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Kefir; is a fermented milk product which is produced by granules containing a wide variety of
microorganisms such as lactic acid bacteria, acetic acid bacteria and yeasts. It is traditionally
consumed in many countries. It has been shown in many studies that the polysaccharide structure
surrounding the granules which is composed mainly of kefiran molecule has antimicrobial effect
against various pathogens as well as many health promoting effects. In this study, 24 h fermented
kefir was used with two types of kefir granules for production of kefiran extract. One of them is
being sold commercially and the other was collected from private households in a different region
of Turkey. Kefiran extraction was carried out from matured kefir granules using three different
temperatures, 80°C, 90°C and 100°C. Also, the protein contents of the extracted solutions were
determined by Bradford method. Protein content of the extract solutions obtained were measured as
0.001 g/ml. The antibacterial effect of 0.05, 0.1, 1 and 2 mg of this extract against several plant
pathogenic bacterial strains belonging to genus Pseudomonas, Xanthomonas, Erwinia ve Clavibacter
was investigated in vitro for the first time. For this purpose, two methods, disc diffusion method and
spreading method were used. The AN and SD kefir supernatants used as the positive controls in the
experiments showed an average of 13-17 mm and 10-14 mm inhibition zones on the isolates,
respectively, but the antibacterial effect of kefiran extracts was not observed.

Tiirk Tarim — Gida Bilim ve Teknoloji Dergisi, 8(4): 889-894, 2020

Kefiran Ekstraktinin Bazi Bitki Patojeni Bakterilerine Kars1 Antimikrobiyal
Etkisinin Degerlendirilmesi
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Kefir; laktik asit bakterileri, asetik asit bakterileri ve mayalar gibi ¢ok ¢esitli mikroorganizmalar1
barindiran graniiller tarafindan iretilen, pek cok iilkede geleneksel olarak tiiketilen fermente bir siit
icecegidir. Graniilleri gevreleyen ve agirlikli olarak kefiran molekiiliinden olusan polisakkarit
yapinin sagligi tesvik edici birgok etkisinin yaninda cesitli patojenlere karsi antimikrobiyal etkiye
sahip oldugu bildirilmektedir. Bu ¢aligmada, biri ticari olarak satilan, digeri yerel bir saticidan temin
edilen graniiller kullanilarak 24 saatlik fermantasyonla kefir {iretimi yapilmistir. Olgunlasan kefir
tanelerinden kefiran ekstrakti eldesi ve saflagtirilmasi etanol presipitasyon yotemi ile 80°C, 90°C ve
100°C olmak iizere ii¢ farkli sicaklikta gergeklestirilmistir. Ayrica elde edilen ekstrakt
soliisyonlarmin protein igerikleri Bradford yontemiyle ile belirlenmistir. Denemelerde kullanilan
ekstrakt soliisyonlarinin protein igerigi 0,001 g/mL olarak Olgiilmiistiir. Olusturulan stok
soliisyonlarindan, 0,05, 0,1, 1 ve 2 mg ekstrakt i¢eren uygulamalarin Pseudomonas, Xanthomonas,
Erwinia ve Clavibacter cinslerine ait baz1 bitki patojeni bakterilere kars1 antibakteriyel etkisi in vitro
kosullarda ilk defa incelenmistir. Bu amagla disk difiizyon metodu ve yayma yontemi olmak iizere
iki metot kullanilmistir. Denemelerde pozitif kontrol olarak kullanilan AN kefir siipernatanti
izolatlar {izerinde ortalama 13-17 mm inhibisyon zonu gosterirken, SD siipernatant1 10-14 mm zon
iretmis ancak kefiran ekstralarinin antibakteriyel etkisi gozlemlenmemistir.
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Bakteriler bitkilerde, genellikle asir1  biiyiime,
solgunluk, yaprak lekeleri ve yaniklari, ¢iiriikler, kabuk ve
kanserler gibi morfolojik semptomlarla karakterize olan
hastaliklara neden olur. Genel olarak, en yaygin ve yikict
bitki patojenik bakterileri, Erwinia, Pectobacterium,
Agrobacterium, Pseudomonas, Ralstonia, Burkholderia,
Xanthomonas, Clavibacter, Xylella, ve Phytoplasma
cinslerine aittir (Bull ve ark., 2010). Bitkilerde bakteri
kaynakli hastaliklar kiiresel Ol¢ekte biiyiikk finansal
sorunlara neden olmaktadir (Agrios, 2005).

