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OZET
Yiiksek Lisans Tezi
LAKTIK ASIT BAKTERILERININ ANTIFUNGAL ETKISI
Yasemin Sefika Kiiciikata
Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Danmisman: Mihriban Korukluoglu

Insan ve hayvan beslenmesinde temel olan gida ve yem maddelerinin iizerinde olusan
kiifler, ekonomik kayiplara neden olduklar1 gibi olusturduklar1 sekonder metabolizma
iriinlerinin toksik etkileri ile saglik acgisindan da biiyiik bir tehlike olusturmaktadirlar.
Bu amagla gida sanayinde koruyucu madde kullanimi olduk¢a yaygindir. Bu ¢alismada
dogal gida koruyucusu olarak bilinen laktik asit bakterilerinin antifungal etkileri
incelenmistir.

Materyal olarak zeytinlerden izole edilip tanist yapilan iki adet laktik asit bakterisi
(Lactobacillus plantarum I ve II) ile Aspergillus niger ATCC 16404 ve Uludag
Universitesi Gida Miihendisligi Boliimiinde izole edilip tanisi yapilan Penicillium
roqueforti test mikroorganizmasi olarak kullanilmistir. Farkli konsantrasyonlardaki
NaCl (0, 500, 1000 mg/L) ve K-Sorbat’in (0, 250, 500, 750, 1000 mg/L) kiifler
tizerindeki etkileri incelenmistir. Laktik asit bakterilerinin antifungal etkisinin tespiti ve
K-sorbatin ve NaCl’nin kiifler lizerindeki etkisinin belirlenmesi disk difiizyon metodu
kullanilarak gerceklestirilmistir. Test kiifleri lizerinde antifungal etkinin belirlenmesi
icin besiyeri olarak MRS Agar kullanilmistir.

Farkl1 konsantrasyonlardaki K-Sorbat ve NaCl’nin deneme materyali kiifleri engelleme
etkilerinin degisiklik gosterdigi saptanmustir. Laktik asit bakterilerinin P. roqueforti tiirti
tizerinde olusturdugu inhibisyon oranmin A. niger’e oranla daha yiiksek miktarda
oldugu tespit edilmistir. Artan K-Sorbat miktar1 ile laktik asit bakterilerinin inhibisyon
etkisi ylikselirken artan NaCl konsantrasyonlarinda etkisinin azaldigi incelenmistir.
1000 mg/L’ye kadar artan K-Sorbat konsantrasyonunda ise L.plantarum suslarinin
etkisinin daha diisiikk orandaki konsantrasyonlara kiyasla arttifi tespit edilmistir.
NaCl’nin denenen konsantrasyonlarinda kiif tiirleri iizerinde tek basina engellemede
yeterli olmadigi; koruyucu madde ve dogal inhibitér olarak kullanilan laktik asit
bakterileri gibi diger engelleyici faktorlerin de dikkate alinmasi gerektigi sonucu ortaya
cikmistir.

Anahtar Kkelimeler: Kiif, antifungal, inhibisyon, K-sorbat, NaCl, Laktik asit
bakterileri, L.plantarum

2019, ix +64 sayfa



ABSTRACT
MSc Thesis
ANTIFUNGAL EFFECT OF LACTIC ACID BACTERIA
Yasemin Sefika KUCUKATA
Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Mihriban KORUKLUOGLU

Molds contaminated food and feedstuff, which are fundamental substances of human
nutrition, not only can cause economic losses but also toxicity of the secondary
compounds that molds can form, endanger the human health. For preventing that, the
use of preservatives are common in the industry. In this study the antifungal effects of
lactic acid bacteria, which are known as natural food preservatives, has been examined.
Two strains of lactic acid bacteria (Lactobacillus plantarum I and II), Aspergillus niger
ATCC 16404 and Penicillium roqueforti which has been isolated and identified at
Uludag Univercity Food Engineering Depratment, are used as material. Different
concentrations of NaCl (0, 500, 1000 mg/L) and K-sorbate (0, 250, 500, 750, 1000
mg/L) impacts on moulds has been examined. Determination of antifungal effects of
lactic acid bacteria with K-sorbate and NaCl has been practiced by using disc diffusion
method. MRS Agar used as nutrient for stating antifungal action on moulds.

Different concentrations of K-sorbat and NaCl have shown distinct inhibition effects on
moulds. It is determined that inhibition rate of lactic acid bacteria is higher on
P.roqueforti than A.niger. As K-sorbate concentration goes higher, it is found that
hinderance quality of lactic acid bacteria elevated, on the other hand high amounts of
NaCl caused low inhibition quality. At the 1000 mg/L. K-Sorbat concentration, the
antifungal effect of L.plantarum strains was found higher compared to lower
concentrations of K-sorbate. As a result of that it is obtained that assayed concentrations
of NaCl was not enough to suppress mould growth; preservatives and natural inhibition
providers, such as lactic acid bacteria, and other spoilage preventing methods should be
considered to combine together.

Key words: Moulds, antifungal, inhibition, K-sorbate, NaCl, lactic acid bacteria,
L.plantarum

2019, ix+64 pages
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1. GIRIS

Gidalar, kompleks besinler olup tiim yasam formlar1 i¢cin karbon, enerji ve diger
maddelerin temel kaynagidir. Ayni sebep ile zararli olabilecek mikroorganizmalarin
gelisimini tesvik edebilmektedir. Gidalarda duyusal degisikliklere sebep olan kimyasal
reaksiyonlar bakteriler, tek hiicreli mayalar ve ¢ok hiicreli kiiflerin gelismesi icin araci

olmaktadir (Gupta ve Srivastava, 2014).

Gida bozulmalan ile gergeklesen ekonomik kayiplar1 azaltma, gida proses maliyetini
diisiirme ve tiiketicilerin talep ettikleri gidalarin yemeye hazir, besin degeri ve vitamince
zengin, olabildigince az islemden ge¢cmis ve korunmus olmasiyla birlikte gida zinciri
boyunca mikrobiyel patojenlerin bulagmasindan kag¢inma, gida endiistrisinin bas

etmekte oldugu zorluklardir (Gélvez, 2007).

Kiif kontaminasyonlar1 gidalarda raf omriinii azaltma, ihracatta sinirlama ve tiiketici
memnuniyetsizligine de sebep olarak gida irilinleri acisindan Onemli bir sorun
olusturmaktadir. Sonug olarak kiif kaynakli gida bozulmalari hem endiistriyel hem de
tilkketici kaynakli olarak 6nemli ekonomik kayiplara sebep olmaktadir (Le Lay ve ark.,

2016).

Bu olumsuz etkilerden miimkiin oldugunca korunmak icin, gida maddeleri c¢esitli
yontemler ile bozulmaya yol acan kiiflerden arindirilmaya veya korunmaya
calisilmaktadir. Cesitli uygulamalar ile bozulmalara neden olan kiifler imha edilmek
suretiyle etkisiz hale getirilmekte veya canli kalsalar bile ortamda ¢ogalmalarini ve

faaliyetlerini engelleyecek kosullar olusturulmaktadir (Kalyoncu, 2008).

Katki maddeleri, gidanin korunmasinda veya tat, aroma ve goriiniimiiniin gelistirilmesi
gibi alanlarda sanayide kullanilan bilesenlerdir. Birgok gida katki maddesi kimyasal
sentezlerle gergeklestirilirken bazilar1 da biyoteknolojik proseslerden elde edilir. Bunun
yaninda gida katki maddeleri dogal kaynaklardan da karsilanabilmektedir (Moldes ve
ark., 2017).



Son yillarda tiiketicilerin gidalarda kullanilan sentetik koruyucular hakkinda endiseleri
ile dogal koruyuculara yonelimin arttig1 goriilmektedir. Dogal antimikrobiyeller,
bitkiler, hayvanlar, bakteriler, algler ve kiifler dahil olmak {izere bir¢ok farkli kaynaktan
elde edilebilmektedirler. Yapilan son c¢alismalar dogal antimikrobiyellerin
mikroorganizma gelisimini 6nemli 6l¢iide engelledigini, gida kalitesini gelistirdigini ve

raf dmriinii uzattigini géstermektedir (Gyawali ve Ibrahim, 2014).

Mikroorganizmalar antimikrobiyel madde iiretiminde genis bir spektruma sahiptir. pH
degerinin diismesi ve laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen organik asitlerin
antimikrobiyel aktivitesi 6zellikle fermente gidalarda biyolojik koruma mekanizmasinin
temelini olusturmaktadir. Laktik asit bakterilerinin belirli suslar laktik asitten baska
mikrobiyel gelisimi engelleyici maddeler (diasetil, reuterin, reuterisiklin gibi),
antifungal bilesenler (propiyonat, fenil laktat, hidroksifenil-laktat, siklik dipeptidler ve
3-hidroksi yag asitleri gibi), bakteriyosinler ve bakteriyosin benzeri engelleyici

bilesenler iiretmektedir (Géalvez ve ark., 2010).

Mevcut taksonomiye gore laktik asit bakteri gurubunda Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Aerococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Vagococcus ve Weisella da dahil olmak tizere alt1 aile

ve en az 38 cins bulunmaktadir (Bianchini, 2015).

Bu ¢alismada gidalarda yaygin olarak bozulmaya neden olan iki kiif Aspergillus niger
ve Penicillium roqueforti test mikroorganizmalari olarak kullanilmis olup bu kiifler
tizerindeki antifungal etkisi test edilmek {izere laktik asit bakterisi Lactobacillus
plantarum’un iki ayr1 susu kullamlmistir. Bdylece dogal olarak inhibitér etki
aragtirilmistir. Ayrica NaCl’lin iki dozu (500 ve 1000 mg/L) ve K-Sorbat’in dort dozu
(250, 500, 750 ve 1000 mg/L) kullanilms, laktik asit bakterileri ise iki formda (hiicre

iceren ve igermeyen) denenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMALARI

Mikrobiyel kontaminasyonlar gida giiveligi acisindan 6nemli bir tehlike olarak kabul
edilmektedir. Bununla beraber rafta bulunduklar1 siirece mikrobiyel aktivite veya
enzimatik reaksiyonlar sonucu olusan gida bozulmalar1 diinya ¢apinda da biiylik 6nem
arz etmektedir (Dehghan ve ark., 2018). Gida iiriinlerinin kontaminasyonu {iretim
prosesi, depolama ve satis gibi cesitli asamalarda olusabilmektedir. Kiif sporlari
prosesin islendigi atmosfere hammaddeden, gidadaki bir bilesikten, konteynirlardan vb

gecebilmekte ve gida {iriiniinii kontamine edebilmektedir (Levinskaite, 2012).

Endiistriyel gelismelere ragmen kiifler gida bozulmalarinda biiyiik problem olusturmaya
devam etmektedir. Gida ve yemlerin korunmasinda bir¢ok fiziksel ve kimyasal koruma
teknikleri bulunmaktadir. Koruyucu maddeler gida endiistrisinde raf dmriinii uzatmak
ve gidanin kalitesini artirmak amaciyla uzun yillardir kullanilmaktadir. Gidanin tiiketim
acisindan giivenilir olmast i¢in koruyucu madde olarak ¢ogunlukla benzoik, sorbik,
asetik ve propiyonik asit gibi zayif asitler ve tuzlar1 kullanilmaktadir. pH ve su aktivitesi
gibi faktorler zayif asit koruyucularinin aktivitesi iizerinde énemli etki gostermektedir

(Levinskaite, 2012).

Gidalarda gelisebilen kiifler ve onlar1 engelleme hakkinda c¢ok sayida arastirma
yapilmis, laktik asit bakterilerinin bu amagla kullanimi ile 1ilgili caligmalar

gerceklestirilmistir. Bu boliimde konuyla ilgili ¢aligmalarin bazilar1 verilecektir.

Filtenborg ve ark. (1996) arastirmalarinda kiifler tarafindan meydana gelen duyusal
bozulmalarin genellikle gelismeleri boyunca trettikleri enzimlerden kaynaklandigini ve
kiiflerin lipaz, proteaz, karbohidraz gibi ¢esitli enzimler ve daha fazlasin {iretebildigini

belirtmistir.

Gidalarda sikc¢a bulunan toksik ve bozulma yapan kiif cinslerinde ilk 6ne ¢ikan, dogal
olarak havada, toprakta ve ekinlerde bulunan Aspergillus, Penicilium ve Fusarium’dur.
Rodriguez ve ark. (2015) Alternaria kiif cinsinin kozmopolit bir tiir oldugunu ve bitki
patojeni olarak tahil iriinlerinde, meyve ve sebzede mikotoksin olusturup ciddi

ekonomik kayiplara sebebiyet verdigini belirtmektedir.



Garnier ve ark., (2016) maya ve kiiflerin siit iiriinlerinde 6nemli kayiplara neden oldugu
bildirmiglerdir. Bu bozulmalarda kiiflerden ¢ok mayalara vurgu yapilmigtir. Siit
tirtinlerinde bozulmaya sebebiyet veren mikroorganizmalar Candida, Galactomyces ve
Yarrowia maya cinsleri olarak, Penicillium, Mucor ve Cladosporium kiif cinsleri olarak

belirtilmistir.

Son zamanlarda kiiflerin, siit lirlinlerinin sahip oldugu diisiik pH ve/veya su aktivitesi
gibi Ozellikleri tolere ederek gelismeye devam etmeleri siit endiistrisinde asilmasi zor
bir problem olarak goriilmektedir. Siit tiriinleri igerisinde kiiflerle bozulmada yogurt en
tehlikeli {riinlerden biri olmaktadir. Sartlarin uygun olmasi durumunda yogurt
icerisinde gelisim gdstermekte olan Aspergillus niger en yaygin kontaminant olmakla
birlikte yogurdun raf omrii igin kritik bir kiif tliriidiir (Gougouli ve Koutsoumanis,

2012).

Son yillarda fonksiyonel siit {riinleri disinda kalan tahil orijinli fermente
gidalar/igecekler gida tiiketimindeki onemli egilimler (vejetaryen, vegan, diisiikk yag
icerikli, diisiik tuz igerikli gidalar) nedeniyle ilgi c¢ekici olmaktadir. Ancak tahil bazl
tiriinler i¢in kiiflerle kontaminasyon baslica bir sorun teskil etmektedir. Bu kiif
tiirlerinden en yaygin olanlari, Penicillium, Fusarium, Aspergillus, Cladosporium, ve

Rhizopus’tur (Russo ve ark., 2017).

Mohapatra ve ark., (2017) tahillarda bulunan bazi kiif cinslerine Alternaria,
Cladasporium, Fusarium, Helminthosporium ve Pullularia’y: 6érnek gostermis ve uzun
siireli depolamada hayatta kalamayacaklarini belirtmislerdir. Depo kiifleri olarak da
bilinen Penicillium ve Aspergillus spp. ise tahillarin depolanmasinda problem
olusturmaktadir. Bu cinsler genellikle depolanan tahillarda bulagsma ve mikotoksin

tiretimiyle geri doniilmez zarara sebebiyet verdikleri belirtilmistir.

Aside karsi toleransli olan veya asit seven bakteri ve kiif cinsleri meyvelerde bazi tat ve
kokular olusturarak, iirlinlin rengini bozarak ve insan sagligini tehdit eden baz1 maddeler

tireterek bozulmalara neden olurlar (Tournas ve ark., 2006). Narenciye ya da



turunggiller olarak bilinen turung, portakal, mandalina, greyfurt ve limon gibi ekonomik
degeri yiiksek meyveleri i¢ine alan citrus cinsi meyvelerde en 6nemli bozulma tiiriiniin
Penicillium digitatum’un sebep oldugu yesil renk kiiflenme oldugu belirtilmistir
(Sukorini, 2013).

