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OZET

Anahtar kelimeler: Fermante siit tiriinleri, Sabun, Antibakteriyel aktivite

Dogal iirtinler kullanilarak daha c¢evreci sabun firetimi beklentisi, sabunlarda
kullanilan sentetik kimyasallar i¢in umut verici bir alternatiftir. Son zamanlarda,
sabun formiilasyonu icin antioksidan ve antimikrobiyal bakimindan zengin biyokiitle
atiklarinin degerlendirilmesi, artan arastirma ilgisini ¢ekmistir. Bu ¢alismada cesitli
stit drtnleri (kefir, peynir alti suyu, yogurt) kullanilarak iretilen kati
sabunlarin ~ Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922
ve Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 bakterileri tizerindeki antibakteriyel
aktivitenin belirlenmesi amacglanmistir. Zeytinyagindan iiretilen kefir, peyniraltt sulu
ve yogurt sulu sabunlar 3 ay bekletildikten sonra istenilen konsantrasyonda (100, 250
ve 500 mg/mL) steril su ile ¢oziilmiistiir. Elde edilen konsantrasyondaki sulu sabun
cozeltisi steril disklere 20 pL emdirilerek antibakteriyel aktivite i¢in hazir hale
getirilmigtir. Antibakteriyel aktivitenin belirlenmesi i¢in disk difizyon yontemi
uygulanmistir. Pozitif kontrol olarak piyasada satilan antibakteriyel bir sabun ve
Gentamicin antibiyotigi, negatif kontrol olarak fermante siit iirlinli icermeyen sabun
tiretilerek deneyde kullanilmigtir.

Deney  sonuglarinda  pozitif  kontroliin  tim  konsantrasyonlarda  test
mikroorganizmalar1 {izerinde antibakteriyel etkisi oldugu belirlenmistir. E. coli
bakteri iizerinde 500 mg/mL konsantrasyondaki peyniralti suyundan iiretilen sabun
10 mm, yogurt suyu 10 mm, kefir 12 mm ve pozitif kontrol 14 mm inhibisyon zon
cap1 olusturmustur. Fermante siit {riinlerinden elde sabunlarin 500 mg/mL
konsantrasyonda E. coli iizerinde etkili oldugu belirlenirken diger konsantrayonlarda
diisiik aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Kefirli sabunun diger sabunlara gére daha
yiiksek aktivite gostermesi, igerdigi yararli mikroorganizmalara ve onlarin iirettikleri
metabolitlere bagl olabilecegini diisiindiirdii. S. aureus ve S. epidermidis iizerinde
tiretilen sabunlarin antibakteriyel aktivitesi olmadig1 goriilmiistiir.
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ANTIBACTERIAL EFFECT OF SOAPS MADE FROM SOME
MILK PRODUCTS

SUMMARY

Keywords: Fermented milk products, Soap, Antibacterial activity

The expectation of more environmentally friendly soap production using natural
products is a promising alternative to synthetic chemicals used in soaps. Recently,
the evaluation of antioxidant and antimicrobial-rich biomass waste for soap
formulation has attracted the interest of researchers. In this study, it was aimed to
determine the antibacterial activity of solid soaps produced using various milk
productins (kefir, whey, yoghurt) on Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Escherichia coli ATCC 25922 and Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
bacteria. Kefir, whey and yoghurt water soaps produced from olive oil were
dissolved with sterile water at the desired concentration (100, 250 and 500 mg/mL)
after waiting for 3 months. The aqueous soap solution in the concentration obtained
was made ready for antibacterial activity by absorbing 20 pL on sterile discs. Disc
diffusion method was used to determine the antibacterial activity. A commercially
available antibacterial soap and Gentamicin antibiotic were used as a positive
control, and a non-fermented milk-free soap was used in the experiment as a negative
control.

In the experimental results, it was determined that the positive control had an
antibacterial effect on the test microorganisms at all concentrations. Soap produced
from whey at 500 mg/mL concentration on E. coli bacteria formed an inhibition zone
diameter of 10 mm, yoghurt water 10 mm, and kefir 12 mm. It was determined that
soaps obtained from fermented milk products were effective on E. coli at a
concentration of 500 mg/mL, but had low activity at other concentrations. The higher
activity of kefir soap compared to other soaps suggested that it may be due to the
beneficial microorganisms it contains and the metabolites they produce. It was
observed that soaps produced on S. aureus and S. epidermidis did not have
antibacterial activity.



BOLUM 1. GIRIS

Sabunlar, yapisina katilan gesitli bitkisel esanslar, renk ve koku malzemeleriyle cilt
problemlerinde (kuruluk, egzama, akne vb.) haricen kullanildigi gibi, temizlik
malzemesi olarak kullanilmaktadir. Tirk kiiltiiriinde hamamlarin 6zel bir pargasi
olan saf kalip sabunlar giiniimiize kadar korunmus 6nemli bir triindiir. Toplumsal
hayatta goriilen degisimler ve kozmetik-tuvalet malzemelerinde artan {iriin
cesitliligine ragmen kat1 sabunlar hala varliklarin1 korumaktadir (Sahin, 2019; Usun

ve Ding, 2020).

Sabun tozu, sivi sabun, kokulu siis sabunlari, tibbi sabunlar gibi ¢ok ¢esitli olan ve
cesitliligi zamanla da artan sabun endiistrisi, dogal olana yonelme egiliminin oldugu
giinlimiizde yeni dogal alternatif sabunlara ihtiya¢ artmaktadir. Karakteristik dogal

sabunlar, diger tiim endiistriyel sabunlardan daha 6nemli bir yere sahiptir.

Fermantasyon sonucu iiretilen siit iirlinleri, eski ¢aglardan beri insan beslenmesinin
onemli bir parcasim1 olusturmaktadir. Fermente siit iirlinlerinde olusan
mikroorganizmalarin 6nemi son zamanlarda hem {retici hem de tiiketicilerin
dikkatini ¢ekmistir. Laktik asit bakterileri (LAB) fermantasyonundaki temel
mikroorganizma grubudur. LAB, laktozu (siit sekeri) laktik aside donistiirerek
bulundugu ortami asitlestirmekte boylece LAB digsindaki mikroorganizmalar
baskilamaktadir. LAB ayrica bakteriyosin, reuterin ve diasetil gibi bazi antibakteriyel
metabolitler ~ de  sentezleyebilmektedir.Bazi  fermente  siit  driinlerinin
antihipertansiyon, antimikrobiyal, antikarsinojenik, antimutajenik 6zelliklerinin
oldugu ve mineral metabolizmasinda etkili oldugu bir¢cok ¢alismada gosterilmistir

(Demirgiil ve Sagdig, 2018).



Siit iriinlerindeki enzimatik olmayan bazi antioksidan maddelere kazein (siit
proteinleri) ve alaktalbiimin, B laktoglobiilin, immunoglobiilinler ve laktoferrin gibi
(peynir alt1 suyu proteinleri), bu iriinlerin par¢alanmasiyla olusan aminoasitler ve
peptitler askorbik asit (C vitamini), karotenoidler, E vitamini (tokoferoller ve
tokotrienoller), konjuge linoleik asit ve iirik asit 6rnek verilebilir. Siitteki laktik asit
bakterileri de c¢ok c¢esitli mekanizmalarla antioksidan aktivite sergilemektedirler
(Taskin ve Bagdatlioglu 2011). Bu denli yararli molekiiller iceren fermante iiriinlerin
klasik kullanimlarinin yaninda yeni endiistriyel alanlarda kullanimlarinin artirilmasi
gerekmektedir. Ayrica yan {iriin olan peyniralti suyunun endiistriyel anlamda geri
kazandirilmasi katma degeri yiiksek iiriinlere doniistiiriilmesi i¢in yeni ¢alismalara

ihtiyag¢ vardir.

Dogal iiriinler kullanilarak daha c¢evreci sabun iiretimi beklentisi, sabunlarda
kullanilan sentetik kimyasallar i¢in umut verici bir alternatiftir. Son zamanlarda,
sabun formiilasyonu i¢in antioksidan ve antimikrobiyal bakimindan zengin biyokiitle

atiklarinin degerlendirilmesi, artan arastirma ilgisini ¢ekmistir.