Bitki bakteri hastaliklarini kontrol etmek i¢in birgok
yaklagim vardir, ancak en yaygm kullanilani kimyasal
kontroldir (Kannan ve Bastas, 2015). Bakteriyel
hastaliklarin  kimyasal yonetimi biiyiikk o6l¢iide bakir
bilesikleri ve antibiyotiklerin kullanimi1 ile
gerceklestirilmektedir (Sundin ve ark., 2016). Bununla
birlikte, bu bilesiklerin yogun kullanimi sonucunda,
bakteriler, mutasyon, diren¢ geni ya da genlerinin
edinilmesi yoluyla bu bilesiklere kars1 direng gelistirmeye
baslamiglardir (Forster ve ark., 2015; Sundin ve Wang,
2018). Ayrica, antibiyotik kullanimi, insan sagligi
tizerindeki potansiyel etkileri ve antibiyotik direncinin
klinik patojenlere aktarilmasi nedeniyle diinyanin birgok
iilkesinde ve Avrupa Birligi'nde yasaklanmistir (Sundin ve
ark., 2016; Sundin ve Wang, 2018).

Kefir, temel olarak laktik asit bakterileri
(Lactobacillus, Lactococcus spp., Leuconostoc spp.,
Acetobacter spp. and Streptococcus spp.) ve maya
(Kluyveromyces spp., Torula spp., Candida spp. and
Saccharomyces spp.) iceren fermente bir siit Uriiniidiir.
Kefir tanelerinin mikrobiyal ¢esitliligi; tanelerin orijini,
kefir tanesinde bulunan mikroorganizmalarin diizeyi,
fermentasyonda uygulanan inkiibasyon sicakligi, siiresi ve
kefir tanelerinin muhafaza siiresi gibi bir¢ok faktdrden
etkilenmektedir. (Gilizel-Seydim ve ark., 2005; Giizel-
Seydim ve ark., 2011). Kefirin antitiimdr, antikolestrol,
antifungal ve antibakteriyel gibi pek ¢ok fonksiyonel
ozelligi ¢esitli caligmalarda ortaya konmustur (Liu ve ark.,
2006; Liu ve ark., 2005; Guzel-Seydim ve ark., 2006).
Kefir taneleri polisakkarit bir yap1 olan ve agirlikli olarak
Lactobacillus kefiranofaciens tarafindan iretilen bir
polisakkarit olan kefiran ile ¢evrelenmektedir. Kefiran ise
zincir boyunca kendini tekrar eden, esit sayida glikoz ve
galaktoz basit sekerlerinden olusan bir hekzasakkarittir
(Furuno ve Nakanishi, 2012). Kuru kefir tane agirhigmimn
yarisindan fazlasi kefiran'dan olusmaktadir (Garrote ve
ark., 2001; Moradi ve Kalanpour, 2019).

Kefiran bilesiginin gesitli fonksiyonel &zellikleri pek
¢ok bilimsel ¢aligma ile belirlenmigtir. Shiomi ve ark.
(1982) kefir tanelerinden izole ettikleri, suda ¢dziinebilen
bir polisakkaritin Ehrlich karsinoma ve sarcoma
tlimorlerinin bilylimesini inhibe ettigini gostermislerdir.
Bir diger c¢alismada, hiicre kiiltiiri ortaminda kefiran
varhiginda Bacillus cereus bakterisinin salgiladigi hiicre
dis1 faktorlerin insan kirmizi kan hiicrelerine baglanarak
zarar vermesinin Onemli Ol¢iide azaldigi gosterilmistir
(Medrano ve ark., 2008). Kefiranin yiiksek kolesterollii
diyet uygulanan tavsanlarda damar tikanikligini azalttigi
gozlemlenmistir (Uchida ve ark., 2010).

Son yillarda fonksiyonel 6zelliklerinin diginda, kefiran'in
ortaya konmus olan ozelliklerinden dolay: farkli alanlarda
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cok ¢esitli uygulamalart da bildirilmistic (Moradi ve
Kalanpour, 2019). Ornegin gida uygulamalarinda, sahip
oldugu doku ve jellesme Ozelliklerinden dolayi, kefiranin,
biyolojik olarak pargalanabilen bir gida paketleme
malzemesi olarak, biyopolimer filmlerin hazirlanmasinda
kullanilabilecegine yonelik bulgular mevcuttur (Motedayen
ve ark., 2013). Ayrica sahip oldugu goézenekli yapisi
nedeniyle iyi hiicre penetrasyonu ve hiicre yayilmasina
olanak saglayabildiginden, doku miihendisliginde uygun
yapt iskeletleri olarak kefiran kullanimi = Onerilmistir
(Montesanto ve ark., 2016). Literatiirde benzeri ¢aligmalarin
sayisini arttirmak miimkiindiir.

