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ONUR SOZU
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geleneklere aykiri diisecek bir yardima bagvurmaksizin tarafimdan yazildigini ve
yararlandigim biitiin kaynaklarin, hem metin i¢inde hem de kaynakg¢ada yontemine

uygun bi¢gimde gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.
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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

YARDIMCI KULTUR ILAVE EDILEREK URETILEN KEFIRLERDE
BiYOAKTIF PEPTIT OLUSTURMA OZELLIKLERININ VE
ANTIMIKROBIYAL ETKi SPEKTRUMLARININ ARASTIRILMASI

Merve Atalay

Inonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dal1

87 + x sayfa
2019

Damigman: Dr. Ogr. Uyesi Didem SAHINGIL

Bu caligmada, geleneksel iiretim metodu ile elde edilen kefir drneklerine;
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 (A), Lactobacillus helveticus
ATCC 15009 (B), Lactobacillus plantarum ATCC 14917 (C) ve kontrol (K) érnegine
ise sadece kefir danesi ilave edilerek tiretim gergeklestirilip, 28 giin boyunca +4°C ‘de
olgunlastirilmistir. Yardimcer kiiltiir ilave edilen kefirlerin pH ve titrasyon asitligi
degerlerinin birbirinden farkli degerler aldig1; suda ¢oziinen ve % 12 TCA’da ¢6ziinen
azot degerlerinde de 6nemli diizeyde farklilik oldugu tespit edilmistir (P<0.05). RP-
HPLC kromatogramlari incelendiginde, kefir iiretiminde yardimci kiiltiir ilavesinin,
olgunlagma siiresi boyunca peptitlerin olusumunda ve konsantrasyonlarinda birbirine
benzer pikler olusturmustur. K 6rneginin diger orneklerden belirgin sekilde ayrildigi
tespit edilmistir. Lactobacillus spp. yardimcr kiiltiirleri tarafindan iretilen kefirin,
kontrol kefir 6rneklerinden daha yiiksek bir toplam FAA degerine sahip oldugu
belirlenmistir. Kefir 6rneklerinin serbest amino asit degerleri ise, B ve K orneklerinde
Trp, Asn, Ala, Gly icerigi depolanma sirasinda artmistir. B, C ve K orneklerinde Ile igerigi
artarken, Olgunlagsma siiresi boyunca Val igerigi azalmistir. Depolamanin sonunda,
Lactobacillus spp. kiiltiirii ilaveli kefir 6rneklerinde en yiiksek ACE-inhibisyon
aktivite 28. giin Lb. plantarum 6rneginde gézlemlenmistir. Kefir 6rneklerinin peptit
fraksiyonlarinin ~ Staphylococcus aureus, Staphylococcus warneri 95052 ve
Staphylococcus hominis iizerinde antimikrobiyal etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.
Antimikrobiyal etki kefir 6rneklerinde ise; Staphylococcus aureus ve Enterococcus
faecalis'e karsi belirlenmis, ancak kefir orneklerinin ve peptit fraksiyonlarinin
Candida albicans ATCC 04055'i inhibe etmedigi gézlemlenmistir. Lactobacillus spp.
kiiltiirlerinin fonksiyonel 6zelligi arttirilmis kefir iiretiminde yardimer kiiltiir olarak
kullanim potansiyeli oldugu belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Biyoaktif peptit, fonksiyonel gida, kefir, antimikrobiyal
aktivite, ACE aktivitesi
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In this study, kefir samples obtained by the traditional production method;
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 (A), Lactobacillus helveticus
ATCC 15009 (B), Lactobacillus plantarum ATCC 14917 (C) and control (K) samples
were added by adding only kefir grain and matured for 28 days at + 4 ° C. The pH and
titratable acidity values of the kefir supplementary culture were different; There was
also significant difference in water-soluble and nitrogen soluble in 12% TCA (P
<0.05). When the RP-HPLC chromatograms were examined, the addition culture in
the production of kefir produced similar peaks in the formation and concentrations of
the peptides during the ripening period. It was found that the K sample was distinctly
separated from the other samples. Lactobacillus spp. kefir produced by ancillary
cultures were found to have a higher total FAA value than control kefir samples. The
free amino acid values of kefir samples were increased during the storage of Trp, Asn,
Ala, Gly contents in B and K samples. In the B, C and K samples, the Ile content
increased while the Val content decreased during the ripening period. At the end of
storage, the highest ACE-inhibition activity was observed at day 28 Lb. plantarum.
Peptide fractions of Kefir samples have been found to have an antimicrobial effect on
Staphylococcus aureus, Staphylococcus warneri and Staphylococcus hominis. In
antimicrobial effect kefir samples; It was determined against Staphylococcus aureus
and Enterococcus faecalis, but it was observed that kefir samples and peptide fractions
did not inhibit Candida albicans ATCC 04055. It was determined that Lactobacillus
spp. cultures in the increasing functional properties of kefir have the potential as
additional culture.

KEY WORDS: Bioactive peptide, functional food, kefir, antimicrobial activity, ACE-
I activity
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1. GIRIS

Siit, bebekler ve yetiskinler i¢cin 6nemli besin elementlerini igeren, bagisiklik
sistemini koruyucu, biyolojik olarak aktif bilesenlerin kaynagi olan bir gidadir (Clare
ve Swaisgood, 2000). Insan beslenmesinde énemli bir yeri olan siit proteinleri son 20
yil igerisindeki yapilan ¢alismalar sonucunda cesitli fizyolojik fonksiyonlara sahip
peptitlerin ortaya ¢ikmasiyla daha da 6nem kazanmistir. Bundan dolayz siit sadece bir
gida olarak degil, ayn1 zamanda biyoaktif bilesenlerin en 6nemli kaynaklarindan biri
olma 6zelligini tasimaktadir (Dagdemir vd., 2003). Siitiin temel bilesenleri; kazein (o,
B, K, V), a-laktalbumin (a-La), B-laktoglobulin (B- Lg), immunoglobulin, laktoferrin,
proteoz-pepton, transferin ve kan serum albumindir. Bu protein fraksiyonlarindan
kaynaklanan peptitler, sinir sistemini diizenleyici (opioid), damar tikanikligini 6nleyici
(antitrombotik), yiiksek tansiyon Onleyici (antihipertansif), bagisiklik sistemini
diizenleyici, antimikrobiyel ve mineral tasiyict 6zellikleri bulunmaktadir (Clare ve
Swaisgood, 2000; Tokatli vd., 2005; Celikel vd., 2005; Korhonen vd., 2006; Ong vd.,
2007; Haque vd., 2009).

Son yillarda yasam standartlarinin yiikselmesine bagli olarak saglikli
beslenmenin Snemi her gecen giin artmaktadir. Insanlar1 hastaliklardan koruma
potansiyeli ve saghigimizi destekleyici faydalar1 olan, fonksiyonel gida olarak
tanimlanan {irlinlere talep de fazladir (Otles vd., 2003). Fonksiyonel gidalarin tanimi1
Gida mevzuatinda yapilmistir. Bu tanimlaya gore fonksiyonel gidalarin 6nde gelen
ozellikleri arasinda besleyici olmalari, bir veya birden fazla bilesene sahip olduklari
icin sagligi koruyucu ozelliklerinin olmasi, hastaliklara yakalanma riskini azaltmalari

bulunmaktadir.

Fonksiyonel gidalarda, igerisinde sagligimiza yararl canli mikroorganizmalar
bulunduran veya canli mikroorganizmalarca {iretilmekte olan faydali gidalar
probiyotik olarak tanimlanmaktadir (Farnworth, 2005). Baska bir tanimda ise; 19.
yiizyil sonunda saglikli kisilerde hastalikli kisilerden farkli olarak gastrointestinal
yollarda bulunan mikroflara ‘Yasam icin’ anlamina gelen ‘probiyotikler’ olarak
belirtilmistir (Nielsen, 2014). Nobel 6diil sahibi Rus bilim insan1 Elie Metchnikoff,
1908 yilinda laktik asit bakterilerini kesfetmis ve ardindan daha uzun ve daha saglikli
bir yasam i¢in icerisinde bu bakterileri bulunduran fermente siit {irtinlerini tiiketmeyi

onermesi ile birlikte probiyotik gidalar daha dikkat ¢ekici hale gelmistir. Giiniimiizde



alternatif tip ve hastalik tedavi siireglerinde destekleyici takviye gida olarak probiyotik

gidalar ve o6zellikle probiyotik siit tirlinleri dnemsenmektedir.

Fermente {iriinler ‘Fermantasyon islemi ile elde edilen iirtinler olup,
mikroorganizmalarin metabolik ve enzimatik reaksiyonlari sonucu gidalarin fiziksel
ve kimyasal yapisin1 degistirerek muhafaza siiresini, lezzetini ve aromasini artirmasi
islemidir.

Saglikli ve uzun siireli yagsam i¢in fermente siit iiriinleri énemlidir. Siitiin
fermantasyonu Ozellikle laktik asit bakterileri, kiif ve mayalarin tek veya birlikte
kullanilmasi ile saglanir. Kefir 6nemli fermente siit {iriinlerindendir ve orjini Kafkasya
bolgesidir. Kefir ¢ok eski tarihe sahip olup; inek, koyun, kegi siitiine kefir daneleri
veya kefir danesindeki mikroorganizmalardan iiretilmis olan starter kiiltiirler ilave
edilerek etil alkol ve laktik asit fermantasyonlari sonucu elde edilen, kopiiklii, koyu

kivamli, hafif eksi fermente bir siit iiriiniidiir (Giizel-Seydim vd., 2005).

Kefirin fonksiyonel 6zelliklerini arttirmak i¢in ilave edilen yardimci kiiltiirler,
fermantasyon esnasinda simbiyotik olarak yasayan mikroorganizmalarin birlikte
caligmalarina yardimci olmaktadir. Danede bulunan maya tiirleri proteolitik
ozellikleriyle aminoasit olusturur, LAB tarafindan olusturulan laktik asidi kullanarak
pH"1 artirir ve bakteri iiremesini harekete gegirir. Ilave edilen LAB probiyotik
ozelliklerinden dolay1 proteolize katki saglayarak ve olusan metabolitlerle, kefir
danelerinde bulunan diger mikroorganizmalarin gelismesine yardimci olmaktadir
(Tomar, 2017). Yardimci kiiltiir olarak kullanilan LAB, kefirlerin probiyotik 6zelligine
ve proteolizine katki saglayip fonksiyonel Ozelliklerini arttirmasindan dolay1

endiistriyel liretimlerde kullanilabilir.