Wongthongdee ve Inprahhom (2013) yaptiklari ¢alismada zerdecal tozunun dogal
sabunlarda kullanilmasinin uygunlugu, modellerde ve gergek sabunlarda stabilitesi
ve antioksidan aktivitesi degerlendirmislerdir. Yapilan bagka bir ¢alismada nar
cicegi, havu¢ tohumu ve lavanta Ozlerinden elde edilen dogal sabunlarin
antibakteriyel antioksidan aktivitesi aragtirilmistir. Yapilan tiim sabunlarin aktivite

gosterdigi belirlenmistir (Nadaroglu ve Baran 2020).

Cossentino ve ark., (2018) yaptiklar1 c¢aligmada farkli yilizdelerde inek siitii ile
takviye edilmis bazi el sabunlarinin etkinligini ve sabuna eklenen siitiin
antibakteriyel aktivitesini arastirmiglardir. Calisma sonucunda sabunlarin orta
diizeyde antibakteriyel aktivite gosterdigini ve kozmetik sektoriinde kullanila

bilecegini bildirmislerdir.



Bu calismada cesitli siit tirlinleri (kefir, peynir alt1 suyu, yogurt) kullanilarak iiretilen
kat1 sabunlarin E. coli, S.aureus, S. epidermidis, S. typhimurium, B. subtilis ve E.

faecalis tizerindeki antibakteriyel aktivitelerinin belirlenmesi amaglanmuistir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Sabunun Tarihcesi

Giinliik hayatimizin vazgegilmez bir esyas1 olan sabunun gegmisi M.O. alt1 binli
yillara kadar uzanmaktadir. Ortagag ile kullanim1 yayginlagan sabun, tarihi siirecte
degerli bir degis tokus aract kimi zaman ilag olarak kullanilmigtir. Sabun EsKi
caglardan bu yana bircok medeniyette kullanilmis, 6nemli formiilazisyondan ve
asamalardan gecirilmistir. Akdeniz ve Mezopotamya c¢evresindeki uygarliklarda,
Avrupa’da, Roma’da, ve Anadolu’da sabun iiretimi, tiikketimi 6nemli boyutlara
ulagmistir. Bitki ve hayvan yaglarina odun kiilii, giizel kokular katarak gelisen sabun
yapimi 7. yiizyilda meslek halini almistir. Hos kokulu esanslarin da katilmasiyla

artan sabun ¢esitligi biiyiik bir sabun ticaret ag1 olusturmustur.

Sabun kullanimi yayginlastik¢a iiretimi de artmis ve sabuncular bir esnaf grubu
halini almistir. Ornegin 10. yiizyilda Bizans'ta sabuncu esnafi grubu bulunuyordu.
Tiirkler 11. yy. a kadar soda, kilaya kavugu, ¢oven, saparda, herdemtaze, sabun otu,
stit kokd, hintkestanesi , kasik otu, aci agag, tavsankulagi, gibi saponinli maddeleri
ve odun kiilinii sabun yerine kullanmiglardir. Sabun ftretimi ortagagda islam
cografyasinda gelismis bir iiretim koludur. Osmanli Imparatorlugu’nun sabun iiretimi
ve ¢esitligi acisindan ¢ok zengin oldugu goriilmektedir. Ornegin Girit Sabunu,
Trablus sabunu, Arap sabunu misk sabunu, ¢igek sabunu, Hiinkari sabun, Siyah ve
beyaz pasa sabunu, kokulu sabun, kara sabun, Kandiye sabunu, leke sabunu, alaca
sabun ve fes sabunu imparatorlukta iiretilen sabun tiirlerinin sadece birkagidir.
“Osmanlilarda sabunla ilgili ilk diizenlemeler Fatih Sultan Mehmet, ikinci Beyazt,
Yavuz Sultan Selim ve Kanuni Sultan Silleyman devri kanunnamelerinde

goriilmektedir” (Ekmekgi 2010; Giiler ve Degirmendereli, 2018; Sahin, 2019).

Sabunculuk tarihindeki en énemli gelisme 1791°de Fransiz asilli kimyager Nicolas

Leblanc’in sodyum karbonat (soda) iiretmesidir. Sodanin kesfinden once kullanilan



bitki kiilleri ile istenilen saflik ve beyazlikta sabun iiretimi yapilamiyordu. Sabun
tiretimi, ticari olarak {iiretilen alkalilerin artmasiyla basit bir ev imalatindan biiyiik bir
ticari endistriyel {iretime doniismiistir. 1811°de Fransiz kimyager olan Michel
Eugene Chevreul’un yag asitlerini izole edip tanimlamasi sabun endiistrisinin
gelisimine katki saglamistir. Bununla birlikte gliserinin adlandirilmasi ve sabunlagma
prosesinin patenlestirilmesini saglamis ve pek cok hayvansal ve bitkisel yagin

sabunlagabilecigini kanitlamistir.

19. ylizyilin sonlarinda bitkisel ve hayvansal kaynakli yaga olan talebin atmasi,
Avrupa ve Amerika’daki yiiksek niifus artis1 sabun kullantmimi biiyiilk oranda
arttirmistir. Bu bagli olarak, 20. yiizyilda, sentetik deterjanlar sabuna rakip olarak
iiretilmeye baslanmustir. Ilk defa 1913 yilinda, Belgikali kimyager A. Reychler
sentetik deterjan tiretmistir (Benlioglu, 2007; Ciftyiirek, 2021).

2.2. Sabun Uretimi

Sabun, hayvansal ve bitkisel kaynakli yag asitlerinin ya da yaglarin alkali
hidroksitlerle (NaOH, KOH gibi) reaksiyonu sonunda elde edilen ve c¢ogunlukla
temizleyici olarak kullanilan maddelerdir. Alkali metaller kullanilarak elde edilen
sabunlar suda ¢oziiniirken toprak alkali metallerin sabunlart suda ¢6ziinmez. Sabun
iretimi i¢in gereken ham madde yaglardir. Sekil 2.1.’de yaglarin nasil elde edildigi
verilmistir. Trigliserid, gliserine baglanmis ti¢ karboksilli asitten meydana gelir
(Warra, 2013).

R
0= C‘
\
H,C—OH o e
= A\
y ! 0 H,C C—R
HC—OH + 3 ¢ — Nstiel +  HO
' R OH Padd
HgC"'OH Hzc\
0
Gliserin Karboksilli asit R—C T
(Gliserol) Trigliserid
0 (YAG)

Sekil 2.1. Trigliserid reaksiyonu



Trigliserid molekiilii alkali bir madde ile reaksiyona girerse karboksilik asit
grubunun oksijen atomu ile gliserin grubunun karbon atomu arasindaki bag
pargalanir. Bu reaksiyona sabunlasma denir. Oksijen atomu sodyumhidroksit
(NaOH)’ ten sodyum (Na) atomunu alir ve béylece yag asit zincirinin bu ucunu (bas
kismini) suda ¢oziiniir hale getirir. Sodyum tuzlu yag asidine ise sabun denir. NaOH’
tan ayrilan hidroksil (—OH) grubu gliserole eklenerek reaksiyon tamamlanir.
Gliserini ayirmak istenilirse karisima bir miktar eklenir ve tizerine biraz doymus tuz

¢oOzeltisi ilave ederek reaksiyon tamamlanir.

R
0=¢ 9
3 c
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0 CI (Gliserol)
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(YAG)
SABUN

(Yag asitinin sodyum tuzu)

Sekil 2.2. Sabunlasma semasi

Sabunlar yiizey aktif maddeler olup yiizeyde birikmek suretiyle sivilarin yiizey
gerilimlerinin azalmasina sebep olurlar. Yikama suyuna katilan sabun ve deterjanlar,
suyun etki yiizeyini artirir; bu nedenle su, Kirlere ve kumasa daha kolay niifuz eder.
Bir sabun molekiilii yapisinda uzun bir hidrokarbon kisim ile birlikte birde iyonik bir
u¢ tasir. Hidrofobik olan molekiiliin hidrokarbon kismidir ve polar olmayan
maddelerde ¢6ziiniir. Oysa iyonik u¢ hidrofiliktir ve suda ¢6ziiniir. Bu sayede yag
damlacig1 su ile ¢evrilmis olur. Dogas1 geregi sabun su ile temas ettigi zaman
kolloidal yap1 olusur ve sabun molekiilii misel ad1 verilen zincir kiimeleri olusturur.
Suda bir arada asili hale gelen yag parcaciklari uzaklastirilir ve sabunun etkisiyle
temizleme gerceklesmis olur. Ozetle hidrofobik polar olmayan uzun hidrokarbon
zinciri miselin orjinine yo6nelir. Polar olan hidrofil(Suyu seven) iyonik bas kisim ise

su ile birlikte miselin yiizeyini olusturur. Sabunda miselin dis tarafi negatif yiiklidiir,



bu ylizden sodyum iyonlari da miselin dis kisminda toplanmaktadir (Coiffard and
Couteau, 2020; Erten, 2021; Sert,2021).