Kefir tanelerinden elde edilmis kefiran polisakkariti
ekstraktinin c¢esitli insan patojen bakteri tiirleri {izerine
antimikrobiyal aktivitesinin ortaya kondugu caligmalar
daha smirli olmasina ragmen mevcuttur (Rodrigues ve ark.,
2005). Ancak yapmis oldugumuz literatiir taramalarinda
kefiran ekstraktinin bitki patojeni bakterilere karst
herhangi bir uygulamasina rastlanmamustir. Farkli olarak
gergeklestirdigimiz bir baska caligmada, graniillerden
bagimsiz, sadece kefir siitiinden elde ettigimiz bes farkli
siipernatant Urlinliniin, cesitli bitki patojeni bakterilere
kars1 in vitro ve in vivo antibakteriyel etkileri ilk defa
ortaya konmustu. Calismada siipernatantlar hemen hemen
tim izolatlar iizerinde in vitro kosullarda antibakteriyel
etki gostermis fakat aymi etkiyi in vivo kosullarda
gosterememisti. Buna karsiik  bitki gelisim
parametrelerinde artisa sebep olmustu (Taskin ve Akkdprii,
2020). Bu c¢alismada ise, farkli ekstraksiyon sicakliklart
kullanilarak elde edilen, graniillerin ¢eperini olusturan ve
agirlikli olarak kefiran molekiiliinii i¢eren polisakkarit
ekstraktinin bitki patojeni bakterilere karsi antibakteriyel
etkisinin in vitro kosullarda incelenmesi hedeflenmistir.

Materyal ve Yontem

Bitki Patojeni Bakteri Izolatlart

Calisma kapsaminda kullanilan bakteriler Yiiziincii Y1l
Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimil,
Bakteriyoloji laboratuvari stoklarindan temin edilmistir.
Bitki patojenleri; Pseudomonas syringae pv. syringae
(Pss), Pseudomonas syringae pv. lachrymans (Psl),
Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst), Xanthomonas
axonopodis  pv. phaseoli  (Xap), Xanthomonas
euvesicatoria (Xe), Erwinia amylovora (Ea), Clavibacter
michiganensis ssp. michiganensis (Cmm) bu caligmada test
izolatlar1 olarak kullanilmislardir. Tiim suslar, Nutrient
Broth (NB) siv1 besiyerinde (Difco, Detroit, MI, ABD)
veya NB agar petrilerinde 25°C’de biiyiitiilmiistiir.

Kefiran eldesi ve saflastirilmast

Calismada, biri Tirkiye’nin i¢ Anadolu bdlgesinden
(AN), yerel saticilardan, digeri ise ticari olarak satilan (SD)
kefir  kiiltiirleri  temin  edilerek  kefir  {iretimi
gergeklestirilmistir. Kefiran eldesi deneylerine baglamadan
once, 15 giin siireyle pastorize, yarim yaglhh UHT siit
kullanilarak 10-15 giin 25°C de fermente edilerek graniiller
olgunlastirilmistir. Bu siirecte 24 saat araliklarla graniiller
steril suyla yikanarak yeni siit ortamina aktarilmistir.
Kefiran ekstrakti eldesi i¢in, olgunlasmis canli kefir
taneleri, %10 w/v oraninda, pastdrize, yarim yagli siit i¢ine
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inokiile edilerek, 24 saat siireyle 25°C'de fermantasyonlari
gerceklestirilmigtir.  Fermantasyon isleminin sonunda,
graniiller ve siit steril plastik filtre (2 mm gézenek boyutu)
kullanilarak birbirinden ayrilmistir. Daha sonra graniiller
kullanilarak bir sonraki asama olan kefiran ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir.

Kefiran ekstraksiyonu Micheli ve ark. (1999)’nin
bildirmis oldugu yontemde bazi modifikasyonlar yapilarak
gergeklestirilmigtir. Bu amag¢ dogrultusunda, oncesinde
tartilarak agirligi belirlenmis olan kefir graniillerinin,
lizerlerine 1:10 oraninda distile su eklenerek, 1 saat
boyunca 100°C de ara ara kanstirilarak ¢oziinmesi
saglanmistir (Sekil la & 1b). Karisim sogumaya
birakilarak, sonrasinda 16.000 g hizinda 15 dakika
boyunca santrifiij edilmistir. Stipernatant temiz bir tlipe
alindiktan sonra kalan pelet ile aymi igslem bir kez daha
tekrarlanmigtir.  Siipernatant icinde ¢Ozlinmils olarak
bulunan polisakkaritin, siipernatant iizerine ayni hacimde
soguk etanol eklenerek 4°C de gece boyunca ¢okmesi
saglanmistir (Sekil 2a ve 2b). Olusan ¢okeltiye yaklagik
1:10 oraninda sicak su eklenerek ve 60-70°C de 1 saat
boyunca Kkaristirilarak tekrar ¢oziinmesi saglanmistir.
Sonrasinda soguk etanol kullanilarak yapilan ¢oktiirme
prosediirii  yukarida anlatildigi gibi iki kere daha
tekrarlanarak iiriin saflagtirillmasi gergeklestirilmistir. En
son asamada olusan ¢okelti 50-100 ml distile su i¢inde
¢Ozdiiriilmistir. Bu metot, ilk asamadaki kaynatma
sicakligi 90°C ve 80°C olacak sekilde degistirilerek iki
farkli sicaklikta daha tekrarlanmigtir. Distile su igerisinde
¢Ozdiiriilmis olan ekstraktlar daha sonra liyofilizator
(ALPHA 2-4 LD plus, Martin Christ, Osterode am Harz,
Germany) yardimi ile liyofilize edilmistir (Sekil 2c).
Antibakteriyel aktivite olglimleri igin liyofilize iirlinler
kullanilarak 10, 20, 50 ve 100 mg/mL derisimlerinde stok
soliisyonlart hazirlanmustir.