Bu calismanin amaci, geleneksel yontem ile iiretilen yardimci kiiltiir ilaveli
kefirlerin biyoaktif peptit olusturma O6zelliklerini, antihipertansif ve antimikrobiyal

etkilerini aragtirmaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Kefirin Tanimi ve Tarihcesi

Kefir ‘keyif verici igecek’ anlamina gelmektedir (Kurman, 1984). Tiirk Gida
Kodeksinde de kefirin tanim1 yapilmistir bu tanimda kefir: Fermentasyonda spesifik
olarak Lactobacillus kefiri, Leuconostoc, Lactococcus ve Acetobacter cinslerinin
farkli degisik suslar1 ile laktozu fermente etmeyen (Saccharomyces unisporus,
Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces exiguus) ve fermente eden
(Kluyveromyces marxianus) mayalar1 ihtiva eden starter Kkiiltiirler veya Kkefir

tanelerinin kullanilmis oldugi fermente siit tirtiniidiir (Anonim, 2009).

Kafkasya’da ¢ok uzun yillardan beri yaygin olarak iiretilip tiiketilmekte olan
kefirin tarihgesi hakkinda kesin bir bilgi bulunmamaktadir. O bolge de yasayan halkin
inek ve keci siitiinden starter kiiltiir olarak kefir danesi adi verilen 6zel bir yapiy1
kullanarak kefiri tirettikleri bildirilmektedir. Kefir danelerinin ilk olarak nerede ve ne
sekilde meydane geldigi konusu acgik olarak bilinmemekle birlikte; kefir danelerinin
Kafkasya’da ke¢i tulumunda, inek siitiiniin koyun ve dana sirdenleri ile
pihtilastirilmast neticesinde elde edildigi tahmin deilmektedir. Pihtilagmanin
gerceklestigi tulumun i¢ yiizeyinde yaklasik birka¢ hafta sonra siingerimsi bir kabuk
tabakasi olustugu, bu kabuk tabakasinin alinarak kurutuldugu ve kuruma neticesinde

meydana gelen kiiciik topaklarin kefir danesi oldugu belirtilmektedir (Koroleva,
1988).

2.2. Kefir Danesi ve Yapisi

Kefir, kefir daneleri veya starter kiiltiirler ile fermantasyon sonucu elde
edilmektedir. Kefir danesi, ana kiiltiirii koyun bagirsak florasina asilanip, yavas yavas
polisakarit tabakas1 olusmus ve deri yiizeyinden alinarak pastorize siitte ¢ogaltilmistir.

Kefir daneleri 3 ile 20 mm arasinda degisen parcalardan olusmaktadir.

Bu daneler laktik asit bakterileri (laktobasil, laktokok ve leokonostoklar) ve
kazein (siit proteinleri) ve kompleks sekerlerle bir polisakkarit matrisi ile karistirilmis
maya karisimi igermektedir (Bottazzi vd., 1980). Bir glikoz ve galaktozdan olusan
esnek c¢oziinmeyen bir polisakkarit ve protein matrisine gomiilmiis yaklagik 30 tiir
Laktik Asit Bakterisi ve mayadan olusan karmasik bir mikrobiyotadan olusmaktadir
(Oliveira vd., 2013).



Cizelge 2.1. Kefir ve Kefir Danelerinin Mikrofloras: (Marshall, 1993)

Lactobacillus Streptococcus

Lb. Kefir S. thermophilus

Lb. Brevis Lactococcus

Lb. Casei Lc. lactis ssp. lactis

Lb. Lactis Lc. lactis var. Diacetylactis
Lb. parakefir Lc. lactis ssp. cremoris
Lb. acidophilus Leuconostoc

Lb. kefiranofaciens L. cremoris

Lb. casei ssp. lactis L. mesenteroides ssp. dextranicum
Lb. kefirpranum Enterococcus

Lb. helveticus ssp. lactis Enterococcus durans

Lb. delbrueckii ssp. lactis Acetobacter

Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus Acetobacter aceti

Maya A. raseris

Candida kefir

C. pseudotropicalis

Kluyveromyces lactis

K. fragilis / marxianus

Saccharomyces ssp.

Torulopsis holmii

Kefir danesi yapisinda ve mikrobiyal profilinde bdlgesel farkliliklar
gostermektedir (Oliveira vd., 2013). Danelerin i¢indeki mikrofloranin diizeni hala
belirsizligini korumaktadir. Baz1 durumlarda, taramali elektron mikroskopisi (SEM),
kefir tanesinin dis kismina yakin olan laktobasilleri ve esas olarak merkeze dogru olan
mayalar1 gostermektedir. Mayalarin baskin oldugu bolgelerde, az sayida bakteri
vardir; laktobasillerin baskin oldugu yerlerde az miktarda maya gozlemlenmistir
(Oliveiravd., 2013). Yapilan baska bir ¢calismada, SEM, icte daha az toplam organizma
olmasina ragmen, danenin dis ve i¢ kisimlar1 arasinda benzer oranlarda laktobasil ve
maya ortaya ¢ikarmistir (Tomar, 2017). Bagka bir arastirma grubu da, ii¢ Brezilya
kefir tanesinin hem i¢ hem de dis tanecik boliimlerinde, dis kisimda en sik maya

bulunan ¢ubuk seklindeki bakteriler tespit edilmistir (Bensmira, 2019).

Kefir daneleri kullanildig: siirece ¢ogalmaktadir ve daneler her mayalamadan
sonra kaynatilip sogutulmus su ile yikanip, metal olmayan siizgecte ve metal ile temas
4



ettirilmeden siiziilerek +4 derecede 11 giin saklanabilmektedir. Ayrica daha uzun
stireli dane saklanmasi i¢in kurutma iglemi uygulanabilir ve aktiflestirilecegi zaman

pastorize siit kullanilabilmektedir (Otles vd., 2003).

2.3. Kefir Uretimi ve Bilesimi

Kefir iiretimi iki sekilde yapilmaktadir. Bunlar endiistriyet ve geleneksel
yontemlerdir. Geleneksel yontemde probiyotik bakterileri, mayalar ve laktik asit
bakterileri de ihtiva eden kefir danesinin siite eklenip mayalanmasi ile
gerceklestirilirken endiistiriyel tiretimde sinirli miktarda starter kiiltiiriin siite ilavesi

ile gerceklestirilmektedir (Chifiriuc, 2011).

Endiistriyel yontem ile kefir iiretilmesi ise dondurulmus olan kefir starter
kiiltiiri veya geleneksel kefir danesi kullanilmasiyla veya kefir danesiyle iiretilmis
olan kefirin siite asilanmasi yontemi ile elde edilmektedir. Dondurulmak suretiyle
kurutulan starter kiiltiir kullanilmasiyla tiretmis olan kefirlerin mikrobiyolojik ve
kimyasal 6zellikleri ¢ogunlukla benzer olsa da her kefir danesinin mikrobiyal yiikii

farkli say1 ve oranlardadir (Bottazzi, 1980).

Iyi bir kefirin iceriginde %0.6-0.9 araliginda laktik asit, %0.6-0.8 araliginda
alkol, %0.6-0.8 araliginda etil alkol, %50 araliginda COsile farkli aldehitler ve aseton
bulunmalidur (Kogak vd., 1981; Yilmaz vd., 2006). Kefirin kimyasal bilesimi Cizelge
2.4’de bulunmaktadir.



Cizelge 2.2. Kefirin kimyasal bilesimi ve besinsel degeri (Yalgin vd., 2017)

icerik 100 g Icerik 1009

Eneriji 65kcal Mineral (q)

Yag(%) 3,5 Kalsiyum 0,12

Protein 3,3 Fosfor 0,1

Laktoz(%0) 4 Magnezyum 12

Su 87,5 Potasyum 0,15

Siit Asidi (g) 0.8 Sodyum 0,05

Etil Alkol (g) 0,9 Klorit 0,1

Laktik Asit (g) 1

Kolesterol (mg) 13 iz Elementler

Fosfatidler (mg) 40 Demir(ug) 0,05
Bakar (pg) 12

Esansiyel amino asitler (g) Molibden (ug) 55

T riptofan 0,05 Manganez (ug) 5

Fenilalanin+Tirosin 0.35 Cinko (png) 0,36

Losin 0,34

Isolosin 0,21 Aromatik Bilesenler

Treonin 0.17 Asetaldehit

Metionin+sistin 0,12 Diastil

Lisin 0.27 Aseton

Valin 0,22

Vitaminler (mq)

A 0.06 Biz 0,5

Karoten 0,02 Niasin 0,09

B:1 0.04 C 1

B2 0,17 D 0,08

Bs 0.05 E 0,11

Kefir tiretiminde kullanilmis olan siit c¢esidi, kefir Kkiiltiirtindeki
mikroorganizmalarin ¢esidi, kefir iiretim teknigi, kefirin mayalanma siiresi ve
sicakligl, yapilmasindan igilmesine kadar gecen zaman kefirin bilesimine etki eden
faktorlerdir. Duyusal 6zellikler agisindan iyi bir kefirin yapisinin akict olmasi, parlak
ve homojen bir goriintiisiiniin olmasi ve topakli bir yapida olmas arzu edilir. Igilme
esnasinda hafif mayamsi tat ile aromanin hissedilmesi ve serinleten bir etkisinin olmas1
gereklidir. Kefir kiiltiiriniin biinyesinde olan asetik asit ve laktik asit bakterileri ile
mayalar inkiibasyon esnasinda siitte bir takim degisimlerin olusmasint saglar.
Homofermantatif laktik asit bakterileri laktaz (p-galaktosidaz) enzimi salgilayarak
laktozu once glikoz ve galaktoza pargaladiktan sonra 1 molekiil laktozdan 4 mol laktik
asit olustururlar. Heterofermantatif bakteri olan Leuconostoc ise, enzimler ile laktozu
once glikoz ve galaktoza parcalar; sonra glikoz ve galaktozdan laktik asit, CO: ile

aroma maddeleri asetoin, diasetil, asetaldehit ve aseton meydana getirirler.



Beshkova vd. (2003) yaptig1 bir caligmaya gore asetaldehitin Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus, diasetilin S. thermophilus, Lb. helveticus, Lc. lactis, asetonun Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus ve Lb. helveticus, etanoliin ise S. cerevisiae tarafindan

olusturuldugu tespit edilmistir.

Starter kiiltir ¢esitinin kefirin mikrobiyolojik ve fizikokimyasal ozellikleri
tizerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla yapilan bir arastirmada, tam yagli ve yagsiz
siitlere % 1 oraninda ticari kefir starter kiiltiirii ve kefir danesi inokiile edilmis, elde
edilmis olan kefir 6rnekleri 28 giin boyunca 4°C’de depoda bekletilmis ve ¢alisma
sonucunda, kefirin mikrobiyal canlilig1 iizerine iiretimde kullanilan starter kdltiir
¢esidinin ve depolama siiresinin 6nemli bir etkisi olmadig1 belirlenmistir. Kefir danesi
kullanilarak iiretilmis olan kefir 6rneklerinin depolama siiresi boyunca pH degerlerinin
diistiigii belirlenmistir. Buna karsilik ticari kefir starter kiiltiiri kullanilarak iretilmis
olan kefir 6rneklerinin pH degerlerinin ise depolama boyunca ilk giinlerde diistiigii
daha sonra tekrar yiikseldigi belirlenmis ve depolamanin 28. giiniinde kefir danesi
kullanilarak iiretilmis olan kefir 6rneklerinin pH’sinin, ticari kefir starter kiltiiri
kullanilmasiyla iiretilmis olan kefir 6rnekleri ile kiyaslandiginda daha distik, titrasyon
asitligi degerlerinin ise daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ticari kefir starter kiiltiirii
kullanilmasiyla tiretilmis olan kefir 6rneklerininin laktoz miktari ile serum ayrilmasi
degerlerinin kefir danesi kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerine kiyasla daha diisiik
oldugu ve buna karsin sertlik degerlerinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Depolama boyunca 6rneklerin laktoz miktarinda azalig, serum ayrilmasi ve sertlik

degerlerinde ise genel olarak artis oldugu tespit edilmistir (Montanuci vd., 2012).