Botrytis cinerea’nin sebep oldugu gri renk kiiflenmenin hasat sonrasi meyve ve
sebzelerde en 6nemli bozulma nedenlerinden biri oldugu belirtilmektedir (Romanazzi
ve ark., 2015). Diger yandan Penicillium expansum’un sebep oldugu hasat sonrasi
olusan mavi renk kiiflenme, ciddi ekonomik kayiplara sebep olarak elmalarda biiyiik
problem olusturmaktadir (Li ve ark., 2017). B. cinerea ve P.expansum’un dahil oldugu
patojenik fungiler elma, armut ve diger pektin bakimindan zengin olan meyveler i¢in

temel bozulma kaynagidir (Nikkhah, 2017).

Kiif ve maya gelisiminin gidalarin iiretimi ve depolamasinda engellenmesi icin glivenli
ve faydali stratejiler gelistirilmesi Oncelikli bir konu olmaktadir. Son yillarda kif
cinslerinin diger bakteriler tarafindan kontrol edilmesi konusu 6zel bir ilgi gormektedir

(Magnusson ve ark., 2003).

Dogru se¢ilmis laktik asit bakterileri kiif gelisimini kontrol altinda tutabilmekte ve
fermente gidalarda raf Omriinii uzatabilmektedir. Laktik asit bakterilerinin
antimikrobiyel etkinligi, organik asit liretimi, besin i¢in rekabet etmeleri ve antagonistik
bilesenlerin tretimi olarak ti¢ kisimda incelenmektedir. Bununla birlikte Lactobacillus
plantarum da dahil birgok laktik asit bakterisi peptidleri vaya antimikrobiyel proteinleri

sentezleyerek bakteriyosin iiretmektedir (Dalié ve ark., 2009)

Bakteriyosinler laktik asit bakterilerinin  olusturdugu dogal antimikrobiyel
molekiillerdir. Hayvanlardan izole edilen dogal antimikrobiyel bilesiklere lizozim
ornegi verilirken bitkilerden elde edilenlere Ornek olarak esansiyel yaglar

verilebilmektedir (Carocho ve ark., 2015)



Wen ve ark. (2016) yapmis oldugu bir ¢alismada L.plantarum’un K25 adli susundan
izole edilen plantarisin adli bakteriyosinin gram-pozitif ve gram-negatif bakteriler

izerinde genis inhibisyon spektrumuna sahip oldugunu bildirmistir

Nisin, gram-pozitif bakterilerin gelisiminin kontrol edilmesinde siit iiriinleri ve diger
gidalarda yaygin bir sekilde kullanilan bakteriyosindir. Listeria monicytogenes’in
gelisiminin  engellenmesinde  etkili oldugu bildirilmektedir Gida isleme ve
fermentasyonunda sahip oldugu olumlu etkilerden dolay1 laktik asit bakterileri
tarafindan tiretilen bakteriyosinler dogal koruyucu olarak 6zel bir yere sahiptir. (Field ve

ark., 2018)

Laktik asit bakterilerinin kiifler lizerinde engelleyici etkisinin olusturduklari organik
asitler (0zellikle laktik asit, propiyonik asit ve asetik asit), CO2, etanol, hidrojen
peroksit, diasetil, reuterin ve diger diisiik molekiiler agirlikli metabolitlerin yaninda,
protein bazli maddelerin iiretimi veya diislik molekiill agirlikli peptidlerin;
mikroorganizmalar arasi rekabetin; asit lretimine baglh pH diismesi veya tiim bu
faktorlerin kombinasyonu olabilecegi ifade edilmektedir (Bianchini ve Bullerman,

2009)

Hassan ve Bullerman (2008) tarafindan tanimlanan inhibisyon paterni Gerez ve ark.
(2009)’nin laktik asit bakterilerinin 95 homo- ve heterofermentatif suslarinin antifungal
etkisini belirlemek ic¢in yaptiklar1 calismada gézlenmistir. Test edilmis 95 sustan iki
susun (Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus casei) Aspergillus niger’i inhibe
edebildikleri bildirilmektedir.

Lavermicocca ve ark. (2000)’nin yapmis oldugu bir ¢alismada fermentasyona
Saccharomyces cerevisiae ile birlikte laktik asit bakterilerinin (L. Plantarum) de dahil
oldugu ekmek yapiminda A. niger’in 20°C’de 7 giine kadar gelisiminin ertelendigi
goriilmiistiir. Yalnizca Saccharomyces cerevisiae ile fermente edilmis ekmekte kiif
gelisimine 2 giin sonra rastlanirken, S. cerevisae yaninda laktik asit bakterisi

L.plantarum’un da eklendigi ekmeklerde kiif gelisimine 7 giin sonrasinda rastlanmigtir.



Ayrica ekmege hacim, duyusal 6zellikler ve tat bakimindan da olumlu etkiler sagladigi

tespit edilmistir.

Laktik asit bakterilerinin starter olarak tanimlannmis énemli 6zelliklerinin yaninda bira
tiretiminde arpanin demlenme asamasinda Lactobacillus plantarum ve Pediococcus
pentosaceus’un, Fusarium cinsi kiifiin gelisimini engelledigi ve trikotesen toksininin
tiretimini siirladig: belirtilmistir (Dalié ve ark., 2009). Ayrica Sathe ve ark. (2007) L.
plantarum’un hiyarda gelisen Aspergillus flavus ve Fusarium graminearum’un

gelisimini 6nemli 6l¢iide engelledigi bildirmistir.

Gagiu ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismalarda MRS broth igerisinde L.plantarum’a ait 3
susun (C71, C78 ve C81) Fusarium graminearum 96, F.culmorum 46, F.verticillioides
ve A.flavus 1038L iizerindeki inhibisyon etkilerini incelemis; Fusarium graminearum
96, F.culmorum 46, A.flavus’un karigik L.plantarum suslarina en hassas olan cinsler

oldugunu belirtmistir.

Laktik asit bakterilerinin irettigi organik asitlerin ¢ok cesitlilik gosterdigi ve L.
plantarum’un trettigi fenilaktik ve 4-hidroksi-fenilaktik asit ve 3-fenilaktik asidin

inhibe edici 6zellik gosterdigi rapor edilmistir (Bianchini ve Bullerman, 2009).

Alkol fermentasyonlarinda laktik asit bakterilerinin starter olarak kullanimi oldukca
yaygin olup, bira iiretiminde L.plantarum’un VTTE-78076 ve P.pentosaceus VTTE-
90390 suslarmin Fusarium cinsi kiif gelisimini ve bununla beraber tretitgi trikotesen
olusumunu engelledigi tespit edilmistir. Ayrica sarap fermentasyonunda Penicillium ve
Aspergillus gelisiminin ve okratoksin kontaminasyonunun da kontrol altina alindigi

belirtilmistir (Dali¢ ve ark., 2009).

Lactobacillus cinsi iiyeleri arasinda antifungal arastirma alaninda L.plantarum’un
onemli rol oynadigi bilinmektedir. (Crowley ve ark., 2013). L.plantarum suslarindan
biriyle fermente edilen yulaf bazli bir {riinde Russo ve ark. (2017)’nin yapmis
uygulamada L.plantarum’un en yiiksek antifungal etkisinin Fusarium culmorum cinsi

kiif tiirinde etkili oldugu incelenmistir.



Gida triinlerinde kiiflerin sebep oldugu bozulmalar1 ertelemek veya engellemek igin
kullanilan baslica teknik cesitli parametrelerin kombinasyonudur. Bu parametrelerden
en yaygin olanlar1 su aktivitesindeki hafif azalmalar (NaCl veya seker ilavesi gibi), pH
degerinin diisliriilmesi ve antimikrobiyel maddelerin ilavesidir. Bu faktorlerin
kombinasyonu fermantasyon ve depolama siireclerinde kiiflerin gelismesini etkili bir
sekilde kontrol edebilmektedir. Yigit ve Korukluoglu (2007) yaptig1 caligmada
A.alternata cinsi kiifiin malt ekstrakt agar sartlarinda (pH 5.5; %0 NaCl) 400 mg/L

potasyum sorbat varliginda tamamen engellendigini belirtmistir.

Sorbik asidin yaygin kiif tiirlerinin sebep oldugu bozulmalardan etkilenen firin tirtinleri
icin en etkili zay1f asit oldugu rapor edilmistir (Guynot ve ark., 2005a). Quattrini ve ark.
(2018), A.niger ve P.roqueforti iizerindeki en yiiksek MiK degerinin pH 4.5 sartlarinda

0,4 mM oraninda kullanilan sorbik asit oldugunu tespit etmistir.

Diisiik pH degerlerinde sorbik asit ve tuzlarinin mikroorganizmanin hiicre duvarina etki
ederek hiicre i¢i pH degisimi ile enzimlerin inaktivasyonuna ve denatiirasyonuna sebep
oldugu diisiiniilmektedir (Russell ve Furr, 1996). Bununla beraber Stratford ve Anslow
(1998), mikroorganizmalarin gelisiminin engellenmesinde etkili olan bir zayif asit

olmasinin yani sira sorbik asidin, membran aktif bir bilesen oldugunu belirtmistir.

Yapilan in vitro ¢alismalar kalsiyum propiyonat, sodyum benzoat ve potasyum sorbatin
baz1 firin {rlinlerinden izole edilen kiifler iizerinde pH 4,5 degerinde %0,3

konsantrasyonlarinda inhibe edici etkisinin oldugunu gostermistir (Marin ve ark, 2002).

Guynot ve ark., (2005b) yaptiklar1 ¢alismada 3 ayr1 koruyucu propiynat, sodyum
benzoat ve potasyum sorbat arasindan kiif gelismesi {izerinde inhibe edici etkisinin en
etkili olanin pH 4,5 ve su aktivitesi 0,90 degerlerinde potasyum sorbat oldugunu tespit
etmiglerdir. Bu ¢aligmanin da gosterdigi lizere su aktivitesi ve pH degerleri uygun

diizeyde oldugu takdirde potasyum sorbat elverigli bir koruyucu olmaktadir.



Sodyum kloriir (NaCl) yiiz yillardir gidalar1 korumada kullanilan bir bilesik olmakla
birlikte ¢esitli gidalarda lezzet amach kullanilan, giinliik diyette esansiyel olan Na*
minerali kaynagidir. 1 g tuzun 0,4 graminin sodyum, 0,6 graminin ise kloriirden
olustugu belirtilmektedir. FSA (Gida Standartlar1 Ajans1)) ve WHO (Diinya Saglik
Orgiitii) gibi otoritelerin NaCl alimi igin belirledigi giinliik limitler bulunmakta ve 5-6
gram olarak tavsiye edilmektedir. Yiiksek sodyum aliminin hipertansiyon hastalig ile

iliskilendirildiginden dolay1 saglik otoritelerince NaCl oraninin azaltilmasi tavsiye

edilmektedir (WHO 2016, FSA 2018).

Gida maddelerine eklenen NaCl’iin su aktivitesi iizerinde etkili olmasinin yaninda
antimikrobiyel 6zelliklerinin olabilecegi gibi bakteri ve kiifler lizerinde gelismeyi tesvik
edici olabilecegi de belirtilmektedir. Yapilan c¢aligmalarda A.niger ve P.roqueforti
gelisiminin - %0 ile 2 NaCl oranlarinda maksimuma ulastigi %6 oranlarina
yukseltildiginde ise gelismenin geriledigini tespit etmislerdir (Samapundo ve ark.,
2010). NaCl oranindaki artisin %15-20 oranlarmma kadar devam etmesiyle A.niger
gelisiminin hizlandig1 Tresner ve Hayes’in (1971) yaptig1 calismalarda tespit edilmistir.
Bununla beraber yiiksek NaCl konsantrasyonlarinin da antifungal metabolit {iretimi
tizerinde olumsuz etkisi oldugu belirtilmistir (Batish ve ark., 1990). Omar ve ark. (1994)
artan NaCl konsantrasyonlarinda yaptiklari sayimda Aspergillus cinsine ait tiirlerin
sayisinin azaldigini, en diisik saymm ise %40 NaCl oraninda kaydedildigini

belirtmigtir.

Bozulmaya sebebiyet veren kiifleri engellemek i¢in kullanilan koruyucularin uzun siireli
kullanimu kiiflerde bu kimyasallara kars1 bir savunma mekanizmasi gelistirmesine yol

acabilmektedir (Levinskaité, 2012).

Fungal direnclilik {izerine yapilan bir arastirmada kiiflerin mayalara gore biyositlere
kars1 gosterdigi direncin daha yiliksek oldugu bildirilmistir. Kiif ve mayalarin biyosit
direnclilik mekanizmasinin iki temel sebeple olabilecegi diisiiniilmektedir. Bunlardan
biri dogal direnclilik olup hiicre duvarinda bir bariyer olusturma veya biyosit

molekiillerinin gecisini azaltma seklindedir. Digeri ise sonradan kazanilan direnglilik



olan ve sirali mutasyonlar ile hiicrenin genetik yapisinin kazandigi1 zamanla olusturulan

bir direng sistemidir (Russell ve Furr, 1996).

Maya ve kiifler antibiyotiklere diren¢ kazanmanin yaninda sorbik asit ve benzoik asit
gibi gida koruyuculariyla birlikte dezenfektan maddelerinin bilesenlerine de dayaniklilik
gostermektedir. Penicillium, Saccharomyces ve Zygosaccharomyces’in tiirlerinin biiyiik
bir kismi potasyum sorbat varlifinda gelisim gostermekte, kiif tiirlerinin 6nemli bir

kismi da sorbat1 indirgeme yetenegine sahip oldugu bildirilmektedir (Schniirer, 2005).

Yapilan bir ¢calismada A.niger’in kimyasal koruyuculara en dayanikli tiir oldugunu onu
da Penicillium tiirlerinin takip ettigini tespit etmislerdir. Aspergillus niger’in test
edilmis koruyucular arasinda en ¢ok potasyum sorbata direng gosterdigi sonucuna

ulasmiglardir (Le Lay ve ark. 2016).

Yapilan ¢aligmalar bazi bakteri tiirlerinin belirli sartlarda K-sorbati metabolize ettigini
gostermektedir. K-sorbatin metabolize edilmesi mikroorganizma tiirlerine gore
degiskenlik gostermekte ve laktik asit bakterilerinin bunun sonucu irettigi triinler
arasinda da bir ¢esitlilik s6z konusudur (Montafio ve ark., 2012). Bir diger ¢alismada
zeytin salamura suyunda K-sorbat miktarinin azalip trans-4-hekzanoik asit miktarinin
artmasi tizerine sorbatin degredasyonu sonucu olusan iriiniin trans-4-hekzanoik asit

oldugunu tespit etmiglerdir (Casado ve ark., 2010).