Protein Tayini

Elde edilen ekstraktin protein derisimi Bradford
yontemiyle tayin edilmistir (Bradford 1976). Her 6l¢iimde
es zamanli olarak hazirlanan kalibrasyon grafikleri protein
miktarinin  hesaplanmasinda  kullanilmigtir.  Protein
kalibrasyon grafikleri i¢in, Bovine Serum Albumin (BSA)
standart olarak kullanilmustir. Kisaca; protein miktarlari
belirli konsantrasyonlarda Bovine Serum Albumin (BSA)
ile hazirlanmis kalibrasyon grafikleri kullanilarak
belirlenmistir.

Antibakteriyel Aktivitenin Olgiilmesi

Bakteri stok kiiltlirleri NB sivi besiyerinde 25°C de
orbital calkalamali inkiibatorde 24-48 saat boyunca
biiyiitilmiislerdir. Bu siirenin sonunda kiiltiir igindeki
bakteri hiicre sayisi spektrofotometrik yontem ile 108
cfu/mL yogunluga ayarlanmigtir. Kefiran ekstraktinin
antibakteriyel etkisi iki yontem ile stnanmistir. ilk olarak,
Klinik Laboratuvar Standartlari’na gore yiiriitiilen disk
diftizyon metodudur (NCCLS 2002). Bu amagla, Steril
olan kagit disklerine (5 mm), yukarida belirtilen
derisimlerde hazirlanmis kefiran ekstrakti stoklarindan,
0.05, 0.1, 1 ve 2 mg ekstrakt icerecek sekilde 20 pL
emdirilmistir. Daha sonra bu kagit diskler, 6ncesinde 100
uL bakteri siispansiyonlar yayilarak inokiile edilmis 20 ml
NB Agar igeren petrilere birbirine esit mesafede
yerlestirilmistir. Petriler 25°C de 48 saat inkiibe edildikten

sonra inhibisyon ¢aplar1 i¢in incelenmislerdir (Sekil 3).
Ayrica caligmada kullanilan AN ve SD kefirlerinin
stipernatantlar1 kontrol grubu olarak kullanilmistir. Bu
amacla 48 saat fermente edilerek elde edilmis ve 0,45 um
gbzenek boyutuna sahip siringa filtresi (Millipore Co.,
ABD) kullanilarak steril edilen kefir siipernatindan
disklere 20 pL emdirilmistir (Taskin ve Akkoprii, 2020).
Tiim deneyler dokuz tekrarli olarak yapilmistir. Disklerin
etrafindaki, koloni bilylimesinin olmadigi, agik bdlgenin
varlig1 inhibisyon olarak kabul edilmistir.

Ikinci  test ~metodunda  kefiran  ekstraktinin
antibakteriyel etkisi yayma yontemi kullanilarak
incelenmistir. Bu yonteme gore, yukarida belirtilen final
derisimleri elde etmek icin belirli miktarda kefiran
ekstrakti, 50°C ye kadar sogutulmus, hentiz katilasmamis
NB agar besiyerine dogrudan karigtirilarak petri kaplarina
dékiilmiistiir. Sonrasinda 102-10° cfu/mL yogunlugundaki
100 pL bakteri siispansiyonu petrilere yayilarak ekilmistir.
Petriler 25°C de 48 saat inkiibe edilmis ve ayni sayida
bakteri inokiilasyonu yapilmus, ekstrakt icermeyen kontrol
gruplar ile karsilagtirilmislardir. Bu testler, her bir bakteri
susu ve ekstrakt konsantrasyonu ig¢in {i¢ tekrarli olacak
sekilde yapilmustir.