Yogurt gibi fermente siit iiriinlerinde laktozun bakterilerce parcalanmasi ve asit
ortam olusmasi neticesinde depolanma siiresince pH degerinin diistiigii, buna karsin
kefirde ise mayalarin bulunmadigindan dolayr depolama siiresinde pH degerinde

onemli bir degisiklik ortaya ¢cikmadigr goriilmiistiir (Oliveria, 2013).

Siit, stizme peynir, peynir alt1 suyu, peynir ve tereyagi; kaslarin ¢alismasini ve
midenin hizli bosalma fonksiyonunu inhibe edecek bir etkiye sahipken, taze kefir mide

sindirimini destekleyen etkiye sahiptir (Tomar, 2017).

Siirekli tiiketim ile beraber kefirin i¢eriginde bulunan yararh bakterilerden olan
laktobasiller bagirsaklara yerlesip, bagirsaklardaki mikroflorayr diizeltir ve liretmis
olduklar asit, antibiyotik bilesiklerle hastaliga sebep olan bakterilerin yok olmasini

saglamaktadir.



2.3.1. Geleneksel Kefir Uretimi

Bu yontemle yapilan kefir {iretiminde ¢ig siit kaynatilip oda sicakligina
sogutulmaktadir. Oda sicakligindaki bu siite %2-7 aras1 kefir danesi ilave edilerek
karanlik bir ortamda 18 ile 24 saat arasinda bekletilmektedir. Mayalanma neticesinde
kefir metal olmayan siizgecte siiziilerek daneden ayrilmaktadir. Dane kaynatilip

sogutulmus su ile yikanarak +4°C’de saklanmaktadir.

2.3.2. Endiistriyel Kefir Uretimi

Bu yontemle yapilan kefir iiretiminde, istenilen sartlarda kefirde kurumadde,
yag standardizasyonu ve homojenizasyon yapilabilmektedir. Yiiksek vizkozite i¢in
homojenizasyon iglemi gerceklestirilmekte olup siit 5 dakika boyunca 95°C de
pastorize edilmektedir. Pastorize siit 22-25°C’ye sogutulup, %2-7 arasi kiiltiir ilavesi
ile 16 ile 20 saat arasinda inkiibasyona birakilmaktadir. Inkiibasyon islemi pH 4.5-4.6
araligina geldiginde sona erdirilmekte ve 4-6°C’ye sogutularak olgunlastirma
tanklarina alinarak, denatiire olan serum proteinleri su absorblamasiyla kefirin

akiskanligini arttirmaktadir (Soltani, 2010).

2.3.3. Yardima Kiiltiir ilaveli Kefir Uretimi

Yapilan birgok calismada fermente siit iriinlerinin insan sagligina olan

yararlarinin arttirilmasi amaci ile ilave starter kiiltiirler kullanilarak tiretilmektedir.

Fermente gidalarin mikroflorasinin temel iiyesi laktik asit bakterileridir. Laktik
asit bakterileri, siit lirlinlerinde (peynir, yogurt, tereyag, kefir, kimiz v.b) iirettikleri
metabolitler ile tiriinlerin kendine has koku, aroma ve yapisinin olusmasini ve bazi
patojenlerin inhibisyonunu saglamaktadirlar. Mayalarin ve laktik asit bakterilerinin
(LAB) siitii fermente etmis olmalart ile CO., laktik asit, az miktarda alkol ve aroma
maddeleri (aseton, diasetilden, asetaldehit) meydana gelir ve bu maddelerin tamami
kefirin duyusal oOzelliklerini ve fonksiyonel yapisinin ortaya g¢ikmasini saglar.
Homofermantatif siit asidi bakterileri, laktozu laktaz enzimi ile once glikoz ve
galaktoza pargalamaktadir. Heterofermantatif laktik asit bakterileri ise Ozellikle
Leuconostoc, siit sekerini Once glikoz ve galaktoza pargalayarak siit asidi,
karbondioksit, aroma maddeleri, diasetil, aseton, ve asetaldehit olugsmasin1 saglar.
Mavyalar ise glikoz ve galaktozdan etil alkol ve karbondioksit olusturmaktadirlar. Yag

ve protein hidrolizi sonucu olusan metabolitlerden farkli olarak, laktozun hidrolizi



esnasinda degisik aroma maddeleri ile patojen ve bozulmaya sebep olan
mikroorganizmalara karst nisin gibi antibiyotik benzeri antimikrobiyal maddeler

meydana gelmektedir (Nielsen, 2014).

Kefir fermantasyonunda laktik asit bakterileri laktat olusmasina sebep olarak
ortamin asitligini yiikseltirler ve mayalarin gelisimi adina daha uygun olabilecek bir
ortam meydana getirirler. Mayalarin laktatt kullanarak asir1 laktat birikimini

engellemeleri bakterilerin gelismesine pozitif etki yapmaktadir (Montanuci vd., 2012).

Fermente siitiin {iretilmesinde starter kiiltiirlerin Onemini arttiran temel
parametrelerden bir tanesi de aroma bilesenlerini iiretebiliyor olmasidir. Kefirde aroma
ve tat standart bir yapida degildir. Her farkli iretim yerinde {iretmis olan kefirin ihtiva
ettigi etil alkol, laktik asit ve aroma bilesenlerinin oram1 degisik olabilmektedir.
Geleneksel kefirin tiniform aromas1 kefir danesinden gelen bir¢ok bakteri ve maya
tiirlerinin simbiyotik aktivitelerinin bir neticesidir. Kefir iiretiminde starter kiiltiiriin
kullanilmasi, kontrol edilebilir standardize irilinlerin olusturulmasma izin verir

(Wszolek vd., 2001).

S. thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ilaveli yogurt
ile ilgili yiiriitiilen ¢aligmada ilave kiiltiiriin fermantasyon siiresini kisalttigi, yogurt

yapisini, tekstiiriinii ve fonksiyonelligi arttirdig1 tespit edilmistir (Cayir, 2007).

Yardimer kiiltiir ilaveli bufolo siitlerinden yapilan yogurtlardaki bir caligmada
Lb. bulgaricus, Lb. acidophilus, Lb. helveticus laktik asit bakterileri kullanilarak
antioksidan ve antimikrobiyal aktivite tespiti yapilmistir. 1. giin, 7. ve 15. giinlerde
Olgtimler yapilmis ve en yiiksek antimikrobiyal aktivitenin 15. giinde Lb. helveticus da
oldugu tespit edilmistir (Beshkova, 2003). Lb. helveticus, siit triinleri iretimi,
cogunlukla peynir ve fermente siit iiretimi i¢in genis kullanimi1 nedeniyle en ¢ok

calisilan bakteri olarak belirtilmistir (Tomar, 2017).

2.4. Kefirin Beslenme ve Saghk Uzerine Faydalar

Fermente siit {iriinii olan kefir, insan beslenmesi agisindan Onemlidir. Siit
grubunda olan besinler kalsiyum, protein, B2 ve B12 vitaminin de dahil oldugu birgok
besin maddesinin 6nemli bir kaynagii olusturmaktadir. Siit ayrica 6nemli bir
kalsiyum ve protein kaynagidir. Siitte bulunan protein, biyolojik degeri olan bitkisel

proteinlere gore daha yiiksek seviyededir. Siit ve triinleri potasyum, fosfor, ¢inko,



magnezyum, A ve B12 vitaminin de 6nemli kaynagi durumundadir (Ebringer vd.,

2008).

Kefir siitte bulunan biitiin besin 6gelerini ve bunun yaninda insan viicudu i¢in
gerekli olan ve besin yoluyla alinmasi zaruri olan amino asitler ile baz1 yag asitlerini
bilesiminde bulundurmaktadir (Koéroglu vd., 2015). Kefir, Bi, Bz, Bs, B
vitaminlerinin yan sira, folik asit, K vitamini ve biyotin (vit. H) kaynagi ve makro
minerallerden olan potasyum, kalsiyum, magnezyum, fosfor, mikro minerallerden de
manganez, ¢inko, demir, bakir ve kobalt igermektedir (Ahmed vd., 2013; Esmek vd.,
2015; Otles vd., 2003). Insan viicudunun fosfor ve kalsiyum gereksniminin yaklasik
%20’si, B12 vitamininin %14’{, magnezyumun %>5’1, B2 vitamininin %19’u 175 ml
kefir tiiketilmesi ile saglanabilmektedir (Felix, 2016). Kefir, antibakteriyal,
immunolojik, antitiimoral ve hipokolesterolemik etkisinden dolay: ideal bir igecek
olarak kabul edilmektedir (Zacconi vd., 1995; Furukawa vd., 1990; Furukawa vd.,
1991; Tamai vd., 1996). Baz iilkelerde tiiberkiiloz, kanser ve gastrointestinal gibi
saglik sorunlarinin tedavisinde ilaglarin yani sira kefirin tedavi amagh kullanilmasi
tavsiye edilmektedir (Cevikbas vd., 1994). Koroleva (1988), yaptig1 aragtirmada
Sovyetler Birligi’'nde kefirin alerjik hastaliklar, metabolik bozukluklar ve
arterosiklerozis gibi bazi hastaliklarin tedavisinde kullanildigini belirtmistir. Bazi
arastirmacilar yaptiklari caligmalarda kefirin insan saglig1 iizerine etkisini aragtirmisg
bunun sonucunda kefirin bilesenlerinin ¢esitli rahatsizliklara (sinirsel rahatsizliklar,
istah sorunu, mide rahatsizlig1, uykusuzluk) iyi geldigi rapor edilmistir (Hosono vd.,
1990; Osada vd., 1994; Zacconi vd., 1995). Sinir sistemi {izerinde etkin rol oynayan
esansiyel aminoasitlerden olan triptofanin yani sira Ca ve Mg minerallerinide
blinyesinde bulundurmaktadir. Diizenli bir sekilde kefir tiikketiminin dolagim ve
bosaltim sistemlerinde olumlu bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Hosono vd.,
1990; Osada vd., 1994; Zacconi vd., 1995). Kefirde mevcut olan organik asitler
ozellikle kolesteroliin kontrol altina alinmasinda, karacigeri korumada ve niikleik

asitlerin sentezinde dnemli bir role sahip oldugu belirtilmistir.

