesuth ve ark. 2016). Hicrede etanol
konsantrasyonunun artmasi, lipit zarmin yapisini1 degistirmekte ve glikoz ve amonyum

alimin1 azaltarak metabolik aktivitenin azalmasina yol agmaktadir (Cot ve ark. 2007).

Alkol fermentasyonu i¢in yeni mikroorganizmalarin arastirilmasina yonelik cabalara
ragmen Saccharomyces cerevisiae, Brezilya'da etanol {iretimi i¢in en ¢ok kullanilan
maya oldugu bilinmektedir. Endiistriyel olarak yararliligin temelini olusturan, asitli
ortamlarda yuksek fermentasyon verimliligi, hizli biiyiime, etkili seker kullanimi, etanol
iretme ve kullanma kabiliyeti, yiiksek etanol konsantrasyonlarina tolerans ve diislik
oksijen, ozmotolerans, termotolerans hiicre aktivitesine sahip ve stres kosullarina

dayanikli giiclii bir maya oldugu kanitlanmistir (Reis ve ark. 2013).

Saccharomyces cerevisiae’nin baz: tiirleri, etanol ve karbondioksit {iretiminin yani sira
diisiik molekiil agirligina sahip aroma verici bilesikler iiretmektedirler. Bu mayanin
irettigi alkol, organik asit, ester, karbonil bilesik, organik siilfiir ve aldehitlerin iiriiniin

kalitesi agisindan 6nemli bir etkisi oldugu bilinmektedir (Solakoglu 2013).

Fermentasyonun etkili bir sekilde gergeklesmesi i¢in sekerin yani sira su ile birlikte

makro, mikro ve eser besin maddelerinin uygun sekilde ortamda bulunmasi



gerekmektedir. Cogu S. cerevisiae susunun gelisimi i¢in glikoz, amonyum tuzlari,
inorganik iyonlar ve birkac¢ biliylime faktorii yeterli olmaktadir. Karbon kaynaklar
(sekerler), serbest amino azotu (amino asitler, kii¢iik peptitler ve amonyum tuzlar),
oksijen, kikart, fosfor, potasyum ve magnezyum gibi makro besin maddelerinin,
milimolar konsantrasyonlarda saglanmasi gerekmektedir. Kalsiyum, bakir, demir,
manganez ve ¢inko gibi mikrobesinlere maya tarafindan mikro molar diizeyde ihtiyag

duyulmaktadir (Walker ve ark. 2016).

Biyofilm, biyotik veya abiyotik yiizeylere yapismis bir mikroorganizma toplulugu
olarak tanimlanmaktadir (Arik ve Korukluoglu 2017). Biyofilm kutlesinin %97°lik
kisminin sudan olustugu belirlenmistir. Matriks igerisindeki diger bilesenler ise %1-2
ekzopolimer (EPS), %1-2 globuler glikoproteinler ve diger proteinler, %1-2 nikleik
asit, lipit ve fosfolipitlerdir. Fakat mevcut organizmalarin ¢esidine, fizyolojik
ozelliklerine, gelisme ortaminin dogasina, akiskanin tipine, genel fiziksel ozelliklere
gbre bu oranlar degisim gostermektedir (Allison 2003). Biyofilmin iceriginde bulunan
EPS’in besin maddelerini yogunlastirma, biyositlerin girmesini engelleme, metal ve
toksin baglama ve kurumayi Onleme gibi gorevlerinin oldugu bildirilmektedir

(Carpentier ve Cerf 1993).

Biyofilmlerin degisken dogasi, endiistriyel su sistemi ve tibbi cihazdan biyofilmlerin

taramali elektron mikrograflarindan Sekil 2.1.’de incelendigi gibi gosterilebilinmektedir
(Donlan 2002).

Sekil 2.1. Endiistriyel bir su sisteminde 8 haftalik bir donemde yumusak bir ¢elik yiizey
tizerinde gelistirilen dogal bir biyofilmin taramali elektron mikrografi (Donlan 2002)



Biyofilmin igerisindeki hiicreler, iirettikleri ve dis ¢evreye karst mekanik ve kimyasal
koruma saglayan matriks i¢cinde gomiilii olarak bulunmaktadir. Ayrica bu hiicreler
tizerlerinde ¢esitli bilesiklerin birikmesine neden oldugundan dolay1 tip ve endiistriyel

alanda sorun teskil etmektedir (Mgretrg ve ark. 2009).

Biyofilm olusumunun kontrol edilmesi ve engellenmesiyle ilgili en 6nemli ve ilk
asamanin gerekli tedbirlerin alinmas1 asamasi oldugu bilinmektedir. Isletme iginde
belirli araliklarla, etkili bir temizlik ve etkili bir dezenfeksiyon islemiyle,
mikroorganizmalarin tutunabilecegi organik maddeler wuzaklagtirilmalidir. Gida
isletmelerinin ¢ogunda, biyofilmin uzaklastirilmasi i¢in temizlik sirasinda yiizeye
mekanik kuvvet uygulanmaktadir. Uygulanan mekanik iglemler arasinda otomatik firca
ve yiksek basingla temizlik isleminin, jel temizleyicilerden veya diisiik basingla
temizlik yapilmasindan daha etkili oldugu bilinmektedir. Elektriksel alanlar, katalize
modifiye yuzeyler, ultrason, enzimler, amonyak ve formaldehit, deterjan maddeleri,
yiiksek basingli temizleme sistemleri gibi yontemler son yillarda biyofilm olusumunu
engelleme yontemleri arasinda yer almaktadir. Fakat her birinin etkinligi uygulanan
yiizeye, biyofilm olusturan bakteri tiiriine ve uygulama sekillerine gore farklilik

gosterebilecegi agiklanmaktadir (Giin ve Ekinci 2009, Meyer 2013).

Biyofilm olusumu, Gram negatif Pseudomonas aeruginosa gibi prokaryot
mikroorganizmalarda ve S. cerevisiae, Candida albicans ve Candida glabrata gibi
Okaryot mikroorganizmalarda tanimlanmistir. Bakterilerde biyofilm gelisimi ve hiicre
cesitliliginin molekiiler temelleri ile ilgili cok yaygin calismalar olmasina ragmen, maya
gibi okaryotik mikroorganizmalarin biyofilm formasyonu ve hiicre ¢esitliligi ile ilgili

daha az bilgi oldugu belirtilmistir (Liu ve ark. 1996, Andersen ve ark. 2014).

Biyofilmin yapisinin saf kiiltiirlerde tiire, ¢oklu kiltirlerde ise substrata 6zgii oldugu
belirlenmistir. Heterojenik biyofilmlerin yapisinin ¢ogunlukla diizensiz oldugu
bilinmektedir (Poulsen 1999). Biyofilm igerisindeki mikroorganizmalarin; pH, sicaklik,
kirleticiler, hidrolik sok, antibiyotik ve toksik maddeler gibi ¢evre kosullarina direncli

oldugu kanitlanmistir (Cheng ve ark. 2010).



Cesitli enfeksiyonlarin sebebi olan ve endiistride sorun yaratan biyofilm birgok
aragtirmacinin ilgisini ¢ekmistir. Mikroorganizmalarin ve olusturduklari biyofilmin,
cevre kosullarinin degisiminden farkli sekillerde etkilendigi bilinmektedir ve bu konu

ile ilgili yapilan bazi ¢alismalar 6zetlenmistir.

Ideal biyofilm iiretimi kosularinin belirlenmesi amaciyla farkli sicaklik, su aktivitesi ve
pH degerlerinde yapilan bir ¢alisma sonucunda, biyofilm olusumu i¢in en uygun
sicakligin 20°C, NaCl icermeyen ve pH’nin farkli morfotip igeren Salmonella suslarinin
biyofilm olusturma &zellikleri tizerindeki etkisinin degiskenlik gosterdigi saptanmistir

(Karaca 2011).

Song ve ark. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada Vibrio parahaemolyticus’un biyofilm
olusturmasi tizerine farkli sicakliklarin etkisi incelenmistir. Arastirmadan alinan sonuca
gore, 15 ve 25°C'de biyofilm gelisim siirecinin farkli oldugu, biyofilm olusumunun
15°C'de surekli arttigi, buna karsin 25°C'de biyofilm olusumunun kademeli olarak
artti@1 ve 12 saatte zirveye ulastigi belirtilmistir. Ayrica, biyofilm olusumunun, 25°C'de,

15°C ve 37°C'deki sicakliklara kiyasla dnemli dlgiide yiikseldigi ifade edilmistir.

Biyofilm olusumu, mikroorganizmanin gelisme ortami ve stres kosullarindan da
etkilenebilmektedir. Ayni zamanda biyofilm olusumunun gelisme yiizeyi turiine ve
sicakligina gore farklilik gosterebildigi gozlemlenmistir. Vibrio parahaemolyticus'un
biyofilm olusumunun sicaklik artis1 ile birlikte (15-37°C) daha gugli biyofilm
olusturdugu buna karsin 4°C ve 10°C’de bakteri hucrelerinin tek tabaka halinde
tutunabildigi belirtilmistir. Sicakligin artmasiyla birlikte biyofilm olusumunun arttig
ancak 37°C’ye yaklagildiginda biyofilm olusum kapasitesinde azalma meydana
gelmistir (Han ve ark. 2016).
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Sekil 2.2. Cesitli sicakliklarda paslanmaz celik (A), karides (B) ve yengec¢ (C)
yiizeylerinde planktonik hiicreler ve biyofilm olusumu (Han ve ark. 2016)

Sekil 2.2.°de goriildiigli gibi, paslanmaz celik, yenge¢ ve karides ylizeylerinde ayni
yonde biyofilm olusumu meydana gelmistir. Yenge¢ ve Kkarides ylzeylerinde 25-37°
C'de 6nemli odlgiide giiclii biyofilm olusumu goézlemlenmistir. Bu nedenden dolay1 V.
parahaemolyticus tarafindan biyofilm olusumu i¢in optimum kosullar olarak
Onerilebilecegi belirtilmistir. V. parahaemolyticus’un, yenge¢ yuzeylerinde, Kkarides
yuzeylerindekinden 6nemli ol¢lide daha ylksek seviyelerde biyofilm drettigi ifade
edilmistir. Yenge¢ Yyuzeyinin, karides ylzeyinden daha sert oldugu belirtilmistir.
Paslanmaz celik yuzeylerde ise 30°C’de biyofilm olusumunun optimum dlzeyde
oldugu, 37°C'de ise biyofilm olusumunun azaldigi gézlemlenmistir (Han ve ark. 2016).
Chavant ve ark. (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada, yeni bir kolonizasyon
asamasindan once hiicrelerin ayrilmasinin bir sonucu olarak, paslanmaz celik {izerinde

biyofilm olusumunda bir azalmanin meydana gelebilecegini bildirmislerdir.

Burkholderia pseudomallei, antibiyotik tedavisi, tuzluluk ve bagisiklik tepkileri gibi
stres kosullarina kars1 koruma saglayabilen biyofilm tiretebilmektedir. Bu nedenle B.
pseudomallei biyofilm olusumunun NaCl stresi tarafindan etkilenip etkilenmedigini
Pumirat ve ark. (2017) tarafindan test edilmistir. Bakteri 0, 150 ve 300 mmol L-1 NaCl
varliginda inkiibasyona birakildiginda, Cizelge 2.1.’de goriildiigii gibi konsantrasyonun

artmasiyla birlikte biyofilm kapasitesinin arttigi goézlemlenmistir. Ancak NaCl’siiz



ortamda gelisen bakteriler ve 150, 300 mmol L-1 NaCl varliginda gelisen bakteriler

karsilagtirilinca biyofilm olusumunda belirgin bir fark bulunamadig: belirtilmektedir.

Cizelge 2.1. NaCl'nin Burkholderia pseudomallei'nin biyofilm formasyonu (izerine
etkisi (Pumirat ve ark. 2017)

B. OD 630 nm
pseudomollei | 0 mmol | 150 mmol | 300 mmol
izolatlar1 L-1 NaCl L-1 NaCl L-1 NaCl
K96243 0,16+0,03 | 0,21+0,07 0,23+£0,07
153 0,24+0,12 | 0,33+0,18 0,35+0,18
576 0,14+0,01| 0,16+0,02 0,22+0,04
1026b 0,20+0,07 | 0,35%0,22 0,45x0,27
1530 0,17£0,04 | 0,18+0,04 0,23+£0,03
1634 0,21+0,03 | 0,23+0,03 0,250,01

Salmonella Enteritidis’in biyofilm olusturma kapasitesi tizerine sicaklik, pH ve su
aktivitesinin etkisini aydinlatmak amaciyla Giaouris ve ark. (2005) tarafindan bir
calisma gergeklestirilmistir. 20°C'de 7 gunlik inkibasyondan sonra biyofilm
olusumunun pH degerinden bagimsiz oldugu gézlemlenmistir. Buna ek olarak, yiiksek
konsantrasyonda sodyum klorir (%10,5 NaCl, aw=0,94) varligmin, hiicrelerin

yapismasini agikca engelledigi belirlenmistir.

Di Bonaventura ve ark. (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada ¢evre faktorlerinin 51
adet Stenotrophomonas maltophilia klinik izolatinin biyofilm olusumu {izerine etkisi
incelenmigtir. Calismanin sonucunda suslarin 32°C'deki sicaklikta 37 veya 18°C'den
daha fazla biyofilm iirettigi gozlemlenmistir. Bununla birlikte pH 8,5 ve 7,5'te biyofilm
miktar1 anlamli derecede farklilik gostermemistir. Ancak pH 5,5'teki biyofilm miktar
onemli derecede yiiksek bulunmustur. pH 5,5'te ylksek Ureticilerin yuzdesi (% 83), pH
7,5'¢ ve 8,5'e gore anlamli derecede diisiik oldugu belirlenmistir. YUksek dretim

grubundaki bir susun, yalnizca pH 8,5'te biyofilm iirettigi ifade edilmistir.

Cesitli sterilizatorlere ve dezenfeksiyon prosediirlerine kars1 gida isleme kosullarinda
olusan Listeria monocytogenes biyofilmlerin direnci, Belessi ve ark. (2011) tarafindan

degerlendirilmistir. Ilk sanitasyon prosediirii, farkl1 sicakliklarda (5 ve 20°C'de) ve



cesitli konsantrasyonlarda NaCl (%0,5, 7,5 ve 9,5)’tin paslanmaz celik yuzeylerdeki

(SS) biyofilm olusumunu igermektedir.

Olusan biyofilmler, 20 dakika boyunca 60°C sicakligindaki suda, 1, 2, 3 ve 6 dakika
peroksiasetik asit (%2 PAA)’e maruz birakilmistir. Sicak su ile yapilan muamelede,
biyofilm miktarinda 6nemli derecede azalmaya neden olmadigi gozlemlenmistir.
20°C'de olusan biyofilmlerin PAA'ya 5°C'de olusanlara gore daha direngli oldugu
belirlenmistir. Gelisme ortamindaki tuz konsantrasyonunun PAA direnci iizerinde

belirgin bir etkisi olmadig: ifade edilmektedir.