Potansiyel antifungal laktik asit bakterilerinin dikkatli se¢imi ile toksik kiif gelisimi
problemini azaltabilmek i¢in sicaklik basta olmak {izere, inkiibasyon zamani, agar
secimi, pH ve gidanin besin degeri gbz onilinde bulundurulmasi, antifungal 6zelliklerin

desteklenmesi i¢in gereklidir (Dali¢ ve ark., 2009).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Materyal olarak zeytinlerden izole edilip tanist yapilan iki adet laktik asit bakterisi
(Lactobacillus plantarum 1 ve II) ile Aspergillus niger ATCC 16404 ve Uludag
Universitesi Gida Miihendisligi Béliimiinde izole edilip tanis1 yapilan Penicillium

roqueforti test mikroorganizmasi olarak kullanilmstir.
3.2. Yontem
3.2.1. Laktik asit bakterilerinin hazirlanmasi

%80 gliserol igeren stoklarda -80°C’de depolanan laktik asit bakterileri analizlerden
once MRS broth igerisine rutin olarak giin asir1 asilanmigtir. Kullanilmadan once

37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir (Peyer ve ark., 2016).

3.2.2. Kiiflerin hazirlanmasi

Tez kapsaminda kullanilan Penicillium roqueforti ve Aspergillus niger 16404 yatik
PDA (potato dekstroz agar) besiyerinde 5 giin siireyle inkiibasyona birakilmis, %1.5’luk
steril Twen 80 c¢ozeltisi ile spor soliisyonlar1 hazirlanmistir. Spor soliisyonlar1 daha

sonra kullanilmak iizere 4°C’de depolanmistir (Lopez-Malo ve ark., 2002).
3.2.3. Canl hiicre sayiminin belirlenmesi

Kiif sporlarinin sayima hazirlanmasi

Hazirlanan spor soliisyonlarindan gerekli seyreltmeler yapilarak yayma yoOntemiyle
ekim yapilmistir. Ekim i¢in daha Onceden petrilere dokiilen Malt Ekstrakt Agar
kullanilmistir. Ekim yapilan petriler 30°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyondan sonra koloni sayimi yapilmistir (Irkin ve Korukluoglu, 2009).
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Laktik Asit bakterilerinin sayima hazirlanmasi

Saklama kiiltiiriinden alinan L.plantarum suslarinin 24 saatlik taze kiiltiirleri gerekli
seyreltmeler yapilarak dokme yontemiyle ekim yapilmistir. Ekim icin daha dnceden
petrilere dokiilen MRS Agar kullanilmistir. Ekim yapilan petriler 30°C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyondan sonra koloni saymm yapilmistir (Gagiu ve

ark., 2013).

Hiicre sayiminin belirlenmesi

Kiif ve laktik asit bakterilerinin sayimi asagidaki formiil ile koloni olusturan
birim/mililitre (kob/mL) seklinde kaydedilmistir. Ardigik iki seyreltiden yapilan ekim
sonuclarinin aralikli aritmetik ortalamasi alinarak ornekteki say1 hesaplanmaktadir. Bu
hesaplamada kullanilan formiil;

N: C/[V x (m1 + 0,1 x n2) x d] seklindedir.

Burada;

N: Gida 6rneginin 1 gram ya da 1 mL'sinde mikroorganizma say1si

C: Sayimu yapilan tiim Petri kutularindaki koloni sayis1 toplami

V: Saymmi yapilan Petri kutularina aktarilan hacim (mL)

n1: i1k seyreltiden yapilan sayimlarda sayimi yapilan Petri kutusu adedi

n2: Ikinci seyreltiden yapilan sayimlarda sayim yapilan Petri kutusu adedi

d: Sayimin yapildigi ardisik 2 seyreltiden daha konsantre olanin seyreltme oramidir

(Halkman, 2005).
3.2.4. K-Sorbat ve NaCl cozeltilerinin hazirlanmasi

K-Sorbat ve NaCl’lin %20’lik stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. K-Sorbatin sterilizasyonu,
K-Sorbat ¢ozeltisinin  CO2 basinc1 altinda steril membran filtreden gegirilerek
gerceklestirilmistir. Membran filtre olarak organik c¢oziiciilere, asit ve alkalilere
dayanikli teflon PFA olarak adlandirilan 47 mm c¢apli filtre (Cole- Parmer)
kullanilmigtir. Filtre kagidi olarak, gozenek g¢api 0,45 pum olan filtre ¢apmna uygun
seliiloz asetat filtre kagidi (Sartorious) kullanilmistir (Yigit ve Korukluoglu 2007). NaCl
¢ozeltisinin sterilizasyonu ise NUVE buhar basingl sterilizatériinde 121°C’de 15 dakika

stireyle yapilmustir.
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3.2.5. K-Sorbat ve NaCl ¢ozeltilerinin besiyerine ilavesi

Denemede MRS agar besiyeri kullanilmigtir. Besiyerinin sterilizasyonundan sonra
soguk sterilize edilen %20’lik K-sorbat (0, 250, 500, 750, 1000 mg/L) ve %20’lik steril
NacCl ¢ozeltisi (0, 500, 1000 mg/L) ilave edilmistir. Besiyerine ilave edilen K-Sorbat ve
NaCl kombinasyonlar1 Cizelge 3.1°de gosterilmistir (Yigit ve Korukluoglu 2007).

Cizelge 3.1. MRS Agar besiyerine katilan K-Sorbat ve NaCl konsantrasyonlari
kombinasyonlari ppm (1000mg/L)

K-Sorbat (ppm) NaCl (ppm)

0 0

0 500

0 1000
250 0
250 500
250 1000
500 0
500 500
500 1000
750 0
750 500
750 1000
1000 0
1000 500
1000 1000

3.2.6. Antifungal Aktivite Testi

Laktik asit bakterilerinin antifungal etkisinin belirlenmesinde disk difiizyon metodu
kullanilmustir. Steril edilmis MRS agar besiyerlerine belirlenen oranlarda K-Sorbat ve
NaCl ilave edilmistir. Dokiilen besiyerleri 24 saat siireyle oda sicakliginda
bekletilmistir. Kif spor soliisyonundan yayma yontemiyle farkli petrilere A.niger ve
P.roqueforti inokiile edilmis, steril antibiyogram diskleri yerlestirilmistir. Petri kabinin

tam ortasina gelecek sekilde yerlestirilmis steril antibiyogram disklerine L.plantarum’un
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iki farkli susu ayr1 ayr1 10 pL inokiile edilmistir. Kontrol denemeleri hiicre igermeyecek
sekilde steril saf su olarak hazirlanmistir. Hazirlanan petriler 14 giin boyunca her 24
saatte bir zon Ol¢limii yapilmak iizere 30°C’de inkiibasyona birakilmistir (Saladino ve

ark., 2016).

3.2.7. Zon Cap1 Ol¢iimii ve Degerlendirme

Kiif gelisimi ve laktik asit bakterilerinin zon olusumu 24 saatte bir 7 giin siireyle
izlenmistir. Zon ¢ap1 6l¢iimi, diskten itibaren kiif gelisiminin basladig1 noktaya kadar

milimetre olarak ol¢iilmiistiir (Yin ve Tsao, 1999).

Bir antimikrobiyel ajanin goriiniir mikroorganizma gelisiminin olmadigi en diisiik
konsantrasyonu minimum inhibisyon konsantrasyonu olarak adlandirilmaktadir (MIK)
(Stanojevic ve ark., 2009). Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) koloni ¢apinin

kontrol denemeye oranlanmasiyla hesaplanmistir (Kaiser ve ark., 2005).

MIK hesaplamasi i¢in kullanilan formiil; I:[(C-T)/C]x100 seklindedir. Burada:

I: Minimum inhibisyon konsantrasyonu

C: Kontrol petrisindeki kiif misellerinin olusturdugu koloni ¢ap1 (mm)

T: Test petrisindeki kiif misellerinin olugturdugu koloni ¢ap1 (mm)

Sonugclar laktik asit bakterisinin disk etrafinda olusturdugu koloni ¢ap1 ve % minimum
inhibisyon konsantrasyonu olarak ilgili ¢izelgelerde verilmistir. Gelismenin tamamen
engellendigi durumlarda %100, kontrol ile aymi c¢apta gelisim gosterdiginde %0
engelleme olarak belirtilmistir. Bir hafta boyunca gelisme olmamasi durumunda petriler

14. giine kadar bekletilerek gdzlenmistir.
3.3. Istatistiksel Analiz

Deneme, tesadiif parsellerinde faktoriyel deneme deseninde 3 tekerriirli olarak
yapilmistir. Biitlin hesaplamalar JMP (Versiyon 7) istatistik paket programindan
yapilmustir. F-6nemlilik testlerinde %1 ve %35 olasilik diizeyleri kullanilmustir. Istatiksel
farkl1 gruplarin belirlenmesinde LSD testi kullanilmustir. Istatistiksel analiz tablolarinda

ana etkenler biiytik harfle, ikili ve {i¢lii interaksiyonlar kii¢iik harfle ifade edilmistir.
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Istatistiksel degerlendirme laktik asit bakterilerinin kiifler {izerindeki zon ¢ap1 degerinin
petrinin ¢apina oranlanmasiyla (90 mm) gerceklestirilmistir. Veriler 7. giin kaydedilen

zon cap1 ortalamalarinin istatistiksel sonuglart seklinde verilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Laktik asit bakterilerinin farkli konsantrasyonlardaki NaCl ve K-Sorbat eklenen
besiyerlerinde deneme mikroorganizmasi olan Penicillium roqueforti ve Aspergillus
niger tizerindeki etkilerin arastirildigi bu c¢alismada sonuglarin kiif tiiriine gore
degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir. Aym1 zamanda farkli konsantrasyonlarda
denenen NaCl ve K-Sorbat’in da kiif tiirleri iizerinde farkli sonuglar verdigi, artan K-
sorbat oranlarinda yiiksek inhibisyon gozlenirken artan NaCl oraninda ise diisiik

inhibisyon degerleri kaydedilmistir.
4.1.  Mikroorganizmalarin Sayim Sonug¢lar:

Sayim sonuglar1 kob/mL olarak Cizelge 4.1.’de gosterilmistir.

N:C/[Vx(m+0,1 xn2)xd]

Cizelge 4.1. Deneme materyali kiifler ve laktik asit bakterilerinin sayim sonuglari
(kob/mL)

Mikroorganizmalar | N (kob/mL)
P.roqueforti 9,8 x 10’
A.niger 4,0x 10°
L.plantarum I 7,7 x 10°
L.plantarum II 2,0 x 10°

4.2. Lactobacillus plantarum Suslarmimm (I-II) Farkh K-sorbat ve NaCl

Konsantrasyonlarinda Penicillium roqueforti Uzerindeki Etkileri

L.plantarum suslarinin (I-1T) 0, 250, 500, 750, 1000 mg/L K-sorbat ve 0, 500, 1000
mg/L NaCl konsantrasyonlari ile olusturulan kombinasyonlarda P.roqueforti tizerinde
olusturdugu zon ¢aplar1 (mm) ve minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 yiizdesi (MIK)

bu boliimde verilmistir.

16



4.2.1. L.plantarum suslarmm (I-II) K-sorbat Kkatilmaksizin farkh NaCl

konsantrasyonlarinda Penicillium roqueforti iizerindeki etkisi

Uygulanan NaCl dozlarmin K-sorbat katilmaksizin gergeklestirilen Orneklerdeki,
L.plantarum’un iki ayri susunun (I-II) P.roqueforti iizerinde olusturdugu zon c¢api
milimetre olarak Cizelge 4.2’de belirtilmektedir. Denenen NaCl dozlarinin tamaminda
ilk gilin Ol¢iim yapilabilecek herhangi bir gelisim goézlenememistir. K-sorbat
katilmaksizin deneme siireci giinlilk olarak incelendiginde, laktik asit bakterilerinin
NaCl konsantrasyonu 1000 mg/L uygulamalarinda daha yiiksek bir zon ¢ap1 verdigi
goriilmektedir. Bununla beraber NaCl ve K-Sorbat’in katilmadigi denemeler ile
NaCl’iin 500 mg/L konsantrasyonu arasinda ¢ok biiyiik farkliliklar olmayip bu
konsantrasyonun deneme materyali kif {izerinde geriletici bir etkisi olmadigi
belirlenmistir. NaCl’iin 0 ve 500 mg/L konsantrasyonlarinda zon olusumu 4. giinden
sonra gozlenmezken 1000 mg/L konsantrasyonunda 6. giine kadar zon olusumu

gozlenmistir.

L.plantarum’un, P.roqueforti tizerindeki inhibe edici etkisinin NaCl konsantrasyonunun
artmasiyla tek basina olan etkisinden daha yiiksek zon ¢ap1 verdigi kaydedilmistir. Bu

durumda kullanilan suslarin NaCl ile sinerjik bir etki gosterdigi diistiniilmektedir.

Laktik asit bakterisi L.plantarum’un olusturdugu laktik asidin, ortam pH’sim diisiirmesi
ve gram-negatif bakterilerinin dis membran gecirgenligi ile antifungal aktivite
gosterdigi (Pisoschi ve ark., 2018) ve ortamda bulunan NaCllin su aktivitesini

diisiirmesiyle bu etkinin yiikseldigi goriilmektedir (Van Long ve ark., 2017).

Yalnizca MRS agar sartlarinda denenen laktik asit bakterilerinin Penicillium tiirleri ve
Rhizopus oryzae iizerinde ancak 3-4 mm’ye kadar zon g¢ap1 gosterdigi kaydedilmistir.
pH degerinin azaltilmasiyla zon ¢aplarinda artis goriildiigii belirtilmektedir (De Muynck
ve ark., 2004).
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Cizelge 4.2 K-Sorbat igermeyen ve farkli NaCl konsantrasyonlarinda Lactobacillus
plantarum’un suslarinin (I-IT) Penicillium roqueforti iizerinde olusturdugu ortalama
koloni ¢ap1 (mm)

K-sorbat icermeyen besiyeri
Gilin
NaCl(mg/L) | L.A.B. 1 2 3 4 5 6 7
L.pl I - 4 4 4 0 0 0
0 L.pl II - 2 2 2 0 0 0
L.pl I - 2 2 2 0 0 0
500
L.pl I - 2 2 2 0 0 0
L.pl I - 6 6 4 4 2 0
1000 L.pl I - 10 4 4 4 4 0

Cizelge 4.3. K-Sorbat igermeyen farkli NaCl konsantrasyonlarinda Lactobacillus
plantarum’un suslarinin (I-IT) Penicillium roqueforti iizerinde olusturdugu ortalama
minimum inhibisyon konsantrasyonu (%)

K-Sorbat icermeyen besiyeri
Giin
NaCl (mg/L) | L.A.B 1 2 3 4 5 6 7
0 L.pll - 4,44 4,44 4,44 0 0 0
L.pl 11 - 2,22 2,22 2,22 0 0 0
L.pll - 2,22 2,22 2,22 0 0 0
500
L.pllx - 2,22 2,22 2,22 0 0 0
L.pll - 6,67 6,67 4,44 4,44 2,22 0
1000
L.pl I - 11,11 4,44 4,44 4,44 4,44 0
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L.plantarum’un iki ayr1 susunun (I-II) P.roqueforti iizerindeki minimum inhibisyon
konsantrasyonlar1 incelendiginde (Cizelge 4.3), 1000 mg/L NaCl konsantrasyonunda
L.plantarum’un suslarinin inhibisyon yiizdesinin 2. giinden itibaren 6. giine kadar
azalarak devam ettigi goriilmektedir. Her iki susun da 1000 mg/L NaCl
konsantrasyonunda 7.giinden itibaren, 0 ve 500 mg/L. konsantrasyonlarinda 5.giinden
itibaren MIK oraninin %0 oldugu gériilmiistiir. Laktik asit bakterilerinin inhibe edici
aktivitelerinin en yliksek etkisini K-sorbat katilmaksizin NaCl’tin 1000 mg/L
konsantrasyonunda %11,11 oraniyla 2. giin oldugu tespit edilmistir.