Karboksilat anyonu

YAG-KIiR
Hidrofobik kisim

Na* iyonlar

Sekil 2.3. Misel olusumu

Tiirkiye’de sabun tiretimi endiistriyel olarak 2 tiir proseste yapilmaktadir.
1. Yaglarin potalarda sabunlastirilmast

2. Yag asitlerinin nétralizasyonu

[Ik yontemde, kazanda yaglar kaynayana kadar isitilir ve iizerine NaOH ¢ozeltisi
ilave edilir. Sabunlagsmanin gerceklesmesi icin daimi olarak karistirilan kazanin st
kisminda sabun hamurunun olusmasi saglanir. Dipte biriken sivi kisim ayrilir, geri

kalan wst kisma belirli oranda tuz ve su eklenerek sabun iiretilir ve kaliplanir.

Yag asitlerinin notralizasyonu yonteminde 3 farkli metot uygulanmaktadir:

a. Twitchell (reaktif) metodu: yaglar direkt olarak su buhari ve H,SO,4 kullanilarak
sabunlastirilir. Tepkimenin 100 °C’de gergeklestirilmesi gerekir.

b. Orta baski metodu: Biiyiik tesislerde daha tercih edilen metoddur. Basingli
kazanlarinda 170-180 °C sicaklikta yapilir. ZnO tepkimede katalizor olarak kullanilir.
%20-50 oraninda su yaga katilir. Sabunlagma orant %95’e ¢iktiginda islem
sonlandirilir ve karigim ayirma kabina alinir.

c. Yiiksek baski metodu: Modern isletmelerin uygulandig1 metottur. Sicaklik 225°C

sicaklikta reaksiyon gerceklesir. Tepkimede Katalizor kullanilmaz yalnizca su ile



sabunlastirtlir. Sivi ortam olarak cogunlukla gliserinli su kullanilmaktadir (Sert,
2021).

2.3. Siit Uriinleri

Siit igerdigi zengin maddeler sayesinde organizmanin biiyiime ve gelismesi icin
onemli besinlerden biridir. insan yasam siirecinde 6nemli yeri olan siit, yeterli,
dengeli ve saglikli beslenme i¢in gerekli olan hayvansal kaynakli protein, laktoz, yag
ile vitamin ve mineral maddelerin neredeyse tamamini ihtiva eder. Siit ve siit
tiriinlerindeki mineral fraksiyonu makro elementlerden (Ca, Mg, Na, K, P ve Cl) ve
mikro elementlerden (Fe, Cu, Zn ve Se) olusur. Vitamin fraksiyonu yagda
¢oziinen(A, D, E ve K) ve suda ¢ozinen (B1,B2,B3,B5,B6,B8,B9,B 12
ve C) vitaminlerinin ¢ogu mikroorganizmalar tarafindan sentezlenir. Siit besin
degerinin yliksekligi yanisira viicut fonksiyonlarini diizenleyen, kemik ve dis
olusumunda O6nemli yeri olan, bireyin gelismesini saglayan Onemli bir gida

maddesidir (Gaucheron, 2011; Karakaya ve Akbay, 2013; Godek ve ark., 2021).

Stit endiistrisi, piyasada basar1 saglamis yeni, besinsel de§eri zenginlestirilmis
mamiillerin sunulmasiyla biiyiik 6l¢iide gelismistir. Bu nedenle geleneksel siit
tirtinlerinin fonksiyonel oOzellikleri yaninda daha saglikli ve besinsel 6zellikleri
zenginlestirilmis yeni nesil siit mamiillerinin gelistirilmesi iizerine ¢alismalar her

gecen giin artmaktadir.

Fermente siit iiriinleri ve igecekleri, insanlar tarafindan tiiketilen ilk “islenmis” gida
tirlinleri olarak degerlendirilir ve yiizyillardir bir gida koruma yontemi olarak
kullaniliyordu. Giliniimiizde fermente gidalar genellikle “major ve mindr gida
bilesenlerinin kontrollii mikrobiyal biiylimesi ve enzimatik doniisiimii yoluyla
iretilen yiyecek veya igecekler” olarak tanimlanmaktadir. Fermente (veya kiiltiire
edilmis) siitler, ozellikle, genellikle 1s1l islem gormiis hayvan siitiine uygun
bakterilerin eklenmesi ve ardindan piht1 6n islemi olsun veya olmasin pH'1 diisiirmek

icin inkiibasyon yoluyla yapilir. Fermente siitlerin en yaygin 6rnekleri yogurt, kiiltiir



kaymagi ve ayran ve kefirdir, ancak bu iiriinlerin tarihsel uygulamalara, cografyaya

ve siit tiirline gore birgok varyasyonu mevcuttur (Savaiano ve Hutkins, 2021).

2.3.1. Peyniralt1 suyu

Siit proteinlerinin %20 ’sini igeren peyniraltt suyu, peynir yapimi esnasinda agiga
cikan yan Uriindiir. Fiziksel, kimyasal ve fonksiyonel 6zellikleri yiiksek proteinlerce
zengin olan peyniralti suyu, sadece beslenme agisindan 6nemli olmayip aminoasit
kaynagi olmast yoniinden dikkat ¢eken bir iriindiir. Peyniralti suyu kazein
koagiilasyon tipine gore suyu tathi veya eksi olabilmektedir. Siit kalitesine ve peynir
tiretim teknolojisine bagli olarak peyniralti suyunun o6zellikleri degisebilmektedir.
Peyniralti suyunun yaklasik % 93’ ii sudan olugmaktadir. Eksi ve tatli peyniralti

suyunun i¢eriginin karsilagtirmas: Tablo 2.1.’de verimistir.

Tablo 2.1. Eksi ve tath peyniralt: suyunun igerigi(g/L)(Yerlikaya ve ark., 2010)

Icerik Tatli peyniraltt suyu Eksi peyniralti suyu
Toplam kuru madde 63.0-70.0 63.0-70.0

Laktoz 46.0-52.0 44.0-46.0

Protein 6.0-10.0 6.0-8.0

Kalsiyum 0.4-0.6 1.2-16

Laktat 2.0 6.4

Fosfat 1.0-3.0 2.0-45

Kloriir 11 11

Peyniralti suyunda en c¢ok bulunan protein [-Laktoglobulin Dir. Bu proteinin
igeriginde sistein aminoasidi bulundugundan kas kas gelisimi ve glutatyon sentezi
i¢in 6nemlidir. Diger proteinlere a-laktalbumin, immunoglobulinler, Proteoz-pepton
fraksiyonlar1 ve Laktoferrin 6rnek verilebilir. Laktoferrin, insan, kopek, inek, bazi
kemirgenler, ke¢i ve at gibi g¢esitli memelilerin mukozal epitel hiicrelerinde
iretilmektedir. Literatiirdeki ¢alismalarda laktoferrinin antimikrobiyel, antiviral ve
antifungal aktivite etki gosterdigi goriilmiistiir(Farnaud ve Evans, 2003; Jenssen ve
hancock 2009).
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Riboflavin, folik asit ve kobalamin gibi vitaminler agisinda da peyniralti suyu
zengindir. Ayrica peyniralt1 suyu siit i¢erisinde bulunan ¢oziiniir tuzlar1 ve mikro
elementlerin tamaminida igerebilmektedir. Bu denli zengin igerikli peyniralti
suyundan alkollii alkolsiiz i¢ecekler, fermante i¢ecekler, laktik asit, peyniralti suyu
tozu, laktalbumin ve margarin tiretimi gibi pekgok iiriin elde edilmektedir (Yerlikaya
ve ark., 2010).