Xu ve ark. (2010) tarafindan yapilan g¢alismada, tuzun Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Shigella boydii ve Salmonella typhimurium bakterilerinin
biyofilm olusumu iizerine etkisini degerlendirilmistir. Biyofilm hiicreleri, 24 kuyucuklu
polistiren mikrotiter plaka kullanilarak farkli NaCl konsantrasyonlarinda (%0-10)
37°C'de 10 giin inkiibasyona birakilmistir. Hiicre yiizeyi hidrofobisitesi ve otomatik
agregasyon, farkli NaCl konsantrasyonlarinda gozlemlenmistir. Mikrotiter plakaya
yapisan hiicrelerin sayisi inkiibasyon siiresi boyunca %4-10 NaCl konsantrasyonlarinda
kademeli olarak arttg1 ifade edilmistir. NaCl icermeyen ortamda, plakaya yapisan L.
monocytogenes, S. aureus, S. boydii ve S. typhimurium hiicrelerinin sayisi, 4 giin
icindeki inkubasyonda artis gostermistir. Plakaya yapisan patojen hiicrelerin maksimum
gelisme hiz1 ve spesifik gelisme orani, artan NaCl konsantrasyonuyla birlikte azalmustir.
Yapisan hiicrelerin sayisindaki belirgin diisiis, diisilk konsantrasyonda NaCl (<%2)
iceren hiicrelerde gozlenmistir. Gida kaynakli patojenlerin yiizeye yapigsma kabiliyetleri,
fizikokimyasal yuzey Ozelliklerinden etkilendigi belirtilmistir. Hidrofobisite ve
otomatik agregasyon, inkiibasyon dénemi boyunca biyofilm olusumunu arttirmistir. Bu
calismanin, gida ile temas eden ylizeyler iizerinde gida kaynakli patojenlere ait yapisma
ve ayrilma Ozelliklerini daha iyi anlamak i¢in yararli bilgiler saglayabilecegi

belirtilmistir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu calismada, Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii’nde
pazardan satin alinan kefir 6rneklerinden izole edilen ve tanilanan 5 adet S. cerevisiae
susu (FEY1, FEY2, FEY3, FEY4 ve FEY7) kullanilmstir.

3.2.YOontem

3.2.1. Farkh pH ortamlarinin hazirlanmasi

S. cerevisiae suslarinin biyofilm olusumunu gézlemlemek igin besiyeri pH’s1 5,0 ve
6,5’a ayarlanmistir. Malt Ekstrakt sivi besiyerinin pH degerini ayarlamak i¢in 0,1 N
NaOH ve 0,1N HCI ¢6zeltisi kullanilmistir (Lund ve ark 1990, Yavuz 2009).

3.2.2. K-sorbat, NaCl ve gliserin ilaveli ortamlarin hazirlanmasi

Denemede besiyeri olarak Malt Ekstrakt sivi besiyeri (Merck, Almanya) kullanilmistir
(Anonim 1995). Farkli stres kosullarimin biyofilm olusumuna etkisini gormek igin
besiyerlerinin pH degeri ayarlandiktan sonra farkli oranlarda gliserin, potasyum sorbat

ve NaCl ilave edilmistir. Besiyerlerine katilan oranlar Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Malt Ekstrakt s1v1 besiyerine ilave edilen madde miktarlar

Besiyerine ilave edilen maddeler Miktar
NaCl (%) 0-1,5-3,5-5-10
K-sorbat (mg/L) 100 — 500 — 1000
Gliserin (%) 1-5

%20’lik potasyum sorbat ¢ozeltisi ve 0,IN NaOH c¢ozeltisinin sterilizasyonunda
membran filtrasyon yontemi kullanilmistir (Yavuz 2009). Hazirlanan ¢ozeltiler CO2
gaz1 basinci altinda steril membran filtreden gegirilmistir. Membran filtre olarak asit ve

alkaliye dayanikli teflon PFA olarak adlandirilan 45 mm ¢apli filtre kullanilmustir.
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Filtre kagidi olarak gozenek ¢ap1 0,45 um olan, filtre capina uygun seliiloz asetat filtre
kagidi (Sartorious) kullanilmistir. Farkli oranlarda NaCl ve gliserin ilave edilerek
hazirlanan Malt Ekstrakt sivi besiyeri ise 121°C’de 15 dk otoklavlanarak steril
edilmistir (Yigit ve Korukluoglu 2007).

3.2.3. Su aktivitesi tayini

Gliserin igermeyen, %1 ve 5 oraninda gliserin igeren Malt Ekstrakt sivi besiyerinin su

aktivitesi (aw), Novasina markali Labmaster aw cihazinda 6l¢iilmistiir.

3.2.4. Mayalarin inokilasyonu

Mayalar aragtirma siiresince Malt Ekstrakt sivi besiyerinde aktiflestirilip, ayni
besiyerinin agarli olaninda yatik olarak muhafaza edilmistir. Deneme asamasinda -
80°C’de stoklanan maya kiiltiiriinden 1 6ze dolusu alinarak 10 mL steril Malt Ekstrakt
stv1 besiyeri igeren tiiplere asilanmistir. Tiipler 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakilarak
ekimde kullanilacak kiiltiirler hazirlanmistir (Cabuk ve ark. 2007).

Maya inokiile edilen Malt Ekstrakt sivi besiyerinden 24 saatlik inkiibasyon suresinin
sonunda gerekli seyreltmeler yapilarak yayma yontemiyle ekim yapilmistir. EKim igin
daha Onceden petrilere dokiilen Malt Ekstrakt Agar kullanilmis ve 30°C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmistir (Yavuz 2009).

3.2.5. Saccharomyces cerevisiae suslarmin biyofilm olusturma kapasitesinin

degerlendirilmesi

Caligmada secilen 5 susun biyofilm olusumunun izlenmesi iki farkli yontemle
gerceklestirilmistir. Uygulanan yontemler "tip yontemi” ve "96 kuyucuklu plaka
yontemi" olarak tanimlanmistir (Hassan ve ark. 2011, Zhang ve ark. 2013). Mayalarin
biyofilm olusturma derecesi, farkli pH, NaCl, potasyum sorbat ve gliserin

konsantrasyonlar1 ve inkiibasyon sicakliginda arastirilmistir.
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Tup yontemi

Ik olarak yapilan ¢alismada, gdzle goriilen lekeli biyofilm tabakasinin tiipiin duvar1 ve
Uzerinde go6zlenmesini esas alan tip yonteminden yararlanilmistir (Hassan ve ark.
2011).

pH degeri 5,0 ve 6,5’e ayarlanmis olan Malt Ekstrakt sivi besiyerine ayri olarak farkli
oranlarda NaCl, potasyum sorbat ve gliserin ilave edilerek biyofilm olusumu
incelenmistir. Bu besiyerinde gelisen 5 ayr1 maya susu 24 saat inkiibasyondan sonra,
tiiplerden bosaltilmistir. Bosaltilan tiipler steril fosfat tamponu salin (pH 7,3) ile yikanip
kurutulmustur. Ardindan tiiplere %0,1 kristal viyole icerecek sekilde damitik suyla
hazirlanan ¢ozeltiden 10 mL eklenmis ve 10 dk inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra tiiplerdeki kristal viyole ¢ozeltisi bosaltilip fazla boya da iyonize
su ile yikanmigtir. Bu islemin ardindan tiipler kurumaya birakilmistir. TUpler
kuruduktan sonra tiipe yapisan kristal viyole ¢ozeltisinin yogunluguna gore yok (0),

zay1f (1), orta (2) ve yiksek (3) degerleri verilmistir (Hassan ve ark. 2011).

Farkh NaCl konsantrasyonu ile biyofilm kapasitesindeki degisimin incelenmesi

pH’s1 5,0 ve 6,5’a ayarlanan besiyerine sirasiyla %0, 1,5, 3,5, 5 ve 10 NaCl igerecek
sekilde ilave edilmistir. Hazirlanan besiyerlerine taze kiiltiirler 500 pL olacak sekilde
astlanmigtir. Kontrol grubunun pH degeri ve NaCl orani yukarida belirtilen sekilde
ayarlanmigtir. Ancak kontrol grubuna kiiltiir asilanmamigtir. Hazirlanan drnekler 30 ve
40°C sicakliklarda 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu asamadan sonra Tiip

yonteminde ifade edilen adimlar takip edilmistir.

Farkh potasyum sorbat konsantrasyonu ile biyofilm kapasitesindeki degisimin

incelenmesi

Malt Ekstrakt sivi besiyerinin pH’s1 5,0 ve 6,5’a ayarlanmis ve sirasiyla 100, 500 ve
1000 mg/L potasyum sorbat ilave edilmistir. Ardindan besiyerlerine 500 uL taze kalttr
astlanmistir. pH degeri ve potasyum sorbat orani yukarida belirtilen sekilde ayarlanan

kontrol grubu kudlttr icermemektedir. 30 ve 40°C sicakliklarda 24 saat inkiibe edilmistir.
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Bu asamadan sonra tiip yonteminde ifade edilen adimlar takip edilmistir.

Farkh gliserin konsantrasyonu ile biyofilm kapasitesindeki degisimin incelenmesi

5,0 ve 6,5 pH’ya ayarlanan besiyerine sirasiyla %1 ve 5 igerecek sekilde gliserin ilave
edilmistir. Taze kilturler bu besiyerlerine 500 pL olacak sekilde asilanmistir. Kontrol
grubu i¢in hazirlanan besiyerinin pH degeri ve gliserin orani1 yukarida belirtilen sekilde
ayarlanmig, ancak kontrol grubuna kiltir ilave edilmemistir. Ardindan 30 ve 40°C
sicakliklarda 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu asamadan sonra tlip yonteminde

ifade edilen adimlar takip edilmistir.

96 kuyucuklu plaka yontemi

96 kuyucuklu plaka yontemi, biyofilm matrisine eklenmis kristal viyole ¢dzeltisinin
optik yogunluguna dayanan ve spektrofotometrik olarak olcilerek sayisal sonuglari

veren nicel bir yontemdir (Zhang ve ark. 2013).

5 adet Saccharomyces cerevisiae susunun taze kiiltiirleri farkli 6zelliklerde hazirlanan
10 mL Malt Ekstrakt sivi besiyeri igerisinde 1: 100 oraninda seyreltilmistir.
Seyreltilmis kiiltirler, her gbéze 100 ML olacak sekilde 96 kuyucuklu plakaya
eklenmistir. Farkli sicakliklardaki biyofilm olusumunu incelemek i¢in 30 ve 40°C'de 24
saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Negatif kontrol kuyucuklari, sadece ayr1 olarak
farkli oranlarda tuz, K-sorbat ve gliserin ilave edilerek hazirlanmis sivi besiyeri ortami
igermektedir. Inkiibasyondan sonra toplam hiicre kiitlesi, bir spektrofotometre (BioTek,
PowerWave HT Microplate Spectrophotometer) icinde 630 nm'de absorbans olarak

Olgtilmiistiir.

Yapilan o6l¢iimiin ardindan plakalar bosaltilip kuyucuklar steril suya daldirilarak
yikanmistir. Takiben kurutma islemi gergeklestirilmistir. Kurutma islemini takiben her
kuyucuga 125 pL %0,1 kristal viyole solusyonu (deiyonize su) eklenmis ve oda
sicakliginda 20 dakika inkiibe edilmistir. Kuyulardaki yapigsmis hiicrelere bagli olan

boyanin yeniden ¢ozinur hale getirilebildigi ve spektrofotometre ile optik yogunlukta
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Olciilebildigi bilinmektedir. Bu yontemle, baglanmamis kristal viyole soliisyonu,
plakalart damitilmis su ile ¢alkalamak suretiyle kuyucuklardan tamamen g¢ikarilarak
kurutulmustur. Baglanan boya ¢oziimi igin 100 pL %95 etanol her kuyucuga
aktarilmistir. Her kuyucukta bulunan etanolde ¢oziilmiis boya soliisyonu sirasiyla temiz
bir plakaya aktarilip 492 nm'de absorbans spektrofotometre ile dl¢iilmiistiir. Bu islemin
ardindan  spektrofotometrede  bulunan  degerler, B=A492/A630 formiiliine
yerlestirilmistir. Elde edilen sonuglar, biyofilm olusturmayan mikroorganizma (B<O0,1),
zayif (0,1<B<0,5), orta (0,5<B<1) ve gii¢lii biyofilm olusturan mikroorganizma (B>1)
olarak degerlendirilmistir (Zhang ve ark. 2013).

Farkh NaCl konsantrasyonu ile biyofilm kapasitesindeki degisimin incelenmesi

Malt Ekstrakt siv1 besiyerinin pH degeri 5,0 ve 6,5’a ayarlandiktan sonra %0, 1,5, 3,5, 5
ve 10 oraninda NaClI igerecek sekilde ilave edilmistir. Hazirlanan besiyerlerine taze
kiltirler 500 pL olacak sekilde asilanmistir. Kontrol grubunun pH degeri ve NaCl orani
yukarida belirtilen sekilde ayarlanmistir.

Ancak kontrol grubuna kiiltiir asilanmamistir. Daha sonra 30 ve 40°C sicakliklarda 24
saat inkiibe edilmistir. 96 kuyucuklu plaka yonteminde tanimlanan adimlar sirasiyla

uygulanmigtir.

Farkh K-sorbat konsantrasyonu ile biyofilm kapasitesindeki degisimin incelenmesi

pH degeri 5,0 ve 6,5’a ayarlanan Malt Ekstrakt sivi besiyerinin potasyum sorbat orani
100, 500 ve 1000 mg/L olacak sekilde hazirlanmigtir. Bu besiyerlerine 500 uL taze
kiltiir asilanmistir. pH degeri ve K-sorbat oran1 yukarida belirtilen sekilde ayarlanan
kontrol grubuna kiiltiir asilanmamistir. Hazirlanan 6rnekler 30 ve 40°C sicakliklarda 24
saat inkiibe edilmistir. 96 kuyucuklu plaka yonteminde tanimlanan adimlar sirasiyla

uygulanmigtir.
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Farkh gliserin konsantrasyonu ile biyofilm kapasitesindeki degisimin incelenmesi

Malt Ekstrakt sivi besiyerinin pH degeri 5,0 ve 6,5’a ayarlanmistir. Bu islemi takiben
besiyerine %1 ve 5 oraninda igerecek sekilde gliserin ilave edilmistir. Gliserin iceren
besiyerlerine 500 pL taze kiltur asilanmistir. Kiiltiir asilanmayan kontrol grubunun pH
degeri ve gliserin orani yukarida belirtildigi gibi ayarlanmigtir. Takiben 30 ve 40°C
sicakliklarda 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 96 kuyucuklu plaka yonteminde

tanimlanan adimlar sirasiyla uygulanmustir.

3.2.6. Sonuclarin degerlendirilmesi

S. cerevisiae susunun biyofilm olusum kapasitesinin tip yontemi ile belirlenmesi

Tup yontemi icin hesaplama, yalnizca pH degeri degistirilmis ve ayri olarak tuz, K-
sorbat ve gliserin igeren sivi besiyeri kontrol tiiplerinin sonuglarmma gore
gerceklestirilmistir. Biyofilm olusum yetenegi tiliplerin dibinde ve/veya duvarlarinda
gozle goriilebilen bir film olustugunda tespit edilmistir. Bu tabaka olusumu, biyofilm
pozitif olarak kabul edilmistir (Hassan ve ark. 2011). Tip yOnteminde sonuglarin

degerlendirilmesinde Cizelge 3.2°den yararlanilmistir.