Yapilan arastirmalarda kefirin antikarsinojenik etkiye sahip oldugu tespit
edilmistir. Kefirin immun sistemi {izerinde uyarici bir etkisi bulunmaktadir (Furukawa
vd., 1991). Kefir baz1 bakteri ve mantarlara karsi antimikrobiyal etkiye sahip oldugu,
ozellikle Salmonella kedougou’ya kars1 engelleyici bir etkiye sahip oldugu rapor

edilmistir (Zacconi vd., 1995). Kefir igerisinde bulunan mikroorganizmalar
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salgiladiklar1 enzimler sayesinde patojen mikroorganizmalarin gelisiminin engelledigi

tespit edilmistir (Anonim, 2018a).

Fareler {izerinde yapilan iki farkli arastirmada kefir kullaniminin etanol
kaynakl1 gastrit iilserini Onledigi, oksitatif stresin diisiiriilmesi ile bobrek hasarinin
engelledigi tespit edilmistir (Punaro vd., 2014). Antibakteriyel ve anti-flamatuar
yaptya sahip olan kefir dogal bir probiyotiktir ve bu 6zeliklerinden faydalanilarak kefir
taneleri jel kivamina getirilerek yanik tedavisinde kullanilmis, basarili sonuglar elde
edilmistir (Huseini vd., 2012). Kim vd. (2017), yaptiklar1 arastirmalarda kefirin iginde
bulunan mikroorganizmalarin obezite ve karaciger yaglanmasinin azalmasina

yardimci oldugunu ortaya koymuslardir.

Kefir iceceginin kan sekerini diizenleyici etkisi ilizerinde bir¢ok calisma
mevcuttur. Kefirin suda ¢oziinen kisminin viicudumuzdaki kas hiicrelerinde glikoz
gecirgenligini arttirdigimi ve Tip 2 diyabet tedavisi i¢in 6nemli olabilecegini
belirtilmistir. Yapilan ¢alismada tedavide etkili olan maddenin kiiciik molekiiler
yapida olup sicaklik degisimleri ve pH degisimlerinden etkilenmedigi bildirilmistir.
Bunun anlami kefirin suda ¢o6ziinen kisminin agizdan alindiktan sonra midede
bozulmayacagi ve yapisinin kiiciik olmasindan dolay1 barsakta kolay bir sekilde

emilebilecegidir (Teruya vd., 2002).

Kefirin igerdigi baz1 proteinler ve peptitlerin kanser tedavisinde rolii oldugu
tahmin edilmistir. Kanser baglangicinin minimum hizda olmasin1 saglayan
mekanizmalarindan biri de bagisiklik sistemini aktive etmeleri oldugu belirtilmistir.
Kefirin ve kefir danesinin antikanser etkileri bir¢ok arastirmaya konu olmustur (Rizk
vd., 2009; Grishina vd., 2011; Ghoneum vd., 2014; Khoury vd., 2014). Bir
ekzopolisakkarit olan ve kefir danesi ya da Lb. kefiranofaciens tarafindan tiretmis olan

kefiranin doza bagli olarak tiimor karsit1 aktivite 6zelligi tespit edilmistir.

2.5. Kefirin Muhafazasi

Kefir danelerin sayisinin artmasi i¢in 20 saat gibi bir siire gerekmektedir.
Boylece taze kalmakta ve siite rahatlikla aktarma yapilabilmektedir (Halle vd., 1994).
Kefir daneleri her zaman bagka siitlere aktarilarak veya kurutularak taze
birakilmaktadir, fakat kurutulmus kefirin gelisme yeteneginin azaldigi bildirilmistir

(La Riviere vd., 1967).
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Garrote vd. (1997), kefirin muhafazasi iizerine yaptiklar arastirmada kefir
danelerin diisiik sicaklikta (-80, -120 °C) kalmasina karsin 6zeliklerinde herhangi bir

degisim olmadig tespit edilmistir.

2.6. Kefirdeki Laktik Asit Bakterileri

Fermantasyon islemi sirasinda laktik asit bakterileri siit proteinlerini,
gelisimleri i¢in gerekli olan azotu karsilamak i¢in kullandiklar1 peptit ve amino asitlere
hidrolize etmektedir. Boylece fermente siit iiriinlerinin iiretiminde kullanilan starter
kiiltirde yer alan ya da almayan bakteriler tarafindan biyoaktif peptidler
tiretilmektedir. S6z konusu peptitlerin serbest hale gegmelerini etkileyen en onemli

faktor sus se¢imi oldugu bilinmektedir.

Laktik asit bakterileri dogada yaygin sekilde bulunmaktadir. Baz tiirlerinin
besinlerde ¢ogunlukla rastlanan bozulmalara neden olmalari, bazi tiirlerinin ise
gidalarin iiretilmesinde ve olgunlastirilmas: esnasinda 6nemli rol almasindan dolay1

gida teknolojisinde 6nemli yeri bulunmaktadir.

Laktik asit bakterilerinin fermente siit {riinlerinde olusturdugu biyoaktif
peptitlerin de, anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) gibi ilging biyolojik islevler
gosterdigi tespit edilmistir. ACE inhibisyonu, mineral baglanmasi, antidiyabetik,
doyurucu, immiino-modiile edici, opioid, antioksidan veya antimikrobiyal aktivite
etkisi gostermektedirler. Anjiyotensin doniistiiriicii enzimi inhibe etme kabiliyetine
sahip bilesikler, hipertansiyon tedavilerinde tibbi ilag olarak kullanilmaktadir. Yapilan
bircok caligmada genellikle siit iirlinlerinde kullanilan tiirler de dahil olmak iizere
Laktik asit bakterileri ve yeni baslangi¢ kiiltiirler ile ACE inhibe edici peptit

tiretebilmek amacglanmistir (Tomar, 2017).

Laktik asit bakterileri ile ilgili yapilan bir ¢alismada, gida katki maddesi olarak
kullanilan peynir yan {irlinii olan peynir alt1 suyu, diinya ¢apinda yilda 40.7 milyon ton
tretilmektedir. Ana peynir alt1 suyu proteini olan B-Lactoglobulin (BLG) zayif bir
sekilde sindirilir ve oldukga alerjen oldugu bilinmektedir. Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus CRL 454'ten BLG sindirimine ve bu proteinin ana alerjenik
dizilerini bozma yetenegini analiz etmek i¢in yapilan bir ¢alisma da BLG'in 6n
hidrolizi, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus CRL 454, in vitro simiile edilmis bir
gastrointestinal sistem tarafindan test edilen BLG sindirimini arttirmistir. Ayrica, BLG

bu sus tarafindan hidrolize edildiginde, alerjenik dizilimler V41-K60, Y102-R124,
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C121-L.140 ve L149-1162'nin hidrolizinden elde edilen peptitler bulunmustur. flging
sekilde, antioksidan, ACE inhibe edici, antimikrobiyal ve immiino-modiile edici
Ozelliklere sahip peptitler, hem Lactobacillus susu hem de sindirim enzimleri
tarafindan bozulmus BLG'de bulunmustur. Sonu¢ olarak, BLG'nin Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus CRL 454, BLG sindiriminde olumlu bir etkiye sahip oldugu ve

alerjenik reaksiyonlar1 azaltabildigi bildirilmistir (Pescuma, 2015).

Farkli Lactobacillus tiirleri karsilagtirilirken proteolitik aktiviteler ve protein
hidroliz diizenlerindeki farkliliklar daha da belirgin oldugu gorilmiistiir.
Lactobacillus'un kazeolitik 6zellikleri Lb. helveticus suslar1 ve Lc. delbrueckii subsp.
lactis CRL581 susu farklilik gostermektedir. Bu calismada ise 14 Lb. susu
karsilastirilirken benzer bir durum gozlemlenmistir (Raveschot, 2018). Yine aym
calisma da antibakteriyel, antihipertansif, opioid ve antioksidan fonksiyonlar dahil
olmak iizere tanimlanmig 29 fonksiyonel peptitin 26's1, 1, as2, b- ve k-kazeinden elde
edilen  kefir numunelerinde mevcut oldugu  gozlemlenmistir.  Kefir,
mikroorganizmalarinin irtin  islevselligini artirabilecek fonksiyonel peptitleri
salgiladigini ve bu peptitlerin muhtemelen Lb. acidophilus ve Lb. helveticus'ta bulunan

hiicre dis1 serin proteazlarin sonucu oldugu belirlenmistir (Raveschot, 2018).

Farkl1 bir ¢alisma da ise; Lactobacillus helveticus CPN4 (18) 37 °C'de 100 ml
%9 (agirlik / hacim) i¢inde pastorize sulandirilmig yagsiz siit besiyerine ilave edilip
gerceklestirilen fermantasyonda pH 4.3'e ulastiginda durdurulmus ve peynir alt1 suyu
tozu eklenen ornekler incelenmistir. Lactobacillus helveticus CPN4 tarafindan
fermente edilmis yogurt benzeri bir tiriindeki peynir alt1 suyu peptitleri, iki agsamali ters
faz HPLC ile ayristirilmis ve antihipertansif aktivite, her fraksiyonun oral yoldan
alinmasindan sonra kendiliginden hipertansif sicanlarda sistolik kan basimci ile
Ol¢lilmiigtiir. Nihai fraksiyondaki bes ana peptitden giiclii antihipertansif aktivite
gosteren tek peptit, ys- kazein (CN), B-CN ve «-CN'de bulunan bir Tyr-Pro dizisine
sahip olup; antihipertansif peptit, anjiyotensin I-dontistiiren enzime kars1 diisiik bir
inhibitor aktivite gostermistir. Anjiyotensin I-doniistiiriici enzimin (ICsp) %50'sinin
inhibisyonu 720 mM olarak bulunmus ve ACE ‘nin antihipertansif etkinligi 6nemini

korumustur (Yamamoto, 1999).

Farkli bir calismada ise; yagsiz siit ve soyadan segilen sekiz laktik asit
bakterisinin gelismesi, asitligi ve proteolizi arastirilmig, anjiyotensin-doniistiiriicii

enzim inhibisyonu ve laktik asit bakterileri tarafindan fermente edilen siitiin
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antimikrobiyal profilleri belirlenmistir. Sekiz laktik kiiltlir arasinda (S. thermophilus
MD2, Lb. helveticus V3, Lb. rhamnosus NS6, Lb. rhamnosus NS4, Lb. bulgaricus
NCDC 09, Lb. acidophilus NCDC 15, Lb. acidophilus NCDC 298 ve Lb. helveticus
NCDC 292) se¢ilmis ve bunlar igerisinden Lb. bulgaricus NCDC 09 ve S.
thermophilus MD2 yagsiz ve soya pH'in1 diisiirdiigii tespit edilmistir. Lb. bulgaricus
NCDC 09 ve Lb. helveticus V3 daha yiiksek asit {iretimi (yani titre edilebilir asitlik),
S. thermophilus MD2 ve Lb. helveticus V3 ‘de daha yiiksek proteoliz tespit edilmistir.
Ayrica S. thermophilus MD2 ve Lb. helveticus V3 antimikrobiyal aktiviteleri daha
yiiksek bulunmustur (Hati, 2018).