2.3.2. Kefir

Kefir daneleri ilk olarak Kuzey Kafkasya(Rusya) daglik bolgesindeki insanlar
tarafindan kullanildig1 diisiiniiliiyor. Kefir, yar1 sert graniillerden olusan bir
polisakkarit ortaminda ¢ok cesitli sayida dogal laktik asit bakterileri, maya ve bazen
asetik asit bakterileri i¢eren “kefir danelerinin” fermentatif aktivitesi ile iiretilir. Siite
eklenen kefir daneleri oda sicakliginda 25°C'de yaklasik 22 saat inkiibe edildiginde,
laktik asit ve diger aroma bilesiklerinin {iretimi artar ve danelerdeki
mikroorganizmalar siitte cogalmaya devam ederek fizikokimyasal degisikliklere
neden olur. Elde edilen kefir, laktik asit, karbon dioksit, asetaldehit, aseton, hafif
alkol ve diger fermantasyon aromali iirlinlerin karisimindan dolay1 essiz bir tada

sahiptir. Ayrica kendinden karbonatli, ferahlatic1 fermente bir siit igecegidir.

Kefirin diger fermente siit iriinlerinden farkli bir 6zelligi de kefir danelerinin
fermantasyon sonrasi geri kazanilmasidir. Kefir fermantasyonu sirasinda danelerinin
biyokiitlesi, yavas yavas artmaktadir (Giizel-Seydim ve ark., 2011). Kefir danelerinin

mikroflorasinda bulunan bazi mikroorganizmlar Tablo 2.2.’de verilmistir.
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Tablo 2.2. Kefir mikroflorasi

Lactobasil Streptokok Asetik asit bakterileri Maya
Lactobacillus kefir Streptococcus Acetobacter sp. Saccharomyces
cremoris, .

cerevisiae
Lactobacillus Leuconostoc Acetobacter Saccharomyces
kefiranofaciens mesenteroides . .

pasteurianus delbruecki

Lactobacillus Streptococcus Acetobacter aceti Candida kefir
kefirgranum thermophilus
Lactobacillus Streptococcus faecalis Kluyveromyces
parakefir .

lactis,
Lactobacillus brevis Streptococcus durans Issatchenkia

orientalis
Lactobacillus Saccharomyces
acidophilus .

exiguus
Lactobacillus Kluyveromyces
delbrueckii .

marxianus
Lactobacillus Saccharomyces
paracasei . .

turicensis

L. mesenteroides

Kefir taneleri ¢ok c¢esitli bir bakteri florasina sahiptir ve tanelerde agirlikli olarak
Lactobacillus tiirleri hakim olmasina ragmen farkli tanelerde Leuconostoc,
Lactococcus , Streptococcus , Acetobacter , Pseudomonas , Acinetobacter ve diger

tiirlerde oldugu goriilmiistiir (Dertli ve Con, 2017).

Kefir, organik asitler, hidrojen peroksit, asetaldehit, karbon dioksit ve
bakteriyosinlerin dogal olusumu nedeniyle bir¢ok patojenik organizmaya karsi
antibakteriyel aktivite gosterir (Kim ve ark., 2019; Marques ve ark., 2020).

Kefir kompleksinin bilesenleri, peptitler, polisakaritler ve sfingolipidler dahil olmak
tizere antikanser biyoaktif bilesenlerinin sentezinde yer alir, farkli sinyal yollarinda
ve apoptoz, cogalma ve transformasyon gibi biyolojik hiicre siireglerinde hayati
roller oynar. Bu nedenle kefir, kanser tedavisinde ve dnlenmesinde etkili bir ajan

olarak gorev yapmaktadir (Sharifi ve ark., 2017).
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2.3.3. Yogurt

Eski donemlerden beri siit ve siit tirtinleri insan sagligi tizerinde yararli oldugu
bilinmektedir. Siit tiriinlerinin yararli etkileri, siitte bulunan biyolojik olarak aktif
bilesenlerden ziyade fermente siit iriinlerindeki laktik asit bakterilerinin (LAB)

varlig1 ve bu bakterilerin tirettikleri metabolitlerinden kaynaklanmaktadir.

Yogurt olusum tarihi kesin olarak bilinmemekle beraber, ilk kez go¢ebe Tiirk boylari
tarafindan tiiketildigi bilinmektedir. Tarihgilerin biiyiik cogunlugu fermante siit
riinlerinin  Orta Asya’daki gocebe topluluklar tarafindan kesfedildigini ifade
etmektedir. Bu topluluklar neolitik ¢agin ile birlikte hayvanlari evcillestirip siittendan
yogurt yapmayi kesfetmislerdir. Yogurt, baslangigta hayvan derilerinde saklanan
sitlin dogal olarak eksimesi ve pihtilagmasi sonucu olusan pihtidan zamanla
gelistirildigi diistiniilmektedir. Yogurt Tirkler tarafindan 6nce Orta Dogu ve
Anadolu’ya daha sonra da, 16. yy.’da Avrupa’ya tasmlmustir. Insanlar siitiin raf
Omriinii uzatmak i¢in onu yogurda doniistiirmiislerdir. Yogurt diinya ¢apinda yaygin
kullanilan en popiiler fermente siit mamullerinden olup beslenmedeki ve saglik

tizerindeki yararl etkleri ylizyillardir bilinmektedir.

Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siitler Tebligi’ne gore ise Yogurt; ¢ Streptococcus
thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus bakterilerinin olusturdugu
laktik asit fermentasyonu sonucu meydana gelen koagiile iiriin’® olarak
tanimlanmaktadir (Kizilaslan ve Solak, 2016; Anonim 2018; Tepe, 2021).

Besin profili agisindan yogurt, yapildigi siite benzer bir bilesime sahiptir, ancak
meyve, tahil veya diger bilesenler eklenildiginde igerigi farklilik gdsterir. Siit ile
besinsel benzerligine bagl olarak yogurdun protein, kalsiyum, fosfor, riboflavin (B2
vitamini), tiamin (Bl vitamini) ve B12 vitamini ve degerli bir folat, niasin,
magnezyum ve ¢inko kaynagi oldugu anlamina gelir. Yogurdun igerdigi organik ve
inorganik bilesikler Tablo 2.3.’te verilmistir. Sagladig: proteinler yiiksek biyolojik

degere sahiptir (yani saglik icin gerekli tiim amino asitleri igerir) ve siit ve siit



13

tirtinlerinde bulunan vitamin ve mineraller biyolojik olarak kullanilabilir (yani viicut

tarafindan emilip kullanilabilir).

Tablo 2.3. Yogurdun besinsel i¢eirgi(200 g)(Kizilaslan ve Solak, 2016)

Enerji 131.5 keal
Protein 6.69
Yag 7640
Karbonhidrat 8.0g

Lif 0g
Doymus yag asidi 4649
Kolesterol 28.0 mg
Sodyum 100.0 mg
D vitamini 0mg
Demir 0.1 mg
Potasyum 320.0 mg
Fosfor 200.0 mg
Kalsiyum 260 mg
Cinko 0.9mg

Yogurt ve diger siit {irlinlerinin bol miktarda sagladigi besinlerden biri de kemik
saghgmin gelisimi ve korunmasi i¢in hayati 6nem tasiyan kalsiyumdur. Bir kap
yogurt, 5 yasindaki bir cocuga giinliik kalsiyum ihtiyacinin %41'ini karsilamaktadir
(Mckinley, 2005).Fermente siit {riinlerinin insan sagligi {izerindeki roli,
epidemiyolojik, gozlemsel ve klinik caligmalar dahil olmak iizere kapsaml
arastirmalarin konusu olmustur. Fermente siit tiiketiminin gastrointestinal saglik ve
hastalik, kardiyovaskiiler saglik ve hastalik, kanser riski, kilo yonetimi, diyabet ve
metabolik dahil olmak iizere belirli kritik saglik sonuglart iizerindeki olumlu etkileri

literatiirde mevcuttur.