@) (b)

Sekil 1. 25°C de, yarim yagli UHT siit kullanilarak
fermentasyonu yapilarak iiretilen kefir graniilleri (a). Distile su
eklenerek, 1 saat boyunca ara ara karistirilarak kaynatilan,
pargalanmus kefir graniilleri (b).

Figure 1. Kefir granules produced by fermentation using half-fat
UHT milk at 25°C (a). Decomposed kefir granules boiled under
stirring for 1 hour by adding distilled water (b).

(a) (b) (©
Sekil 2. Santrifiij sonucunda elde edilen siipernatant i¢inde,
¢Oziinmiis olarak bulunan toplam polisakkaritin, siipernatant
tizerine ayn1 hacimde soguk etanol eklenerek ¢oktiiriilmesi
(a). Esit hacimde etanol eklenerek ve 4°C de gece boyunca inkiibe
edilerek ¢oken kefiran ekstrakti (b). Steril distile su icerisinde
¢oziinmiis ve liyofilizasyonu tamamlanmis ekstrakt (c).
Figure 2. Precipitation of total dissolved polysaccharide in the
supernatant obtained by centrifugation by adding the same
volume of cold ethanol on the supernatant (a). The kefiran
extract precipitated by adding an equal volume of ethanol and
incubating overnight at 4°C, (b) Lyophilized extract which was
dissolved in sterile distilled water in previous step (c).
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Sekil 3. AN (sol) ve SD (sag) kefir graniillerinden elde edilmis 2
mg ekstrakt iceren ¢dzeltinin bazi bitki patojeni bakteriler
iizerindeki antibakteriyel etkisinin disk diflizyon yontemi ile
incelenmesini gosteren 6rnek petri fotograflari.

Figure 3. A few sample plate photos investigating the
antibacterial effect of 2 mg of the extracts obtained from AN
(left) and SD (right) kefir granules by disc diffusion method on
some plant pathogenic bacteria

Bulgular ve Tartisma

Bu ¢alismada, iki farkli kefir graniiliinden, soguk etanol
¢oktiirmesi yoluyla elde ettigimiz ekstraktin, yedi bitki
patojeni bakteri izolati izerindeki antimikrobiyal etkileri in
vitro kosullarda arastirilmustir. Kefiran ekstrakti eldesin de
takip ettigimiz yontem, Micheli ve ark. (1999), Rodrigues
ve ark. (2005), Piermaria ve ark. (2009) gibi pek ¢ok
¢alismada da kullanilmis ve denenmis bir yontem olmasina
ragmen, protokolde bazi modifikasyonlar ile yontem ayrica
gelistirilmeye ¢alisilmistir. Bu modifikasyonlardan bir
tanesi, kullandigimiz yontemin ilk asamasi olan, kefir
graniillerinin distile su i¢inde 1 saat boyunca ara ara
karigtirtlarak kaynatilmasi yerine, 90°C’de ve 80°C’de
ayni siire zarfinda karistirilmasidir. Bdylece, su icerisinde
892

¢oziinme asamasinda, yiiksek sicakligin  graniil
¢eperlerindeki kefiran polisakkaritinin molekiiler yapisina
zarar verme ihtimalini diiglirmek amac¢lanmistir. Ancak,
80°C, 90°C ve kaynama sicakliklarinda gergeklestirilmis 3
farkli ekstraksiyon protokdilii ile elde edilmis ekstraklarin,
farkli konsantrasyonlar1 da bakteriler {izerinde inhibisyon
etkisi gosterememistir. Ayrica suda ¢Oziinmiis olarak
bulunan polisakkaritin ¢okme asamasini daha etkili
kilabilmek i¢in, soguk etanol eklendikten sonra
inkiibasyon, gece boyunca 4°C den farkl olarak -20°C’de
de denenmistir. Ancak bu modifikasyonun da etkisi
gozlemlenmemistir. Ekstraktlarin protein igerigi Bradford
yontemi ile ortaya konmustur. Yapilan testler stok
solisyonlarimizin 0,001 g/mL den fazla protein
icermedigini gostermistir. Bu deger Piermaria ve ark.
(2009)’nin bulmug oldugu 0,0001 g/mL degerinden fazla
fakat Pop ve ark. (2016)’nin belirttigi 0,0056 g/mL
miktarindan disiiktiir. Bu deger uygulanan ydntemin
graniil ¢eperlerindeki proteini uzaklastirmada oldukga
bagarili oldugunu gostermektedir.