Laktik asit bakterileri (LAB), yiizyillarca yem ve gida fermantasyonu igin
sebzelerin, meyvelerin, baliklarin, etlerin ve siitlerin fermantasyonunda, gida
bozulmalarin1 onlemek ve raf 6émriinii uzatmak i¢in kullanilmustir. Lb. plantarum
yararli 6zelliklere sahip ve ¢ok sayida mayalanmig gida {iriiniinde bulunan ¢ok yonlii
tiir olarak kabul edilip, endiistriyel fermantasyonda ve ¢ig gidalarin islenmesinde
yaygin olarak kullanilir ve “generally recognized as safe” (GRAS) genel olarak
giivenli kabul edilip ve nitelikli gilivenlik (QPS) statiisiine sahip oldugu
bildirilmektedir (Behera, 2018).

Muhammad vd. (2019) yaptig1 bir ¢caligmada kullanilan laktobasiller arasinda
Lb. plantarum KLDS 1.0344'in onemli bir antimikrobiyale sahip oldugu tespit
edilmistir. In vitro olarak hem Gram negatif hem de Gram pozitif tipleri dahil olmak
lizere gesitli patojenik bakteri suslarina karsi 6nemli bir antimikrobiyal kabiliyete sahip

oldugunu ortaya koymustur.

2.7. Kefirdeki Biyoaktif Peptitler

Biyoaktif peptitlerden ilk kez 1950 yilinda Mellander’in rasitik bebeklerde
vitamin D’den bagimsiz kemik kalsifikasyonunu artiran kazeinden tiiremis
fosforlanmis peptitler olarak bahsedildigi bildirilmistir. Biyoaktif peptitlerle ilgili
bilgilerin 1979°dan bu yana arttig1 ve giiniimiizde opioid, antitrombotik, antipertansif,
mineral baglayici ve immiin diizenleme gibi aktivitelere sahip ¢ok sayida peptit oldugu
tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalarda, bu peptitlerin sergiledigi aktivitelerin, amino
asit igerigine ve dizilimine bagl oldugu gosterilmistir. Biyoaktif peptitler 64 amino
asit igeren kazeinomakropeptit (CMP) disinda genellikle 3 ila 20 amino asit

rezidiisiinden olugmaktadir. Bitkisel ve hayvansal proteinler potansiyel biyoaktif
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diziler icermesine ragmen, siit proteinleri biyolojik aktif peptitler i¢in temel kaynaktir
(Pihlanto-Leppéld, 2001).

Biyoaktif peptitler ayrica viicut fonksiyonlar1 ve saglik agisindan pozitif etkisi
olan proteinlerin spesifik pargalanma iiriinleridir (Korhonen, 2006). Biyoaktif peptitler
temel protein molekiilii diziliminde inaktif durumdfadir ve kaynagi gida olan
proteinlerin in vivo ya da in vitro kosullarda hidrolize ugramasi ile ortaya
¢ikmaktadirlar (Smacchi vd., 2000; Sanlidere vd., 2006; Haque vd., 2009; Beermann
ve Hartung, 2013).

Bir peptitin fonksiyonunu o peptitin amino asit dizilimi belirlemektedir (Haque
vd., 2009). Yine siit kaynakli olan biyoaktif peptitlerin fonksiyonu da dogal protein
yapisinda bulunan alan aminoasitlerce belirlemektedir (Beermann ve Hartung, 2013).
Enzimatik hidrolizle ya da mikrobiyal kaynakli proteolizle kazeinlerden ve serum
proteinlerinden olusan ve aktif hale gelmis olan peptitler, yasamsal sistemlerin diizenli
hale gelmesinde potansiyel ayarlayici ve/veya diizenleyici bir gorevleri bulunmaktadir
(Meisel, 1998).

In vivo olarak parazitler de dahil bakteriler, kiifler ve viriislere karsi
antimikrobiyal aktivite gosteren peptitler c¢esitli kaynaklardan elde edilmistir.
Antimikrobiyal aktivitenin peptit biiytikliigii, aminoasit bilesimi, hidrofobisite ve
ikincil yapr gibi Ozelliklere oldugu kadar mikroorganizmaya gore de degistigi
bildirilmistir. Antimikrobiyal peptitlerin bazi1 ortak 6zellikleri 50°den daha az
aminoasit i¢cermeleri ve bu aminoasitlerin yaklasik %50’sinin hidrofobik olmasidir.
Fermente gidalarda laktik asit bakterileri (LAB) tarafindan {iretilen antimikrobiyal
ozellige sahip biyoaktif peptitler gida katkis1 olarak kullanilma potansiyeline sahip
oldugu belirtilmistir. Antimikrobiyal peptitler, kimyasal koruyuculara gore daha az

yan etkilerinin olmasi, diisiik yogunlukta 1s1l islem gerektirmeleri ve gidanin duyusal

ve besin degerlerinin korunmasi gibi avantajlara sahiptir (Kannan vd., 2012).

Nedjar-Arroume vd. (2008) pepsin enzimi kullanmak suretiyle sigir
hemoglobininden antimikrobiyal aktivite gdsteren otuz yeni peptit elde etmisler, elde
edilen peptitlerin yirmi dordiiniin a zinciri igerisinde, altisinin ise B zinciri igerisinde
yer aldiginmi bildirmislerdir. Jang vd. (2008) tarafindan yapilan bir calismada farkl
ticari enzimler (termolizin+proteinaz A, tripsin, proteinaz K, tirosinaz, pepsin, papain
ve proteaz) kullanilarak, sigir sarkoplazmik proteinlerinden elde edilmis olan
peptitlerden Gly-Leu-Ser-Asp-Gly-Glu-Trp-GlIn peptitinin Salmonella Typhimurium,
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Bacillus cereus, Escherichia coli ve Listeria monocytogenes iizerine, GlyPhe-His-lle
peptitinin E. coli ve Pseudomonas aeruginosa iizerine, Phe-His-Gly peptitinin P.
aeruginosa tizerine ve Asp-Phe-His-lle-Asn-Gly peptitinin E. coli‘ye karsi

antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmistir.

Yapilan bir ¢alismada s18ir ve insan laktoferrini pepsin ile enzimatik hidrolize
tabi tutulmus ve hidroliz sonrast elde edilen peptitlerin bakterisidal aktivitesinin,
hidrolize ugramamis laktoferrinden 100-1000 kat daha etkili oldugu belirlenmistir
(Semen vd., 2015). Singh vd. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada, soya siitiiniin
Lactobacillus plantarum C2 susu ile fermantasyonu sonucu elde edilen biyoaktif
peptitlerin antimikrobiyal aktiviteleri arastirllmistir. Biyoaktif peptit fraksiyonlarinin
antimikrobiyal aktivitesi disk diflizyonu yontemi ile kontrol edilmis, 5 kDa
buyiikliigiindeki peptitlerin, E. coli (12+0.57), S. dysenteriae (11+0.57), L.
monocytogenous (10+0.57) ve B. cereus (10+£0.57 mm) patojenlerine kars1 yiiksek

antimikrobiyal aktivite gosterdigi saptanmustir.

Pepsin kullanilarak sigir hemoglobininden hidroliz yolu ile antimikrobiyal
peptitlerin elde edildigi arastirmada, elde edilen peptitin a-hemoglobin igerisinde
bulunan 107-136 (107ValThr — Leu — Ala — Ser — His — Leu — Pro — Ser — Asp — Phe
— ThrPro — Ala -Val — His — Ala— Ser — Leu - Asp-Lys-Phe-LeuAla-Asn-Val-Ser-Thr-
Val-Leul36) araligindaki aminoasit dizisine karsilik geldigi bildirilmistir. Bu peptit
zincirinin belirlenmis olan biitiin bakteri suslarina karsi antimikrobiyal aktivite
gosterdigi ve M. luteus A270, Listeria innocua, E. coli ve S. enteritidis suslarina karsi
antimikrobiyal aktivitesinin daha gii¢lii oldugu belirlenmistir (Simsek vd., 2016).
Spirulina platensis'ten, alkalin proteaz ve papain enzimleri kullanilarak enzimatik
hidroliz yoluyla antibakteriyal peptit elde edilmistir. Elde edilen bu peptitin minimum
inhibe edici konsantrasyonunun, Escherichia coli i¢in 8 mg/mL ve Staphylococcus

aureus i¢in 16 mg/mL oldugu bulunmustur (Yiicetepe vd., 2016).

Pei vd. (2017)’nin yaptig1 bir ¢alismada, pepsin hidroliziyle elde edilen atik
Tibet okiizii siit protein hidrolizatlarinin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir. Arg — Val — Met — PheLys — Trp - Ala ve Lys — Val — lle — Ser — Met -
Ile olmak tizere iki adet antimikrobiyal peptit elde edilmis ve aminoasit dizinleri
belirlenmistir. Arg-Val-MetPhe-Lys-Trp-Ala’nin, Bacillus subtilis, Staphylcoccus

aureus, Listeria innocua, Escherichia coli, Enterobacter cloacae ve Salmonella
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Paratyphi’e kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi, Lys — Val — lle — SerMet - Ile’nin

ise sadece bakterilerin degil mantarlarin da gelismesini inhibe ettigi belirlenmistir.

Rusya'daki ¢ocuk hastaliklar1 uzmanlar tarafindan fermente siitii 6zellikle
kefiri, sadece besleyici olmasindan degil, bu 6zelliginin yani sira ishale kars1 faydal
olmasi sebebiyle, hastalikli ¢ocuklarla birlikte saglikli ¢ocuklarda tercih edildigi
belirlenmistir (Sarkar, 2007).

Kefirin istah ve uyku problemlerinde, karaciger ve bobrek tedavilerinde, safra
bozukluklarinda, hepatit A, bir ¢ok enfeksiyon ve cilt hastaligi tedavilerinde iyi
sonuglar verdigi bildirilmektedir (Karatepe, 2012).

Kefir, Kafkasya’da su yerine tiiketilmekte ve genglik iksiri olarak
bilinmektedir. Kafkasya'da tiiberkiiloz, kanser ve sindirim bozuklugu gibi hastaliklarin
az goriililyor olmasi ve ortalama insan dmriiniin 110-130 yila kadar uzamis olmasi
kefirin insan viicuduna pozitif etkisi bakimindan dikkat ¢ekicidir. Bu konuda yapilmig
olan caligmalarda kefirin 6nemli etkisinin oldugu ve bir¢ok hastaligin tedavisinde
destekleyici oldugu ve takviye gida olarak kullanilabilecegi tespit edilmistir. Kefirin
pozitif etkisinin oldugu hastaliklar arasinda mide enfeksiyonlari, hepatit, dis ve i¢
tiimdr, kronik barsak enfeksiyonlari, yiiksek tansiyon, ekzama, diyare, kabizlik

sayilanilir (Elkhtab, 2017; Behera, 2018).