2.4. Cahsmada Kullanilan Test Mikroorganizmalar

2.4.1. Escherichia coli

Enterobacteriaceae ailesinin iiyeleri, insan hastaliklarindan en sik sorumlu olan gram

negatif bakterilerdir. En bilyiik aile olan Enterobacteriaceae 50 den fazla cins ve
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yiizlerce tiir igeren tibbi 6nemi olan gram negatif basiller igeren en heterojen gruptur.
Bu ailenin tiyeleri dogada ¢ok sik goriiliir. Tiim diinyada toprak su bitkiler ve insan
dahil pek ¢ok hayvanin normal bagirsak florasinda bulunur. Enterobacteriaceae
tiyeleri treyebilmek igin besin gereksinimleri basittir, glikozu fermante ederler ve

oksidaz negatiftirler.

E.coli Enterobacteriaceae ailesinin en yaygin ve énemli tiyesidir. Suslarin gogunlugu
hastalik olusturma yetenegine sahiptir, baz1 suslar daha yiiksek viriilansa sahiptir. Bu
bakteri gastoenterit ve bagirsak disi1 enfeksiyonlarin (sistit ve piyelonefrit, karin igi
enfeksiyonlar, menenjst vb.) dahil olmakla birlikte ¢ok fazla hastalikla ilskilidir
(Murray, 2018).

Sekil 2.4. E. coli (Url-1)

Evrensel olarak insan ve diger sicak-kanli hayvanlarin bagirsak kanalinda bulunurlar.
Fakat buralarda baskin organizmalar degillerdir. Bagirsak kanalinda sentezlenen
vitaminler ve 6zellikle K vitamini agisindan beslenmede énemli rol oynamaktadirlar.
Fakiiltatif aerob organizmalar olup nadiren besin zehirlenmelerine neden olurlar.
Enteropatojenik Escherichia coli suslar1 siklikla ates yiikselimi ve gastrointestinal
(mide-bagirsak) enfeksiyon rahatsizliklarina neden olur. En iyi bilgi edinilmis enterik
bakteridir. Karigik-asit fermantasyonu gozlenmektedir. Peritrik kirpikli, hareketli,

kapsiilstiz (bazi suslar kapsiillii), sporsuz, Gram-negatif comaklardir. Kapsiilli
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olanlar M tipi koloni yaparken, kapsiilsiiz olanlar S tipi koloni yapar. Soguga karsi
direnclidir. Hiicreler yaklasik 2-6 pum boyutundadir (Madigan ve ark., 2017;
Agacfidan, 2005).

2.4.2. Staphylococcus epidermidis

Organizma fakiiltatif aerob fakat fermentatif olarakta iireyebilir. Hiicreleri ayr1 ayri,
¢ift veya salkim olusturur, katalaz-pozitif ve Gram-pozitif, mezofilik 6zellik
gozlenir, tuzlu ortamlarda gelisme yetenegine sahiptir. Pigment olusturmayan,
genellikle deri veya mukoz membranlarda bulunan, patojen olmayan, kok seklinde
bir organizmadir. Temel ¢ogalma ortamlar1 insan, hayvan ve kuslarin derileridir.

Hiicreler yaklasik 0,5-1 pm boyutlarindadir (Madigan ve ark., 2017; Erkmen, 2010).

Stafilokok enfeksiyonlarin tedavisi zordur, ¢ilinkii suslarin ¢ogunlugu MRSA’dir.
MRSA suslart sadece metisiline degil, ayn1 zamanda tiim p-laktam antibiyotiklere
(penisilinler, sefalosporinler, ve karbapenemler) kars1i direnglidir. Firsatel
enfeksiyonlarda (kataterle ilskili enfeksiyonlar, yapay kalp kapake¢igi yabanci
cisimlerin bulundugu cerrahi alan enfeksiyonlar1) sik gorilir. Cogu kisinin kendi
normal mikrobiyal florasindan veya rutin giinliik temaslardan kaynaklandigi igin

korunma kolay degildir.

2.4.3. Bacillus subtilis

Bacillus subtilis, farmakolojik ve antimikrobiyal aktiviteye sahip ¢ok c¢esitli ikincil
metabolitler iireten, hastalik yapmayan, bir organizmadir. Aerop ve fakiltatif
anaerop olabilirler, sporlu ve endospor olusturan, hareketsiz ve hareketli, Gram-
pozitif ¢ubuklar olup, diiz hiicre seklindedirler. Tekil veya zincir seklindedirler.
Sporlan yiiksek sicakliga direnglidir, bazi 6zel hasta gruplarinda nadiren firsatgi
enfeksiyonlara yol acabilen bakterilerdir. Gidalarda bozulmalara neden olur,
kapsiilliidiir (Brooks ve ark., 2010; Erkmen, 2010 ; Tiinger ve ark., 2003; Gokoz,
2016).
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Cogunlukla saprofit olan Bacilluslar dogada yaygin olarak toprakta yasamaktadirlar.
Genellikle  toz partikilleri ile sulara, hayvan ve bitki  organizmalarina
bulagsmaktadir. Cogalmalari i¢in gereken sicaklik 25-75 °C’de araliginda degisiklik
gosterirken, pH araligi ise 7,5-8 arasinda degisiklik gostermektedir. Hiicreler
yaklasik 0,5-1,2 um boyutlarindadir (Erkmen, 2010;Ozalpar, 2018; Semerci, 2018).

2.4.4. Staphylococcus aureus

Organizma fakiiltatif aerob fakat fermentatif olarakta tireyebilirler. Hiicreleri kiime
olusturur, katalaz-pozitif Ozellik gozlenir, tuzlu ortamlarda gelisme yetenegine
sahiptir. Sar1 pigmentli, patojen, Gram-pozitif, hareketsiz, sporsuz, kapsiilsiiz (bazi
istisnalar disinda), optimum tireme derecesi 37°C, S tipi koloni olusturan, son iiriinii
laktik asit olan bir organizmadir. Mannitole etki eder, nitratlari nitritlere indirger,
lisostafine duyarli, lizozime direng gosterir, basta glikoz olmak iizere bircok
karbonhidrat1 pargalar, hiicre duvarinin temel maddesi peptidoglikan olup Gram-
negatif bakteri duvarma gore daha kalindir. Hiicreleri yaklagik 0,8 pm
biiyiikliigiindedir (Madigan ve ark., 2017; Agag¢fidan, 2005).

Sekil 2.5. S. aureus
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S. aureus enfeksiyonlarinin tanist genelde kolaydir. Ciinkii bu organizma kiiltiirde
kolaylikla iirerler ve niikleik asit amplifikasyon testleri ile klinik 6rneklerde hemde
metisiline duyarli S. aureus’un (MSSA) hemde MRSA’nin hizli tespiti ¢ok
yapilmaktadir. S. aureus’un neden oldugu hastaliklar iki gruba ayrilir: ilk grup
Hidrolitik enzimler ve sitotoksinlerin aracilik ettigi doku harabiyeti ile karakterize
lokalize piyojenik veya puriilan hastaliklar. Ikinci grup sistemik hastaliklara neden

olan siiperantijen fonksiyonu goren toksinlere bagli hastaliklar (Murray, 2018).



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal Temini

Calismamizda kullanilan yogurt ve peynir suyu Sakarya Bolgesinde yasayan koy
halki tarafindan yapilan katkisiz ev yapimi dogal irlinlerdir. Satin alma islemi
gerceklestirilerek tirtinlerin temini saglanmistir. Kefir ve zeytinyagi marketten hazir
olarak alinmistir. Bu iiriinlerin hepsi ¢alisma zamanina kadar laboratuvar ortaminda

muhafaza edilmistir.

3.1.1. Kullanilan test bakterileri

Sakarya Universitesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Aratirma Laboratuvari
koleksiyonunda bulunan E. coli ATCC 25922 ve S. epidermidis ATCC 12228 S.
aureus ATCC 29213 bakteri suslar1 kullanilmistir.

3.1.2. Kullanilan kimyasal malzemeler

Triptik Soy Broth (TSB), Nutrient Agar(NA), Patates Dekstroz Agar (PDA) ve
Miieler Hinton Agar (MHA), Sodyum hidroksit Merck, bos antibiyotik disk Himedia
firmalarindan temin edilmistir.