Cizelge 3.2. Tip yonteminde olusan biyofilm degeri (Hassan ve ark. 2011)

Olusturulan biyofilm degeri Anlam
0 Yok
1 Zayif
2 Orta
3 Yuksek

S. cerevisiae susunun biyofilm olusum kapasitesinin 96 kuyucuklu plaka yontemi

ile belirlenmesi
96 kuyucuklu plaka yontemiyle 5 ayr1 maya susunun biyofilm olusum derecesi

incelenmis ve spektrofotometreyle (BioTek, PowerWave HT Microplate

Spectrophotometer) 630 nm’de hiicre yogunlugu absorbans degerinin, 492 nm’de ise
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etanolde ¢ozililmiis boya miktar1 absorbans degerinin 6l¢imu yapilmistir. 492 nm ve 630
nm’de absorbans oran1 ‘B’, biyofilm olusumu seviyesini temsil etmektedir (Zhang ve
ark. 2013). Biyofilmlerin olusum degerlerinin belirlenmesinde Cizelge 3.3’ten

yararlanilmastir.

Oran, asagidaki formiille 6l¢iilmiistiir:

‘B= A492/A630°

Cizelge 3.3. 96 kuyucuklu plaka yontemiyle biyofilm olusum degerleri (Zhang ve ark.
2013)

Biyofilm degerleri Anlami
B<0,1 Biyofilm olusturmayan mikroorganizma
0,1<B<0,5 Zayif biyofilm olusturan mikroorganizma
0,5<B<1 Orta biyofilm olusturan mikroorganizma
B>1 Giiclii biyofilm olusturan mikroorganizma

3.3. istatistiksel Analiz

Deneme, tesaduf parsellerinde faktoriyel deneme deseninde 3 tekerrlrli olarak
yapilmigtir. Biitiin hesaplamalar JUMP (Versiyon 7) istatistik paket programindan
yapilmustir. F-6nemlilik testlerinde %1 ve %35 olasilik diizeyleri kullanilmistir. Istatiksel
farkli gruplarm belirlenmesinde LSD testi kullanilmugtir. Istatistiksel analiz tablolarinda

ana etkenler biiylik harfle, ikili ve {iglii interaksiyonlar kiigiik harfle ifade edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Test mikroorganizmasi olan 5 adet S. cerevisiae suslarinin biyofilm olusturma

diizeylerinin arastirilmasi amaciyla planlanan ¢alisma sonuglar1 asagida verilmistir.

4.1. Biyofilm Uretiminde Tip Yontemi

Bu yontemde biyofilm olusumu, tiiplerin dibinde ve/veya duvarlarinda gozle
goriilebilen bir film olustugunda tespit edilmistir (Hassan ve ark. 2011). Gozle gorilen
lekeli biyofilm tabakasinin tiip duvar iizerinde gozlenmesi kalitatif bir yontemdir.
Farkli arastirmacilar tarafindan tespit edilen sonuglardaki degisebilirlik nedeniyle
mikroorganizmalarin biyofilm olusturma derecesini belirlemek zorlagsmaktadir. Bu
sebeple tip yontemi ve 96 kuyucuklu plaka yonteminin birlikte degerlendirilmesi
mikroorganizmanin biyofilm olusturma derecesini belirlemek agisindan daha yararl

olacag gozlemlenmistir (Hassan ve ark. 2011).

Tiip yonteminde olusan lekenin fazlaligina gore 0 (yok), 1 (zayif), 2 (orta), 3 (yiiksek)

seklinde puanlama yapilmstir.

4.1.1. TUp yontemiyle S. cerevisiae suslarmin biyofilm olusturma kapasitesi Gizerine
NaCl’nin etkisi

Besiyerinin pH degeri 5,0 ve 6,5’a ayarlanan ve ardindan sirasiyla %0, 1,5, 3,5, 5 ve 10
oraninda NaCl ilave edilen kontrol grubu hazirlanmigtir. Takiben ayni sekilde ayarlanan
Malt Ekstrakt sivi besiyerine FEY1, FEY2, FEY3, FEY4 ve FEY7 maya suslarindan
500 pL’de sirasiyla 7,5x10° 8,5x10°, 1,9x107, 1,6x107 ve 1,4x10" kob/mL icerecek
sekilde ilave edilmis, ardindan 30 ve 40°C’de 24 saat inkiibasyona birakilan 6rnekler

karsilastirilmistir.
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Cizelge 4.1. S. cerevisiae suslariin farkli NaCl oranlarinda biyofilm olusturma
kapasitesinin tiip yontemiyle degerlendirilmesi (30°C; pH 5,0)

S. cerevisiae NaCl konsantrasyonu (%o)
suslari 0 15 3,5 5 10
FEY1 1 1 1 0 0
FEY?2 2 2 1 0 1
FEY3 3 2 1 0 0
FEY4 2 1 1 0 2
FEY7 2 3 0 0 0

Cizelge 4.1.’den elde edilen verilere gore en yiiksek biyofilm olusumunu besiyeri
ortam1 pH 5,0’de ve NaCl ilavesi olmadan FEY3 susunda belirlenmistir. Bu durumun
NaCl oraninin artmasiyla birlikte azaldigi ve oranin %10 degerine ulagsmasiyla birlikte
skalanin ‘0’ olarak degerlendirdigi, yani biyofilm olusturmadigi gézlenmistir. Betts ve
ark. (1999) yaptigi bir caligmada S. cerevisiae susunun %8 NaCl oraninda gelisemedigi
buna karsin mayanm gelisimine uygun olan NaCI oraninin maksimum %4,8 oldugu
sonucuna vartlmistir. Saccharomyces cerevisiae’nin - metabolizma faaliyetlerini
gerceklestirebilmek igin yiiksek su aktivitesine (0,65) ihtiya¢c duydugu belirtiimektedir.
Bu mayanin fermentasyon yapabilmesi i¢in suyun gerekliliginin tartisilmaz bir gercek
oldugu bilinmektedir. Yiiksek seker iceren ortamlarin hiicre fizyolojisini olumsuz yonde
etkilemek icin ozmotik stres uygulayabilecegi belirtilmistir (Walker ve ark. 2016).
Ortamin su aktivitesinin diisiiriilmesiyle birlikte mayanin metabolik faaliyetlerinin

sinirlandigi i¢in biyofilm olugum miktarinda azalma gdzlemlendigi disiiniilmektedir.
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Sekil 4.1. S. cerevisiae suslarinin farkli NaCl oranlarinda biyofilm olusturma derecesi
(30°C; pH 5,0)

Sekil 4.1.’de goriildigi gibi, 30°C’de (pH 5,0) genel olarak NaCl miktarinin artmasiyla
birlikte biyofilm olusumunda azalma meydana geldigi belirlenmistir. NaCl miktarinin

%10’a ulasmasiyla birlikte FEY1, FEY3 ve FEY7 suslarinda biyofilm olusumu
y

gozlemlenmemistir.

Sekil 4.2. S. cerevisiae suslarinin %1,5 NaCl oraninda biyofilm olusturma derecesi
(30°C; pH 5,0) (1: kontrol 2: FEY1 3: FEY2 4: FEY3 5: FEY4 6: FEY?7)

Sekil 4.2.’de incelendigi lizere %1,5 NaCl oraninda en yiiksek biyofilm olusumunu 6
numarali FEY7 susu gerceklestirmistir ve Tiip Yontemi’nde yararlanilan skalaya gore
‘3’ degerini almigtir. Skalaya gore bu deger yiiksek biyofilm olusum degeri olarak kabul
edilmektedir.
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Cizelge 4.2. S. cerevisiae suslarmin farkli NaCl oranlarinda biyofilm olusturma
kapasitesinin tiip yontemiyle degerlendirilmesi (30°C; pH 6,5)

NaCl konsantrasyonu (%o)
S. cerevisiae suslari 0 15 3,5 5 10
FEY1 2 2 0 0 0
FEY?2 2 0 1
FEY3 3 0 0 1 0
FEY4 2 0 0 0 0
FEY7 3 1 1 0 0

Cizelge 4.2.ye gore en yiiksek biyofilm olusumunun pH 6,5’da besiyerine NaCl ilave
edilmedigi durumda ve FEY3 ile FEY7 suslar tarafindan olusturuldugu belirlenmistir.
Ayn1 zamanda NaCl konsantrasyonunun artmasiyla birlikte suslarin  biyofilm
uretiminde azalma meydana gelmis ve konsantrasyon %10’a ¢iktiginda skalanin ‘0’
olarak degerlendirdigi, yani biyofilm olusumunun gerceklesmedigi gdzlemlenmistir.

NaCl’nin mayalar izerindeki etkisinin ortamdaki konsantrasyonu, maya cinsi ve diger
faktorler (pH, koruyucular gibi) sebebiyle degiskenlik gosterecegi bildirilmistir (Kivang
ve Akgul 1988). Bu bilginin 1s1ginda, Saccharomyces cerevisiae suslarinin ayni pH
degerinde tuz konsantrasyonunun artmasiyla birlikte 24 saatlik inkiibasyon siiresince
gelisiminin ve olusturdugu biyofilmin farkli degerlerde oldugu goriilmektedir. Ortamda
NaCl konsantrasyonunun artmasiyla birlikte hiicre hidrofobisitesinde azalma meydana
gelmistir. BOylece NaCl’nin ortamda farkli oranlarda bulunmasiyla birlikte degisen
hiicre yiizey 6zellikleri ve biyofilm dagilimlar1 arasinda bir iligki gdézlemlenmistir.
Yuksek NaCl oraninin hiicre adezyonunu engelledigi belirtilmistir (Xu ve ark. 2010).
Maya hiicresi adezyonunun artan NaCl oraniyla birlikte engellenmesi sonucu hiicrelerin
birbiriyle baglanti  kurma faaliyetinin azaldigi ve biyofilm  olusumunu
gerceklestiremedigi diistiniilmektedir. Bu durumdan dolay1r NaCI miktarinin artmasiyla
birlikte mayanin stres kosullarinin arttigi ve yeterli biyofilm olusturamadigi

anlasilmaktadir.
Cizelge 4.1. ve 4.2 karsilastirildiginda inkiibasyon sicakligi 30°C’de, pH degerinin

degismesi mayanin biyofilm olusturma yetenegi iizerinde bir miktar degisime yol agmis

fakat genel olarak belirgin bir fark yaratmamustir. Giaouris ve ark. (2005) tarafindan
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yapilan bir ¢alismada 20°C'de 7 giinliik inkiibasyondan sonra biyofilm olusumunun pH

degerinden bagimsiz oldugu sonucuna varilmistir.

Iliadis ve ark. (2018) tarafindan yapilan caligmada, S. enterica suslarmin (Ser.
Enteritidis ve Typhimurium) ile NaCl miktarindaki artisin biyofilm olusumunu
kisitladigi belirlenmistir. Takiben tuzlulugun artmasinin, pH degerinden bagimsiz

olarak bu patojen tarafindan daha fazla biyofilm olusumunu ciddi sekilde sinirladigi

anlasilmaktadir.
35
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Sekil 4.3. S. cerevisiae suslarmin farkli NaCl oranlarinda biyofilm olusturma derecesi
(30°C; pH 6,5)

Sekil 4.3.te gozlemlendigi {lizere, 30°C’de pH 6,5°da NaCl miktarinin %10’a
ulasmasiyla FEY1, FEY3, FEY4 ve FEY7 suslarinin biyofilm olusturmadigi
belirlenmistir. Ortamda NaCI miktar1 %10’a ulastiginda Sekil 4.1. ile karsilastirildigt

zaman pH degerinin yiikselmesiyle suslardaki biyofilm olusturma diizeyinde azalma

meydana gelmistir.

Sekil 4.4. S. cerevisiae suslarmin NaCIl igermeyen besiyerinde biyofilm olusturma
derecesi (30°C; pH 6,5) (1: kontrol 2: FEY1 3: FEY2 4: FEY3 5: FEY4 6: FEY7)
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Sekil 4.4. incelendiginde FEY3 ve FEY7 kodlu mayalarin olusturdugu biyofilm, daha
fazla kristal viyole ¢ozeltisi tuttugu gozlemlenmistir. Bu sonuca goére FEY3 ve FEY7
susu biyofilm skalasinda ‘3° degerini almistir. Takiben yapilan gozlemde FEY1, FEY2
ve FEY4 kodlu mayalarinin renk yogunlugu birbirine daha yakin oldugundan skalada

‘2’ degerini almistir ve bu mayalarin orta biyofilm olusturdugu sonucuna varilmistir.

Sekil 4.5. S. cerevisiae suslarmin %5 NaCl oraninda biyofilm olusturma derecesi
(30°C; pH 6,5) (L: kontrol 2: FEY1 3: FEY2 4: FEY3 5: FEY4 6: FEY7)

Sekil 4.5. incelendiginde, ortamin NaCl oraninin %5’e yiikselmesiyle biyofilm olusum
diizeyinde gozle goriiliir bir azalis meydana gelmistir. Bu sonucu takiben FEY3 susunun
zayif biyofilm (1) olusturdugu diger suslarin ise biyofilm olusturmadigr (0)

belirlenmistir.

Cizelge 4.3. S. cerevisiae suslarmin farkli NaCl oranlarinda biyofilm olusturma
kapasitesinin tiip yontemiyle degerlendirilmesi (40°C; pH 5,0)

NaCl konsantrasyonu (%)
S. cerevisiae suslari 0 15 3,5 5 10
FEY1 0 0 0 0 0
FEY?2 0 0 0 0 0
FEY3 0 0 1 1 0
FEY4 0 1 0 0 0
FEY7 1 0 0 0 2

Cizelge 4.3. incelendiginde artan sicaklikla birlikte S. cerevisiae suslarinin biyofilm
olusturma yeteneginde belirgin bir azalma gbézlemlenmistir. S. cerevisiae’nin optimum
gelisim gosterdigi sicaklik 20-30°C olarak belirtilmistir (Walker ve Stewart, 2016).
Sicakligin 40°C’ye yiikselmesiyle birlikte S. cerevisiae, maksimum gelisme gosterdigi
degerden uzaklastigi ve bu durumla biyofilm miktarinda azalma meydana geldigi

diisiiniilmektedir. Sicakligin artmasiyla birlikte mayanin metabolik faaliyetlerinin
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yavagladigi ve biyofilm olusturamadig: diisiiniilmektedir. Pan ve ark. (2010) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, 22,5 ve 30°C inkiibasyon sicakliginda NaCl oraninin %0,5 ile
%7,0 arasinda artirildiginda biyofilm olusumunun gozlendigi ancak sicakligin 37°C’ye

ulastiginda biyofilm olusumunun durdugu belirtilmektedir.

2,5
2

1,5

1
) || I |
0
FEYZ FEY3 FEY4 FEYY

5 cerevisiae FEY1

suglant (40°C;pH 5,0)
Tuz(%) m%0 W %15 m %35 @ %5 m %10

BivofilmDegerleri

Sekil 4.6. S. cerevisiae suslariin farkli NaCl oranlarinda biyofilm olusturma derecesi
(40°C; pH 5,0)

Sekil 4.6. incelendiginde, 40°C’de ve pH 5,0’de inkiibasyon sicakliginin yiikselmesiyle
birlikte FEY1 ve FEY2 suslarimin herhangi bir NaCl konsantrasyonunda biyofilm

olusturmadig: gérilmektedir.

Sekil 4.7. S. cerevisiae suslarinin NaCl icermeyen ortamda biyofilm olusturma derecesi
(40°C; pH 5,0) (1: kontrol 2: FEY1 3: FEY2 4: FEY3 5: FEY4 6: FEY7)

Sekil 4.7.°de gortldiigi gibi sicaklifin artmasiyla birlikte tiipte tutulan kristal viyole

boyas1 miktarinda azalma gézlemlenmektedir. Sekil incelendiginde rengin 6 numarali
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FEY7 kodlu mayada olustugu ve skalaya gore ‘1’ degerini aldigi, yani zayif biyofilm

olusturdugu belirlenmistir.