Kefir  granillerini ¢evreleyen, agirlikli  olarak
kefirandan olusan ekzopolisakkarit yapinin antimikrobiyal
Ozelliklerini  ortaya koyan c¢alismalar literatiirde
bildirilmistir. Ornegin Rodrigues ve ark. (2005), kefir
tanelerinden soguk etanol ¢oktiirmesi yoluyla elde ettikleri
kefiran ekstraktinin ¢esitli insan patojen bakteri tiirleri
tizerinde in vitro kosullarda gosterdigi inhibisyon
aktivitesini rapor etmislerdir. Denemelerinde,
galismamizda kullandigimiz yontem ile hazirladiklari, 50
ug kefiran  ekstraktinin  Staphylococcus — aureus,
Streptococcus  pyogenes, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes gibi
onemli insan patojenlerinin in vitro gelisimlerini énemli
diizeyde engelledigi belirtilmistir. Benzer sekilde,
¢aligmalar kefiran'in birkag¢ filamentli mantar tiirine karsi
antifungal aktivitesini gostermistir. Kefiranin Fusarium
graminearum CZ1 ve Streptococcus faecalis KR6'ya karsi
antimikrobiyal fonksiyonu bildirilmistir. Ayrica, kefiranin
antifungal aktivitesi nedeniyle, Aspergillus flavus AH3
susunun aflatoksin B1 {iretimini 6nledigi bildirilmistir.
(Ismaiel ve ark., 2011; Vijayendra ve Shamala, 2014).

Ancak ne kefirin ne de yukarida belirtilen yolla eldesi
yapilan bu polisakkarit ekstraktinin  bitki pataojen
bakterilerine karst herhangi bir uygulamasi simdiye kadar
bildirilmemistir. Bagka bir calismamizda, 24 ve 48 saat
streyle fermentasyonu yapilmis, bes cesit kefir
stipernatantinin yedi farkli bitki patojeni bakteri ve bir
biyokontrol ajanina karsi antimikrobiyal etkileri ilk kez in
vitro ve in vivo kosullarda incelenmis ve kayda deger
sonuglar alinmist1 (Taskin ve Akkoprii, 2020). Bahsi gegen
¢aligmamizda graniillerden bagimsiz olarak, bes farkl kefir
sitiinden elde ettigimiz silipernatant riiniiniin  bu
bakterilerin in vitro ortamda gelisimini 6nemli Olgiide
engelledigi ve bu etkinin kefir tipine ve fermentasyon
stiresine gore degisiklik gosterdigi ortaya konmustu. Bu
calismada ise, iki farkli kefir graniilinden, soguk etanol
¢oktiirmesi yoluyla elde ettigimiz ekstraktin, yedi bitki
patojeni bakteri suslari lizerindeki antimikrobiyal etkilerini
in vitro kosullarda aragtirilmigtir. Disk difiizyon metodu ve
yayma yontemi ile gergeklestirdigimiz denemelerde,
ekstraktin 2 mg maksimum uygulama konsantrasyonu da
dahil olmak iizere, farkli konsantrasyonlarda hazirladigimiz
ekstrakt soliisyonlarmin bakteriler iizerinde herhangi bir
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inhibisyon etkisi gézlemlenmemistir. Buna karsilik kontrol
olarak kullanilan AN kefir siipernatanti izolatlar {izerinde
ortalama 13-17 mm inhibisyon zonu gosterirken, SD
stipernatant1 10-14 mm zon liretmistir (Sekil 4).

Simdiye kadar bitki bakteriyel hastaliklariin kontrolii
icin bakterisit olarak bir¢ok farkli ticari bakir karigimi ve
antibiyotik kullanilmistir. Kimyasal pestisitlerle ilgili
cevresel ve saglik riski sorunlarmma yonelik artan
farkindalik, bu bitki hastaliklarinin yonetimi igin biyolojik
kokenli geleneksel olmayan kimyasallarin arastirilmasina
yol agmustir. Ornegin Basim ve ark., (2004) polen ve
propolis  ekstraktlarmin ~ in  vitro  antibakteriyel
aktivitelerini, 13 farkli tarimsal bakteriyel patojene karsi
aragtirmiglardir.  Calismalarinda  bu  ekstraktlarin
antibakteriyel etkilerinin konsantrasyona ve patojen
tiirlerine gore ¢esitlilik gosterdigini ortaya koymusglardir.