Insanlar ve hayvanlar iizerinde yiiriitiilen ¢alismalarda Lb. bulgaricus ve
Lactobacillus acidophilus ihtiva eden fermente siit {irinlerinin alinmasi ile midede
yasayan koliform grubu organizmalarin azaldigi, laktobasil sayisinda ise artis
gorildiigli belirlenmistir. Bu sonuclara gore fermente siit tirtinleri alimiyla birlikte
barsak florasinin yenilenmis oldugu ve barsak rahatsizliklarinin azaldig

belirtilmektedir (Sarkar, 2007).

Brezilya kefiri lizerinde yapilan bir ¢alismada 52 adet laktobasil izole edilip
antimikrobiyal aktivitesi gozlemlenmis ve direngli genlerin tespit edilip diger
bakterilere aktarilmasi amacglanmistir. Yapilan ¢alisma dogrultusunda indikator suslari
takip edilmis: Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853, Listeria monocytogenes ATCC
15313, Staphylococcus aureus ATCC tarafindan 29213, Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, Escherichia coli ATCC 25723 ve
Enterococcus faecalis ATCC 19433. Tetrasiklin, ampisilin, gentamisin, amikasin,

eritromisin, kloramfenikol, oksasilin, penisilin, amoksisilin ve antibiyotik duyarlilik
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testinde vankomisin; Silva vd. tarafindan belirlenmistir. Laktobasil suslarindan tespit

edilen genler diger mikroorganizmalara transfer edilmistir (Clare, 2000).

Siit iiriinlerinde starter olarak kullanilmakta olan laktik asit bakterilerinin farkli
bir 6zelligi de, ortamda bulunan, kaynagi gida olan patojen ve kontaminant
mikroorganizmalarin (S. aureus, Salmonella, E. coli gibi) gelismesine engel olarak bu
gelisimin son bulmasina sebep olmasidir. Starter se¢imi {iriiniin depolama zamanini
uzatmasi ile tiriin Kalitesi agisindan 6nemlidir. Lb. bulgaricus ve S. thermophilus'un
antibakteriyal aktivitesi insan sagligr bakimindan da 6nem tagimaktyadir (Gambelli,

1999; Bonczar, 1997).

Laktik asit bakterilerinin asidik ortamlarda daha iyi inhibisyon etki gosterdigi
bilinmektedir. Ilave edilen starter kiiltiir miktar1 ve aktifligi fermantasyonun baslangi¢

asamast ve patojen mikroorganizmlarin gelisiminin engellenmesi i¢in Onem arz

etmektedir (Clare, 2000).

Yapilan birgok ¢aligmada hidrojen peroksit, diasetil, organik asitler (laktik asit,
formik asit, asetik asit) yalniz baglarina veya beraber, gram negatif ve gram pozitif
bakterilere kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahiptir (Kamau, 2010; Felix, 2016).

2.8. Kefirin Antimikrobiyal Etkisi

Kefir icerisindeki laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal bilesikleri iiretmeleri
ve fermantasyon esnasinda mikrofloranin meydana getirdigi metobolit bilesiklerle
antimikrobiyal etki saglamaktadir. Birincil ve ikincil metabolitler arasinda kiiciik
peptitler, diasetiller ve organik asitler bulunmaktadir (Golowczyc vd., 2008). Kefirin,
Gram pozitif bakteriler iizerinde bakterisitik, Gram negatif bakteriler lizerinde ise

bakteriyostatik etkisine daha sik rastlandigi bildirilmistir (Czamanski vd., 2004).

Kefir ve kefir mayasinin antimikrobiyal etkisini inceleyen Cevikbas vd. (1994)
yaptiklart ¢alisma sonucunda ise kefirin antimikrobiyal etkisinin daha ¢ok gram

negatif bakteriler ve mayalar iizerinde oldugunu bulmuslardir.

Diyareye neden olan Salmonella ve E.coli gibi hastalga sebep olan
mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal bir etkisi olan kefir, onlarin gelisimini dnler
ve ishali 6nlemeye iyi gelir. Ayrica kefirde bulunan mikroflora tarafindan iiretilmis
olan asetik asit, laktik asit ve antimikrobiyal maddeler, ince bagirsaklarda ¢iiriikgiil

bakterilerce olusturulan ¢iiriime ve bozulmalar1 6nlemektedir (Oliveria, 2013).
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Yapilan bir calismaya gore kefir tiikketimi ile laktik asit bakterileri barsaga
kolonize olarak E. coli O:157 enfeksiyonlarinin olusumunu engellemektedir. Ayrica
kefirin mide suyunda bir saatte S. typhimurium’u inhibe ediyor oldugu, kefir
tanesinden izole edilmis olan Lactococcus lactis tiirlerinin de yiiksek diisiik pH ve

1silara dayanikli bakteriyosin tiretmekte oldugu bildirilmistir (Beshkova, 2003).

Kefir danesinde bulunan mikroflora tarafindan tretilen laktik asit, H,O, ve
bakteriyosinler antimikrobiyal etki meydana getirmektedir. Bu etkinin meydana
gelmesinde laktik asit ortamin pH’simi diisiiriirken diger bakterilerin gelisimini
engeller, asetik asit ve H,0, ise antibakteriyel etki gostererek, bazi gram pozitif ve
gram negatif bakteriler ile mantarlara kars: etkili olmaktadir. Kefirde bulunan asetik
asit bakterileri ise barsakta protein pargcalanmasina sebep olarak, serbest aminoasitlerin
birikimine yardim ederek B grubu vitaminlerin olusmasini saglamaktadir (Bensmira,
2010).

Kefirdeki laktoz orani siite gére daha azdir. Kefirin tiiketilmis olmasi ile beta
galaktosidaz aktivitesi artar ve bunun neticesinde de laktozun sindirimi ve bagirsakta
absorbsiyonu artmaktadir. Bu 6zelligi sebebiyle kefir, laktoz intoleransi olan bireyler
icin etkin bir diyet kaynagi olmaktadir. Bunun yaninda kefir pankreas, mide gibi
organlarin daha saglikli olmasini da saglamaktadir. Asetik asit bakterileri bagirsaktaki
bakterilere kars1 antibakteriyel etki dogurmaktadir. Bu sebeple kefir bazi hastaliklar

iyilestirici etki gostermistir (Oliveria, 2013).

Kefirde bulunan laktik asit bakterilerinin probiyotik 6zelliklerinin arastiriimasi
konusunda 6 farkli iilkeden kefir daneleri toplayarak bunlardan izole edilmis olan 58
Lactobacillus spp. suslarinin probiyotik ozelliklerini, pH 2.5 ve safra tuzlarina
dayanma siirelerini, Caco-2 hiicrelerine tutunmalarini ve antimikrobiyal profillerini
analizlerle test etmislerdir. Yapilan analizler sonucunda en iyi probiyotik 6zellikler
yalnizca LDb. acidophilus, Lb. helveticus ve Lb. kefiranofaciens’de belirlenmistir. Lb.
kefiranofaciens ¢ogunlukla biitiin kefir tanelerinden izole edilmis olmasina karsin, Lb.
acidophilus’un kefir danelerinde her zaman izole edilmedigini gosteren bilimsel

calismalar mevcuttur (Glingor, 2007).
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2.9. Kefirin Antihipertansif Etkisi

Hipertansiyon, diinya niifusunun yaklagik “4’linii etkileyen kardiyovaskiiler
hastaliktir. Ilgili komplikasyonlarda rol oynayan ve felg, kalp hastalig1, kalp yetmezligi
gibi bir¢cok hastalik i¢in kontrol edilebilir bir risk faktoriidiir. Anjiyotensin I-
doniistiiriicii enzim (ACE) bir dipeptitil karboksipeptitazdir ve anjiyotensin I’i, damar
biiziicii etkisi olan anjiyotensin II’ye doniistiiriir. Memelilerde kan basinci ve sivi ve
tuz dengesini diizenlemede 6nemli fizyolojik rol oynar (Hartmann vd., 2007; Hayes
vd., 2016).

Yapilan bir ¢aligmada gozlenen antihipertansif aktivite nedeniyle kefiran'in
ACE aktivitesini inhibe etme kabiliyetini gozlemlemislerdir. ACE inhibe edici
peptitler, anjiyotensin I ‘i anjiyotensin II’ye doniismesine neden olan ACE enzimini
inhibe etmektedir. EK olarak, ACE inhibe edici peptitler, damar genisletme etkisine
sahip bir hormon olan bradikinin par¢alanmasini da engellemekte; kan basincindaki

azalmaya katkida bulunmaktadir (Hernandez-Ledesma, 2011).

ACE enzimini, inhibe eden peptitler potansiyel olarak tansiyon diistiriicii
ajanlardir (Kannan vd., 2012). Bu nedenle, siit, peynir, et, balik ve ¢ok ¢esitli bitki ve
alglerden antihipertansif aktivite gosteren peptit eldesi tizerinde ¢ok sayida arastirma
yiirlitiilmistiir. Ancak, in vivo antihipertansif etkilerle ACE enziminin inhibisyonunun
arastirlldigt in vitro c¢alismalarin  sonuglar1 arasinda korelasyonun olmadigi
bildirilmistir. Bu nedenle, in vitro olarak elde edilen ACE inhibisyonu sonu¢larinin in

vivo olarak ayn1 etkiyi gostereceginin garantisi verilmemistir (Miralles vd., 2018).

Siit endiistrisinde kullanilan starter kiiltiirlerin yliksek proteolitik aktiviteleri
nedeniyle, fermente siit driinlerinin {retimi sirasinda da biyoaktif peptitler
olugsmaktadir. S6z konusu peptitlerin serbest hale ge¢melerini etkileyen en 6nemli
faktor sus secimidir. Laktik asit bakterileri arasinda Lactobacillus helveticus 'un siit

bazli ortamlarda giiclii proteolitik aktivite gosterdigi bildirilmektedir (Pihlanto, 2013).

Lactobacillus helveticus 'un disinda Lactocbacillus delbrueckii spp. bulgaricus
SS1, Lactococcus lactis spp. cremoris FT4, Lactocbacillus acidophilus, Lactobacillus
animalis, Lactobacillus casei, Lactobacillus jensenii, Lactobacillus reuteri,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus lactic spp. lactis, Lactococcus raffinolactis,

Streptococcus thermophilus, Leuconostoc mesenteroides spp. cremoris ve
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Enterococcus faecalis gibi laktik asit bakterilerinin de ACE inhibitorii peptitleri
tiretebildikleri bildirilmektedir (Phelan vd., 2011).