Cizelge 4.4. S. cerevisiae suslarmin farkli NaCl oranlarinda biyofilm olusturma
kapasitesinin tiip yontemiyle degerlendirilmesi (40°C; pH 6,5)

NaCl konsantrasyonu (%)
S. cerevisiae suslari 0 15 3,5 5 10
FEY1 0 0 0 0 0
FEY?2 0 0 0 0 0
FEY3 0 0 1 1 1
FEY4 0 1 0 0 0
FEY7 0 2 0 0 0

Cizelge 4.4. incelendiginde ise Cizelge 4.3.’teki verilerle hemen hemen ayni oldugu ve
40°C sicaklikta pH degisiminin mayanin biyofilm olusturma derecesini etkilemedigi
gorulmektedir. S. cerevisiae suslarinin ortamda bulunan maltoz, glikoz, sakkaroz ve
fruktoz gibi karbon kaynaklarini, fermentasyon yoluyla temel olarak alkol ve
karbondiokside metabolize ettigi bilinmektedir (Walker ve ark. 2016). Mayalarda
goriilen biyotik ve abiyotik yiizeylere yapigsma diizeyi, mayanin kendi {iretmis oldugu
metanol, etanol, propanol gibi alkollerden etkilenmektedir. Inkiibasyon déneminde
ortamdaki alkol miktarin artmasiyla birlikte biyofilm miktarinin azaldig1 daha 6nce
yapilan caligmada belirtilmistir (Arik ve Korukluoglu 2017). Chauhan ve ark. (2013)
tarafindan yapilan bir calisgmada Candida albicans’in biyofilm gelisimine alkollerin
etkisi incelenmis ve {iretilen tim alkollerin, konsantrasyona bagli olarak biyofilm
olusumunu 6nemli Ol¢lide inhibe ettigi gozlemlenmistir. Mukherjee ve ark. (2006)
tarafindan yapilan bir caligmada iretilen biyofilmlerin metabolik aktivitesinin, %20
etanol varliginda 6nemli ol¢lide azaldigi ve bazal seviyesine ulastigi, daha yiiksek
konsantrasyonlarda ise bu bazal seviyesinde kaldigi agiklanmistir. Ayrica bu g¢alisma,
%10 etanolin Candida albicans'in biyofilm olusturma yetenegini 6nemli Ol¢iide
azaltabilecegini gostermistir. Bu verilere gore 24 saatlik inkiibasyon sonrasi olugan
alkol miktar1 ve ortamda var olan NaCl ve pH gibi stres kosullarmin biyofilm

olusumunu olumsuz etkileyebilecegi diisiintilmektedir.
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Sekil 4.8. S. cerevisiae suslarmin farkli NaCl oranlarinda biyofilm olusturma derecesi
(40°C; pH 6,5)

Sekil 4.8.’de goriildugii gibi, 40°C’de ve pH 6,5 degerinde FEY1 ve FEY2 susunun
herhangi bir NaCl konsantrasyonunda biyofilm olusumu meydana gelmemistir. FEY3
susunda %0 ve 1,5 NaCl oraninda biyofilm olusumu gdzlemlenmemistir. FEY4
susunun NaCl oran1 %1,5 oldugunda skalaya gore biyofilm olusumu zayif (1) diizeyde
gerceklesmistir. FEY7 susunun ise yine NaCl orami %1,5 oldugunda biyofilm

olusturdugu belirlenmistir.

4.1.2. Tup yontemiyle S. cerevisiae suslarmin biyofilm olusturma kapasitesi Gizerine

potasyum sorbat konsantrasyonlarinin etkisi

Tup yontemiyle S. cerevisiae suslarinin biyofilm olusturma kapasitesi incelenirken, pH
degeri 5,0 ve 6,5’a ayarlandiktan sonra sirasiyla 100, 500 ve 1000 mg/L oraninda
potasyum sorbat igerecek sekilde ayarlanan kontrol grubu ile yine ayni sekilde
ayarlanan Malt Ekstrakt sivi besiyerine FEY1, FEY2, FEY3, FEY4 ve FEY7 maya
suslarindan 500 pL’de sirastyla 7,5%10°, 8,5x10°, 1,9x107, 1,6x10’ ve 1,4x10” kob/mL
icerecek sekilde ilave edilen ve 30 ve 40°C’de 24 saat inkiibasyona birakilan drnekler

karsilastirilmistir.
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Cizelge 4.5. S. cerevisiae suslarmin farkli K-sorbat oranlarinda biyofilm olusturma
kapasitesinin tiip yontemiyle degerlendirilmesi (30°C; pH 5,0)

K-sorbat
konsantrasyonu(mg/L)
S. cerevisiae suslari 100 500 1000
FEY1 3 1 0
FEY?2 2 1 0
FEY3 3 1 0
FEY4 3 0 0
FEY7 3 1 0

Cizelge 4.5.°de goriildigi gibi pH degeri 5,0 olan Malt Ekstrakt sivi besiyerine 100
mg/L K-sorbat eklenmesiyle S. cerevisiae suslarinin genel olarak skalada belirtildigi
gibi yiiksek degerde biyofilm iirettigi, besiyerindeki K-sorbat miktarinin artmasiyla
birlikte biyofilm olusumunun zayifladigi goriilmektedir. Canli dokular, medikal
implantlar, endiistriyel veya igme suyu sistemlerinin borulari, cam ve plastik yiizeyler
gibi bircok farkli yiizeyde mikrobiyel biyofilm olusumuna rastlandig1 belirtilmektedir.
Giliven ve Onurdag (2014)’m yapmis oldugu c¢alismadan elde edilen veriler
dogrultusunda; ilag, kozmetik ve gida tiriinlerinde mikrobiyel kontaminasyonu dnlemek
amaciyla kullanilan potasyum sorbatin mikroorganizmalarin biyofilm formlarina etkili
olmadiklari tespit edilmistir. Ancak yapilan caligmada potasyum sorbatin miktarinin

artmasi, biyofilm olusumunu azaltmis ve 1000 mg/L’de tamamen engellemistir.

5. cerevisiae FEY1 FEY2 FEY3 FEY7
suslan (30°C;pH 5,00

L] ot}
in in

Iiil*,-uﬁlm Degearlari

in

L=}

E-sorbat(mgz/L)M100mg/L m500mg/L 000mg/L

Sekil 4.9. S. cerevisiae suslarinin farkli potasyum sorbat oranlarinda biyofilm olusturma
derecesi (30°C; pH 5,0)
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Sekil 4.9’da gozlemlendigi iizere, 30°C’de ve pH 5,0’te 100 mg/L potasyum sorbat
diizeyinde 5 adet susta biyofilm olusumu gortilmektedir. Potasyum sorbat miktart 500
mg/L’ye yiikseldiginde suslarin biyofilm olusumunda bir azalma tespit edilmistir.
Ayrica bu degerde FEY4 susunun biyofilm olusturmadigi belirlenmistir. Ortamda

potasyum sorbat orant 1000 mg/L’ye ulastiginda ise suslar biyofilm olusturmamastir.

Sekil 4.10. S. cerevisiae suslarinin 100 mg/L potasyum sorbat oraninda biyofilm
olugturma derecesi (30°C; pH 5,0) (1: kontrol 2: FEY1 3: FEY2 4: FEY3 5: FEY4 6:
FEY7)

Sekil 4.10. incelendiginde FEY1, FEY3, FEY4 ve FEY7 suslarinin FEY2’ye gore gucli
diizeyde biyofilm olusturarak kristal viyole ¢ozeltisini daha fazla tuttuklar
gorulmektedir.

Cizelge 4.6. S. cerevisiae suslarinin farkli K-sorbat oranlarinda biyofilm olusturma
kapasitesinin tiip yontemiyle degerlendirilmesi (30°C; pH 6,5)

K-sorbat
konsantrasyonu(mg/L)
S. cerevisiae suslari 100 500 1000
FEY1 3 0 1
FEY2 2 2 0
FEY3 2 2 0
FEY4 3 1 0
FEY7 3 1 0

Cizelge 4.6’da goriildigi gibi pH degerinin 6,5’a yiikselmesiyle birlikte 100 mg/L K-
sorbat eklenen besiyerindeki suslarin biyofilm olusum degerinde biiylik bir degisim
gozlenmemisken ayni kosullarda miktarin 500 mg/L’ye yikselmesiyle birlikte biyofilm

olusumunda bir miktar artis oldugu degerlendirilmistir. Biyofilm olusum degerindeki bu
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artisin besiyerindeki K-sorbat oraninin 1000 mg/L’ye ylikselmesiyle birlikte azaldig
gozlemlenmektedir. Sorbik asit gibi organik asitlerin sulu g¢ozeltilerde ayristigi ve
ortama hidrojen iyonu verdigi bilinmektedir. Sorbik asitin, antimikrobiyel aktiviteyi
saglayan ayrismamis formdaki molekiiller oldugu ve bu formdaki molekiillerin miktari
pH ile tespit edilecegi belirtilmistir. Sorbik asit tuzlarinin antimikrobiyel etkisi, ayrisma
sabiti 4,75’e yaklastiginda artmaktadir. Takiben sorbatlarin etkili oldugu en yiiksek pH
limiti 6,0-6,5 araliginda oldugu ag¢iklanmistir. Sorbatin diisiik pH degerine sahip olan
gidalarda oldukga etkili olduklar1 bildirilmektedir (Liewen ve Marth 1985, Dingoglu

2005).

5 cerevisi

suslan (30°C;pH 6.3)

=
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o

K-mba[(m;—'L:.l..‘.ﬂ"a. W 500mgL 1 1000mg N

Sekil 4.11. S. cerevisiae suslarinin farkli potasyum sorbat oranlarinda biyofilm
olusturma derecesi (30°C; pH 6,5)

30°C’de pH 6,5’da FEY1 susunun ortamda 100 mg/L potasyum sorbat bulundugunda
biyofilm olusumunun Sekil 4.11.’de gorildiigli gibi, skalaya gore 3 degerini aldigi,
ancak ortamin potasyum sorbat miktarmin 1000 mg/L’ye ylikselmesiyle birlikte
biyofilm olusturma diizeyinin azaldig: tespit edilmistir. FEY2 ve FEY3 suslar1 100 ve
500 mg/L potasyum sorbat miktarinda ayni diizeyde biyofilm olusturmustur. FEY4 ve
FEY7 suslart ise 100 mg/L’de 3 diizeyinde biyofilm olustururken potasyum sorbat
miktarmin 500 mg/L’ye yiikselmesiyle biyofilm olusum miktarinda azalma meydana

gelmekte ve 1000 mg/L’ye ulastiginda biyofilm olusturmadigi gézlemlenmektedir.

28



Sekil 4.12. S. cerevisiae suslarinin 100 mg/L potasyum sorbat oraninda biyofilm
olusturma derecesi (30°C; pH 6,5) (1: kontrol 2: FEY1 3: FEY2 4: FEY3 5: FEY4 6:
FEY7)

Sekil 4.12.’de goriildigii gibi besiyerinde 100 mg/L K-sorbat oldugu durumda pH
degerinin 6,5’¢ yiikkselmesiyle birlikte pH 5,0’de biyofilm olusum degerine gore belirgin
bir farklilik elde edilmemistir. Schelegueda ve ark. (2017) tarafindan yapilan bir
caligmada, ortama potasyum sorbat eklenmesiyle Zygosaccharomyces bailii’'nin
gelisiminin yavagladigi ve inaktivasyonunun azaldigi goriilmistiir. Ortama K-sorbat
eklenmesiyle birlikte mayanin faaliyeti yavaslamistir ve biyofilm Uretiminde azalma

meydana gelmistir. Biyofilm Uretimindeki azalma, ortamdaki K-sorbat miktarinin

artmastyla birlikte daha iyi gézlemlenmistir.

Sekil 4.13. S. cerevisiae suslarinin 500 mg/L potasyum sorbat oraninda biyofilm
olugturma derecesi (30°C; pH 6,5) (1: kontrol 2: FEY1 3: FEY2 4: FEY3 5: FEY4 6:
FEYT)

Ortamin sicakliginin 30°C ve pH degerinin 6,5 oldugu besiyerine 500 mg/L potasyum
sorbat ilave edilmesiyle birlikte 24 saat inkiibasyondan sonra suslarin biyofilm
olusturma diizeyi Sekil 4.13.’de goriilmektedir. Buna gore FEY1 susu biyofilm
olusturmamis, FEY4 ve FEY7 suslar ise zayif diizeyde (1) biyofilm olusturmustur.
FEY2 ve FEY3 sugslar1 orta diizeyde (2) biyofilm iiretmistir.
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Cizelge 4.7. S. cerevisiae suslarmin farkli K-sorbat oranlarinda biyofilm olusturma
kapasitesinin tiip yontemiyle degerlendirilmesi (40°C; pH 5,0)

K-sorbat
konsantrasyonu(mg/L)
S. cerevisiae suslari 100 500 1000
FEY1 0 0 0
FEY?2 0 0 0
FEY3 1 0 1
FEY4 0 0 1
FEY7 0 0 1

Inkiibasyon sicakliginin 40°C’ye yiikselmesiyle Cizelde 4.7°de goriildiigii gibi K-
sorbatin tiim konsantrasyonlarinda S. cerevisiae suslarinin biyofilm olusumunda

belirgin bir azalis meydana gelmistir.
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Sekil 4.14. S. cerevisiae suslarinin farkli potasyum sorbat oranlarinda biyofilm
olusturma derecesi (40°C; pH 5,0)

Sekil 4.14.’te, inkiibasyon sicakligi 40°C ve besiyerinin pH’st 5,0 oldugunda FEY1 ve
FEY2 suslarimin herhangi bir potasyum sorbat degerinde biyofilm olusturmadigi
gozlemlenmektedir. FEY3 susu 100 ve 1000 mg/L potasyum sorbat oraninda ayni
diizeyde biyofilm olusturmustur. FEY4 ve FEY7 suslari ise yalmizca 1000 mg/L

potasyum sorbat oraninda 1 diizeyinde biyofilm olusturdugu goriilmektedir.