3.1.3. Kullanilan arag, gere¢ ve cihazlar

Calismalarda kullanilan arag, gerecler ve cihazlar Sakarya Universitesi Biyoloji

Boliimii Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvarindan temin edilmistir. Kullanilan arag,

gereg Ve cihazlar Tablo 3.1.’de verilmistir.
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Tablo 3.1. Kullanilan arag, gereg ve cihazlar

Etiiv(Niive) Baget

Cam tiip Mikropipet

Otoklav Alp CL 32L Manyetik karistirict

Beher pH metre

Pipet Petri kab1

Pipet ucu Bos antibiyotik disk

Elektronik hassas tarti Dijital kumpas

Meziir Filtre kagidi

Oze Densitometre

0,40 um c¢aplit membran Pens

Vorteks Karigtirici(Arzum)
3.2. Yontem

3.2.1. Sabun yapim

Kefir ile sabun yapimi: Soguk zincirde bekletilen kefirden 20 mL meziir ile alinarak
behere aktarilmis ve iizerine 15 mL distile su ilave edilerek seyreltme islemi
gerceklestirilmistir. NaOH (Sodyum Hidroksit) © den elektronik hassas tart1 yardimi
ile tartim islemi yapilarak 14 gr ayarlanmistir. Seyreltme islemi yapilan kefir {izerine
yavas yavas NaOH ilave edilerek manyetik karistirict yardimi karistirma islemi
yapilmustir. Zeytinyagindan meziir yardimi ile 75 ml alinarak karigmakta olan
karisimin tizerine ilave edilmistir. Ortalama 5 dakika boyunca manyetik karistirici ile
puding kivamina gelene kadar karistirilmaya devam edilmistir. Islem sonunda sabun

kaliplarina dokiim yaptiktan sonra oda sicakliginda kuruyana kadar bekletilmistir.

Yogurt suyu ile sabun yapimi: Soguk zincirde bekletilen yogurt suyundan 20 mL
meziir yardimi ile alinarak tizerine 15 mL distile su ilave edilerek seyreltilmistir.
Hassas tart1 yardimi ile 14 gr NaOH tartilarak seyreltilmis yogurt suyuna yavas yavas
NaOH katilir ve manyetik Kkaristiricti ile bir yandan karigtirma islemi
gerceklestirilmistir. Zeytinyagindan 75 ml ilave edilerek puding kivamina getirilir ve

kaliplara dokiim yapilarak oda sicakliginda kuruyana kadar bekletilmistir.
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Peynir suyu ile sabun yapimi: Soguk zincirde beklettigimiz peynir suyundan 20 ml
mezir yardimi1 ile almarak 15 ml su ilave edilir ve seyreltme islemi
gerceklestirilmistir. Hassas tart1 ile NaOH ° den 14 gr tartilir. Seyrelttigimiz peynir
suyunun iizerine yavas yavas NaOH ilave edilip o sirada manyetik karistirict ile
karistirma islemi yapilmistir. Zeytinyagindan 75 ml behere aktarilir ve karisim
tizerine ilave edilir puding kivamina gelinceye kadar karistirma islemi devam
etmistir. Son olarak kaliplara dokiim yapilir oda sicakliginda kuruyuncaya kadar
bekletilmistir.

Sekil 3.1. Sabun 6rnekleri

3.2.2. Besiyerlerinin hazirlanmasi

Besiyeri olarak Triptik Soy Broth, Nutrient Agar, Patates Dekstroz Agar ve Miieler
Hinton Agar kullanilmistir. Laboratuvar ortaminda aseptik sartlarda altinda

besiyerleri hazirlanmastir.
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TSB besiyeri i¢in 30 g dehidre besiyerine distile su ilave edilerek 1 L’ye
tamamlanmistir. Deney tiiplerine pipet yardimiyla 5 mL aktarilan besiyerleri

121°C’de, 1 atm. basing altinda 15 dk siireyle steril edilmistir.

Nutrient agar hazirlamak i¢in 34 g toz besiyeri {izerine distile su ileve edilerek 1
litreye tamamlanmistir. Erlende besiyeri ¢ozeltisi manyetik karistiricicda homojen bir
goriintii olusana kadar Karistirildiktan sonra agzi kapatilmistir. Besiyerleri 121°C’de,
1 atm. basing altinda 15 dakika steril edilmistir. Otoklavlama islemi sonrasi
besiyerleri (yaklasik 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra) biyogiivenlik kabinine

getirilerek steril petri kaplarina 4 mm kalinliliginda dokiilerek donmasi saglanmustir.

Patates Dekstroz Agar besiyeri i¢in 39 g dehidre toz besiyeri lizerine distile su ilave
edilerek 1 L’ye tamamlanmistir. Mavi kapakli sisede besiyeri ¢ozeltisi manyetik
karigtirict yardimi ile iyice karitirildiktan sonra agizlari gevsek olucak sekilde
kapatilmigtir. Besiyeri 121°C’de, 1 atm. basing altinda 15 dakika steril edilmitir.
Otoklavlama islemi sonrasinda besiyerleri 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra
biyogiivenlik kabininde steril edilmis petri kaplarina 4 mm kaliliginda dokiim
yapildi. Katilagmas1 beklendikten sonra kapaklari kapatilarak hazirlanan tiim

besiyerleri kullanilana kadar 4 C* de buzdolabinda saklanmastir.

MHA besiyeri i¢in 34 g dehidre besiyeri erlen mayerlere alinarak {izerine distile su
ilave edilerek 1000 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan karisim homojen bir goriintii
olusana dek manyetik karistiricida karistirildi ve agzi kapatildi. 121°C’de, 1 atm.
basing altinda 18 dk otoklavlanan besiyerleri 50°C’ye kadar sogutularak
biyogiivenlik kabinde steril petri kaplarma dokiillerek katilasmasi beklendi.

Hazirlanan tiim besiyerleri kullanilana kadar +4°C’de buzdolabinda saklanmistir
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Sekil 3.2. Besiyeri hazirligi

3.2.3. Maya-kiif izolasyonu

Caligmalarda maya ve kiif tespitni yapmak Patates Dekstroz Agar (PDA) besiyeri
kullanilmigtir. Distile su ile homajen hale gelen besiyeri 5.6 pH ayarlanarak steril
edilmistir. Uygun sicaklikta petrilere dokiilerek katilagsan besiyerlerine 10% -10°
araligindaki oOrneklerin tiim dillisyonlar1 drigalski 6zesi yardimiyla yayma ekim
yontemi kullanilarak ekimi yapilmustir. Inokiile edilen petriler 28°C’de 48 saat
etlivde inkiibe edilmistir (Yildiz, 2003).

3.2.4. Toplam aerobik mezofilik bakteri sayim

Toplam aerobik mezofilik organizma analizi i¢in 6rneklerden diliisyon serisi 10! -
10°) hazirlandi. 1 mL numune dékme plak yontemi ile Nutrient agara ekim
yaptlmistir. Organizmalarin besiyeri iizerinde esit sekilde dagilmasi i¢in agar

donmadan 3 kere yavasca oo isareti ¢izerek karistirilmustir. Iki giin boyunca 37°C’de
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inkiibe edilmistir. iki giiniin sonunda petri iizerinde gelisen kolonilerin sayimi

yapilmustir.
3.2.5. Antibakteriyel aktivite
3.2.5.1. Test mikroorganizmalarimin hazirlanmasi

Deneyde kullanilacak bakteriler TSB besiyerine inokiile edilmis ardindan 37 C’de
24 saat inkiibe edilmistir. Aktif bakteriler Nutrient Agar’a seyreltme yontemi ile
ekilerek 37 C’de 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmigtir. Hazirlanan taze
kiiltiirden alman koloniler tiiplere (9 mL’lik TSB besiyeri i¢eren) aktarilarak aktivite

icin 0,5 McFarland (10° CFU/mL) bakteri yogunlugu ayarlanmustir.

..................

-

Sekil 3.3. 0.5 Macfarland olgiimii
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Sekil 3.4. Sabunlarin analiz i¢in ¢dziindiiriilmesi

3.2.5.2.Sabun orneklerinin aktivite icin hazirlanmasi

Her bir grup (Kontrol, kefir, yogurt ve peynir suyu)’ dan 100 mg, 250 mg ve 500 mg
almarak 2 mL steril distile su igersinde homojen olana kadar ¢6ziinme islemi
gergeklestirilir. Pozitif kontrol grubu i¢in se¢tigimiz hazir antibakteriyel kati sabunda

ayni konsantrasyonda hazirlanarak ¢6ziinme islemi gerceklestirilir.