Siit proteinlerinden mikrobiyal proteoliz sonucu olusan farkli biyoaktif
peptitler tizerinde gok sayida arastirma yapilmistir (Fitzgerald vd., 2006; Corrons vd.,
2017). Lb. helveticus ve Saccharomyces cerevisiae ile fermente edilen eksi siitten izole
edilmis olan Ile-ProPro ve Val-Pro-Pro tripeptitlerinin ACE enzimini inhibe ettigi ve
uzun siireli kullaniminin siganlarda hipertansiyon gelisimini 6nledigi belirlenmistir

(Moller vd., 2008).

Lin vd. (2018) Tibet s1g1r1 siitiinden elde edilen Qula kazeinini iki farkli enzim
kombinasyonu ile hidrolize etmisler ve elde ettikleri hidrolizatlarin ACE enzimini
inhibe etme 6zelligini arastirmislardir. Alkalaz + termolizin ve termolizin + proteinaz
K enzim kombinasyonlar ile elde edilen hidrolizatlarin (< 3 kDa) en yiiksek ACE

inhibe edici aktiviteye sahip olduklar1 saptanmaistir.

ACE inhibe etme aktivitesi i¢in yapilan farkli bir ¢alismada, peynir alti
suyundan iiretilen kefir 6rneklerinin 6zelliklerini ve anjiyotensin doniistiiriicii enzimi
(ACE) inhibe etme aktiviteleri arastirilmistir. Arastirmada kefir tiretimi i¢in kullanilan
peynir alt1 suyunun tiirlerinin tirtinlerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini 6nemli 6l¢iide
etkiledigini gostermistir. Toplam laktik asit bakterileri ve liriinlerin maya populasyonu
peynir alt1 suyu tipleri arasinda anlamli farklilik bulunmamistir. Gouda peyniri peynir
alt1 suyu bazli kefirin, peptit konsantrasyonu ve ACE inhibe edici aktivitesi, kontrol
ve ticari peynir alt1 suyu tozu bazli kefirden anlamli olarak daha yiiksek; ICso degeri
ise, anlamli derecede diisiik bulunmustur. Bu arastirma, peynir alti suyu kefirinin,
antihipertansiyon ajani ic¢in potansiyel bir biyoaktif peptit kaynagi oldugunu
gostermistir (Febrisiantosa vd., 2013).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Siit

Uretimde sabah sagimi taze inek siitii kullanilmis ve siitler iiretim anina kadar
4 °C’de depolanmustir.
3.1.2. Starter Bakteriler

Kefir tiretiminde kiltiir olarak Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842,
Lactobacillus helveticus ATCC 15009, Lactobacillus plantarum ATCC 14917,
proteolitik karakterli {i¢ kiiltiir kullanilmistir. Kiiltiirler Inonii Universitesi Gida

Miihendisligi Bolimiinden temin edilmistir.
3.2. Yontem

3.2.1. Kefir Uretiminde Kullanilacak Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

Kefir daneleri ve yardime kiiltiirler Indnii Universitesi Gida Miihendisligi
Boliimiinden temin edilmistir. Yardimeci kiiltiirler, bir gece dnceden yagsiz steril siitte
37°C’de inkiibasyona birakilarak aktive olmalar1 saglanmistir. Aktif hale gelen

yardimc1 kiiltiirler %1/100 (v/v) oraninda kefir 6rneklerine ilave edilmistir.

3.2.2. Kefir Uretimi

Geleneksel yontem uygulanarak Inonii Universitesi Miihendislik Fakiiltesi
Gida Miihendisligi Arastirma laboratuvarinda kefir iiretimi (dane ile iiretilmis)

gerceklestirilmistir.
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Oncelikle; gerekli 6n testlerden (asitlik gelisimi vb.) gegirilen yaklasik 20 litre
sabah sagimi taze inek siitii (pH 6.6 £ 0.05) 4 esit bolime ayrilmistir (Sekil 3.1°de
gosterilen tiretim akis1 benimsenmistir).

Cig inek siiti
!

On 1s1tma (55-60 °C)

|

Yag standardizasyonu (%2 yag)

{

Pastorizasyon (95 °C’de 5 dakika)

|

Sogutma 23 °C

{

Kefir danesi ekleme (%3 g /mL)

v v

A.B.C K (kontrol grup)

|

Inkiibasyon (pH 4.8’e kadar)

|

Kefir danesinin ayrilmasi

v

Farkl: starter kiiltiirler ekleme
(Lactobacillus plantarum (A),
Lactobacillus bulgaricus (B)
ve Lactobacillus helveticus (C)
(%1 mL/100 mL)
pH 4.5’e kadar inkiibasyon

| |
v

4 °C’ye sogutma

{

Cam kavanozlara dolum (200 mL)

|

4'C’de 28 giin olgunlagsma

pH 4.5’e kadar (22 saat inkiibasyon)

Kefir danesinin
ayrilmasi

Sekil 3.1. Kefir 6rneklerinin tiretim akis semasi
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Buna gore;
1. A kefiri: Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842
2. B kefiri: Lactobacillus helveticus ATCC 15009

3. C kefiri: Lactobacillus plantarum ATCC 14917 starter kiltiiri ilave

edilerek tiretilen kefir 6rnegini,

4. K kefiri: Sadece dane ile fermente edilerek iiretimi gergeklestirilen kefir

ornegini ifade etmektedir.

Kefir tiretiminde kullanilmak iizere taze olarak laboratuvara gelen siit, %2 yag
olacak sekilde standardize edilmistir. Stite 95°C’de 5 dakika sicaklik uygulanmis olup,
25°C’ye sogutulduktan sonra iki kisma ayrilmistir. 1. kisim siite aseptik kosullarda %3
oraninda kefir daneleri inokiile edilerek, 20-25°C’de yaklasik 22-24 saat fermantasyon
islemi devam ettirilmis, piht1 asitligi pH 4.5 oldugunda inkiibasyon islemine son
verilmigtir (kefir K). 2. kisim siite %3 oraninda kefir danelerini inokiile edilerek, 20-
25°C yaklagik 22-24 saat inkiibasyon devam ettirilmis olup, piht1 asitligi pH 4.8’¢
ulastiginda kefir daneleri uzaklastirilmis ve fermente edilen siit 3 kisma ayrilmistir.
Her bir kisim farkli yardimer starter kiiltiir ile (kefir A: Lb. bulgaricus, kefir B: Lb.
helveticus, kefir C: Lb. plantarum) inkiibe edilmis olup, 28°C’de pH 4.5’¢ ulasincaya
kadar inkiibasyon islemine devam edilmistir. Kefir tiretimi 2 kez tekrarlanmistir. Kefir
ornekleri 200 ml cam kaplarda 4°C’de 28 giin depolanmustir. Kefir 6rnekleri, liretimi

takip eden 1, 7, 14, 21, 28. giinlerde analize tabi tutulmustur.

3.2.3. Kimyasal Analizler

Titrasyon asitligi (AOAC, 1990), pH (Hayaloglu, 2003), kuru madde (IDF,
1982), kuru maddede yag orani (Ardo vd., 1999), protein miktar1 (IDF, 1993)’e gore
tespit edilmistir.

3.2.3.1. Titrasyon Asitligi

Kefir orneklerinin asitligi, Alkali titrasyon yontemi ile yapilmis ve sonug %
laktik asit cinsinden ifade edilmistir (Anonim, 1995). Kefir drneklerinden 10 mL
alinarak {izerine 1 mL fenolftalein ¢ozeltisi ve 0.1 N Sodyum Hidroksit (NaOH)

cozeltisi damla damla eklenerek 30 saniye siireyle pembe renk sabit kalincaya kadar
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titre edilmistir. Harcanan NaOH ¢06zeltisinin miktar1 belirlenerek asagidaki formdil ile

laktik asit cinsinden titre edilebilir asitlik hesaplanmistir. Denklem;

_ Sx100
m

A (3.1)

A= Titre edilebilir asitlik
S= Titrasyonda harcanan 0.1 N NaOH ¢ozeltisi miktari

m= Numune miktari

3.2.3.2. pH Degeri

Kefir orneklerinin pH’s1i, orneklerin homejen karistirilmasindan sonra

(Thermo ORION 4 STAR) pH metre ile 6lgiilerek belirlenmistir (Hayaloglu, 2003).

3.2.3.3. Kuru Madde Orani

Kefir orneklerinin kurumadde oranlari, kurutma dolabinda kurutulup,
desikatorde sogutulan ve agirligi kaydedilen kurutma kaplari igerisine yaklasik 3 g
ornek konulmus ve kurutma dolabinda 105 £+ 1°C’ de sabit agirliga gelene kadar
kurutulmasi ile belirlenmistir. Kurutulan 6rnekler desikator igine yerlestirilerek oda
sicakligma getirilmis, tartimlar hassas terazi (Mettler Toledo, AB204, Isvicre)
kullanilarak yapilmis ve sonuglar yiizde olarak hesaplanmistir (IDF, 1982).

Denklem;

% KM= (M1-M / M2-M) x 100 (3.2)
M=Kurutma kab1 agirlig1 (g)

M1=Kurutma kabi1 ve kurutulmus 6rnek agirligi (g)

M2=Numune ve kurutma kab1 agirlig1 (g)

3.2.3.4. Yag ve Kuru Maddede Yag Oranlari

Kefir 6rneklerinin yag oranlari, siit biitirometreleri ile Gerber yontemine gore
yapilmigtir. Biitirometreye once yogunlugu 1.820 olan Siilfiirik Asitten (10 ml, sonra
11 ml kefir ve 1 ml Amil alkol konulmustur. Biitirometrenin agz1 lastik tipa ile
kapatilmis, calkalanarak santrifiije konulmustur. 1100 devir/dakika hizla caligan
santrifiijde 5 dakika dondiiriildiikten sonra c¢ikarilip biitirometre lizerindeki deger

okunmustur. Okunan deger 100 g kefirdeki yagin g olarak miktaridir (Ardo vd., 1999).
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Kuru maddede yag;
% Kuru maddede yag = % yagx100+ % kuru madde (3.3)

esitliginden yararlanilarak hesaplanmuistir.

3.2.3.5. Protein Oranlarimin Belirlenmesi

Protein oranlari, yas yakmaya tabi tutulan 6rneklerin Mikro Kjeldahl yontemi
ile Azot miktarlarinin belirlenmesi ile tespit edilmistir. Bunun igin, iyice karigtirilmig
kefir 6rneginden protein tiipiine 0.5-1 g tartilip iizerine % 93-98°lik H, SO, ‘ten 10
ml ilave edilmis ve 2.2 g karisik katalizoér (2 g K, SO, + 0.2 g Cu, SO, ) eklenmis
ve yakma diizenegine yerlestirilmistir. Yakma islemi 400 °C’de agik yesil renk elde
edildikten sonra 30 dakika daha bekletilerek gergeklestirilmistir. Sogutulmus tiipler
otomatik destilasyon diizenegine yerlestirilmistir. Tiiplere otomatik olarak 40 mL saf
su ve 70 mL %30°luk NaOH, destilat toplama boliimiindeki erlen igerigine ise 25 mL
%3’liik Hz BO3; alinarak destilasyon tamamlanmistir. Elde edilen destilat 1-2 damla
1:1 oraninda hazirlanmis metilen mavisi-metil kirmizis1 karisik indikatorii esliginde
0.1 N HCl ile titre edilmistir. Ornekteki toplam azot miktar1 asagidaki formiile gore
hesaplanmaistir. % protein miktar1 ise, toplam azot miktarinin, siit ve siit tirlinleri i¢in

gecerli olan 6.38 protein faktorii ile garpilmasiyla hesaplanmistir (IDF, 1993).