30



Cizelge 4.8. S. cerevisiae suslarmin farkli K-sorbat oranlarinda biyofilm olusturma
kapasitesinin tiip yontemiyle degerlendirilmesi (40°C; pH 6,5)

K-sorbat
konsantrasyonu(mg/L)
S. cerevisiae suslari 100 500 1000
FEY1 0 0 1
FEY?2 0 1 1
FEY3 0 0 0
FEY4 0 0 1
FEY7 0 0 0

Cizelge 4.8.°de inkiibasyon sicakligi 40°C ve pH degerinin 6,5’a yiikselmesi S.
cerevisiae suslarmin  biyofilm  olusumunu 6zellikle 100 mg/L  K-sorbat
konsantrasyonunda olumsuz yonde etkilemistir. Cizelge 4.7. ile Cizelge 4.8.
karsilastirildiginda sicaklik 40°C’de pH degerinin 6,5’a yilikselmesi biyofilm iiretiminde

belirgin bir fark yaratmamastir.
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Sekil 4.15. S. cerevisiae suslarinin farkli potasyum sorbat oranlarinda biyofilm
olusturma derecesi (40°C; pH 6,5)

Sekil 4.15.°de goriildiigii gibi, 40°C’de ve pH 6,5 degerinde FEY2 susu 500 ve 1000
mg/L potasyum sorbat oraninda ayni diizeyde biyofilm olusturmustur. FEY'1, FEY4
suslarinin 1000 mg/L potasyum sorbat oraninda 1 diizeyinde biyofilm olusumu
gozlemlenmistir. FEY3 ve FEY7 suslar1 ise herhangi bir potasyum sorbat oraninda

biyofilm olusturmamistir.
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4.1.3. Tup yontemiyle S. cerevisiae suslarmin biyofilm olusturma kapasitesi tzerine

gliserin konsantrasyonlarimn etkisi

Kontrol grubunun pH degeri 5,0 ve 6,5’a ayarlanmis, sirasiyla %1 ve 5 oraninda gliserin
ilave edilmistir. Takiben ayni sekilde elde edilen Malt Ekstrakt sivi besiyerine FEY1,
FEY2, FEY3, FEY4 ve FEY7 maya suslarindan 500 pL’de sirastyla 7,5x10°, 8,5x10°,
1,9x107, 1,6x10" ve 1,4x10" kob/mL icerecek sekilde ilave edilmis ve ardindan 30 ve
40°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra kontrol grubu ve ornekler
karsilagtirilarak degerlendirilmistir. Gliserinsiz, %1 ve %S5 oraninda gliserin katilan

besiyerinin su aktivite degerleri sirasiyla 0,979, 0,972 ve 0,963 olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.9. S. cerevisiae suslarmin farkli gliserin oranlarinda biyofilm olusturma
kapasitesinin tlip yontemiyle degerlendirilmesi (30°C; pH 5,0)

Gliserin
konsantrasyonu
(%)
S. cerevisiae suslari 1 5
FEY1 3 0
FEY?2 3 2
FEY3 2 0
FEY4 3 1
FEY7 1 1

Cizelge 4.9.°da goriildiigii gibi 30°C’lik inkiibasyon sicakligi ve pH’nin 5,0 oldugu
durumda besiyerine %1 oraninda gliserin ilavesiyle birlikte S. cerevisiae suslarinin
biyofilm olusumunun suslara gére degismekle birlikte genel olarak giiclii bir sekilde
gerceklestigi  goriilmektedir. Bununla birlikte aymi kosullarda Malt Ekstrakt sivi
besiyerinin gliserin oraninin %35’e yilikselmesiyle yani su aktivitesinin diismesiyle
birlikte suslarin  biyofilm olusumunda belirgin bir azalis go6zlemlenmektedir.
Saccharomyces cerevisiae dahil olmak {izere maya tiirlerinin ¢ogunlugu 0,9-1,0 su
aktivitesi degeri gibi dar bir aralikta faaliyet gdstermektedir. Saccharomyces
cerevisiae nin gelismesi i¢in optimum su aktivitesi degeri 0.975 ile 0.999 aralifinda
oldugu ve bu degerin 0,94’{in altina indiginde mayanin gelisemeyecegi belirtilmistir.
Ayni zamanda mayanin {iiretmis oldugu etanoliin, su aktivitesi degerini diisiirerek

hiicrede su stresine neden oldugu bilinmektedir. Bu durumda hidratlanmis hiicre
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bilesenlerinin i¢indeki ve arasindaki hidrojen baglar1 etkilesime girmekte, hiicrede
enzim ve membran yapisi bozulmaktadir (Hallsworth 1998). Sivi besiyerine gliserin
eklenmesiyle birlikte ortamin su aktivitesinin azaldigt ve mayanin gelisemedigi
gozlemlenmektedir. Bu bilgiye gore gliserinin konsantrasyonunun %5’¢ yiikselmesiyle
mayanin  metabolik faaliyetlerinin  yavagladigt ve biyofilm olusturamadigi
diistiniilmektedir. Ayn1 zamanda mikroorganizmanin gelisimi ve biyofilm iiretimi i¢in
cevresel faktorlerin olduk¢a dnem tasidigr bilinmektedir. Onemli gevresel faktorlerden
biri olan sicakligin biyofilm olusumuna etkisini aragtiran Mei ve ark. (2017), 30°C’deki

biyofilm olusumunun 10 ve 20°C’dekinden daha fazla miktarda oldugu sonucunu elde

etmistir.
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Sekil 4.16. S. cerevisiae suslarmin farkli gliserin oranlarinda biyofilm olusturma
derecesi (30°C; pH 5,0)

Sekil 4.16. incelendiginde, 30°C’de ve pH 5,0’de ortamda %1 gliserin bulundugu
zaman FEY1, FEY2 ve FEY4 suslarinin 3 diizeyinde, FEY3 ve FEY7 suslarinin ise
sirasiyla 2 ve 1 diizeyinde biyofilm olusturdugu belirlenmistir. Gliserin miktarmin %5’e
yukselmesiyle birlikte FEY'1 ve FEY3 suslarinin biyofilm olusturmadigi, FEY?2 susunun
biyofilm degerinin 2’ye indigi goriilmektedir. FEY4 ve FEY7 suslar ise %5 gliserin

oraninda ayni degerde biyofilm olusturmamustir.
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Sekil 4.17. S. cerevisiae suslarinin %1 gliserin oraninda biyofilm olusturma derecesi
(30°C; pH 5,0) (1: kontrol 2: FEY1 3: FEY2 4: FEY3 5: FEY4 6: FEY7)

Malt ekstrakt sivi besiyerinin pH degeri 5,0 ve ortamdaki gliserin oran1 %1 oldugunda
suslarin biyofilm olusumundaki degisim Sekil 4.17.’de goriilmektedir. Buna gore,
FEY1, FEY2 ve FEY4 suslar yiiksek (3), FEY3 susu orta ve FEY7 susu ise zayif (1)

diizeyde biyofilm {iretmistir.

Cizelge 4.10. S. cerevisiae suslarinin farkli gliserin oranlarinda biyofilm olusturma
kapasitesinin tlip yontemiyle degerlendirilmesi (30°C; pH 6,5)

Gliserin
konsantrasyonu

(%)

S. cerevisiae suslar1 |1 5
FEY1 3

FEY2 2 2

FEY3 3 2

FEY4 3 1

FEY7 3 2

Cizelge 4.10.°da goriildiigii gibi Malt Ekstrakt sivi besiyerinin pH degeri 6,5°da su

aktivitesinin az da olsa diismesi biyofilm olusumunu olumsuz yonde etkilemistir.
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Sekil 4.18. S. cerevisiae suslarmin farkli gliserin oranlarinda biyofilm olusturma
derecesi (30°C; pH 6,5)

30°C’de pH 6,5’da %1 gliserin oraninda Sekil 4.18.’de goriildigii gibi, FEY1, FEY3,
FEY4 ve FEY7 suslar1 3 diizeyinde, FEY?2 susu ise 2 diizeyinde biyofilm olusturmustur.
Gliserin oran1 %5’e yiikseldiginde ise FEY2, FEY3 ve FEY7 suslar1 2 diizeyinde, FEY1
ve FEY4 suslari 1 diizeyinde biyofilm olusturmustur.

Cizelge 4.11. S. cerevisiae suglarinin farkli gliserin oranlarinda biyofilm olusturma
kapasitesinin tiip yontemiyle degerlendirilmesi (40°C; pH 5,0)

Gliserin
konsantrasyonu
(%)
S. cerevisiae suslari 1 5
FEY1 0 0
FEY?2 0 1
FEY3 1 1
FEY4 0 0
FEY7 2 0

Cizelge 4.11. incelendiginde inkiibasyon sicakliginin 40°C’ye yiikselmesiyle birlikte

biyofilm olusum degerlerinde Cizelge 4.9.’a gore azalma meydana gelmistir.
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Sekil 4.19. S. cerevisiae suslarmin farkli gliserin oranlarinda biyofilm olusturma
derecesi (40°C; pH 5,0)

Sekil 4.19.’da 40°C’de ve pH 5,0 degerinde ortamda %21 dizeyinde gliserin
bulundugunda FEY1, FEY2, FEY4 suslarinin biyofilm olusturmadigi, FEY3 ve FEY7
suslarinin ise sirasiyla 1 ve 2 diizeyinde biyofilm olusturdugu gézlemlenmistir. Ortamda
%35 diizeyinde gliserin bulundugunda ise FEY1, FEY4 ve FEY7 suslari biyofilm
olusturmamis, FEY2 ve FEY3 suslar1 ise ayn1 diizeyde biyofilm olusturmustur.

Cizelge 4.12. S. cerevisiae suslarinin farkli gliserin oranlarinda biyofilm olusturma
kapasitesinin tiip yontemiyle degerlendirilmesi (40°C; pH 6,5)

Gliserin
konsantrasyonu
(%)
S. cerevisiae suslari 1 5
FEY1 1 1
FEY?2 0 0
FEY3 3 2
FEY4 1 0
FEY7 0 0

Cizelge 4.12.°de biyofilm olusum duzeyinin S. cerevisiae’nin suslara gore degisim
gosterdigi ancak genel olarak besiyerindeki gliserin konsantrasyonu arttik¢a biyofilm
olusumunun azaldig belirlenmistir. Cizelge 4.10. ile Cizelge 4.12. karsilastirildiginda
Ozellikle besiyeri %1 gliserin igerirken ortam sicakligimin yiikselmesi ve pH degerinin

6,5’a ayarlanmasiyla biyofilm olusumunda biiylik miktarda bir azalma g6zlemlenmistir.
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Sekil 4.20. S. cerevisiae suslarmin farkli gliserin oranlarinda biyofilm olusturma
derecesi (40°C; pH 6,5)

%1 gliserin bulunan ortamda (Sekil 4.20.) FEY1 ve FEY4 suslarinin zayif (1) biyofilm
olusturdugu, FEY3 susunun yiiksek (3) diizeyde biyofilm olusturdugu ve FEY2, FEY7
suslariin ise biyofilm olusturmadig: tespit edilmistir.

Ortamda gliserin oran1 %5’e yiikseldiginde FEY?2, FEY4 ve FEY7 suslarinin biyofilm
olusturmadigi, FEY1 ve FEY3 suglarinin ise biyofilm olusumunun sirasiyla zayif (1) ve

orta (2) diizeyde oldugu goriilmiistiir.
4.2. Biyofilm Uretiminde 96 Kuyucuklu Plaka Yoéntemi

Bu yontem, biyofilm matrisine eklenen kristal viyole ¢6zeltisinin optik yogunlugunun
spektrofotometrik olarak 6l¢iildiigii ve sayisal sonuglarin elde edildigi nicel bir yontem
olarak agiklanmistir (Zhang ve ark. 2013). Boyama periyodu boyunca kuyucuklardaki
test mikroorganizmalar1 tarafindan olusturulan biyofilm tabakasi, bu tabakanin
kalinligina gore farkli miktarlarda kristal viyole soliisyonunu tuttugu goézlemlenmistir

(Arik ve Korukluoglu 2017).
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4.2.1. S. cerevisiae Suslartmin Dbiyofilm olusturma kapasitesinin farkli NaCl

konsantrasyonlarinda 96 kuyucuklu plaka yontemiyle degerlendirilmesi

Kontrol grubunun pH degeri 5,0 ve 6,5’a ayarlandiktan sonra sirastyla %0, 1,5, 3,5, 5
ve 10 oraninda NaCl ilave edilmis ve yine ayni sekilde hazirlanan Malt Ekstrakt sivi
besiyerine 5 ayri maya susu eklenmistir. Takiben hazirlanan kontrol grubu ve Malt
Ekstrakt siv1 besiyerinde bulunan FEY1, FEY2, FEY3, FEY4 ve FEY7 maya suslar
sirastyla 100 pL’de 1,5x10°% 1,7x105, 3,9x10° 3,2x10° ve 2,8x10° kob/mL olacak
sekilde kuyucuklara aktarilmistir. Ardindan 30 ve 40°C’ de inkiibasyona birakilan

ornekler karsilagtirilmistir.

Bu yontemle elde edilen sonuglar ‘B= A492/A630° formiilii yardimiyla hesaplanmustir.
Biyofilm derececeleri; biyofilm olusturmayan mikroorganizma (B<0,1), zayif
(0,1<B<0,5), orta (0,5<B<1) ve guclu biyofilm olusturan mikroorganizma (B>1) olarak
belirlenmistir (Zhang ve ark. 2013).

Cizelge 4.13. 30°C’de S. cerevisiae suslarinin olusturdugu biyofilme ait varyans analiz
tablosu

Varyans analiz tablosu

Varyans SD KT KO F
kaynagi
Maya 4 0,125 0,031** 5,112
pH 1 0,165 0,165** 27,06
MayaxpH 4 0,014 0,003** 0,562
NaCl 4 1,981 0,495** 81,046
MayaxNaCl 16 0,392 0,025** 4,013
MayaxNaClxpH 16 0,109 0,007 111
NaClxpH 4 0,222 0,056** 9,095
Hata 100 0,611 0,006

*: %5 diizeyinde onemli

**: %1 duzeyinde 6nemli

Cizelge 4.13.’de incelenen varyans analiz tablosuna gore bu istatiksel degerlendirmede
maya, pH ve NaCl farkliliklar1 ve mayaxNaCl, NaClxpH interaksiyonlart %1 diizeyinde

onemli bulunmustur.
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Cizelge 4.14. 30°C’de mayaxpH ortalamalar1 ve interaksiyonlari

pH
Maya 5 6,5 Maya ort.
FEY1 0,137 0,092 0,114 BC
FEY?2 0,206 0,114 0,16 A
FEY3 0,166 0,079 0,123 AB
FEY4 0,103 0,049 0,076 C
FEY7 0,173 0,119 0,146 AB
pHort. | 0,157 A | 0,0901 B

96 kuyucuklu plaka yonteminde biyofilm olusum derecesinin belirlenmesiyle ilgili
yapilan istatiksel analizde pH ortalamalarina gére biyofilm degerleri incelendiginde
inkiibasyon sicakligi 30°C ve pH degeri 5,0’de biyofilm olusum derecesinin en yiiksek
degeri aldig1 Cizelge 4.14.’de gorulmektedir. Cizelgede S. cerevisiae suslari ortalamasi
incelendiginde en yiiksek biyofilm olusumunu FEY2, FEY3 ve FEY7 suslan
gerceklestirmistir.

Cizelge 4.15. 30°C’de mayaxNaCl ortalamalar1 ve interaksiyonlari

NaCl konsantrasyonu(%b6) Maya
Maya 0 15 3,5 5 10 ort.
FEY1 | 0317b | 0,073d-g | 0,13c-e | 0,052d-g | 0,00g |0,114BC
FEY2 0,458 a 0,14 cd 0,117 c-f 0,085 c-g 0,009 0,16 A
FEY3 0,27b | 0092¢f | 0,112c-f 0,14 cd 0,009 |0,123 AB
FEY4 0,17c | 0,072d-g 0,04 f-g 0,098c-f | 0,00g | 0,076C
FEY7 | 0495a | 0098c-f | 0088c-g | 0,047e-g | 0,00g |0,146 AB

tuzort. | 0342A | 0,095B 0,097 B 0,084 B 0,00C

Cizelge 4.15.°¢ gore en yiiksek biyofilm olusum derecesi, Malt Ekstrakt sivi besiyerine
NaCl ilave edilmedigi durumda meydana gelmistir. Maya ortalamalar1 incelendiginde
FEY2, FEY3 ve FEY7

en vyiksek biyofilm olusumunu 30°C’de suslari

gerceklestirmistir.  MayaxNaCl interaksiyonu incelendiginde en yiiksek biyofilm
olusumu yine besiyerine NaCl ilave edilmediginde FEY2 ve FEY7 suslar1 tarafindan
olusturulmustur.