Sekil 4. Kefir AN (sol) ve SD (sag) graniilleri kullanilarak 48
saat fermentasyonu yapilarak elde edilmis ve filtrasyon yontemi

ile sterilize edilmis kefir siipernatantinin, pozitif kontrol olarak

Pseudomonas syringae pv. lachrymans (Psl) tizerindeki
antibakteriyel etkisini gosteren drnek fotograflar

Figure 4. The sample photos indicating antibacterial effect of
filter sterilized kefir supernatant as the positive control obtained

by 48h fermentation of kefir AN (left) and SD (right) granules

against Pseudomonas syringae pv. lachrymans (Psl) bacterial

strain

Bir baska calismada, bes farkli bitkiden elde edilen
ekstraktlarin  antibakteriyel etkileri, Pseudomonas,
Xanthomonas ve Erwinia cinslerine ait bes farkli bitki
patojeni bakteri tiirtine karsi incelenmistir. Sonuglar
ekstrakt ve bakteri tiirline kars1 farkliliklar gostermistir
(Bhagwat ve Datar, 2014). Ozellikle bitki ekstraklarin
igeren benzeri ¢aligmalarin sayisint arttirmak miimkiindiir.
Bu c¢aligmalarin ortak noktasi, antimikrobiyal etkisi
degerlendirilen dogal maddelerin genelde pek ¢ok
biyoaktif bilesigi bir arada igermeleridir. Ornegin propolis
flavonoidler, pinocembrin, galangin, pinobanksin ve
kafeik asit gibi pek c¢ok biyoaktif bilesik igermektedir
(Basim ve ark., 2004). Calismamizin bu c¢alismalardan
farki, antibakteriyel etkisini degerlendirdigimiz ekstraktin
nispeten ¢cok daha saf bir icerik olan kefiran polisakkaritini
icermesidir.

Kefiranin antimikrobiyal etki mekanizmasini ortaya
koyan calisma neredeyse yok denecek kadar azdir ve hala
aydinlatilmaya muhtagtir. Bu konu iizerine literatiirde
bulabildigimiz tek ¢alisma Barbosa ve ark. (2011)
tarafindan yapilmig olan c¢alismadir. Yaptiklar1 bu
calismada kefiranin hiicre zarinda gbzenek olusumuna
neden olarak hiicre biitiinliigiinii bozabilecegi, molekiiliin
olasi etki mekanizmasi olarak bildirilmistir. Her bakteri
susunun farkli genetik, dolayisiyla farkli metabolik yapiya
sahip olabilecegi bir gercektir. Bitki patojen bakteriler ile
yapilan bu denemenin, daha Once benzer yoOntemler
kullanilarak insan ve gida patojenleri ile yapilan
denemelerden farkli sonug¢ vermesi siiphesiz dogal
karsilanabilir. Bu konuda ileride yapilacak daha ayrintili
calismalar  sonucunda daha iddiali  hipotezlerin
olusturulabilecegi bir gercektir.

Tesekkiir

Bu c¢aligma, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Bilimsel
Aragtirma Proje Birimleri tarafindan desteklenmistir (Proje
No: FYL-2017-6263). Dr. Ogr. Uyesi Ahmet Akkoprii’ye
yardimlarindan 6tiirii tesekkiirii ayrica bir borg bilirim.

Kaynaklar

Agrios G. 2005. Plant Pathology. Fifty Ed. Ed.sl.: Elsiver
Academic Pres, 922p.

Barbosa AF, Santos PG, Lucho AMS, Schneedorf JM. 2011.
Kefiran can disrupt the cell membrane through induced pore
formation. J. Electroanal. Chem. 653(1-2): 61-66.

Basim E, Basim H, Ozcan M. 2006. Antibacterial activities of
Turkish pollen and propolis extracts against plant bacterial
pathogens. J. Food Eng. 77(4): 992-996.

Bhagwat MK, Datar AG. 2014. Antibacterial activity of herbal
extracts against five plant pathogenic bacteria. Arch
Phytopathology Plant Protect, 47(7): 892-899.

Bradford MM. 1976. A rapid and sensitive method for the
quantitation of microgram quantities of protein utilizing the
principle of protein-dye binding. Anal Biochem, 72(1-2):
248-254.

Bull CT, De Boer SH, Denny TP, Firrao G, Saux MFL, Saddler
GS, Scortichini M, Stead DE, Takikawa, Y. 2010.
Comprehensive list of names of plant pathogenic bacteria,
1980-2007. J Plant Pathol. 551-592.

Forster H, McGhee GC, Sundin GW, Adaskaveg JE. 2015.
Characterization of streptomycin resistance in isolates of
Erwinia amylovora from California. Phytopathology 105,
1302-1310.

893



Taskin | Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology, 8(4): 889-894, 2020

Furuno T, Nakanishi M. 2012. Kefiran Suppresses Antigen-
Induced Mast Cell Activation. Biol. Pharm. Bull. 35(2): 178-
183.

Garrote GL, Abraham AG, De Antoni GL. 2001. Chemical and
microbiological characterisation of kefir grains. J Dairy Res.
68(4): 639-652.

Giizel-Seydim Z, Wyffels JT, Seydim AC, Greene AK. 2005.
Turkish kefir and kefir grains: microbial enumeration and
electron microscobic observation. Int. J. Dairy Tech.,58(1):
25-29.