3.2.5.3. Disk difiizyon yontemi

Calisma i¢in hazirlanan 100 mg, 250 mg ve 500 mg numuneler i¢in petri kaplari
tigerli olarak boliniir. Bu béliimlere altisar disk yerlestirilir ve numunelerden
mikropipet yardimi ile 20 uL gekilerek emdirme islemi yapilmistir. 12 saat oda
sicakliginda  karanlik ortamda kurumaya birakilmistir. 0.5  McFarland
yogunlugundaki bakteri siispansiyonundan alinan 6rnekler steril ekiivyon yardimiyla

Mueller Hinton Agar aseptik sartlarda inokiile edilmistir. Sabun emdirilen diskler
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ekimi yapilmig Mueller Hilton Agar besiyerlerine konularak 37 C’de 24 saat inkiibe
edilmistir (Semerci ve ark., 2019). Negatif kontrol olarak, hazirlanan katkisiz sabun
orneklerinin ¢ozeltileri disklere emdirilmistir. Her bakteri ve numuneler ig¢in bu

calisma ti¢ tekrarl yapilmistir.

Sekil 3.5. Disk yerlestirme ve emdirme islemleri
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3.2.5.4. Zon caplarinin dl¢iilmesi

37°C’de 24 saat inkiibasyon sonunda numunelerin mikroorganizmalara karsi
antibaktiriyel aktivitesinin olup olmadigini belirlemek icin disk etrafindaki zon
caplar1 (mm) dijital kumpas kullamlarak hassas bir sekilde dl¢iilmiistiir. Inhibisyon
zon gaplari incelenerek sabunlarin test bakterileri tizerindeki antibakteriyel aktivitesi

belirlenmistir.



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Cahsma Orneklerinin pH Degeri

Yogurt, kefir ve peyniraltu suyu Ornekleri sabunlasma islemi Oncesindeki ph

sonuclar1 Tablo 4.1.’de verilmistir.

Tablo 4.1. ph degerleri

“Omek P
Yogurt 7.3
Kefir 6.7
Peyniralt1 suyu 6.5

4.2. Orneklerin islem Oncesi Mikrobiyal Yiikii

Yogurt, kefir ve peyniraltu suyundaki toplam mezoflik aerobik bakteri(TMAB)
sayis1 ve maya-kiif degerleri Tablo 4.2.’de verilmistir. En yiilksek TMAB ve kiif —
maya sayis1 kefirde oldugu en diisiik degerlerin ise yogurtta oldugu tespit edilmistir.

Peyniralti suyunda TMAB 4x10* ve kiif maya sayist 5x10° kob/mL olarak

belirlenmistir.
Tablo 4.2. Orneklerin TMAB ve maya kiif degerleri (kob/mL)
Ornek TMAB Kiif-maya
Yogurt 2.5x10° 4.1x10*
Kefir 8x10° 2x 10°

Peyniralti suyu 4x10* 5x10°
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4.3. Uretilen Sabunlarin Antibakteriyel Aktivite Sonuglari

Uretilen sabun 6rneklerinin (kefir, peynir alt1 suyu, yogurt) Staphylococcus aureus
ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922 ve Staphylococcus epidermidis ATCC
12228 bakterileri tiizerindeki antibakteriyel aktiviteleri disk difiizyon metodu
kullanilarak belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak piyasada satilan antibakteriyel bir

sabun ve Gentamicin antibiyotigi kullanilmistir.

4.3.1. Kefirden sabunun antibakteriyel aktivitesi

Kefir kullanilarak tiretilen kat1 sabunun 100,250 ve 500 mg/mL konsantrasyondaki
antibakteriyel aktivite sonuglar1 Tablo 4.3.’te verilmistir. Kefirden elde edilen sabun

sadece E. coli lizerinde antibakteriyel aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Tablo 4.3. Kefir sabunun antibakteriyel aktivitesi

Ornek E. coli S. aureus S. epidermidis
100mg/mL 0 0 0
250 mg/mL 0 0 0
500 mg/mL 12 0 0
Gentamicin 16 21 21
N. kontrol 0 0 0

4.3.2. Yogurt sabunun antibakteriyel aktivitesi

Yogurt suyu kullanilarak elde edilen kat1 sabunun S. aureus, Escherichia. coli ve
S.epidermidis bakterileri tizerindeki antibakteriyel aktivitesi Tablo 4.4.’te verilmistir.
Yogurt suyundan {iretilen sabunun S. aureus ve S. epidermidis bakterileri tizerinde
antibakteriyel aktivitesi olmadig1 belirlenirken E. coli izerinde 8 mm inhibisyon zon

cap1 olusturdugu tespit edilmistir.
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Tablo 4.4.Yogurt sabunun antibakteriyel aktivitesi

Test bakterisi (inhibisyon zongap1 mm)

Ornek E. coli S. aureus S. epidermidis
100mg/mL 0 0 0
250 mg/mL 0 0 0
500 mg/mL 8 0 0
Gentamicin 16 21 21
N. kontrol 0 0 0

4.3.3. Peyniraltu suyundan iiretilen sabunun antibakteriyel aktivitesi

Peyniralt1 suyu kullanilarak iiretilen kat1 sabunun antibakteriyel aktivite sonuglar
Tablo 4.5. ‘te gosterilmistir. Tiim konsantrasyonlarda elde edilen peyniraltt sulu
sabun c¢ozeltilerinin S. epidermidis, S. aureus bakterileri iizerinde antibakteriyel

aktivitesi olmadig belirlenmistir.

Tablo 4.5. Peyniraltu suyundan iiretilen sabunun antibakteriyel aktivitesi

Ornek Test bakterisi (inhibisyon zongap1 mm)

E. coli S. aureus S. epidermidis
100mg/mL 0 0 0
250 mg/mL 0 0 0
500 mg/mL 8 0 0
Gentamicin 16 21 21
N. kontrol 0 0 0
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4.3.4. Piyasada satila sabunun antibakteriyel aktivitesi

Marketten temin edilen hazir antibakteriyel kati sabunun antibakteriyel aktivite
sonuglar1 Tablo 4.6. ‘da gosterilmistir. Tiim konsantrasyonlarda elde edilen sabun
cozeltisi antibakteriyel aktivite gostermistir. 500 mg/mL konsantrasyondaki sabun
cozeltisi E. coli’de 14 mm, S. aureus’ta 13.5 mm ve S. epidermidis’te 17 mm

inhibisyon zon ¢ap1 olusturmustur.

Tablo 4.6. piyasada satilan kat1 sabunun antibakteriyel aktivitesi

Ornekler Test bakterisi (inhibisyon zongap1 mm)

E. coli S. aureus S. epidermidis
100mg/mL 125 12 135
250 mg/mL 13 13 15
500 mg/mL 14 135 17
Gentamicin 16 21 21

N. kontrol 0 0 0




Sekil 4.1. Sabun 6rneklerinin ve negatif kontroliin bakteriler tizerindeki aktivitesi
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Sekil 4.1. Sabun 6rneklerinin, negatif ve pozitif kontroliin bakteriler lizerindeki aktivitesi
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BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Caligmamizda kefir, yogurt ve peyniraltt suyunun ph’lari, toplam aerobik mezofilik
bakteri ve maya kiif sayilar1 degerlendirilmistir. Ayrica kefir, yogurt ve peyniralti
suyundan tiretilen kat1 sabunlarin E. coli ~ S. aureus S. epidermidis bakterileri

tizerindeki antibakteriyel aktivitesi disk diflizyon metodu kullanilarak belrlenmistir.