Biyofilm olusumu NaCl oran1 arttikca zayiflamis ve %10’a

ulasildiginda biyofilm olusumu gerceklesmemistir.
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NaCl’'nin ilave edilmedigi durumda S. cerevisiae suslarinin meydana getirdigi
biyofilmin, oran arttikca olusamadigi gézlemlenmektedir. Giaouris ve ark. (2005)
tarafindan yapilan bir ¢alismada yiiksek sodyum klorir konsantrasyonu (%210,5 NaCl,;
aw 0,95), hucrelerin plakaya yapismasii engelledigi goriilmiistiir. Mizan ve ark.
(2018)’nin yaptig1 bir ¢alisma sonucunda, Vibrio parahaemolyticus’un %2 NaCl'da en
Iyi biyofilmi irettigi, %5’e gelindiginde ise en az irettigi gozlemlenmistir. Yapilan
caligmalar ayni sicaklikta artan NaCl oraninin hiicrenin yapisin1 bozdugunu ve biyofilm

olusumunu engelledigini gostermektedir.

Cizelge 4.16. 30°C’de mayaxNaClxpH interaksiyonlari

pH konsa[:lw?rcf;syonu FEY1 FEY2 FEY3 FEY4 FEY7
(%)
0 0,413 b 0617a | 0343bd | 0213eh | 0637a
1,5 0,08 1-| 0,197 e-1 0,19l 0,12f1 | 0,087l
5 35 0127fk | 009h | 0,143k 0,03j-1 | 00871l
5 0063j1 | 0127fk | 0243¢c-f | 0153fj |0,053jI
10 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 |
0 0,22 d-g 0,3 b-e 0197641 | 0127fk |0,353bc
1,5 0,067 j-I 008311 | 0,083 1l 0023kl | 0,11 ¢
6,5 35 0133fk | 0143fk | 0,08l 0,05 j-I 0,09 h-I
5 0,04 j-I 0,043j-1 | 0,037l 0,043j-I 0,04 j-I
10 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 |

Yapilan istatiksel analizde mayaxNaCIxpH interaksiyonlarinin biyofilm olusumuna
etkisi incelendiginde (Cizelge 4.16.), sivi besiyerinin pH derecesi 5,0 ve NaCl
eklenmedigi durumda, ortam sicakligi 30°C’deyken biyofilm olusumunun en yiiksek
degerde oldugu gorulmektedir. S. cerevisiae suslarinin biyofilm olusumunun, pH degeri
6,5’a yiikseldiginde bitun NaCl konsantrasyonlarinda azaldigi gozlemlenmistir. NaCl
konsantrasyonu %10 degerine yiikseldiginde test edilen pH degerlerinde biyofilm

olusumu gergeklesmemistir.
Ortamda NaCl’nin bulunmasiin, hiicredeki iyon dengesini bozdugu bilinmektedir.

Yiksek miktarda NaCl alimi hiicrede Na® ve CI iyon miktarinin artmasina neden

oldugu belirtilmistir (Culha ve Cakirlar 2011). Daha yiiksek ozmotik basinglarda
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mikroorganizmanin NaCl'ya karst duyarlilign artmis olmasma ragmen, bu
mikroorganizmanin gelismesi iizerindeki tuzlarin zararli etkisi ozmotik etkiden ziyade
spesifik iyon etkisine bagl oldugu belirlenmistir (Elsheikh ve Wood 1989). Bu bilginin
1s18inda hiicredeki NaCl iyon miktarinin artmasiyla maya faaliyetinin etkilendigi ve
biyofilm olusumunda azalma meydana geldigi anlagilmaktadir. Mayanin gelisme
stiresinin, ortamda NaCl oraninin artmasiyla birlikte arttigi gézlemlenmistir (Betts ve
ark. 1999). Besiyerinde NaCl oraninin fazla olmasi mayanin gelisim siiresini
uzattigindan, 24 saatlik inkiibasyon sonunda ortamda mayanin fazla gelisemedigi ve
biyofilm olusumu i¢in yeterli hiicre yogunluguna ulagamadigi diisiiniilmektedir. Yapilan
bu arastirma, bu calisma ile kiyaslandiginda, ortamda NaCl konsantrasyonunun
artmasiyla birlikte mayanin gelisimini tamamlayamadigi ve biyofilm olusum diizeyinde
azalmanin meydana geldigi sonucunu desteklemektedir. Rinaudi ve ark. (2006)
tarafindan yapilan calismaya gore, biyofilm icindeki mikroorganizma hiicrelerinin,
planktonik hiicrelerden daha fazla ozmotik stres altinda oldugunu ve ayrica yiiksek

ozmotik potansiyelin biyofilm olusumunu engelledigi gézlemlenmistir.

afil m di gerler

; ||I lll ||I I|| I
Y3  FEY4  FEV7

FEY1 FEY2 FE
5 cerevisioe suslan (30°C;pH 5.0)

Tuz(¥) w0 wm%L15 m %35 w%S m%el0

Sekil 4.21. S. cerevisiae suslarinin farkli NaCl oranlarinda biyofilm olusturma derecesi
(30°C; pH 5,0)

Sekil 4.21.de NaCl bulunmayan ortamda suslarin olusturdugu biyofilm miktar1 en
yiksek diizeye ulasmigtir ve NaCl konsantrasyonunun artmasiyla birlikte biyofilm
olusumunda genel bir azalma meydana gelmistir. Ortamda %210 miktarina ulastiginda

ise suslarin biyofilm olusturmadig1 gézlemlenmektedir.
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Sekil 4.22. S. cerevisiae suslarimin farkli tuz oranlarinda biyofilm olusturma derecesi
(30°C; pH 6,5)

30°C’de ve pH 6,5’da ortamda NaCl bulunmadiginda Sekil 4.22.°de gozlemlendigi
Uzere suslarin  olusturdugu biyofilm miktarmin yliksek oldugu, %5 NaClI
konsantrasyonuna dogru gidildiginde biyofilm olusum miktarinda genel bir azalma
meydana gelmektedir. Ortamdaki NaCl konsantrasyonu %10’a ulastiginda ise suslarin

biyofilm olusturmadig: goriilmektedir.

Cizelge 4.17. 40°C’de S. cerevisiae suslarinin olusturdugu biyofilme ait varyans analiz
tablosu

Varyans analiz tablosu

Varyans SD KT KO F
kaynagi

Maya 4 0,047 0,012** 10,19
pH 1 0,149 0,149** 128,285
NaCl 4 0,502 0,125** 107,935
MayaxpH 4 0,043 0,011** 9,181
MayaxNaCl 16 0,222 0,014** 11,929
NaClxpH 4 0,181 0,045** 38,884
MayaxNaClxpH 16 0,214 0,0134** 11,504
Hata 100 0,116 0,001

*: %5 dizeyinde 6nemli  **: %1 diizeyinde 6nemli
Cizelge 4.17.’de incelenen varyans analiz tablosuna gore bu istatiksel degerlendirmede

maya, pH ve tuz farkliliklar1 ve mayaxpH, mayaxNaCl, NaClxpH ve mayaxNaClxpH

interaksiyonlar1 %1 diizeyinde 6nemli bulunmustur.
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Cizelge 4.18. Inkiibasyon sicaklign 40°C’de mayaxpH ortalamalari ve interaksiyonlar

pH Maya

Maya 5 6,5 ort.
FEY1 | 0,108bc | 0,036f |0,072BC
FEY2 | 0,085cd | 0,057ef | 0,071C
FEY3 0,13b | 0,048 ef | 0,089 AB
FEY4 | 0,064de | 0,043ef | 0,053D
FEY7 0,161a | 0,05ef | 0,106 A
pHort. | 011 A | 0,047B

Cizelge 4.18. incelendiginde inkiibasyon sicakligi 40°C oldugunda pH 5,0 degerinde en
yikksek biyofilm olusumu gerceklesmistir. Maya ortalamalar1 incelendiginde S.
cerevisiae suslar1 arasinda en yiiksek biyofilm olusumunu FEY3 ve FEY7 suslar
gerceklestirmistir. Takiben mayaxpH etkilesimi incelendiginde ortam sicakligi 40°C ve
pH 5,0 degerinde FEY7 susu en yiiksek biyofilm olusumunu gerceklestirmistir. pH 6,5

degerine yiikseldiginde biyofilm olusumunda azalma meydana gelmistir.

Cizelge 4.19. 40°C’de mayaxNaCl ortalamalar1 ve interaksiyonlari

NaCl(%)
Maya 0 15 3,5 5 10 Maya ort.
FEY1 0,067 fg 0,143 cd 0,078 fg 0,072 fg 0,001 | 0,072BC
FEY?2 0,12 de 0,128 c-e 0,043 gh 0,063 fg 0,001 0,071 C
FEY3 0,185b 0,143 cd 0,093 ef 0,023 h1 0,001 | 0,089 AB
FEY4 0,162 bc 0,04 gh 0,018 hu 0,047 gh 0,001 0,053 D
FEY7 0,302 a 0,122 de 0,09 ef 0,015 h1 0,001 0,106 A
tuzort. | 0,167A 0,115B 0,065C 0,044 D 0,00E

Yapilan istatiksel ¢alismada (Cizelge 4.19.), Malt Ekstrakt sivi besiyerine NaCl ilave
edilmediginde S. cerevisiae suslarinin yiiksek derecede biyofilm olusturdugu ve ayni
zamanda oran %10 degerine yiikseldiginde suslarin biyofilm olusturmadigi
40°C’de

incelendiginde, NaCl’siiz ortamda FEY3 ve FEY7 suslari en yuksek biyofilm

gozlemlenmistir.  Inkiibasyon  sicaklig mayaxNaCl interaksiyonu

olusumunu gergeklestirmistir.
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51 adet

Stenotrophomonas maltophilia klinik izolatinin biyofilm olusumuna gevre faktorlerinin

Di Bonaventura ve ark. (2007) tarafindan yapilan bir g¢alismada,
etkisi incelenmistir. Calismanin sonucunda suglarin 32°C'de ki sicaklikta 37 veya
18°C'den daha fazla biyofilm trettigi gézlemlendigi belirtilmistir. Han ve ark. (2016)
tarafindan yapilan bir calismada sicakliin artmasiyla birlikte biyofilm olusumunun
arttig1 ancak 37°C’ye yaklasildiginda biyofilm olusum kapasitesinde azalma meydana
gelmistir. Yapilan c¢alismada 30°C’deki inkiibasyon kosullarinda biyofilmin gicli
miktarda oldugu, 40°C’ye ulasildiginda ise ger¢eklesmedigi belirtilmistir.

Cizelge 4.20. 40°C’de mayaxNaClxpH interaksiyonlari

pH konsaﬂ?rilsyonu FEY1 FEY2 FEY3 FEY4 FEY7
(%)
0 0,093 d-1 | 0,107 d-g 0,3b 0,23c 0,517 a
15 0,233 ¢ 0,193 ¢ 0,223 ¢ 0,04 1-I 0,2c
5 3,5 0,097 d-h | 0,02 ki 0,127 d 0,00 | 0,06 g-k
5 0,117 d-f | 0,107d-g | 0,00 | 0,05 h-1 0,03 ki
10 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 1 0,00 |
0 0,04 1| 0,133d | 0,07e-k | 0,093d-1 | 0,087 d-j
15 0,053 g-1 | 0,063 f-k | 0,063 f-k | 0,04 11 | 0,043 h-I
6,5 3,5 0,06 g-k | 0,067 e-k | 0,06 g-k | 0,037j- | 0,12 de
5 0,027 kl | 0,02kl | 0,047 h-l | 0,043 h-I 0l
10 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 |

Cizelge 4.20. incelendiginde en yiiksek biyofilm olusumunun sivi besiyerine NaCl ilave
edilmeden pH 5,0 degerinde FEY7 susu tarafindan meydana gelmistir. NaCl
konsantrasyonu %10 degerine yiikseldiginde pH 5,0 ve 6,5 degerlerinde biyofilm
olusumu gergeklesmemistir. Yapilan istatiksel analizde, S. cerevisiae suslarinin
biyofilm olusumunun, pH degeri 6,5’a yiikseldiginde ve NaCl konsantrasyonlari

arttiginda, azaldig1 gézlemlenmistir.

Sicaklik ve pH degerinin artmasinin biyofilm olusumunu olumsuz yonde etkiledigi
ifade edilmistir (Rinaudi ve ark. 2006). Ariafar ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir
caligmada, sabit bir pH degerinde sicaklifin artmasiyla, biyofilm olusumunun azaldigi
aciklanmistir. Ideal biyofilm iiretimi kosularinin belirlenmesi amaciyla farkli sicaklik,

su aktivitesi ve pH degerlerinde yapilan bir ¢calisma sonucunda, biyofilm olusumu igin
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en uygun kosullarin NaCl ilavesiz ortam oldugu belirlenmis ve pH’nin farkli suslarin

biyofilm olusturma ozellikleri iizerindeki etkisinin degiskenlik gdsterdigi saptanmistir

(Karaca 2011).
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Sekil 4.23. S. cerevisiae suslarinin farkli NaCl oranlarinda biyofilm olusturma derecesi
(40°C; pH 5,0)

pH 5,0’te sicakligin 40°C’ye ylkselmesiyle birlikte Sekil 4.23. ile Sekil 4.21.
kiyaslandiginda tiim NaCl konsantrasyonlarinda suslarin biyofilm diizeyinde azalma
meydana gelmigtir. Oran %10’a ulastiginda ise suslarin biyofilm {iretmedigi

gorulmektedir.
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Sekil 4.24. S. cerevisiae suslarinin farkli NaCl oranlarinda biyofilm olusturma derecesi
(40°C; pH 6,5)

45



Sekil 4.24.’te incelendigi gibi, ortam 40°C’ye ve pH 6,5’a ayarlandiginda %0, 1,5 ve
3,5 NaClI konsantrasyonlarinda suglarda biyofilm olusumunun meydana geldigi NaCI
miktar1 %35’e ulasinca biyofilm olusumunda genel bir azalis oldugu ve FEY7 susunun
biyofilm iiretmedigi belirlenmistir. Ortamin NaCI miktar1 %10’a ulastiginda ise suslar

biyofilm olusturmamaistir

Sekil 4.25. NaCl ilave edilmedigi durumda 24 saatlik inkiibasyon sonrasi S. cerevisiae'
nin (FEY3) 96 kuyucuklu plaka yonteminde biyofilm olusumu (30°C; pH 5,0)

Sekil 4.25te isaretli olarak belirtilen kuyucugun koyu renkte oldugu ve kristal viyole
¢ozeltisini fazla miktarda tuttugu goriilmektedir.

Bu kuyucugun NaClI icermeyen ortamda biyofilm olusumu spektrofotometrik olarak
degerlendirildiginde yliksek bir deger elde edilmis ve NaClI igeren diger drneklere gore

daha fazla biyofilm {irettigi sonucuna varilmaistir.

4.2.2. S. cerevisiae suslarmin biyofilm olusturma kapasitesinin farkhh K-Sorbat

konsantrasyonlarinda 96 kuyucuklu plaka yontemiyle degerlendirilmesi

pH’s1 5,0 ve 6,5’a ayarlanan ve sirasiyla 100, 500 ve 1000 mg/L olacak sekilde K-
sorbat ilave edilen kontrol grubu ile yine ayni sekilde ayarlanan Malt Ekstrakt sivi
besiyerine 5 ayri maya susu inokiile edilmistir. Bu islemden sonra hazirlanan kontrol
grubu ve Malt Ekstrakt sivi besiyerinde bulunan FEY1, FEY2, FEY3, FEY4 ve FEY7
maya suslar1 sirastyla 100 uL’de 1,5x10°%, 1,7x108, 3,9x108, 3,2x10° ve 2,8x10° kob/mL
olacak sekilde kuyucuklara aktarilmistir. 30 ve 40°C’de inkiibasyona birakilan 6rnekler
24 saatin sonunda spektrofotometrik olarak degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar,

‘B= A492/A630‘formiilii yardimiyla hesaplanmis ve biyofilm olusturma dereceleri;
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biyofilm olusturmayan (B<0,1), zayif (0,1<B<0,5), orta (0,5<B<1) ve gugcli biyofilm
olusturan mikroorganizma (B>1) seklinde belirlenmistir (Zhang ve ark. 2013).