NaCl konsantrasyonunun 500 mg/L’de kiiflerin gelismelerini NaCl katilmaksizin
hazirlanan 6rneklerle yaklasik ayni degerleri vermesi deneme materyali kiiflerin diistik

NaCl dozlarinda gelismelerinin etkilenmeden devam ettigini gdstermektedir.

Konsantrasyon 1000 mg/L’ye yiikseldiginde kiif gelisiminde belirgin bir gerileme
olmakta ve laktik asit bakterilerinin inhibisyon etkisinin arttig1 goriilmektedir. Diistik
NaCl konsantrasyonlarinda kiif gelisiminin hizlandig1 ve konsantrasyon arttik¢a

gerileme gozlendigi Samapundo ve ark. (2010)’nin yaptig1 ¢alisma ile tespit edilmistir.
L.plantarum’un kiif tiirleri tizerindeki engelleyici etkisinin daha yiiksek olabilmesi i¢in

diger antimikrobiyel bilesikler veya gelisme faktorlerinin bazilar1 ile kombine edilmesi

gerektigi diistiniilmektedir.
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4.2.2. L.plantarum suslarmmin (I-I) 250 mg/LL K-sorbat ve farkh NaCl

konsantrasyonlarinda Penicillium roqueforti iizerindeki etkisi

Cizelge 4.4’te 250 mg/L K-sorbatin farkli NaCl konsantrasyonlar1 ile
konbinasyonlarinda L.plantarum’un olusturdugu zon c¢aplar1 incelendiginde; 1. giin
Ol¢iim yapilabilecek herhangi bir gelisim gozlenmemistir. 2. giin NaCl konsantrasyonu
ve zon ¢aplart arasinda dogru orant1 oldugu goriilmektedir. NaCl konsantrasyonu 1000
mg/L’ye yaklastikca L.plantarum suslarinin olusturdugu zon ¢aplar1 da artis
gostermistir. NaCl katilmaksizin 250 mg/L K-sorbat uygulanan petrilerde 7. giine kadar
zon gaplarinin azalan degerleri goriilmektedir. L.plantarum I susunun olusturdugu zon
capt 7. giin 14 mm olarak 6l¢iiliirken L.plantarum II susunun olusturdugu zon g¢ap1 3.

giinden itibaren 7. gline kadar 8 mm olarak 6l¢tilmiistiir.

250 mg/L K-sorbat uygulanan denemelerde 0 ve 500 mg/L NaCl konsantrasyonlart ile

kombinasyonlar1 arasinda belirgin bir fark gézlenmemistir.

250 mg/L K-sorbat ile 1000 mg/L NaCl uygulamasinda laktik asit bakterilerinin
olusturdugu zon ¢ap1 diger konsantrasyonlara oranla daha yiiksektir. 2.giin L.plantarum
I’in olusturdugu zon ¢apinin 24 mm’den 7.glin 14 mm’ye kadar geriledigi, L.plantarum

II’nin ise 2.glin 18 mm’den 7.giin 10 mm’ye geriledigi kaydedilmistir.

250 ppm K-sorbat ile artan NaCl konsantrasyonlarinin L.plantarum suslariyla sinerjik
bir etki gostererek P.roqueforti tizerinde geriletici bir etkisi oldugu goriilmektedir. 250
ppm K-sorbat varliginda 1000 ppm NaCl’iin laktik asit bakterilerinin bu
kombinasyonda digerlerinde daha etkili oldugu tespit edilmistir. Bu durum da NaCl’iin
diger antimikrobiyellerle birlikte dogru konsantrasyonlarla kiiflerin gelisimini

geciktirmek icin uygun bir bilesik oldugu diisiiniilmektedir.
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Cizelge 4.4. 250 ppm (mg/L) K-Sorbat ve farkli NaCl konsantrasyonlarinda
Lactobacillus plantarum’un  suslarmin  (I-II) Penicillium roqueforti iizerinde
olusturdugu ortalama koloni ¢ap1 (mm)

250 ppm K-Sorbat
Gilin
NaCl (mg/L) | L.A.B 1 3 4 5 6 7
0 L.pl. | - 8 6 4 4 2
L.pl.1l - 10 8 8 8 8 8
L.pl. 1 - 10 8 2 2 2
500
L.pl.11 - 10 10 10 8 8 8
L.pl. | - 24 24 22 18 16 14
1000
L.pL.Il - 18 16 16 14 12 10

Cizelge 4.5. 250 ppm (mg/L) K-Sorbat ve farkli NaCl konsantrasyonlarinda
Lactobacillus plantarum’un  suslarmin  (I-II) Penicillium roqueforti iizerinde
olusturdugu ortalama minimum inhibisyon konsantrasyonu (%)

250 ppm K-Sorbat
Gilin
NaCl (mg/L) | L.A.B 1 2 3 4 5 6 7

0 L.pl. | - 8,89 6,67 6,67 4,44 4,44 2,22
L.pl.H - 11,11 8,89 8,89 8,89 8,89 8,89

500 L.pl. 1 - 11,11 8,89 6,67 2,22 2,22 2,22
L.pL1I - 11,11 | 11,11 | 11,11 8,89 8,89 8,89

1000 L.pl. 1 - 26,67 | 26,67 | 24,44 | 20,00 | 17,78 | 15,56
L.pl.H - 20,00 | 17,78 | 17,78 | 15,56 | 13,33 | 11,11
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250 mg/L K-sorbat ile farkli konsantrasyonlardaki NaCl denemelerinde elde edilen
minimum inhibisyon konsantrasyonu (%) degerleri Cizelge 4.5’te gosterilmistir. Laktik
asit bakterilerinin gdsterdigi en yiiksek inhibisyon degerinin 250 mg/L. K-sorbat ve 1000
mg/L NaCl sartlarinda 2.glin oldugu tespit edilmis olup L.plantarum I i¢in %15.56,
L.plantarum II igin ise %11,11 olarak kaydedilmistir.

250 ppm K-sorbat dozunun artan NaCl konsantrasyonlar: ile kombinasyonuyla, laktik
asit bakterilerinin zon olusumunda ve minimum inhibisyon konsantrasyonunda dikkate

deger bir artig gézlenmistir.

Tuzun su aktivitesini diisiirmek i¢in koruma amaciyla gidalara katildig: bilinmektedir
(Huang ve ark., 2010). Tavsiye edilen giinliik alim limitlerine (WHO, 2016) uyuldugu
miiddetce tuz konsantrasyonunun artirilarak K-sorbat’in 250 ppm gibi diisiik diizeylerde
tutuldugu durumda kiifler lizerinde nispeten artan bir inhibisyon konsantrasyon orani

sagladig goriilmektedir.
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4.2.3. L.plantarum suslarmmin (I-I) 500 mg/LL K-sorbat ve farkh NaCl

konsantrasyonlarinda Penicillium roqueforti iizerindeki etkisi

500 mg/L K-sorbat ve farkli tuz konsantrasyonlarinda L.plantarum’un iki susunun
deneme materyali P.roqueforti tizerinde olusturdugu ortalama koloni ¢ap1 ¢gizelge 4.6’da
verilmistir. Birinci giin 6l¢iim yapilabilecek herhangi bir gelisim gézlenmemistir. NaCl
katilmaksizin 500 mg/L K-sorbat denemelerinde L.plantarum ve L.plantarum II’nin
olusturdugu koloni ¢apinin 2.glinden itibaren giderek azaldigir ve 7.giin 8 mm koloni

cap1 verdigi kaydedilmistir.

500 mg/L K-sorbat ile 500 mg/L NaCl konsantrasyonu uygulamasinda olusan koloni
caplarinin diger konsantrasyonlardan daha diisiik oldugu belirlenmistir. Burada diisiik
konsantrasyonda NaCl’iin kiif tiirleri {izerinde inhibe edici 6zelliginden ¢ok tesvik edici

oldugu diisiiniilmektedir.

Aspergillus parasiticus ve Penicillium canescens’in de aralarinda bulundugu kiifler
tizerinde farklt NaCl konsantrasyonlarinin etkisi hakkinda yapilan bir ¢alismada diisiik
NaCl konsantrasyonlarinin (%0-5,0) kiiflerin gelisimi tiizerinde tesvik edici etkisi
gozlemlenirken yiiksek konsantrasyonlarda (%10-15) gelisimi yavaslatici, daha yiiksek
konsantrasyonlarda (%20) ise durdurucu etki gosterdigi tespit edilmistir (Al Tamie,

2016). Bu sonug elde edilen verilere benzerlik gostermektedir.

500 mg/L K-sorbat ile 1000 mg/L NaCl denemelerine bakildiginda laktik asit
bakterilerinin ortalama koloni g¢aplarmin arttigi belirlenmistir. L.plantarum 1 ve II
susunun olusturduklar1 ortalama koloni ¢aplari sirastyla 2.giin 22 mm ve 18 mm 7.giin

ise sirastyla 12 mm ve 10 mm olarak 6l¢tilmiistiir.

500 mg/L K-sorbat varliginda NaCl konsantrasyonuna 500 mg/L’den 1000 mg/L’ye
artmasiyla laktik asit bakterilerinin olusturdugu zon caplarinin daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Bu durumda NaCl’iin ancak belirli bir konsantrasyonun {izerine

cikildiginda kiifler {izerinde geriletici etkisi oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.6. 500 ppm (mg/L) K-Sorbat ve farkli NaCl konsantrasyonlarinda
Lactobacillus plantarum’un suslarinin (I-II) Penicillium roqueforti tizerinde
olusturdugu ortalama koloni ¢ap1 (mm)

500 ppm K-Sorbat
Gilin
NaCl (mg/L) | L.A.B 1 2 3 4 5 6 7
0 L.pl. 1 - 14 14 12 10 8 8
L.pl.1 - 12 10 8 8 8 8
L.pl. 1 - 4 2 2
500
L.pl.1 - 2 2
L.pl. 1 - 22 16 14 12 12 12
1000
L.pl.1l - 18 16 10 10 10 10

Cizelge 4.7. 500 ppm (mg/L) K-Sorbat ve farkli NaCl konsantrasyonlarinda
Lactobacillus plantarum’un  suslarmin  (I-II) Penicillium roqueforti iizerinde
olusturdugu ortalama minimum inhibisyon konsantrasyonu (%)

500 ppm K-Sorbat
Gilin
NaCl (mg/L) | L.A.B 1 2 3 4 5 6 7

0 L.pl. 1 - 15,56 | 15,56 | 13,33 | 11,11 8,89 8,89
L.pl.1l - 13,33 | 11,11 8,89 8,89 8,89 8,89

L.pl. | - 4,44 2,22 2,22 2,22 2,22 2,22

200 L.pl.11 - 8,89 2,22 2,22 2,22 2,22 2,22

L.pl. | - 24,44 | 17,78 | 15,56 | 13,33 | 13,33 13,33

1000 L.pl.11 - 20 17,78 | 11,11 11,11 11,11 11,11
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Farkli konsantrasyonlardaki NaCl ile 500 mg/LL K-sorbat’in kombinasyonlarinin
uygulandigi denemede MIK (%) incelendiginde (Cizelge 4.7); en yiiksek inhibisyon
oraninin 500 mg/L K-sorbat ve 1000 mg/L NaCl diizeylerinde L.plantarum I susuna ait
oldugu tespit edilmis olup 7.giin itibariyle %13,33 olarak kaydedilmistir. En diisiik MIK
degeri ise 500 mg/L K-sorbat ve 500 mg/L NaCl denemelerinde her iki sus i¢in 7.giin
itibariyle %2,22 olarak kaydedilmistir.

500 mg/L K-sorbat varlifinda yapilan denemelerde laktik asit bakterilerinin NaCl
katilmaksizin gerceklestirilen uygulamalarindaki minimum inhibisyon
konsantrasyonunun 500 mg/LL. NaCl uygulamasina kiyasla daha yiliksek oldugu
goriilmektedir. Bu durumun daha once belirtildigi {lizere diisiik konsantrasyondaki
NaCl’iin kiif tizerine stimiile edici etkisinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bu
nedenle NaCl katilmaksizin gergeklestirilen uygulamada 500 mg/L’den daha yiiksek
MIK sonuglari kaydedilmistir.

Kurita ve Koike (1982) NaCl’'nin ve esansiyel yaglarin antifungal etkisi iizerine
yaptiklar1 calismada kullandiklart esansiyel yag (perilaldehit) ile %10 oranindaki
NaCl’tin antimikrobiyel etki gosterdigi goriilmiistiir. Bununla beraber %15
konsantrasyonunda NaCl tek basina kullanildiginda ise denenen kiif tiirleri tizerinde
inhibisyondan c¢ok gelisimi tesvik edici etki gosterdigini tespit etmislerdir. Bu da
NaCl’iin antifungal etkisinin birlikte sinerjik etki gosterebilecegi bilesiklerin oraninin

antifungal etki lizerinde 6nemli bir parametre oldugunu gostermektedir.

K-sorbatin ¢esitli antifungal maddeler ile birlikte Penicillium cinsi kiifler {izerindeki
etkisinin test edildigi bir calismada EDTA, sodyum ve kalsiyum tuzlarinin K-sorbat ile
kombinasyonuyla antifungal etkinin arttigini tespit etmislerdir (Greenland ve Mateos.,

2003).
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4.2.4. L.plantarum suslarmmin (I-I) 750 mg/LL K-sorbat ve farkh NaCl

konsantrasyonlarinda Penicillium roqueforti iizerindeki etkisi

750 ppm K-sorbat dozlarinin farkli NaCl konsantrasyonlari ile hazirlanan denemelerde
laktik asit bakterilerinin olusturdugu koloni caplar1 birbirinden farklilik géstermektedir
(Cizelge 4.8). Her iki susun da ilk giin Ol¢clim yapilabilecek bir zon bdlgesi

olusturmadigi tespit edilmistir.

NaCl kullanmaksizin 750 mg/L. K-sorbat denemelerinde suslar arasindaki fark c¢ok

belirgin olmamakla birlikte 7.giin her iki susun da zon olusturamadig1 kaydedilmistir.

K-sorbat diizeyinin 750 mg/L oldugu bu denemede kullanilan L.plantarum suslarinin
kiifler iizerinde olusturdugu zon ¢apmnin diisiik oldugu gozlemlenmistir. Bu durumun
P.roqueforti’nin bu konsantrasyondaki K-srobati metabolize edebilme yeteneginden
kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Baz1 Penicillium cinslerinin yiiksek konsantrasyon K-
sorbat dayaniklilifi ve metabolize etmesi lizerine yapilan ¢alismada bu oranin 3700
mg/L oldugu ve P.roqueforti’nin 6 giinliikk inkiibasyon siiresince neredeyse tamamini

tiikkettigi Marth ve ark. (1966) tarafindan belirtilmistir.