Guzel-Seydim ZB, Kok-Tas T, Greene AK, Seydim AC. 2011.
Review: functional properties of kefir. Crit Rev Food Sci
Nutr. 51(3): 261-8.

Guzel-Seydim ZB, Seydim AC, Greene AK, Tas T. 2006.
Determination of antimutagenic properties of some fermented
milks including changes in the total fatty acid profiles
including CLA. Int J Dairy Technol. 59: 209-215.

Ismaiel AA, Ghaly MF, El-Naggar AK. 2011. Milk kefir:
ultrastructure, antimicrobial activity and efficacy on aflatoxin
B1 production by Aspergillus flavus. Curr Microbiol. 62(5):
602-16009.

Kannan V, Bastas K. 2015. Sustainable Approaches to
Controlling Plant Pathogenic Bacteria. ISBN
9780367377441. Boca Raton, Taylor & Francis Ltd. CRC
Press.

Liu JR, Chen MJ, Lin CW. 2005. Antimutagenic and antioxidant
properties of milk-kefir and soymilk-kefir. J Agric Food
Chem.53: 2467-2474.

Liu JR, Wang SY, Chen MJ, Chen HL, Yueh PY, Lin CW. 2006.
Hypocholesterolaemc effects of milk-kefir vs soyamilk-kefir
in cholesterol-fed hamsters. Br J Nutr. 95: 939-946.

Medrano M, Pérez PF, Abraham AG. 2008. Kefiran antagonizes
cytopathic effects of Bacillus cereus extracellular factors. Int.
J. Food Microbiol, 122: 1-2.

Micheli L, Uccelletti D, Palleschi C, Crescenzi V. 1999. Isolation
and characterisation of a ropy Lactobacillus strain producing
the  exopolysaccharide  kefiran.  Appl.  Microbiol.
Biotechnol.53: 69-74.

Montesanto S, Calo G, Cruciata M, Settanni L, Brucato V, La
Carrubba V. 2016. Optimization of environmental conditions
for kefiran production by Kefir grain as scaffold for tissue
engineering. Chem. Eng. Trans. 49: 607-612.

894

Moradi Z, Kalanpour N. 2019. Kefiran, a branched
polysaccharide: Preparation, properties and applications: A
review. Carbohydr. Polym. 115100.

Motedayen AA, Khodaiyan F, Salehi EA. 2013. Development
and characterisation of composite films made of kefiran and
starch. Food Chem. 136(3-4): 1231-1238.

NCCLS. 2002. National Committee of Clinical Laboratory
Standards, approved standard M2-A6. 6Med. Wayne,
PA:National Committee for Clinical Lab. Standards. 2002.

Piermaria JA, Pinotti A, Garcia MA, Abraham AG. 2009. Films
based on kefiran, an exopolysaccharide obtained from kefir
grain: Development and characterization. Food Hydrocoll.
23(3): 684-690.

Pop CR, Salanta L, Rotar AM, Semeniuc CA, Socaciu C,
SindicM. 2016. Influence of extraction conditions on
characteristics of microbial polysaccharide kefiran isolated
from kefir grains biomass. J Food Nutr Res. 55(2).

Rodrigues KL, Caputo LRG, Carvalho JC, Evangelista J,
Schneedorf JM. 2005. Antimicrobial and healing activity of
kefir and kefiran extract. Int. J. Antimicrob. Agents., 25: 404-
408.

Shiomi M, Sasaki K, Murofushi M, Aibara K. 1982. Antitumor
activity in mice orally administered polysaccharide from kefir
grain. Jpn. J. Med. Sci. Biol. 35: 75-80.

Sundin GW, Wang N. 2018. Antibiotic Resistance in Plant-
Pathogenic Bacteria. Annu Rev Phytopathol. 56: 161-180.
Sundin GW, Castiblanco LF, Yuan X, Zeng Q, Yang CH. 2016.
Bacterial disease management: challenges, experience,
innovation and future prospects: challenges in bacterial
molecular plant pathology. Mol Plant Pathol. 17(9): 1506-

1518.

Taskin B, Akkoprii A. 2020. Antibacterial Activity of Different
Kefir Types Against Various Plant Pathogenic Bacteria.
Journal of Agricultural Sciences. In Press.

Uchida M, Ishii I, Inoue C, Akisato Y, Watanabe K, Hosoyama
S, Toida T, Ariyoshi N, Kitada M. 2010. Kefiran reduces
atherosclerosis in rabbits fed a high cholesterol diet. J.
Atheroscler. Thromb. 17: 980—988.

Vijayendra SVN, Shamala TR. 2014. Film forming microbial
biopolymers for commercial applications—A review. Crit
Rev Biotechnol. 34(4): 338-357.