Cizelge 4.21. 30°C’de S. cerevisiae suslarinin olusturdugu biyofilme ait varyans analiz
tablosu

Varyans analiz tablosu
Varyans kaynagi SD KT KO F
Maya 4 0,192 0,048** 10,591
pH 1 0,103 0,103** 22,795
K Sorbat 2 3,348 1,674** 369,153
MayaxpH 4 0,289 0,072** 15,942
MayaxK Sorbat 8 0,583 0,073** 16,069
pHxK Sorbat 2 0,135 0,067** 14,838
MayaxK SorbatxpH 8 0,175 0,022** 4,827
Hata 60 0,272 0,006

*: %5 diizeyinde 6nemli **: %1 dizeyinde 6nemli

Cizelge 4.21.”de incelenen varyans analiz tablosuna gore bu istatiksel degerlendirmede
maya, pH, tuz farkliliklari, mayaxpH, mayaxk-sorbat, pHxk-sorbat ve mayaxk-

sorbatxpH interaksiyonlar1 %1 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.22. 30°C’de mayaxpH ortalamalar1 ve interaksiyonlari

pH Maya

Maya 5 6,5 ort.
FEY1 0,152e | 0,134e | 0,143C
FEY2 0,337a | 0,218ch | 0,278 A
FEY3 0,147e | 0,273 bc | 0,211 B
FEY4 | 0,312ab | 0,188de | 0,251 AB
FEY7 0,344 a 0,14e 0,242 AB
pHort. | 0,258 A | 0,119B

Cizelge 4.22.°de goriildiigii gibi 96 Kuyucuklu Plaka Yontemi’nde biyofilm olusum
derecesinin belirlenmesiyle 1ilgili yapilan istatiksel analizde inkiibasyon sicakligi
30°C’de ortalamalar1 incelendiginde pH degeri 5,0 oldugunda biyofilm olusum
derecesinin en yiiksek degeri aldigi goriilmektedir. Cizelgede maya ortalamalarina

bakildiginda ise en yiiksek biyofilm olusumunu FEY2, FEY4 ve FEY7 suslan
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gerceklestirmistir. MayaxtuzxpH interaksiyonu incelendiginde pH 5,0 degerinde FEY?2,
FEY4 ve FEY7 suslarmin yiiksek degerde biyofilm olusumu gerceklestirdigi
belirlenmistir Malt Ekstrakt sivi besiyerinin pH degeri 6,5 oldugunda ise biyofilm

olusumunda azalma gozlemlenmistir.

Cizelge 4.23. 30°C’de mayaxK-sorbat ortalamalar1 ve interaksiyonlari

K- sorbat(mg/L) Maya

Maya 100 500 1000 ort.
FEY1 | 0,316d | 0,113¢f 0,00g 0,143C
FEY2 | 0,667a | 0,168¢ 0,009 0,278 A
FEY3 | 0,583b | 0,048 fg 0,00g 0,211 B
FEY4 04c 0,317d 0,035g |0,251 AB
FEY7 | 0,433c 0,26d 0,033g |0,242 AB
psort. | 048A | 0,181B | 0,014C

Cizelge 4.23’e gore en yiiksek biyofilm olusum derecesi, Malt Ekstrakt sivi besiyerine
100 mg/L K-sorbat ilave edildigi durumda meydana gelmistir. K-sorbat oran1 1000
mg/L’ye yiikseldiginde biyofilm olusum degerinde azalma olmustur. En yuksek
biyofilm olusumunu 30°C’de FEY2, FEY4 ve FEY7 susu gerceklestirmistir.

S. cerevisiae suslarina farkli oranlarda K-sorbat ilavesinin etkisi incelendiginde en
yiiksek biyofilm olusumu yine besiyerine 100 mg/L ilave edildiginde FEY2 susu
tarafindan olusturulmustur. Biyofilm olusumu K-sorbat orani arttikca zayifladigi

gozlemlenmistir.

Cizelge 4.24. 30°C’de mayaxK-sorbatxpH interaksiyonlari

K- sorbat konsantrasyonu
pH (mg/L) FEY1 FEY2 FEY3 FEY4 FEY7
100 0,33 ef 0,7 ab 0,4c-e | 0,466 cd 05¢
5 500 0,123g | 0,313ef | 0,043gh | 0,4c-e | 0,466 cd
1000 0,00 h 0,00 h 0,00 h 0,07 gh | 0,066 gh
100 0,3 ef 0,633b | 0,766a | 0,333ef | 0,366 de
6,5 500 0,103 gh | 0,023 gh | 0,053gh | 0,233f | 0,053 gh
1000 0,00 h 0,00 h 0,00 h 0,00 h 0,00 h
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Yapilan istatiksel analizde mayaxK-sorbatxpH interaksiyonunun biyofilm olusumuna
etkisi Cizelge 4.24.’te incelendiginde, siv1 besiyerinin pH derecesi 5,0 ve 100 mg/L K-
sorbat ilave edildigi durumda FEY?2 susu tarafindan, pH derecesi 6,5 ve 100 mg/L K-
sorbat ilave edildigi durumda FEY3 susu ortam sicakligi 30°C’deyken biyofilm
olusumunun en yiliksek degerde oldugu goriilmektedir. K-sorbat konsantrasyonu 1000
mg/L degerine yiikseldiginde pH 5,0 ve 6,5 degerlerinde biyofilm olusumunun

gerceklesmedigi gozlemlenmistir.

£y
= 04
% 03
:_._l.
o 09
0,1
; I ||
0
FEY2 FEY4

FEY1 FEY3 FEYT
§ eerevicior suplan (30°C;pH 3.0)

E-sorbat(mzL)m 100mgL ® $00mgl ® 1000mgL

Sekil 4.26. S. cerevisiae suslarinin farkli potasyum sorbat oranlarinda biyofilm
olusturma derecesi (30°C; pH 5,0)

Ortam 100 mg/L potasyum sorbat igerdiginde Sekil 4.26.’da gozlemlendigi iizere, suslar
yiiksek miktarda biyofilm olusturmus, ortamin potasyum sorbat oraninin 500 mg/L’ye
yikselmesiyle biyofilm olusumunda azalma meydana gelmistir. 1000 mg/L potasyum
sorbat miktarina gelindiginde ise FEY1, FEY2 ve FEY3 suslarinin biyofilm
olusturmadigi, FEY4 ve FEY7 suslarmin ise diger potasyum sorbat oranlarinda

olusturduklart miktardan daha az diizeyde biyofilm meydana getirdikleri belirlenmistir.
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Sekil 4.27. S. cerevisiae suslarinin farkli potasyum sorbat oranlarinda biyofilm
olusturma derecesi (30°C; pH 6,5)

Sekil 4.27.de incelendigi tizere, 100 mg/L potasyum sorbat varliginda suslarin yiiksek
diizeyde biyofilm olusturdugu, oranin 500 mg/L’ye yiikselmesiyle birlikte suslarin
biyofilm olusumunda azalma meydana geldigi ve 1000 mg/L’ye ulasildiginda ise

suslarin biyofilm olusturmadiklari belirlenmistir.

Cizelge 4.25. 40°C’de S. cerevisiae suslarinin olusturdugu biyofilme ait varyans analiz
tablosu

Varyans analiz tablosu

Varyans kaynagi SD KT KO F
Maya 4 0,007 0,002 0,435
pH 1 0,008 0,008 2,021
K-sorbat 2 0,092 0,046** 11,567
MayaxpH 4 0,064 0,016** 4,029
MayaxK-sorbat 8 0,067 0,008* 2,124
K-sorbatxpH 2 0,062 0,031** 7,841
MayaxK-sorbatxpH 8 0,059 0,007 1,866
Hata 60 0,238 0,004

*: 005 duzeyinde 6nemli ~ **: %1 diizeyinde 6nemli
Cizelge 4.25.te incelenen varyans analiz tablosuna gore bu istatiksel degerlendirmede

K-sorbat farkliligi, mayaxpH ve k-sorbatxpH interaksiyonlar1 %1 diizeyinde, mayaxK-

sorbat interaksiyonu ise %5 diizeyinde 6nemli bulunmustur.
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Cizelge 4.26. 40°C’de mayaxpH ortalamalar1 ve interaksiyonlari

pH Maya

Maya 5 6,5 ort.
FEY1 0,055ab | 0,018ab | 0,037 A
FEY2 0,00b |0,057ab | 0,028 A
FEY3 0,077 a 0,00b | 0,038 A
FEY4 0,066 a 0,00b | 0,033A
FEY7 0,00b |0,028ab | 0,014 A
pH ort. 0,04A | 0,021 A

Yapilan istatiksel denemede, Cizelge 4.26.’da belirtildigi gibi pH ortalamalari
incelendiginde pH 5,0 ve 6,5 degerinin ayni diizeyde etki gdsterdigi gbézlemlenmistir.

Bu denemede S. cerevisiae suslarinin ayni diizeyde biyofilm olusturdugu goriilmektedir.

Cizelge 4.27. 40°C’de mayaxK-sorbat ortalamalar1 ve interaksiyonlari

Potasyum sorbat(mg/L) Maya

Maya 100 500 1000 ort.
FEY1 0,111 ab 0,00 c 0,00 c 0,037 A
FEY?2 0,045 a-c | 0,041 bc 0,00 c 0,028 A
FEY3 0,116 a 0,00c 0,00c 0,038 A
FEY4 0,1ab 0,00 c 0,00 c 0,033 A
FEY7 0,00c | 0,043bc | 000c | 0,014A
p.sort. 0,075A | 0,017B 0,00B

Malt Ekstrakt sivi besiyerine farkli oranlarda K-sorbat eklenerek hazirlanan 6rneklerden
Cizelge 4.27.°de goriildiigii gibi en yiiksek biyofilm olusumu 100 mg/L K-sorbat
degerinde elde edilmistir. K-sorbat orami yiikseldik¢e biyofilm olusumunda azalma
meydana gelmis ve bu deger 1000 mg/L’a ulastiginda gerg¢eklesmedigi belirlenmistir.
Maya ortalamalar1 incelendiginde ayni suslarin ayni diizeyde biyofilm olusturduklar
gorilmektedir.
100 mg/L K-sorbat oraninda FEY1, FEY2, FEY3 ve FEY4 suslan

Mayaxk-sorbat interaksiyonu incelendiginde en yuksek biyofilm
degerini

olusturmustur.
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Cizelge 4.28. 40°C’de mayaxK-sorbatxpH interaksiyonlari

K- sorbat
pH konsantrasyonu| FEY1 FEY2 FEY3 FEY4 FEY7
(mg/L)
100 0,167ab [ 0,00c 0,233 a 02a 0,00¢
5 500 0,00c¢ 0,00¢ 0,00¢ 0,00¢ 0,00c¢
1000 0,00c¢ 0,00¢ 0,00¢ 0,00c 0,00c
100 0,057¢c | 0,09 bc 0,00¢c 0,00 ¢ 0,00¢c
6,5 500 0,00c | 0,083bc | 0,00c 0,00c | 0,087 bc
1000 0,00c¢ 0,00 ¢ 0,00¢ 0,00c 0,00c

Cizelge 4.28.¢ gore en yiiksek biyofilm olusumunun sivi besiyerinin pH degeri 5,0’de
100 mg/L K-sorbat ilave edildiginde FEY1, FEY3 ve FEY4 susunda gézlemlenmistir.
Buna karsin pH degerinin 6,5’e yiikselmesiyle FEY3 ve FEY4 suslarinin biyofilm
olusumunda gerileme meydana gelmistir. K-sorbat konsantrasyonun artmasi S.

cerevisiae suslarinin biyofilm olusumunu olumsuz yonde etkilemistir.

=
2]

FEY2 FEY3 FEY4 FEY7

5 cerevizior suslan (40°CpH 5.0)
K-sorbat(mgT)ml 00mz L m500mgLl = 1000mgL

Sekil 4.28. S. cerevisiae susunun farkli potasyum sorbat oranlarinda biyofilm olusturma
derecesi (40°C; pH 5,0)

Sekil 4.28.’de goriildiigii gibi, 40°C’de, pH 5,0 oldugunda ve ortam 100 mg/L potasyum
sorbat icerirken FEY1, FEY3 ve FEY4 suslarinin biyofilm olusturduklari, FEY2 ve
FEY7 suslarinin ise biyofilm olusturamadigi gézlemlenmektedir. Ortamdaki potasyum
sorbat oran1 500 ve 1000 mg/L oldugunda ise S. cerevisiae suslarinda biyofilm olusumu

gerceklesmemistir.
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Sekil 4.29. S. cerevisiae suslarmin farkli potasyum sorbat oranlarinda biyofilm
olusturma derecesi (40°C; pH 6,5)

Besiyerindeki potasyum sorbat orant 100 mg/L’ye ayarlandiginda Sekil 4.29.’da
goriildiigi gibi, FEY1 ve FEY?2 suslarinin biyofilm olusturdugu, FEY3, FEY4 ve FEY7
suslarmin biyofilm olusturmadig: gézlemlenmistir. Oran 500 mg/L oldugunda FEY?2 ve
FEY7 suslarinin biyofilm olusturdugu, FEY1, FEY3 ve FEY4 suslarinin biyofilm
olusturmadig1 goriilmektedir. Besiyerine 1000 mg/L potasyum sorbat ilave edildiginde

ise suslarin biyofilm olusturmadigi belirlenmistir.

Sekil 4.30. Potasyum sorbat oran1 100mg/L oldugunda 24 saatlik inkiibasyon sonrasi S.
cerevisiae' nin (FEY2) 96 kuyucuklu plaka yonteminde biyofilm olusumu (30°C; pH
6,5)

Besiyerinin pH degeri 6,5 oldugunda Sekil 4.30.’da goriildiigii gibi 100 mg/L potasyum

sorbat ilave edilip maya susu inokiile edilen 6rnekler 30°C’de 24 saat inkiibasyona
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birakilmistir. Takiben 96 kuyucuklu plaka yonteminden yararlanilarak hazirlanan
orneklerde 100 mg/L’de diger potasyum sorbat oranlarina gore daha fazla kristal viyole

¢ozeltisini tuttugu ve bu sonu¢ spektrofotometrik olarakta desteklenmistir.

4.2.3. S. cerevisiae suslarmin biyofilm olusturma kapasitesinin farkh gliserin

konsantrasyonlarinda 96 kuyucuklu plaka yontemiyle degerlendirilmesi

Kontrol grubu i¢in hazirlanan Malt Ekstrakt sivi besiyerinin pH’s1 5,0 ve 6,5’a
ayarlandiktan sonra sirastyla %1 ve 5 oraninda gliserin ilave edilmis, yine ayni sekilde
ayarlanan Malt Ekstrakt sivi besiyerine 5 ayr1 maya susu inokiile edilmistir. Bu islemi
takiben hazirlanan kontrol grubu ve Malt Ekstrakt sivi besiyerinde bulunan FEY1,
FEY2, FEY3, FEY4 ve FEY7 maya suslar1 sirasiyla 100 pL’de 1,5%10°, 1,7x108,
3,9x10°, 3,2x108 ve 2,8x10° kob/mL olacak sekilde kuyucuklara aktarilmistir. 30 ve
40°C’de inkiibasyona birakilan oOrnekler 24 saat sonra karsilastirilmistir.
Spektrofotometrik olarak elde edilen sonuclar, ‘B= A492/A630° formill araciligiyla

hesaplanmistir.