750 mg/L K-sorbat varliginda 500 mg/L NaCl konsantrasyonunda yapilan denemelerde
7.gline kadar diger konsantrasyonlara oranla daha yiiksek bir koloni ¢api ortalamasi
belirlenmistir. L.plantarum I’in olusturdugu ortalama koloni ¢ap1 7. giin 14 mm
L.plantarum II 7.giin 12 mm zon ¢ap1 vermistir. Bu kombinasyonun denenen diger
konsantrasyonlar arasinda en yiiksek zon cap1 ve MIK (Cizelge 4.9) degerleri oldugu
tespit edilmigtir. Bu durum uygun konsantrasyonda ayarlanan koruyucu maddelerin

kombinasyonunun antifungal etkiyi yiikseltmesi ile agiklanabilir.
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Cizelge 4.8. 750 ppm (mg/L) K-Sorbat ve farkli NaCl konsantrasyonlarinda
Lactobacillus plantarum’un  suslarmin  (I-II) Penicillium roqueforti iizerinde
olusturdugu ortalama koloni ¢ap1 (mm)

750 ppm K-Sorbat
Gilin
NaCl (mg/L) | L.A.B 1 2 3 4 5 6
0 L.pl. | - 10
L.pl.11 - 12 4 4 2 0 0
500 L.pl. 1 - 34 26 20 18 16 14
L.pl.1I - 26 18 12 12 12 12
L.pl. 1 - 20 16 14 10 8 6
1000
L.pl.H - 10 6 4 4 2 0

Cizelge 4.9. 750 ppm (mg/L) K-Sorbat ve farkli NaCl konsantrasyonlarinda
Lactobacillus plantarum’un suslarinin ~ (I-II)  Penicillium  roqueforti {izerinde
olusturdugu ortalama minimum inhibisyon konsantrasyonu (%)

750 ppm K-Sorbat
Giin
NaCl (mg/L) | L.A.B 1 2 3 4 5 6 7
0 L.pl. 1 - 11,11 8,89 6,67 2,22
L.pl.Il - 13,33 4,44 4,44 2,22
500 L.pl. | - 37,78 | 28,89 | 22,22 | 20,00 17,78 15,56
L.pl.1I - 31,11 20,00 13,33 13,33 13,33 13,33
1000 L.pl. | - 22,22 17,78 15,56 11,11 8,89 6,67
L.pl.1 - 8,89 6,66 4,44 4,44 2,22 0
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MIK degerlerinin gosterildigi Cizelge 4.9 incelendiginde NaCl katilmaksizin 750 mg/L
miktarinda eklenen besiyerinde L.plantarum suslarimin P.roqueforti {izerindeki diisiik
MIK degeri dikkat g¢ekmektedir. 750 mg/L K-sorbat, 500 mg/L NaCl
konsantrasyonunda ise 7.giin 6l¢iilen minimum inhibisyon konsantrasyonu L.plantarum

I susu i¢in %15,56, L.plantarum II susu i¢in ise %13,33 olarak kaydedilmistir.

Burada 750 ppm K-sorbat varliginda NaCl konsantrasyonunun 1000 mg/L’ye artmasi
ile antifungal etkinin azaldigi, P.roqueforti'nin 1000 ppm NaCl oranini tolere

edebilirken 500 ppm oraninda kiyasla geriledigi goriilmektedir.

Razavi-Rohani ve Griffiths (2007)’in yapmis oldugu ¢alismada sorbik asitin NaCl ‘lin
artan konsantrasyonlariyla sinerjik etki gosterdigi ve denenen kiif drneklerinde bagsarili
bir inhibisyon gerceklestirildigi goriilmektedir. Bununla beraber EDTA eklenen
besiyerinde diisiik NaCl konsantrasyon denemelerinde inhibisyonun yiiksek oranlara

kiyasla daha iyi oldugunu tespit etmistir.

Yapilan ¢aligmada K-sorbat ve NaCl konsantrasyonlarmin farkli kombinasyonlarinin
MIK ve zon cap1 iizerindeki farkli etkileri goriilmektedir. Laktik asit bakterilerinin
kiifler iizerindeki inhibisyon yetenegini etkileyen c¢evresel faktorler dikkatle
incelenmelidir. Secilen koruyucular, koruyucularin konsantrasyonlar1 ile laktik asit
bakterilerinin olusturdugu antifungal bilesenler arasindaki iligkinin inhibisyon

konsantrasyonu iizerinde olumlu veya olumsuz etkiler yapabilecegi diisiiniilmektedir.

Gerez ve ark. (2010) laktik asit bakterilerinin olusturdugu antifungal 6zellikteki son
irtinlerin susa bagli olabilecegini belirtmistir. Oliveria ve ark. (2015) yaptiklar
caligmada laktik asit bakterisinin susunun ve fermentasyon siiresinin antifungal
karakterlerinde degisiklik gosterebilidigini ifade etmektedir. Potansiyel antifungal

aktivitelerinin ideal substrat kosullarinda daha iyi oldugu tespit edilmistir.
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4.2.5. L.plantarum suslarnmn (I-II) 1000 mg/L. K-sorbat ve farkhh NaCl

konsantrasyonlarinda Penicillium roqueforti iizerindeki etkisi

Uygulamas1 yapilan denemelerde en yiiksek koloni ¢apt ve MIK degerlerinin 1000
mg/L. K-sorbat’in farkli NaCl dozlariyla olan kombinasyonlarinda gosterdigi tespit
edilmistir (Cizelge 4.10 ve 4.11).

NaCl olmaksizin denenen 1000 mg/L K-sorbat dozlarinda 14.gline kadar kiif gelisimi
tespit edilmemistir. Canli hiicre igermeyen kontrol petrisinde 4.giinde kiif gelisimine
rastlanmamis ancak 5.glinden itibaren gelisme gozlemlenmistir. 14.glin sonunda laktik
asit bakterisi inokiile edilmis petrilerde paralel denemeler dahil kiif gelisimi
goriilmezken laktik asit bakterisi olmayan kontrol petrilerinde kiif gelisimi tiim petri

igerisinde gézlemlenmistir.

Yapilan ¢alismada 1000 ppm K-sorbat varliginda laktik asit bakterisi icermeyen kontrol
petrisinde 14.giinde kiif gelisimine rastlanirken L.plantarum suslarinin inokiile edildigi

denemelerde kiif gelisimini durdurmada basarili oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.1. 1000 ppm K-sorbat varliginda P.roqueforti ve L.plantarum suslarinin
14.giinde petri kabindaki goriintiisii

1000 mg/L K-sorbat diizeyinde NaCl’iin 500 ve 1000 mg/L konsantrasyonlarina
artmasiyla L.plantarum’un, P.roqueforti {tzerindeki geriletici etkisinin azaldigi

goriilmektedir. NaCl katilmaksizin hazirlanan denemelerde kiif gelisimi 14. giine kadar
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gozlenmezken, 1000 mg/L K-sorbatin 500 mg/L NaCl konsantrasyonuyla
kombinasyonunda 7.giinden, 1000 mg/L NaCl konsantrasyonuyla kombinasyonunda ise

5.giinden itibaren kiif gelisimi goézlenmistir (Cizelge 4.10).

Artan NaCl konsantrasyonlarinin K-sorbatin antifungal etkisi lizerinde azaltan bir etki
yaptig1 gozlenmektedir. Bununla beraber degisen ortam sartlarinda kiiflerin K-sorbat’1

metabolize edebilmesi de s6z konusu olabilmektedir.
Kiiflerin K-sorbatt metabolize edebilmesi ve NaCl’iin konsantrasyonunun belirli

konsantrasyonlarda inhibisyon {izerinde farkliliklar olusturdugu cesitli kaynaklarda

belirtilmektedir (Belz, 2012, Fadda ve ark, 2015).
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Cizelge 4.10. 1000 ppm (mg/L) K-Sorbat ve farkli NaCl konsantrasyonlarinda
Lactobacillus plantarum’un  suslarmin  (I-II) Penicillium roqueforti iizerinde
olusturdugu ortalama koloni ¢ap1 (mm)

1000 ppm K-Sorbat
Giin
NaCl (mg/L) | L.A.B 1 2 3 4 5 6 7
0 L.pl. | - - - - - - -
L.pl.11 - - - - - - -
L.pl. | - - - - - - 56
500
L.pl.1I - - - - - - 56
L.pl. 1 - - - - 60 50 50
1000
L.pl.11 - - - - 56 52 44

Cizelge 4.11. 1000 ppm (mg/L) K-Sorbat ve farkli NaCl konsantrasyonlarinda
Lactobacillus plantarum’un suslarinin ~ (I-II)  Penicillium  roqueforti {izerinde
olusturdugu ortalama minimum inhibisyon konsantrasyonu (%)

1000 ppm K-Sorbat
Gilin
NaCl (mg/L) | L.A.B 1 2 3 4 5 6 7

0 L.pl. 1 - 100 100 100 100 100 100
L.pl.1l - 100 100 100 100 100 100

500 L.pl. | - 100 100 100 100 100 62,22
L.pl.1l - 100 100 100 100 100 62,22

1000 L.pl. 1 - 100 100 100 66,67 | 55,56 | 55,56
L.pl.11 - 100 100 100 62,22 | 53,33 | 48,89
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1000 mg/L K-sorbat’in farkli NaCl konsantrasyonlarina L.plantarum’un iki farkli
susunun hesaplanan MIK Cizelge 4.11°de gosterilmistir. NaCl katilmayan denemelerde
inhibisyon orani 14.giine kadar %100 olgiiliirken, 500 mg/L’de 6. Giine, 1000 mg/L’de
ise 4. giline kadar %100 6l¢iilmiistiir.

Liewen ve Marth (1984)’in yaptiklar1 ¢alismada K-sorbat hassasiyeti gosteren kiif
gelisiminin 1000 ppm ve daha yiiksek konsantrasyonlarda engellenebildigi
belirtilmektedir.

Minimum inhibisyon konsantrasyonunun, artan NaCl miktarlariyla azalma gostermesi
bu diizeylerde NaCl’'nin Penicillium roqueforti’yi stimiile edebilmesi olarak
diistiniilmektedir. Artan NaCl konsantrasyonlarmin L.plantarum suslarinin ortamda
bulunan diger koruyucu maddeleri tolere edebilmesini saglayabilecegi gibi belirli
konsantrasyonlardaki NaCl, laktik asit bakterilerinin ve K-sorbat’in antifungal etkisi

izerinde degisiklikler meydana getirebilmektedir.

Samapundo ve ark. (2010) NaCl miktarinin artirilmasiin kiifler iizerindeki etkisinin
incelenmesi hakkindaki ¢alismada P.roqueforti’nin gelisiminin azalma yo6niinde

olmadigini, %20 NaCl igeren besiyerinde dahi gelisiminin devam ettigi tespit edilmistir.

Belz (2012)’in ekmekte NaCl’iin azaltilmasinin kiifler {izerine (Penicillium spp ve
Aspergillus spp.) yaptigi ¢alismada, NaCl katilmaksizin hazirlanan ekmeklerde kiif
gelisiminin daha yavas oldugunu tespit etmis olup, bunu diisiik diizeyde NaCl

konsantrasyonlarinin kiiflerin gelisimini tesvik etmesi seklinde agiklamistir.

Kiiflerin gelisiminin engellenmesinde laktik asit bakterilerinin farkli koruyucu maddeler
ile kombinasyonunun antifungal etki {izerinde sinerjik etki gdsterebilecegi gibi
antagonistik bir etki de olusturabilmektedir. 1000 mg/L konsantrasyonda K-sorbat’in
tek basina kullanimi etkili bir sonu¢ verirken farkli NaCl ile konsantrasyonlariyla
beraber L.plantarum suslarmin P.roqueforti’yi gerilettigi ancak gelisimini tamamen

durduramadig goriilmektedir.
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Yiiksek miktarlarda K-sorbat’in antifungal etkiyi artirdig1 bilinse de konsantrasyonun
artmasi gidada istenmeyen Ozelliklere sebebiyet verebilmektedir. Bununla beraber yine
belirli konsantrasyonlarda K-sorbat’in degrade edilmesi de gidalara antifungal olarak
eklenirken ¢evresel sartlarin, konsantrasyonun ve diger bilesenlerle etkilesiminin

dikkatlice incelenmesi gerekmektedir (Stopforth ve ark., 2005).

Son yillarda tiiketicilerin gidalardaki katki maddelerin azaltilmasina yonelik talebi ve
israr1 gidalar1 korumada mevcut yontemlerin birlikte en iyi etkiyi verecek sekilde

kullanilmasini veya yeni yontemler bulmay1 gerektirmektedir.

Gida Standartlar1 Kurumu (FSA, 2018), Diinya Saglhik Orgiitii (WHO, 2016) gibi baz1
otoritelerin fazla oranda tuzun saglik iizerine olumsuz etkileri iizerine tuz kullanimina
getirdigi sinirlamalar gidalarda kullanilan NaCl’lin baska maddelerle degistirilmesi gibi

bazi alternatif yollar sunmaktadir.

Samapundo ve ark. (2010) NaCl oranmnin azaltilmasi ve bagka tuzlar ile
degistirilmesinin kiifler izerindeki etkisi hakkinda yaptig1 ¢caligmada P.roqueforti igin
MgClz’iin NaCl’den kismen daha iyi inhibe edici etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.
Ayrica su aktivitesinin diisiiriilmesinde gliserol ve NaCl kullaniminin farkini
arastirdiklar1 ¢caligmada su aktivitesi, NaCl eklenmis besiyerlerinde daha diisiik olmakla
birlikte gliserol eklenen besiyerlerinde Penicillium roqueforti’nin de dahil oldugu
Penicillium cinsi kiiflerin gelisimi tizerinde daha biiylik oranda bir inhibisyon tespit
etmislerdir.

Biitlin bunlarin yaninda tuzun azaltilmasina yonelik yardimci ve alternatif bir yol olarak
modifiye atmosfer paketleme, pastorizasyon, kimyasal koruyucularin eklenmesi

uygulamalari da gerceklestirilebilir (Belz, 2012).
K-sorbat’in antimikrobiyel etkisini etkileyen en onemli parametrelerden bir digeri de

pH’dir. Antifungal etkinin pH degeri diistiik¢e arttig1 belirtilmektedir (Stopforth ve ark.,
2005).
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Muynck ve ark. (2004) 5 laktik asit bakterisinin olusturdugu antifungal maddelerin
etkileri {lizerine yaptiklar1 c¢alismada antifungal bilesiklerin etkisinin ortamin pH
degerine gore degiskenlik gosterdigini belirtmistir. Ortam pH’sinin 5’ten daha yliksek
oldugu degerlerde olusturduklar1 antifungal bilesiklerin etkisinin diisiikk oldugunu

belirtmektedirler.

Penicillium roqueforti ve diger tiirlerin zayif asit koruyuculara kars1 yiiksek tolerans
gozlemlenmistir. P.roqueforti ve P.commune kiiflerinin pH 6 oraninda %0.3 K-sorbat
konsantrasyonunda diger kiiflere kiyasla artan bir tolerans tespit edilmistir (Levinskaite,

2012).

Koruyucu maddelerin ortalama diizeydeki konsantrasyon miktarinin tolere edilmesi, kiif
gelisimini engellemek yerine, gelisimi tesvik etmesi durumunun dikkate alinarak,
tilketicinin de istegi Tlzerine koruyucu konsantrasyonunun azaltilmasinda tiim

parametrelerin géz dnilinde bulundurulmasi gerekmektedir.

4.2.6. L.plantarum suslarimin (I-IT) farkh K-sorbat ve NaCl konsantrasyonlarinda

P.roqueforti iizerindeki etkilerinin istatistiksel analiz sonug¢lari

Bu boliimde P.roqueforti’nin K-sorbat, NaCl ve laktik asit bakterileri L.plantarum I ve

L.plantarum II ile etkilesimlerinin istatistiksel analiz sonuglar1 degerlendirilmistir.