Siit ve siit mamiilleri mikrobiyolojik kalitenin tespitinde sik kullanilan kriterlerden
biri toplam aerobik mezofilik bakteri (TAMB) sayisidir. TAMB sayimi siit
tirtinlerinin mikrobiyolojik kalitesinin belirlenmesinde ziyade tazelik derecelerini ve
kalan raf émriiniin tespitinde kullanilmaktadir. Uriiniin durumu hakkinda genel bilgi
elde etmek ve mikrobiyolojik agidan kurallara uygunlugu belirlemek icin incelenir.
Toplam aerobik mezofilik bakteri say1 degerlerinin (TAMB) yiiksek bulunmasi
tirtinde kalite sorunlarinin gostergesi olarak goriilmektedir. Calismamizda TAMB
degerleri, ham madde olarak kullandigimiz siit tirlinlerinin mikrobiyal yiik durumuni
belirleyerek var olabilecek yararli fermantatif bakterilerin sabun {izerinde olas1

etkilerini gérebilmek i¢in arastirilmistir (Dinger, 2020).

Tirk Gida Kodeksi (TGK) pek ¢ok iiriin ¢esidinde Mikrobiyolojik Kriterler
Yénetmeligine gore genel olarak TAMB sayist en fazla 10* kob/mL olarak
verilmektedir. Deneyde kullandigimiz yogurt, kefir ve peyniralti suyunun TAMB
degerleri sirasiyla 2.5x10% 8x10°, 4x10* kob/mL olarak belirlenmistir. Uriinlerimizin

TGK standrtlarinda oldugu goriilmistiir.

Siit driinlerinde bulunabilen funguslar indikator olarak mikrobiyolojik kalitenin
belirlenmesinde kullanilmaktadirlar. Ozellikle ¢ig siit, maya ve kiif gelisimi igin
dogal ortam olarak kabul gormektedir. Ama genel olarak funguslarin 1s1 toleranslar

diisiik olduklarindan, gida iiretim asamasinda ¢ig siitlin 1s1l islem gormesi ile birlikte
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onemli Ol¢iide maya ve kiif sayisinin azaldigi goriilmektedir. Buna ragmen seker
varligl, saklama sartlart ve besinsel degeri goz oniine alindiginda yogurt, peynir gibi
st driinleri, maya ve kiife bagli bozulmalara karsi hassas gidalar olarak
tamimlanmaktadir (Somer, 2013; Buehler ve ark., 2018). Toplam aerobik mezofilik
bakteri ve kiif-maya icerisinde yararli metabolitler iireten mikroorganizmlarinda

varlig tiretilecek sabun kalitesinide etkileyecektir.

Kirklareli’nde yapilan bir g¢alismada calismamizla benzer sekilde Maya ve kiif
degerleri yogurt drnekleri i¢in ortalama 2.3x10" oldugu bildirilmistir( Cetin ve ark.,
2014). Calisma sonuglarimiz Elmali ve Yaman (2005), Sagdi¢ ve Simsek (2001) ve
Kirdarve Giin (2002) tarafindan elde edilen verilerlede uyumluluk gostermektedir.
Dil peyniri lretiminden olusan peyniralti suyunun mikrobiyolojik sonuglarina
bakildiginda maya-kiif degeri 10 TAMB sayist 10° kob/ml olarak bildirilmistir
(Uysal, 2008). Siit iirlinlerinin {iretim ve tikketim siireclerinde gerekli sartlarin
saglanmamasi, saklama kosullar1 ve cevresel etkenlere bagli TABM ve maya-kiif

degerleri i¢in bazi calismalarda farkliliklar olabilmektedir.

Sabunlardaki antioksidanlar, ve insan cildini oksidatif stresten koruyan serbest
radikal temizleyicilerdir. Cilt bakiminda iltihabi azaltmaya, yara izlerini tedavi
etmeye ve cilde geng ve parlak bir goriiniim kazandirmaya yardimci olur. Cogu ticari
sabun, antimikrobiyal ve antioksidan dzellikler elde etmek i¢in sentetik kimyasallar
kullanir. Antimikrobiyal aktivite kazandirmak i¢in sabunlara eklenen en yaygin
sentetik kimyasallar triklosan ve parabenler iken, antioksidan etkiler igin biitillenmis
hidroksianisol ve biitillenmis hidroksitoluen (BHT) kullanilmaktadir. Bununla
birlikte, bu kimyasallarin ¢esitli cilt alerjilerine neden oldugu kanitlanmistir ve ayrica
Uluslararas1  Kanser  Arastirmalart  Ajansi tarafindan  kanserojen  olarak
tanimlanmistir. Bu nedenle, bu sert kimyasallarin dogal antimikrobiyal ajanlar ve
bitki kaynaklarindan elde edilen antioksidanlarla ikamesi sabun endiistrisinde genis

capta arastirilmaktadir (Atolani ve ark., 2018; Rambabu ve ak., 2020).

Calismamizda antimikrobiyal 6zelligi bilinen kefir, peynir alt1 suyu ve yogurtan

sabunlar iretilerek bunlarin antibakteriyel etkinligi degerlendirilmistir. Kefirden
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yapilan sabun E. coli’ de 12 mm inhibisyon zapi ile en yiiksek antibakteriyel
aktiviteyi gostermistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan piyasadaki antibakteriyel
sabun (E. coli lizerinde 14 mm inhibisyon zon) ile kefirden {iretilen sabun benzer
antibakteriyel aktivite gostermistir. Yogurtan elde edilen sabun ise E. coli {izerinde 8
mm inhibisyon zon cap1 olusturmustur. Uretilen sabunlar pozitif kontrolden farkli
olarak kullanilan mikroorganizmalar ig¢inde sadece E. coli {izeride antibakteriyel
aktivite gostermistir. Ayrica Kefir, peynir alti suyu ve yogurtan iretilen tiim

sabunlarin S. aureus ve S. epidermidis tizerinde etkili olmadigi tespit edilmistir.

Kegi siitii kulanilarak iiretilen sabunlarin antibakteriyel aktivitesinin arastirildigi bir
caligmada sabunun kullanilan mikroorganizmalar (E. coli, {iizerinde antibakteriyel
aktivitesi oldugu bildirilmistir(Ashraf ve ark., 2016). Yapilan baska bir calismada
inek siitiinden elde edilen sabunlarin diisiik oranda antyibakteriyel aktivite gosterdigi

tespit edilmistir (Cosentino ve ark., 2018).

Literatiire yogurt suyu ile {iretilmis sabun 6rnegine rastlanilmamisken kefir ve peynir
altt suyundan sabun iiretimi mevcuttur (Helsy ve ark., 2018). Fakat kefri yogurt ve
peyniralti suyundan tiretilen sabunlarin antibakteriyel aktivteleri ile igili bir arastirma
bulunamamistir. Bu bakimdan literatiire yeni bilgiler kazandiran g¢alismamizin

Ozglinligii ytksektir.

Calismamizda TAMB sayisi ve maya-kiif degerlerine bakildiginda en fazla
mikroorganizmanin kefir de oldugu goriilmiistir. Buna bagli olarak iiretilen
sabunlardaki antibakteriyel etkinin en yliksek kefirde olan sabunda olmasi ham
maddenin igerdigi yararli mikroorganizmalar ve Trettikleri metabolitlerle alakali

olabilecegini diislindiirmiistiir.

Dogal iriinler kullanilarak daha g¢evreci sabun iiretimi beklentisi, sabunlarda
kullanilan sentetik kimyasallar i¢in umut verici bir alternatiftir. Son zamanlarda,
sabun formiilasyonu igin antimikrobiyal bakimindan zengin biyokiitle atiklarinin

degerlendirilmesi, artan arastirma ilgisini ¢gekmistir. Calismamiz bu bakimdan kefir,
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yogurt suyu ve peynir altisuyu kullanilarak iiretilen sabunlarla literatiire yeni bir

yaklagim katmaktadir.

Yapilan bu tip calismalarin yayginlastirilarak, fermante siit {irtinlerinin sabunlarda
dogal antimikrobiyal madde kaynaklar1 olarak sentetik antimikrobiyal maddelere
alternatif olabilecegi goriilebilir. Gelecek caligmalarda fermante siit tirlinlerindeki
mikroorganizmalarin idenfikasyonu, antimikrobiyal aktiviteden sorumlu olan
metabolitlerin izolasyonu ve tanimlanmasi yapilarak {iretilecek sabunlarin aktivitesi

ile ilgili daha genis kapsamli ¢alismalar yapilabilecigi diisiincesindeyiz.
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