Biyofilm derececeleri; biyofilm olusturmayan mikroorganizma (B<0,1), zayif biyofilm
olusturan mikroorganizma (0,1<B<0,5), orta biyofilm olusturan mikroorganizma
(0,5<B<1), gucli biyofilm olusturan mikroorganizma (B>1) olarak degerlendirilmistir
(Zzhang ve ark. 2013). Gliserin icermeyen, %1 ve 5 oraninda gliserin igeren

besiyerlerinin su aktiviteleri sirasiyla 0,979, 0,972, 0,963 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.29. 30°C’de S. cerevisiae suslarinin olusturdugu biyofilme ait varyans analiz
tablosu

Varyans analiz tablosu

Varyans kaynagi SD KT KO F
Maya 4 0,104 0,026** 3,947
pH 1 0,594 0,594** 90,482
Gliserin 1 0,36 0,36** 54,893
MayaxpH 4 0,159 0,04** 6,047
Mayaxgliserin 4 0,195 0,049** 7,413
pHxgliserin 1 0,176 0,176** 26,815
MayaxgliserinxpH 4 0,231 0,058** 8,792

Hata 40 0,263 0,007

*: %5 dlzeyinde 6nemli  **: %1 dizeyinde 6nemli
Cizelge 4.29.da incelenen varyans analiz tablosuna gore bu istatiksel degerlendirmede
maya, pH, gliserin farkliligi, mayaxpH, mayaxgliserin ve pHxgliserin interaksiyonlari

%]1 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.30. 30°C’de mayaxpH ortalamalar1 ve interaksiyonu

pH

Maya
Maya 5 6,5 ort.
FEY1 |0,233b 0d 0,116 B

FEY2 | 0,13c | 0,016d 0,07B
FEY3 [0,126c| 0,06cd | 0,093B
FEY4 [0,375a| 0,013d | 0,194 A
FEY7 |0,246b| 0026d |0,137 AB
pHort. |0222A| 0023B

Cizelge 4.30.da goriildiigi gibi 96 Kuyucuklu Plaka Yontemi’nde biyofilm olusum
derecesinin belirlenmesiyle ilgili yapilan istatiksel analizde inkiibasyon sicakligi 30°C
ve pH degeri 5,0 oldugunda biyofilm olusum derecesinin en yiiksek degeri aldigi
gorulmektedir. Cizelgede maya ortalamalari incelendiginde en yiiksek biyofilm
olusumunu FEY4 ve FEY7 suslart gergeklestirmistir. pH 5,0 degerinde FEY4 susu
yiiksek degerde biyofilm olusumunu gergeklestirmistir. Malt Ekstrakt sivi besiyerinin

pH degeri 6,5 oldugunda ise biyofilm olusumunda azalma gézlemlenmistir.
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Cizelge 4.31. Inkiibasyon sicaklign 30°C°de mayaxgliserin ortalamalar1 ve interaksiyonu

Gliserin (%) Maya
Maya 1 5 ort.
FEY1 |0,138b-d | 0,095¢c-f| 0,116B
FEY2 | 0,216c-e | 0,03 ef 0,07B
FEY3 | 0,143bc | 0,043ef | 0,093B
FEY4 0,376 a 0,01f | 0,194A
FEY7 0,226 b | 0,046 d-f | 0,137 AB
gli. ort. 02A 0,045 B

Cizelge 4.31.°¢ gore en yiiksek biyofilm olusum derecesi, Malt Ekstrakt sivi besiyerine
%1 gliserin ilave edildigi durumda (su aktivitesi 0,972) meydana gelmistir. Cizelgede S.
cerevisiae suslari incelendiginde en yiiksek biyofilm olusumunu FEY4 ve FEY7 suslari
gerceklestirmistir.

Gliserin oran1 %5’e yiikseldiginde (su aktivitesi 0,963) biyofilm olusum degerinde
En yiiksek biyofilm olusumunu 30°C’de sivi besiyerinin

azalma gozlemlenmistir.

gliserin oran1 %1 oldugunda FEY4 susu gerceklestirmistir.

Cizelge 4.32. 30°C’de mayaxgliserinxpH interaksiyonlari

Gliserin
pH konsantrasyonu(%o) FEY1 FEY?2 FEY3 FEY4 FEY7
. 1 0,276 hc 0,2 cd 0,166 c-f | 0,726 a 0,4hb
5 0,19 c-e 0,06 e-g 0,086 d-g | 0,023g | 0,093 d-g
6.5 1 0,00 g 0,033 fg 0,12d-g | 0,026 g | 0,053 fg
5 0,00 g 0,00 g 0,00 g 0,00 g 0,00 g

Cizelge 4.32.’ye gore mayaxgliserinxpH interaksiyonu incelendiginde en yiksek
%1 ilave edildiginde FEY4

gerceklestirmistir. Gliserin konsantrasyonunun artmasi S. cerevisiae suslarinin biyofilm

biyofilm olusumunu pH 5,0’de gliserin susu

olusumunu olumsuz yonde etkilemistir. pH degeri 6,5 olan Malt Ekstrakt siv1 besiyerine

%5 gliserin ilave edilmesiyle S. cerevisiae suslarmin biyofilm olusumunu

gerceklestiremedigi belirlenmistir.
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Sekil 4.31. S. cerevisiae suslarmin farkli gliserin oranlarinda biyofilm olusturma
derecesi (30°C; pH 5,0)

30°C’de ve pH 5,0’de ortamdaki gliserin orant %1 oldugunda Sekil 4.31.’de incelendigi
gibi, suslarm biyofilm olusumunun %5 gliserin oranina goére fazla oldugu
gozlemlenmistir. Gliserin oran1 %5’e ulastiginda ise suslarin biyofilm olusumunda

azalma meydana gelmistir.

Biyolilm degerler

FEY1 FEY2 FEY3 FEY4 FEX7
5 eerevisioe suglan (30°C;pH 6.3)
Gliserin({%) m %1 m %3

Sekil 4.32. S. cerevisiae suslarinin farkli gliserin oranlarinda biyofilm olusturma
derecesi (30°C; pH 6,5)
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Sekil 4.32.°de incelendigi gibi, 30°C’de ve pH 6,5’da ortamdaki gliserin oranm1 % 1
oldugunda FEY1 susu hari¢ biyofilm olusumu gézlemlenmisken oranin %5 olmasiyla

birlikte suslarin biyofilm olusturmadigi belirlenmistir.

Cizelge 4.33. 40°C’de S. cerevisiae suslarnin olusturdugu biyofilme ait varyans analiz
tablosu

Varyans analiz tablosu

Varyans kaynagi SD KT KO F
Maya 4 0,006 0,002 2,111
pH 1 0,005 0,005* 7,293
Gliserin 1 0,004 0,004* 5,358
MayaxpH 4 0,02 0,005** 6,915
Mayaxgliserin 4 0,005 0,001 1,852
GliserinxpH 1 0,004 0,004* 4,921
MayaxgliserinxpH 4 0,003 0,001 0,927

Hata 40 0,029 0,001

*: %5 dlzeyinde 6nemli  **: %1 dizeyinde 6nemli
Cizelge 4.33.’te incelenen varyans analiz tablosuna gore bu istatiksel degerlendirmede
pH, gliserin farklilig1, pHxgliserin interaksiyonu %5 diizeyinde, mayaxpH interaksiyonu

%1 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.34. 40°C’de mayaxpH ortalamalar1 ve interaksiyonu

H Maya
Maya 5 6,5 ort.
FEY1 | 0,088a 0b 0,044 A

FEY2 0,016 b 0,026 b 0,022 B
FEY3 0,025 b 0,008 b 0,016 B
FEY4 0,022 b 0,013 b 0,017B
FEY7 0,02b 0,03 b 0,025 AB
pHort. |0,034A| 0016B

Cizelge 4.34.°te goriildiigii gibi 96 Kuyucuklu Plaka Yoéntemi’nde biyofilm olusum
derecesinin belirlenmesiyle ilgili yapilan istatiksel analizde inkiibasyon sicakligi 40°C
ve pH degeri 5,0°de biyofilm olusum derecesinin en yiiksek degeri aldig1 goriilmektedir.
Cizelgede S. cerevisiae suslart incelendiginde en yiiksek biyofilm olusumunu FEY'1 ve

FEY7 suslan gergeklestirmistir. pH 5,0 degerinde FEY1 susu yiiksek degerde biyofilm
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olusumu gerceklestirdigi gézlemlenmistir. Malt Ekstrakt sivi besiyerinin pH degeri 6,5

oldugunda ise biyofilm olusumunda azalma meydana gelmistir.

Cizelge 4.35. 40°C’de mayaxgliserin ortalamalar1 ve interaksiyonu

Gliserin (%) Maya

Maya 1 5 ort.
FEY1 |0,035ac| 0053a | 0,044 A
FEY2 | 0,036a-c | 0,006cd | 0,022B
FEY3 |0,021b-d | 0,012b-d | 0,016 B
FEY4 |0,033a-c| 0,001d | 0,017B
FEY7 | 0,038ab | 0,012 b-d | 0,025 AB
gli. ort. 0,033 A 0,17B

Cizelge 4.35.°e gore en yiiksek biyofilm olusum derecesi, Malt Ekstrakt sivi besiyerine
%1 gliserin ilave edildigi durumda meydana gelmistir. Cizelgede S. cerevisiae suslari
incelendiginde en yliksek biyofilm olusumunu FEY'1 ve FEY7 suslar1 gergeklestirmistir.

Gliserin oran1 %5’e ylikseldiginde biyofilm olusum degerinde azalma gézlemlenmistir.

Cizelge 4.36. 40°C’de mayaxgliserinxpH interaksiyonu

Gliserin
pH konsantrasyonu(%o) FEY1 FEY2 FEY3 FEY4 FEY7
1 0,07ab | 0,02c-e | 0,026 b-e | 0,04 b-e | 0,016 c-e
° 5 0,106 a | 0,013de | 0,023c-e | 0,003e | 0,023 c-e
1 0,00e |0,053b-d | 0,016 c-e | 0,026 b-e [ 0,06 bc
65 5 0,00e 0,00e 0,00e 0,00e 0,00e

Cizelge 4.36.’ya gore en yiiksek biyofilm olusumunun sivi besiyerinin pH degeri 5,0°de
%1 gliserin ilave edildiginde FEY1 susu ve yine pH degeri 5,0’de %5 gliserin ilave
edildiginde FEY1 susunda gozlemlenmistir. pH degeri 5,0 olan Malt Ekstrakt sivi
besiyerine %5 gliserin ilave edilmesiyle S. cerevisiae suslarinin biyofilm olusumunu
gerceklestirememistir. Tango ve ark. (2018)’nin yaptigr bir calisma sonucunda,
Staphylococcus aureus'un optimum gelisim gosterdigi pH degerinde daha gugli
biyofilm {irettigi belirtilmistir. Dimakopoulou-Papazoglou ve ark. (2016), pH ve aw'nin
biyofilm tizerindeki etkisini incelemis ve Salmonella enterica'nin biyofilm dretiminin,

gelismesi i¢in gereken pH ve aw degerlerine ihtiya¢ duydugu sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.33. S. cerevisiae suslarmin farkli gliserin oranlarinda biyofilm olusturma
derecesi (40°C; pH 5,0)

Inkiibasyon sicakligt 40°C ve pH degeri 5,0’e ayarlandiginda Sekil 4.33.’de de
gorildiig gibi, %1 gliserin iceren ortamda mayalarin olusturdugu biyofilm miktar

%5’dekinden daha fazla oldugu tespit edilmistir.
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= C o o
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e ' ]
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Sekil 4.34. S. cerevisiae suslarinin farkli gliserin oranlarinda biyofilm olusturma
derecesi (40°C; pH 6,5)

Sekil 4.34.’te pH 6,5’da inkiibasyon sicakligi 40°C’deyken %1 gliserin igeren ortamda
FEY1 susu hari¢ diger suslarda biyofilm olusumu meydana gelmistir. Gliserin miktari

%35’e ulastiginda ise suslarda biyofilm olusumu gézlemlenmemistir.
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Sekil 4.35. Gliserin oran1 %1 oldugunda 24 saatlik inkiibasyon sonrasi S. cerevisiae' nin
(FEY2) 96 kuyucuklu plaka yonteminde biyofilm olusumu (30°C; pH 5,0)

Besiyerinin pH degeri 5,0 ve gliserin oran1 %1 oldugunda 30°C’de 24 saatlik
inkibasyondan sonra 96 kuyucuklu plaka yonteminde tanimlanan islemler
gerceklestirildiginde, Sekil 4.35.’te isaretlenen kuyucukta gdzlemlendigi gibi, olusan
biyofilm fazla miktarda kristal viyole ¢ozeltisini tuttugu belirlenmistir. Yonteme gore
biyofilm olusumu spektrofotometrik olarak degerlendirildiginde yuksek miktarda

olustugu sonucuna varilmaistir.
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5. SONUC

Calisma i¢in kullanilan Saccharomyces cerevisiae suslarinin farkli pH, sicaklik, NaCl,
potasyum sorbat ve gliserin konsantrasyonlarinda biyofilm fiiretme kapasitesindeki
degisiklikler incelenmistir. Yapilan gozlemlerin sonucunda biyofilm Gretiminin
sicakligin 30°C’de en yiiksek seviyede oldugu ve sicakligin 40°C’ye ulagmasiyla
birlikte biyofilm miktarinda gozle goriiliir bir azalis oldugu tespit edilmistir. Tuz,
potasyum sorbat ve gliserin miktarindaki artis Saccharomyces cerevisiae suslarinin
biyofilm iiretme kapasitesini olumsuz yonde etkilemistir. Suslarin en yiiksek biyofilm
olusturdugu ortam kosullarinin pH 5 ve sicaklik 30°C’de oldugu goézlemlenmistir. pH
degerlerinin farkli olmasi suslara gére biyofilm olusumunda degisim gdstermesine
karsin genel olarak 6nemli bir degisime yol agmadigi goriilmistiir. Tup yonteminin
kalitatif bir yontem oldugu bilinmektedir. Bu yontemin 96 kuyucuklu plaka yontemiyle

birlikte degerlendirilmesi aragtirmanin dogrulugu agisindan 6nem tasimaktadir.

Mikroorganizma, i¢inde bulundugu olumsuz kosullara karsi daha direncli olabilmek i¢in
biyofilm olarak tanimlanan jelsi tabakayr iiretmektedir. Gida fabrikalarinda gidanin
korunmasma yonelik yapilan 1si1l islem uygulamasi, gida iiretiminde kullanilan
malzemelerin temizligi ic¢in kullanilan kimyasallar mikroorganizma tarafindan
olusturulan biyofilme etki etmemektedir. Bu nedenle gida fabrikalarinda biyofilm
tiretim ve saglik agisinda sorun teskil etmektedir. Artan NaCl, potasyum sorbat, gliserin
orani ve sicakligin biyofilm olusumuna olumsuz etki ettigi gézlemlenmistir. Biyofilm
olusumunun bu stres kosullarinda kaybolmasi gida fabrikalar1 i¢in olduk¢a Onem
tasimaktadir. Yapilan bu calismanin biyofilm olusumunu Onlemeye yonelik

gergeklestirilen uygulamalara 151k tutmasi amaglanmistir.
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