Cizelge 4.12’de L.plantarum I ve II’'nin K-sorbat’in ve NaCl’nin P.roqueforti

tizerindeki etkilesimlerinin varyans analiz sonuglar verilmistir.
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Cizelge 4.12 L.plantarum suslarimin deneme materyali P.rogueforti {izerinde
olusturdugu ortalama zon ¢aplarinin ve etkilesimlerinin varyans analiz tablosu

Varyans Analiz Tablosu
Varyans SD KT KO F
kaynagi
Bakteri 1 23,511 23,511 <,0001**
K-Sorbat 4 46244.,444 11561,111 <,0001**
NaCl 2 353,867 176,9335 <,0001**
BakterixK-
4 121,600 30,4 <,0001**
sorbat
K- k%
sorbatxNaCl 8 101,422 12,67775 <,0001
Baktgl”‘Na 2 4093,689 | 2046,8445 | <,0001%**
BakterixK- &k
sorbaixNaCl 8 127,467 15,933375 <,0001
Hata 60 80,00 1,33 Prob>F

**: <%]1 diizeyinde 6nemli

Incelenen varyans analiz tablosuna gore (Cizelge 4.12) bu istatiksel degerlendirmede

bakteri-K-sorbat-NaCl interaksiyonlarmin tiimii %1 diizeyinde dnemli bulunmustur.

4.2.7. L.plantarum suslar1 ile farkhh K-sorbat konsantrasyonlarmin (mg/L)

P.roqueforti iizerindeki etkilesimlerinin istatiksel degerlendirilmesi

Cizelge 4.13’te L.plantarum suslariin (I-1T) 0, 250, 500, 750 ve 1000 mg/L K-sorbat ile
deneme materyali P.roqueforti tizerindeki etkilesimleri verilmistir. Bakteri ve K-
sorbat’in etkilesimleri ortalamalar1 biiyiik harfler ile diger degerler ise kii¢lik harfler ile

gosterilmektedir.

Yapilan galismada L.plantarum suslarinin (I-IT) K-sorbat ile etkilesimde en yiiksek
ortalamanin 1000 ppm K-sorbat konsantrasyonunda verdigi goriilmektedir. Bakteri
ortalamalarina bakildiginda suslar arasinda belirgin bir fark goriilmemektedir. Laktik
asit bakterilerinin P.roqueforti iizerindeki geriletici etkisinin en diigiikk oldugu dozun

750 mg/L K-sorbat oldugu kaydedilmistir.
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K-sorbat’in yiiksek konsantrasyonlarda L.plantarum suslari ile kombinasyonunda kiifler
tizerindeki inhibe edici etkisinin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ancak distik

konsantrasyonlarda inhibisyon etkisinin azaldig1 goriilmektedir.

Laktik asit bakterilerinin K-sorbat olmaksizin tek basina P.roqueforti’yi inhibe etmede

basarisiz oldugu kaydedilmistir.

Cizelge 4.13. P.roqueforti tizerindeki L.plantarum suslarinin (I-II) ve farkli K-sorbat
konsantrasyonlarinin (mg/L) interaksiyonu

) K-sorbat )
Bakteri 0 750 500 750 1000 Bakteri ort.

L.plantarum 1 | 0,0 f | 5,56d | 9,33b | 6,67c | 62,67a 16,84A

L.plantarum Il | 0,0 f | 8,67b | 6,44cd | 4,0e | 63,33a 16,49B

K-sorbatort. | 0,0E | 7,11C | 7,89B | 5,33D | 63,00A

4.2.8. L.plantarum suslar ile farkhh NaCl konsantrasyonlarmin (mg/L) P.roqueforti

iizerindeki etkilesimlerinin istatiksel degerlendirilmesi

Cizelge 4.14’te L.plantarum’un I ve II susunun P.roqueforti tizerindeki etkisinin farkli

konsantrasyonlarda NaCl ile interaksiyonlar1 verilmistir.

Cizelge 4.14. P.roqueforti {izerindeki L.plantarum suslarmin (I-II) ve farkli NaCl
konsantrasyonlarinin (mg/L) interaksiyonu

Bakteri 0 I\;%%l 1000 Bakteri ort.
L.plantarum | 19,07b 14,67d 16,80c 16,85A
L.plantarum 11 21,20a 15,47d 12,80¢ 16,49B

NacCl ort. 20,14A 15,07B 14,80B

Laktik asit bakterilerinin P.roqueforti {izerindeki inhibisyon etkisinin NaCl ile
etkilesimlerinde en yiiksek ortalamanin NaCl katilmaksizin gergeklestirilen uygulamada

kaydedildigi goriilmektedir.
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Artan NaCl konsantrasyonlarinda L.plantarum’un inhibisyon etkisinin diistiigii tespit

edilirken suslar aras1 belirgin bir fark goriilmemektedir.

4.2.9. L.plantarum suslari ile farkli K-sorbat ve NaCl konsantrasyonlarinin (mg/L)

P.roqueforti iizerindeki etkilesimlerinin istatiksel degerlendirilmesi

Deneme materyali olan P.roqueforti iizerinde farkli konsantrasyonlarda K-sorbat ve
NaCl sartlarinda laktik asit bakterilerinin olusturdugu zon capi interaksiyonlar1 Cizelge

4.15’te verilmistir.

Cizelge 4.15. P.roqueforti iizerindeki L.plantarum suslari (I-1I) ile farkli K-sorbat ve
NaCl konsantrasyonlarinin (mg/L) interaksiyonu

NaCl (ppm) Bakteri K-Sorbat (ppm)
0 250 500 750 1000
0 L.pl. 1 0,01 14,00f 14,00f 0,01 80,00b
L.pLII 0,01 8,001 8,001 0,01 90,00a
500 L.pl. | 0,01 1,33kl 2,00k 14,00f 56,00c
L.pLII 0,01 8,001 1,33kl 12,00g 56,00c
1000 L.pl. 1 0,01 0,01 12,00f 6,005 52,00d
L.pLIl 0,01 10,00h 10,00h 0,01 44,00e

Her iki L.plantarum susunun verdigi en yiiksek degerin NaCl icermeyen, 1000 ppm K-
sorbat sartlarinda kaydedildigi goriilmektedir. 250 ve 750 ppm K-sorbat i¢ceren kosullar
arasinda bir fark olmaksizin L.plantarum’un bu oranlarda P.roqueforti iizerinde

geriletici bir etki olusturamadig1 tespit edilmistir.

500 ppm NaCl ve farkli K-sorbat degerlerinin verdigi sonuglara bakildiginda artan K-
sorbat oranityla sonuglarda artis oldugu gozlemlenmistir. Denenen tiim
konsantrasyonlarin kombinasyonlarinda en yiiksek ikinci degerin 500 ppm NaCl -1000
ppm K-sorbat sartlarinda oldugu kaydedilmistir.

NaCl konsantrasyonunun 1000 mg/L. oldugu durumda K-sorbat oraninin artmasiyla

laktik asit bakterilerinin inhibisyon etkisinin arttig1 goriilmektedir.

K-sorbat’m ve NaCl’nin katilmadigi durumda L.plantarum suslarinin tek basina

P.roqueforti’nin gelisimini engelleyemedigi goriilmektedir. Bununla beraber K-sorbat
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katilmaksizin artirilan NaCl degerlerinin de L.plantarum suslarinin inhibisyon edici

etkisini degistirmedigi tespit edilerek “0” olarak kaydedilmistir.

250, 500 ve 750 mg/L K-sorbat degerlerinde kiifiin gelismeye devam etmesinin daha
once de belirtildigi lizere sorbati metabolize edebilme yetenegi ve koruyuculara direng
kazanma mekanizmalar ile agiklanabilmektedir. Besin maddeleri agisindan zengin olan
gida iriinleri, gidanin fizyolojik Ozelliklerine (sicaklik, pH, su aktivitesi, redoks
potansiyeli) adaptasyon saglayabilme ve besin maddelerini 6ziimseyebilme yetenekleri
olan bazi bakteri ve kiif tiirleri tarafindan kolonize edilebilmektedirler (Le Lay ve ark.,

2016).

NaCl konsantrasyonunun artmasinin da kif tiirlerinin gelisimini ¢ogu zaman
geriletmedigi tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucu Chen (1964) Aspergillus ve
Penicillium tiirlerinin diisiik su aktivitesinde gelisebilme yetenekleri sayesinde NaCl
konsantrasyonlarina en dayanikli kiif tiirleri oldugunu belirtmistir. Bu kiif tiirlerine ait
olan 26 tiirden 7’sinin %30 NaCl igeren besiyeri lizerinde dahi geligebildigini tespit

etmistir.

750 mg/L K-sorbat sartlarinda artan NaCl miktarimin degisken sonuglar verdigi
goriilmektedir. NaCl konsantrasyonunun 0 ve 1000 mg/L oldugunda kiifler lizerinde
geriletici etki gozlenmezken 500 mg/L’de goézlenmistir. Bu da koruyucu olarak
kullanilan bilesenlerin konsantrasyonlarinin laktik asit bakterisinin antifungal etkisini
farkli sekillerde etkiledigini ortaya koymaktadir. NaCl’nin diger molekiillerle antifungal
etkisinin arastirildigi ¢alismada %5 etanol varliginda, %15 NaCl konsantrasyonunun
havadan bulasan kiiflerin gelisiminde potansiyel bir gerileme gerceklestigi
bildirilmektedir. Ancak etanol oraninin %8’e NaCl oranimmin %25’e ¢ikmasiyla bu

engellemenin geriledigi tespit edilmistir (Kurito ve Koike, 1983).

Laktik asit bakterilerinin deneme materyali kiifler lizerinde NaCl katilmaksizin K-sorbat
iceren sartlarda daha yiiksek sonuglar verdigi tespit edilmesiyle beraber iki koruyucunun
kombine edildigi konsantrasyonlara bakildiginda da artan degerler kaydedildigi
goriilmektedir. Nispeten yliksek pH degerlerine sahip gidalarda potasyum sorbat

38



kullanimi, diisiik su aktivitesi (0,80) veya diger etki kontrol faktorleri ile kombine
edilerek uygulanmasi gerektigi tavsiye edilmektedir. Bununla beraber K-sorbat’in diger
koruyucu maddeler ile kombine edilerek yapilacak caligsmalarda konsantrasyonunun en

diisiik diizeyde tutulmasinin 6nemli oldugu ifade edilmektedir (Guynot ve ark., 2005b).
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4.3. Lactobacillus plantarum  Suslarmmn  Farkhh  K-sorbat ve NaCl

Konsantrasyonlarinda Aspergillus niger Uzerindeki Etkisi

L.plantarum suslarinin (I-1I) 0, 250, 500, 750, 1000 mg/L K-sorbat ve 0, 500, 1000
mg/L NaCl konsantrasyonlar1 ile olusturulan kombinasyonlarda A.niger tizerinde
olusturdugu zon caplar1 ve minimum inhibisyon konsantrasyonlar: (MIK) bu béliimde

verilmigtir.

Uygulamada laktik asit bakterilerinin deneme materyali kiifler iizerindeki antifungal
etkisinin test sonuglarma gére Aspergillus niger’in Penicillium roqueforti’ye kiyasla
inhibisyonunun daha zor oldugu belirlenmistir. Le Lay ve ark. (2016) yaptiklar1 bir
calismada A.niger’in kimyasal koruyuculara en dayanikli tiir oldugunu onu da
Penicillium tiirlerinin takip ettigini tespit etmislerdir. Bununla beraber Aspergillus
niger’in test edilmis koruyucular arasinda en ¢ok potasyum sorbata direng gosterdigi

sonucuna ulagmiglardir.

4.3.1. L.plantarum suslarmmm (I-II) K-sorbat Kkatilmaksizin farkh NaCl

Konsantrasyonlarinda Aspergillus niger iizerindeki etkisi

K-sorbat igermeyen besiyeri denemelerinde farkli NaCl dozlarma gore laktik asit
bakterilerinin A.niger tizerinde olusturdugu zon ¢aplar1 Cizelge 4.16’da verilmistir. Her

iki susun da ilk giin 6l¢iim yapilabilecek bir zon bolgesi olusturmadigi tespit edilmistir.

NaCl ve K-sorbat igermeyen besiyerinde L.plantarum’un A.niger iizerinde zon
olusturamadig: tespit edilmistir. NaCl oraninin artmasinin zon ¢ap1 lizerinde biiyiik bir
farklilik olusturmadigi, L.plantarum I’in 2.glin ve 3.giin 2 mm, L.plantarum II’nin ise
yalnizca 2.giin 2 mm koloni cap1r olusturdugu kaydedilmistir. Ilerleyen giinlerde ise

A.niger’in gelismeye devam ettigi ve tiim petriyi kapladigi gézlemlenmistir.

40



Cizelge 4.16. K-Sorbat igermeyen farkli NaCl konsantrasyonlarinda Lactobacillus
plantarum’un suslariin (I-II) Aspergillus niger tizerinde olusturdugu ortalama koloni

¢ap1 (mm)

K-Sorbat icermeyen besiyeri
Giin
NaCl (mg/L) | L.A.B 1 2 3 4 5 6 7
0 L.pl. | - 0 0 0 0 0 0
L.pl.1l - 0 0 0 0 0 0
500 L.pl. 1 - 2 2 0 0 0 0
L.pl.11 - 2 0 0 0 0 0
L.pl. | - 2 2 0 0 0 0
1000
L.pl.I1 - 2 0 0 0 0 0

Cizelge 4.17. K-Sorbat igermeyen farkli NaCl konsantrasyonlarinda Lactobacillus
plantarum’un suglarmin (I-IT) Aspergillus niger {izerinde olusturdugu ortalama
minimum inhibisyon konsantrasyonu (%)

K-Sorbat icermeyen besiyeri
Giin
NaCl (mg/L) | L.A.B 1 2 3 4 5 6 7
0 L.pl. 1 - 0 0 0 0 0 0
L.pl.1l - 0 0 0 0 0 0
L.pl. 1 - 2,22 2,22 0 0 0 0
500
L.plL11 - 2,22 0 0 0 0 0
L.pl. | - 2,22 2,22 0 0 0 0
1000
L.pl.1l - 2,22 0 0 0 0 0
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Cizelge 4.17°de verilen farkli NaCl konsantrasyonlarinda A.niger iizerindeki
L.plantarum suslarinim MIK degerleri incelendiginde inhibisyon etkisinin kayboldugu

goriilmektedir.

Yapilan ¢alismada etkisi incelenen L.plantarum suslarinin A.niger’i inhibe etmede
yetersiz oldugu tespit edilmistir. Artan NaCl miktarmin inhibisyon {izerinde dikkate
deger bir degisim gergeklestirmedigi tespit edilmistir. Bu da A.niger’in uygulanan NaCl
konsantrasyonlarinda varliginda gelismeyi siirdiirebildigini gostermektedir. 124 tiir
Penicillium ve 81 tiir Aspergillus’un, NaCl toleransini test etmek iizere yapilan bir
calismada diger organizmalara gore daha fazla direncgli olduklar1 goriilmektedir. Her iki
tiriin de %?20’ye kadar NaCl’ii tolere edebildikleri, yar1 yariya oranla %25 NaCl

oraninda gelisimini siirdiirdiikleri belirtilmistir (Tresner ve Hayes, 1971).

A.niger gibi koruyuculara direngli kiif tiirlerinin gelisiminin geciktirilmesi ya da
durdurulmasinda inhibisyon etkisi yiiksek suslarin sec¢ilmesi gerektigi diisiiniilmektedir.
Bununla beraber kiif gelisimini kontrol altina alabilmek i¢in NaCl vb. bilesiklerin
eklenerek su aktivitesinin disiiriilmesi gibi yontemler kullanilirken A.niger’in tolere

edebilecegi konsantrasyonlarin dikkatli incelenmesi gerekmektedir.

4.3.2. L.plantarum suslarmin (I-I) 250 mg/LL K-sorbat ve farkh NaCl

Konsantrasyonlarinda Aspergillus niger iizerindeki etkisi

K-sorbat miktariin 250 mg/L’ye artirildigi  denemelerde  farkli  NaCl
konsantrasyonlarinda L.plantarum suslariin olusturdugu koloni ¢aplari Cizelge 4.18’de
gosterildigi iizere yalnizca 2.giin koloni c¢ap1 kaydedildigi 3.glinden itibaren

inhibisyonun geriledigi tespit edilmistir.
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Cizelge 4.18. 250 mg/L K-Sorbat ve farkli NaCl konsantrasyonlarinda Lactobacillus
plantarum’un suslariin (I-II) Aspergillus niger tizerinde olusturdugu ortalama koloni

¢ap1 (mm)

250 ppm K-Sorbat
Gilin

NaCl (mg/L) | L.A.B 1 2 3 4 5 6 7
0 L.pl. | - 2 0 0 0 0 0
L.pl.Il - 0 0 0 0 0 0
L.pl. 1 - 4 0 0 0 0 0
>00 L.pl.1l - 2 0 0 0 0 0
L.pl. 1 - 4 0 0 0 0 0
1000 L.pl.Il - 2 0 0 0 0 0

Cizelge 4.19. 250 mg/L K-Sorbat ve farkli NaCl konsantrasyonlarinda Lactobacillus
plantarum’un suslarinin  (I-II) Aspergillus niger iizerinde olusturdugu ortalama
minimum inhibisyon konsantrasyonu (%)

250 ppm K-Sorbat
Glin

NaCl (mg/L) | L.A.B 1 2 3 4 5 6 7
0 L.pl. | - 2,22 0 0 0 0 0
L.pl.11 - 0 0 0 0 0 0
500 L.pl. | - 4,44 0 0 0 0 0
L.pl.11 - 2,22 0 0 0 0 0
L.pl. | - 4,44 0 0 0 0 0
1000 L.pl.11 - 2,22 0 0 0 0 0
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250 mg/L K-sorbat varliginda A.niger’in gelisimine devam ettigi, artan NaCl
konsantrasyonlarmm  laktik asit bakterilerinin MIK  degerini etkilemedigi

gozlemlenmektedir (Cizelge 4.19).

Artan K-sorbat oranmin A.niger’in engellemesinde yeterli olmadigi disiiniilmektedir.
Sorbatin diisitk konsantrasyonlarmin (%0,05-0,15) gidalardaki kiif gelisimini
engelleyebilmesi icin pH ve sicaklikta gerekli ayarlamalarin yapilmasi gerektigi

belirtilmektedir (Junqueira-Gongalves ve ark., 2016).

Uygulanan K-sorbat ve NaCl kombinasyonlarinin A.niger’in inhibisyonunda yeterli
olmadigi, diger ortam parametrelerinin (pH ve aw gibi) kontrol edilerek daha etkin
sonu¢ alinabilecegi diisiiniilmektedir. Quattrini ve ark., (2018) kiiflerin inhibisyonunda
birlikte kullanilan koruyucularin kombinasyonlarmin da A.niger iizerinde Onemli
oldugunu belirtmektedir. Bununla beraber pH’nin laktik asit gibi organik asitlerin
aktivitesi iizerinde 6nemli bir rolii oldugunu ve bu aktivitenin pH<5 degerinde daha

yiiksek olabilecegini bildirmektedir.

K-sorbatin antifungal aktivitesinin su aktivitesinin azalmasiyla arttif1 belirtilmektedir
A.niger ve P.corylophilum’u ancak pH 5.5 degerinde K-sorbat ve aw’nin belirli
kombinasyonlar1 (%0,30 K-sorbat ve 0,85 aw) sayesinde engellenebildigini tespit
etmistir  (Guynot ve ark, 2005). Yapilan c¢alismada uygulanan NaCl
konsantrasyonlarinin su aktivitesi iizerinde belirgin bir azalma olusturmadig1r bununla

beraber bu konsantrasyonlarin A.niger’in gelisimini tesvik ettigi gortilmiistir.

4.3.3. L.plantarum suslarmmin (I-I) 500 mg/L. K-sorbat ve farkh NaCl

Konsantrasyonlarinda Aspergillus niger iizerindeki etkisi

500 mg/L K-sorbat diizeyinin farkli NaCl konsantrasyonlariyla  olan
kombinasyonlarinda L.plantarum suslarinin olusturdugu zon caplar1 ortalamasi ve

hesaplanan MIK Cizelge 4.20 ve 4.21°de gosterilmektedir.
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Uygulamasi1 yapilan 500 mg/L K-sorbat ve farkli konsantrasyonlardaki NaCl ile
kombinasyonlarinda diger sonuglara benzer olarak L.plantarum suslarinin A.niger

tizerinde yiiksek inhibisyon konsantrasyonu kaydedilememistir.

1000 mg/L’ye yiikselen NaCl konsantrasyonlarinda L.plantarum suslarinin olusturdugu
zon capinda diger dozlara nispeten bir artis gézlenmis (Cizelge 4.20) ve L.plantarum
I’in MIK degeri 2.giin %8,89 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.21).

500 mg/L K-sorbat sartlarinda L.plantarum suslarinin 1000 mg/L. NaCl’de diger
miktarlara kiyasla daha yiiksek zon ¢ap1 vermesinin A.niger’in belirli diizeydeki NaCl
ile gelisiminin tegvik edilmesi oldugu diisliniilmektedir. Yapilan calismada elde edilen
verilen bunu dogrular niteliktedir. Cuppers ve ark (1997) yaptiklar1 analizlerin
sonucunda A.niger ve P.roqueforti’nin %1.25 NaCl oraninda maksimum diizeyde

gelisim gosterdikleri kaydedilmistir.

Farkli potasyum sorbat konsantrasyonlar1 iceren yenilebilir gida paketlenmesi igin
kullanilabilecek gluten filmlerinin kiifler iizerine etkilerini arastiran Tiire ve ark. (2012)
A.niger tizerinde inhibisyon zonu olusumu igin potasyum sorbat konsantrasyonunun en
az %10 olmasi1 gerektigini kaydetmislerdir. Ayni ¢aligmada K-Sorbat igceren gluten
filmlerinin yavas gelisen kif tirlerine (Fusarium incarnatum) hizli gelisen kif
tirlerinden (A.niger) daha iyi etki ettiklerini belirtmektedir. Bu durumda A.niger’in
inhibisyonunda kullanilacak koruyucu maddelerin ortamda bulunan veya eklenen

bilesikler ile kombinasyonlarinda dikkat edilmesi gerektigi diisiiniilmektedir.
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Cizelge 4.20. 500 mg/L K-Sorbat ve farkli NaCl konsantrasyonlarinda Lactobacillus
plantarum’un suslariin (I-II) Aspergillus niger tizerinde olusturdugu ortalama koloni

¢ap1 (mm)

500 ppm K-Sorbat
Gilin

NaCl (mg/L) | L.A.B 1 2 3 4 5 6 7
0 L.pl. | - 4 0 0 0 0 0
L.pl.I1 - 2 0 0 0 0 0
L.pl. | - 2 0 0 0 0 0
500 L.pl.1l - 2 0 0 0 0 0
L.pl. | - 8 0 0 0 0 0
1000 L.pl.I1 - 6 0 0 0 0 0

Cizelge 4.21. 500 mg/L K-Sorbat ve farkli NaCl konsantrasyonlarinda Lactobacillus
plantarum’un suglarmin (I-IT) Aspergillus niger {izerinde olusturdugu ortalama
minimum inhibisyon konsantrasyonu (%)

500 ppm K-Sorbat
Glin
NaCl (mg/L) | L.A.B 1 2 3 4 5 6 7
0 L.pl. | - 4,44 0 0 0 0 0
L.pl.Il - 0 0 0 0 0 0
500 L.pl. | - 4,44 0 0 0 0 0
L.pl.II - 2,22 0 0 0 0 0
L.pl. | - 8,89 0 0 0 0 0
1000
L.plL.1I - 6,67 0 0 0 0 0
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4.3.4. L.plantarum suslarmmin (I-I) 750 mg/LL K-sorbat ve farkh NaCl

Konsantrasyonlarinda Aspergillus niger iizerindeki etkisi

750 mg/L K-Sorbat ve farkli NaCl konsantrasyonlarinda L. plantarum’un iki ayr
susunun (I-II) A. niger iizerinde olusturdugu ortalama zon ¢aplar1 Cizelge 4.22°de
incelendiginde artan K-sorbat oraninin ¢ok az degisimler haricinde dikkat ¢ekecek bir
farklilik yaratmadigi ancak suslardan birinin 4.gline kadar zon c¢apt verdigi

goriilmektedir.

Cizelge 4.22. 750 mg/L K-Sorbat ve farkli NaCl konsantrasyonlarinda Lactobacillus
plantarum’un suslarinin (I-II) Aspergillus niger tizerinde olusturdugu ortalama koloni

gap1 (mm)

750 ppm K-Sorbat
Glin

NaCl (mg/L) | L.A.B 1 2 3 4 5 6 7
0 L.pl. | - 2 0 0 0 0 0
L.pl.Il - 2 0 0 0 0 0
L.pl. | - 6 6 4 0 0 0
500 L.pl.II - 4 2 0 0 0 0
L.pl. | - 10 4 2 0 0 0
1000 L.pl.1I - 8 0 0 0 0 0

Cizelge 4.23. 750 mg/L K-Sorbat ve farkli NaCl konsantrasyonlarinda Lactobacillus
plantarum’un suslarinin (I-I[) Aspergillus niger iizerinde olusturdugu ortalama
minimum inhibisyon konsantrasyonu (%)

750 ppm K-Sorbat
Giin
NaCl (mg/L) | L.A.B 1 2 3 4 5 6 7
0 L.pl. | - 2,22 0 0 0 0 0
L.pL11 - 2,22 0 0 0 0 0
500 L.pl. 1 - 6,67 6,67 4,44 0 0 0
L.pL11 - 4,44 2,22 0 0 0 0
L.pl. 1 - 11,11 4,44 2,22 0 0 0
1000
L.pL.1I - 8,88 0 0 0 0 0
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NaCl katilmaksizin 750 mg/L K-sorbat ile hazirlanan denemelerde her iki susun da
2.glin 2 mm koloni ¢ap1 verdigi diger giinler ise zonun kayboldugu tespit edilmistir.

L.plantarum II susu 500 mg/L ve 1000 mg/L NaCl’de 4.giine kadar zon ¢apin1 azalarak
da olsa koruyabilmis ancak 5.giinden itibaren A.niger bu zon bélgesinde gelismeye

devam etmistir.

Artan K-sorbat oranina ragmen A.niger’in laktik asit bakterileri ile engellenmesi
saglanamamigtir. 750 mg/L K-sorbat ile belirlenen konsantrasyonlardaki NaCl’iin de
MIK degerlerinde etkili olmadigi goriilmektedir. K-sorbat miktarmin artmasima karsi
kiiflerin bu konsantrasyonlarda K-sorbat’a dayaniklilik gdsterebilecegi gibi metabolize
edebilme yetenegi oldugu disiiniilmektedir. Finol ve ark. (1982) farkh
konsantrasyonlarda K-sorbat ile hazirlanan besiyerlerine inokiile ettikleri kiiflerin
gelisimini ve besiyerinde kalan potasyum sorbat miktarini tespit etmislerdir. Baglangic
orant 3000 ppm olan besiyerinde kiiflerin inokiilasyonundan 6 giin sonra K-sorbat

miktarinin %90 azaldigi dl¢iilmiistiir.

Yapilan ¢alismada kullanilan 750 mg/L K-sorbat’in farkli NaCl konsantrasyonlari ile
kombinasyonlarinda L.plantarum’un yeterli olmadigi, Aspergillus niger’in agresif bir
gelisim gosterdigi gozlemlenmektedir. Tropcheva ve ark., (2014) L.brevis’in bir
susunun Aspergillus cinsine ait bazi kif tiirlerinin gelisgimini tamamen durdururken

A.niger’i ancak 5 giine kadar engelleyebildigi goriilmektedir.

Direngli kiif tilirlerini inhibe etmede koruyucularin konsantrasyonlarinin dikkatli
ayarlanmasi ve diger parametrelerin degistirilmesinin mevcut antifungal aktiviteyi

artirabilecegi diistiniilmektedir.
Kiiflerin gelisimi iizerine etki eden ortamin pH ve su aktivitesi lizerinde durulmasi
gereken parametrelerdir. Earle ve Putt (1984) uygun pH diizeyinin sorbik asit etkisini

maksimuma kadar yiikseltebilecegini belirtmektedir.

Nispeten yiiksek pH degerlerine (5,5) sahip gidalarda potasyum sorbat kullaniminin,

diisiik su aktivitesi (0,80) ile uygulanmasinin kiiflerin inhibisyonunda daha etkili
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olabilecegi ifade edilmektedir. Aspergillus tiirlerinin iiriiniin su aktivitesinin 0,86’dan
diisiik olmas1 durumunda pH 4,5 degerinde potasyum sorbat oraninin %0,25’e kadar
diisiiriilebilecegi tespit edilmistir. Bununla beraber su aktivitesinde degisiklik yapmadan
pH 4,5 degerinde K-sorbat’in inhibisyon oraninin pH 5,5 degerine gore daha fazla
oldugunu belirtmiglerdir. (Guynot ve ark., 2005a-b).

A.niger gibi dayanikli kiif tiirlerinin gelisiminin engellenmesinde K-sorbat gibi
koruyucu maddelerin miktar1 artirabilir, su aktivitesi iizerinde degisiklik yapmak ve kiif
gelisimini geciktirmek i¢in NaCl gibi bilesikler ilave edilebilmektedir. Ancak K-sorbat
ve benzeri koruyucularin kiif gelisimini tegvik etmesi farkli koruyucu maddelerinin
aranmasini gerektirmektedir. Katki maddelerinin azaltilmasina yonelik tiiketici istegi
g6z Oniinde bulunduruldugunda kimyasal koruyucularin miktarini azaltmak 6nemli bir
konudur. Bu durumda var olan koruyucu yontemlere yeni uygulamalar getirilmesi veya

farkli yontemler tiretilmesi gerektigi diistiniilmektedir.

4.3.5. L.plantarum suslarmmin (I-II) 1000 mg/L. K-sorbat ve farkh NaCl

Konsantrasyonlarinda Aspergillus niger iizerindeki etkisi

Denenen dozlar arasinda 1000 mg/L K-sorbat’in farkli NaCl konsantrasyonlarinda
laktik asit bakterilerinin verdigi zon caplari ve minimum inhibisyon konsantrasyonlari
(MIK) cizelgelerde gosterilmektedir (Cizelge 4.24 ve 4.25).

NacCl katilmaksizin 1000 mg/L K-sorbat diizeyinde denemelerde L.plantarum suslarinin
her ikisinin de 7.giine kadar zon vermeye devam ettigi kaydedilmistir. 500 mg/L. ve
1000 mg/L. NaCl konsantrasyonlarinda 2.glin nispeten yiiksek sonuglar alinmis ancak
3.giinden itibaren hizli bir diisiis yasanarak A.niger’in gelisiminin artarak ilerledigi

gbzlemlenmistir.
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Cizelge 4.24. 1000 mg/L K-Sorbat ve farkli NaCl konsantrasyonlarinda Lactobacillus
plantarum’un suslariin (I-II) Aspergillus niger tizerinde olusturdugu ortalama koloni

capt (mm)
1000 ppm K-Sorbat
Glin

NaCl (mg/L) | L.A.B 2 3 4 5 6 7
0 L.pl. 1 22 20 18 16 12 8
L.pl.1I 20 16 12 12 12 6
L.pl. | 16 2 0 0 0 0

500
L.pl.11 14 2 0 0 0 0
L.pl. | 14 2 0 0 0 0

1000
L.plL1I 12 0 0 0 0 0

Cizelge 4.25. 1000 mg/L K-Sorbat ve farkli NaCl konsantrasyonlarinda Lactobacillus
plantarum’un suslarinin  (I-II) Aspergillus niger iizerinde olusturdugu ortalama

minimum inhibisyon konsantrasyonu (%)

1000 ppm K-Sorbat

Gilin

NaCl (mg/L) | L. A.B 2 3 4 5 6 7
0 L.pl. | 2444 | 22,22 | 20,00 17,78 13,33 8,89
L.pl.1I 22,22 17,78 13,33 13,33 13,33 6,67

500 L.pl 1 17,78 2,22 0 0 0 0

L.pLII 15,56 2,22 0 0 0 0

L.pl. 1 15,56 2,22 0 0 0 0

1000
L.plL.1I 13,33 0 0 0 0 0
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1000 mg/L K-sorbat diizeyi A.niger iizerinde L.plantarum suslarmin NaCl katilmayan
besiyerinde olusturdugu en yliksek koloni c¢aplarinin 06l¢iildiigii doz oldugu tespit
edilmistir. L.plantarum I susunun zon ¢ap1 2. Giin 22 mm, L.plantarum II susunun 20
mm olarak ol¢iilmistiir. Sekil 2°de 1000 ppm K-sorbat varliginda A.niger’in 14.giin
sonunda petri kabindaki goriiniimii verilmektedir. Burada laktik asit bakterilerinin

A.niger’in gelisimini engelleyemedigi gézlemlenmektedir.

Sekil 4.2. 1000 ppm K-sorbat varliginda L.plantarum suslariin ve A.niger’in 14.giinde
petri kabindaki goriintiisii

Artan NaCl oraninin 1000 mg/L K-sorbat varliginda laktik asit bakterilerinin zon ¢ap1
ve MIK iizerinde belirgin bir gerilemeye sebep oldugu gériilmektedir. A.niger’in NaCl
varliginda gelisiminin gecikmesi beklenirken uygulanan konsantrasyonlar1 tolere

edebildigi tespit edilmistir.

Cuppers ve ark. (1997) artan NaCl oranlarinin kiifler {izerindeki etkisini arastirdiklari
bir calismada A.niger’in %3,4 NaCl konsantrasyonunda gelisme gdsterebildigi

kaydedilmistir.
500 mg/L NaCl diizeyinde 2. giin L.plantarum I ve II’nin olusturdugu koloni ¢aplari

sirastyla 16 ve 14 mm olarak belirtilmistir. Her iki susun da 3.giinden itibaren zon

bolgeleri tizerinde A.niger gelisimi gdzlenmistir.
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1000 mg/L K-sorbat ve 1000 mg/LL NaCl dozlarinda laktik asit bakterileri 2.giin
nispeten yiiksek engelleme saglamis, ancak 3.giinden itibaren engellemenin durdugu

tespit edilmistir.

L.plantarum I-II suslarinin yalnizca NaCl katilmaksizin 1000 mg/L K-sorbat sartlarinda
7.giine kadar inhibisyon zonunu korudugu %6,67 ve 8,89 MIK degerleri dl¢iilmiistiir.
Bununla beraber Dallagnol ve ark. (2018) yaptiklar1 ¢alismada L.plantarum CRL 778
sugunun A.niger tizerinde 7. glinde %46,9 oraninda bir inhibisyon kaydetmislerdir. Bu
durum yapilan calismada kullanilan L.plantarum suslarimin A.niger’i inhibe etmede
yeterli olmadigini ortaya koymaktadir. Wei ve ark., (2018), kiiflerin sorbik asit ve K-
sorbat ile inhibe edilmesi mikroorganizmanin cinsine, tiiriine ve susuna gore degiskenlik
gosterebilecegini belirtmektedir. Bununla beraber Magnusson ve ark. (2003)’nin yapmis
oldugu c¢alismada bazi antifungal laktik asit bakterilerinin zamanla aktivitelerini
yitirebileceklerini belirtmektedir. Bu durumun laktik asit bakterisinin iirettigi organik
asitin yetersizliginden veya pH degerine bagli degiskenlik gosteren antifungal

bilesiklerden kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir (Muynck ve ark., 2004).

Artan NaCl konsantrasyonlarinin tiimiinii tolere edebilen A.niger i¢in denenen K-sorbat
oranlarinin yeterli olmadigi anlasilmaktadir. Liewen ve Marth (1982) yaptiklari
calismada Aspergillus niger de dahil Aspergillus cinsine ait kiiflerin ancak 2000 ppm
potasyum sorbat varliginda engellenebildigini kaydetmislerdir. Bu da elde edilen

verilerle uyumlu oldugunu gostermektedir.

Farkli potasyum sorbat konsantrasyonlar1 iceren yenilebilir gida paketlenmesi igin
kullanilabilecek gluten filmlerinin kiifler {izerine etkilerini arastiran Tiire ve ark. (2012)
bu filmlerin A.niger iizerinde 2.9-3,1 mm kadar bir inhibisyon zonu olusturdugunu
tespit etmistir. A.niger tizerinde yliksek inhibisyon zonu olusumu igin potasyum sorbat
konsantrasyonunun en az %10 olmas1 gerektigini kaydetmislerdir. Ayn1 ¢aligmada K-
Sorbat igeren gluten filmlerinin yavas gelisen kiif tiirlerine (Fusarium incarnatum) hizl

gelisen kiif tiirlerinden (A.niger) daha iyi etki ettiklerini belirtmektedir.
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L.plantarum suslarinin A.niger iizerinde, P.roqueforti’ye gore daha az antifungal etki
gosterdigi kaydedilmistir. Denenen kiif tiirlerinden en direngli susun A.niger’e ait
oldugu tespit edilmistir. A.niger’in hiicre igermeyen kontrol petrileriyle yakin sonuglar
verdigi goriilmektedir. Laktik asit bakterilerine direng gosteren A.niger’in, K-sorbat ve
NaCl konsantrasyonlarin1 da tolere ederek gelismeye devam ettigi gozlemlenmistir.
Weng ve Chen (1997) tarafindan yapilan bir ¢alisma ile de sorbik anhidridin Penicllium
tirleri tizerindeki inhibisyon etkisinin A.niger’e etkisinden daha fazla oldugu

desteklenmistir.

A.niger’in uygulanan K-sorbat-NaCl kombinasyonlarinda ve laktik asit bakterileri
varliginda gelismeye devam etmesinin olusturdugu bir diren¢ mekanizmasindan

kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Mikroorganizmalarin secilmis sartlar altinda antimikrobiyellere karsi direng gostermesi
beklenen bir durumdur. Bazi koruyucu ve dezenfektanlarin uzun siireli kullanimi kiifler
lizerinde bu kimyasallara kars1 bir direng mekanizmasi olusturmasina neden

olabilmektedir (Levinskaite, 2012).

Kiiflerin diren¢ mekanizmalarint etkileyen genleri arastirilmasi {izerine yaptiklari
aragtirmada Plumridge ve ark. (2010) Aspergillus cinsine ait bazi kiif tiirlerinin PasdA1
ve OhbA1l adli genlerine bagli olarak sorbik asiti dekarboksile ettiklerini tespit
etmislerdir. A.niger tarafindan sorbik asitin dekarboksilasyon kapasitesinin yiiksek
oldugu ve bu durumun kiifiin aktif bir dayaniklilik mekanizmasina sahip olmasini
sagladigr belirtilmektedir. Bazi Penicllium tiirlerinin de yiiksek potasyum sorbat
konsantrasyonlarinda degradasyon sonucu kiifler i¢in toksik etkisi olmayan ucucu 1,3-

pentadien olusturdugu bildirilmistir (Fadda ve ark., 2015).

A.niger ve P.roqueforti gibi koruyuculara direng gosteren ve/veya metabolize edebilen
kiif tiirlerini inhibe etmede laktik asit bakterisi suslarindan antifungal etkisinin giiglii
olanlarin se¢ilmesi gerektigi diisiiniilmektedir. Yapilan in vitro ¢alismalarda antifungal

etkisi test edilen suglardan bu potansiyele sahip olanlarinin daha iyi anlagilabilmesi i¢in
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digerlerinden ayrilarak yakindan incelenmelerinin 6nemli oldugu ifade edilmektedir

(Ruggirello ve ark., 2019).

Son yillarda kullanimi artan molekiiler genetik ve rekombinant gen teknolojisi
uygulamalar1 biyokoruyucu olarak kullanilacak mikroorganizmalarin etkinliginin

artirilmasi konusunda gelecek vaat etmektedir.

Bu konuda yapilan ¢aligmalardan bazilar1 laktik asit bakterilerinin irettigi
bakteriyosinler iizerinde ornekler ortaya koymaktadir. Engeller teknolojisi kapsaminda
laktik asit bakterilerinin inhibisyon spektrumunun artirilmast ve diger dogal
antimikrobiyellerle = kombine  edilmesi ile  bakteriyosinlerin  aktivitesinin
gelistirilebilecegi rapor edilmistir (Field ve ark., 2018). Bununla beraber sentetik
biyoloji ¢aligmalarinin yardimi ile genetik sistem diizenlemelerinin nisin iiretiminin
artisin1 sagladigi Kong W ve ark., (2014) yaptiklar1 arastirmada belirtilmistir. Martinez
ve ark., (2018) vyaptiklar1 calismada iizerindeki rekombinant gen teknolojisi
uygulamaslart ile E.coli’nin iirettigi nisin miktarmin arttirilabilecegini ve aktivitesinin

genisletilebilecegini tespit etmislerdir.

Gelisen teknoloji ile laktik asit bakterilerinin suslarindan inhibisyon yetenegi daha iyi
olanlarin belirlenmesi ve incelenmesi ile ilerde yapilacak analizler i¢in yol gdsterici

olabilecegi diisliniilmektedir.

Laktik asit bakterilerinin antifungal olarak kullanim1 etkin bir uygulama olarak goériinse
de direncli kiifler iizerindeki etkileri konsantrasyonlarina, ortamin pH degerine ve

susuna gore degisiklik gosterebilecegi goriilmektedir.

Antifungal suslarin fermentasyonlarda starter olarak uygun olup olmadiklar1 ve son
tirtiniin kalitesi iizerindeki etkileri her zaman g6z 6ntinde bulundurulmalidir (Dal Bello
ve ark.,, 2007). Ekmek fermentasyonunda A.niger gelisiminin, ilave edilen
L.plantarum’un hiicre konsantrasyonunu artirarak Oniine gegilebildigi ancak bunun da
firincilik endiistrisinde iiriiniin 6zellikleri lizerinde iyi sonuglar vermedigi nakledilmistir

(Ryan ve ark., 2008). Laktik asit bakterileri ve mayalar kiif gelisimini kontrol altina
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alabilen mikroorganizmalardir. Bununla birlikte ¢ok sayida mikroorganizmalarin

arasindan en etkin susun se¢ilmesi onemlidir (Ruggirello ve ark., 2019).

Tiiketicilerin gidalarda dogal koruyucularin kullanilmasina ve kimyasal koruyucularin
azaltilmasia yonelik taleplerine de dikkat ederek uygun antifungal se¢imine 6nem
verilmelidir. Farkli konsantrasyonlarin kombinasyonu, yeni bilesiklerin ilave edilmesi,
yeni yontemlerin eklenmesi veya iiretilmesi, bununla beraber gida gilivenliginin de

gozetilmesi ileride yapilacak ¢alismalar igin tavsiye edilmektedir.

A.niger igin 7.glin sonunda varyans analizi yapilabilecek uygun degerler

kaydedilememesi sebebiyle istatistiksel degerlendirilme uygulanamamustir.
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5. SONUC

Yapilan ¢alisgmada deney materyali kiifler Penicillium roqueforti ve Aspergillus niger’in
farkli K-sorbat ve NaCl konsantrasyonlarinda laktik asit bakterisi Lactobacillus
plantarum suslar1 ile etkilesiminde farkli sonuglar gézlenmistir. Sonuglar yakindan
incelendiginde K-sorbat ve NaCl konsantrasyonlarinin artan miktarlartyla laktik asit
bakterilerinin kiifler lizerinde olusturdugu zon ¢aplarinin arttig1 gézlemlenmistir. Ancak
bu artis miktarinin belli bir diizey iizerine c¢ikildiginda zon c¢aplarinin azaldigi

kaydedilmistir.

Yapilan calismada 250 ve 750 ppm K-sorbat varliginda 7 giline kadar laktik asit
bakterilerinin P.roqueforti {izerinde olusturdugu zon bolgesinin azaldigi tespit
edilmistir. K-sorbat’m 1000 ppm oldugu durumlarda en yiikksek MIK degerleri
kaydedilmistir. NaCl katilmaksizin 1000 mg/L K-sorbat varliginda P.roqueforti’nin

L.plantarum varliginda 14 giine kadar gelisiminin engellendigi gozlemlenmistir.

K-sorbat ile birlikte artan NaCl konsantrasyonunun belirli dozlarinda L.plantarum
suslarinin A.niger ve P.roqueforti tizerinde olusturdugu zonlarda artis gosterdigi,
konsantrasyonun yiikselmesiyle bu artisin azaldigi tespit edilmistir. Bu durumun
kiiflerin yliksek miktarda NaCl’ii tolere edip gelisimlerini siirdiirebilme yetenekleri

olabilecegi diisliniilmektedir.

A.niger’in P.roqueforti’ye kiyasla daha direngli bir kiif oldugu, artan K-sorbat ve NaCl
miktarlarini tolere edebildigi ve L.plantarum suslarinin bu kif tiiriinii geriletemedigi

tespit edilmistir.

A.niger lizerindeki gerilemenin en yiiksek oldugu kombinasyonun NaCl katilmaksizin

hazirlanan besiyerinde 1000 mg/L K-sorbat varliginda oldugu gézlemlenmistir.
Yapilan ¢alismada segilen L.plantarum suslarimin (I-II) belirli konsantrasyonlarda K-

sorbat ve NaCl kombinasyonlari ile deneme materyali P.roqueforti ve A.niger kiiflerinin

gelisimlerini geciktirebildigi ancak tamamen durduramadigi belirlenmistir.
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