Denklem;

Harcan 0.1 N HCI (mL) x Faktor x 0.0014
Ornek miktari(g)x 100

% Toplam Azot= (3.4)

3.2.3.6. Kefirdeki Azotlu Madde Fraksiyonlarimin Ayrilmasi

3.2.3.6.1. Suda Coziinen Azot Orani ve Olgunlasma Derecesi

Kefir 6rnekleri Hayaloglu vd. (2004)’e gore fraksiyonlarina ayrilmis ve suda
¢cozlinen azot analizleri yapilmistir. Bu amagla, 250 ml kefir 6rnegi 50 ml su ile
karistirilip vorteks kullanilarak 2 dakika homojenize edilmistir. Karigim 40 °C’deki su
banyosunda 1 saat tutulmus ve ardindan 3000 * g’de ve +4°C’de 30 dakika santrifiij
edilmis ve {ist kismindaki yag tabakasi bir spatiil ile uzaklastirildiktan sonra, sivi kisim
filtre kagidindan (Watman No: 113) sliziilmiistiir. Filtrattan 10 ml alinarak, standart

Mikro-Kjeldahl metodu ile suda ¢dziinen azot orani saptanmis ve kalan filtrat diger
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analizler i¢in kullanilmak iizere ayrilmistir. Sonuclar da asagidaki esitlige gore

bulunmustur (IDF, 1993).
% Suda ¢6ziinen azot(w /w ) =[14x (V1-V0)x Mx F] +m (3.5
V1: Ornek icin harcanan HCI, ml
VO0: Kor denemede harcanan HCI, ml
M: HCI’nin standart volumetrik ¢ozeltisinin molaritesi,
MF: HCI ¢6zeltisinin faktorii
m: Ornek miktar1, g

Suda ¢oziinen azot oraninin toplam azota orani olarak ifade edilebilen

olgunlagsma derecesi asagidaki formiil yardimi ile hesaplanmistir (Hayaloglu, 2003).

Olgunlasma Derecesi = % Suda ¢oziinen azot+ % Toplam Azot X 100 (3.6)

3.2.3.6.2. % 12 Trikloroasetik Asitte (TCA) Coziinen Azot Oram

Suda ¢oziinen azot analizinde hazirlanan filtrattan 25 ml alinmis ve esit
hacimde %24°likk (w/v) TCA ¢ozeltisi karistirilarak (son TCA konsantrasyonu %12
olacak sekilde) oda sicakliginda 2 saat tutulmustur. Daha sonra, karisim filtre
kagidindan (Schleicher & Schuell 589/2 beyaz bant) siiziilmiis ve filtrattan 25 ml
alinarak, standart Mikro-Kjeldahl metodu ile (IDF, 1993) TCA’da ¢6ziiniir kismin azot
icerigi saptanmistir (Ardo ve Polychroniadou, 1999). Sonuclar asagidaki esitlige gore

bulunmustur.
% 12 TCA'da ¢6ziinen azot (w/w ) =[1.4 x (V1-V0)XM xF]+m (3.7)
V1: Ornek i¢in harcanan HCI, ml
VO0: Kor denemede harcanan HCI, ml
M: HCI’nin standart volumetrik ¢ozeltisinin molaritesi,
F: HCI ¢ozeltisinin faktorii
m: Ornek miktar1, g

%12 TCA’da ¢oziinen azot cinsinden olgunlagma derecesi ise, yukarida elde

edilen degerin toplam azota oranlanmasi ile hesaplanmistir.

Olgunlagsma Derecesi: %12 TCA’da ¢ozilinen azot X % Toplam Azot x100 (3.8)
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3.2.3.6.3. Toplam Serbest Amino Asit Miktari

Analiz, Hayaloglu (2007)’nun uyguladigi sekilde kismi modifikasyonla
yapilmis olup, Cd-ninhidrin reaktifi ile hazirlanan 6rneklerin 507 nm’de absorbanslari
okunmustur. Reaktifler: Cadmium Ninhydrin reaktifi: 0.8 g ninhydrin, 80 mL ethanol
ve 10 mL asetik asit karisiminda ¢oziindiiriilecek ve elde edilen karisima 1 mL suda
¢ozlindiiriilerek CdCl; ilave edilmistir. Yontem: Sulu ekstraktan (20 g kefir 6rnegi 20
ml su ile karistirtlip Ultra Turax blender (Janke & Kunkel, KG, IKA, WERK)
kullanilarak 13 000 rpm’de 1 dakika homojenize edilmistir ve homojenat 14 000 X
g’de +4 °C’de 15 dakika santrifiij (Hettich model 320R; Germany) edilmis ve sivi
kisim filtre kagidinda (Whatman No. 113) siiziilmiistiir). 100 pL (beklenen serbest
aminoasit miktarina gore) alinmis ve 1 mL suda ¢oziindiiriiliip ilizerine 2 mL Cd-
ninhydrin reaktifi eklenmis, karisim 84 °C’ye sitilip 5 dakika tutulduktan sonra
sogutulmus ve 507 nm’deki absorbansi UV- spektrofotometrede (Shimadzu, UV-
1800, Kyoto, Japan) okunmustur.

Standard Curve
0,469

0,400

Abs.

0,200

0,000 B
008 | | |
2,000 100,000 200,000 300,000 400,000
Conc. (mgll)

y =0,00106966 x - 0,00133027
Correlation Coefficient r2 = 0 89877

Sekil 3.2. Farkli konsantrasyonlarda Leu standardina karsi elde edilen absorbans

degerleri

Orneklerin toplam serbest amino asit igerikleri, Sekil 3.2°deki denklemde
gosterildigi gibi farkli konsantrasyonlarda (x) hazirlanan Leu standardina karsilik 507
nm’de okunan absorbans degerleri (y) grafige gecirilmistir. Buradan elde edilen
standart egriye gore kefirlerde bulunan toplam serbest amino asit miktarlart mg Leu/L

kefir cinsinden hesaplanmustir.
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3.2.3.6.4. RP-HPLC Peptit Profillerinin Belirlenmesi

20 g kefir 6rnegi 20 ml su ile karistirilip Ultra Turax blender (Janke & Kunkel,
KG, IKA, WERK) kullanilarak 13 000 rpm’de 1 dakika homojenize edilmis olup
homojenat 3 000 x g’de +4 °C’de 15 dakika santrifiij (Hettich model 320R; Germany)
edilecek ve sivi kisim filtre kagidinda (Whatman No. 113) siiziilmiistiir. Suda ¢oziinen
fraksiyonlari Shimadzu LC 20 AD Prominence HPLC (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japan) kullanilarak RP-HPLC ile belirlenmis ve ayirma islemi i¢in 250x4.6X5 um, 300
A gbzenek boyutlu Jupiter C18 kolon (Phenomenex Co, Torrance, CA, USA)

kullanilmistir.

RP-HPLC’de kullanilacak hareketli fazlar: A; Hacimce %0,1 trifloroasetik asit
(TFA, Sigma, St Louis, USA) HPLC kalitesindeki deiyonize suda (Milli-Q system,
Waters Corp., Molshem, France), B; hacimce %0,1 TFA, asetonitrilde (Fluka > 99.5,
Sigma-Aldrich Chemie, CH-9471 Buchs, USA) hazirlanmis ve ¢ozeltinin akis hizi
0,75 mL/dk olacak sekilde ayarlanmustir. Orneklerin analizi: Dondurarak kurutulmus
fraksiyonlardan 10 mg tartilarak 1 mL (A) ¢oziiciisiinde ¢oziindiiriilmiis olup, 0.45um
seliiloz asetat filtreden (Sterlitech Corp. WA, USA) gecirilmis ve bu filtrattan 60 pL
ornek sisteme enjekte edilmistir. Kromatografik tanimlama 214 nm’de

gerceklestirilmistir.

3.2.4.3. RP-HPLC Serbest Amino Asit Miktari

Kefir 6rneklerinden 10 g alinarak 25 mL santrifiij tiipii igerisine konulmus ve
tizerine 10 mL 0.4 mM metionin siilfon (i¢standart) iceren HCI ilave edilmistir.
Karisim homojenize edilerek Ultrasonik banyoda oda sicakliginda 20 dk. inkiibe
edilmis ve inkiibasyon sonunda 3000 g x 10 dk 4+1 °C santrifiij yapilmistir.
Stipernetant ependorf tiipii igerisine konularak ayrilmig, daha sonra buradan 1mL
slipernetant baska bir tlip icerisine alinarak iizerine 1 mL %40 (w/v)’lik
trikloroasetikasit (TCA) cozeltisinden ilave edilmistir. Vorteks ile karistirildiktan
sonra 4+1 °C’de buzlu suda bekletilip, siispansiyon Hettich 320R santrifiij ile 20 000
g x 10 dk 4«1 °C’de santrifiij yapilmistir. 25 pL deproteinize edilmis siipernetant
ependorf tiipli icerisine konularak vakum altinda kurutulmustur. Kurutulmus 6rnek
tizerine 20 pL esleme tamponu: Metanol: 1 M sodyum asetat: TEA (2:2:1) ilave
edilerek tekrar vakum altinda kurutma islemi uygulanmistir. Kurutulmus o6rnek

tizerine 20 pL tiirevlendirme ¢ozeltisi: Metanol: TEA: Deiyonize su: PITC (7:1:1:1)
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ilave edilmistir. Iyice karistirilarak oda sicakliginda 20 dk. inkiibe edilmis ve vakum
altinda kurutma islemi uygulanmistir. Kurutulmus 6rnek tizerine 1 mL 6rnek seyreltme
tamponu ilave edilmis ve drnek 0.20 um (CROMAFIL Xtra PVDF-20/25) filtreden
gecirilerek 20 pL seyreltilmis 6rnek HPLC kolonuna verilerek analiz edilmistir. Fenil
izotiyosiyonat (PITC) ve trietilamin ve diger solventler HPLC derecesinde
kullanilmis, ¢alisilacak amino asit standardi (100 mM) asidik ve nétral amino asit
standard1 ve bazik amino asit standardi 1:1 (v/v) oraninda karistirilarak hazirlanmistir.
Metionin siilfon soliisyonu 0.4 mM son konsantrasyon olacak sekilde 0.1 M HCl ilave
edilmis olup, derivatization reaksiyonu i¢in kullanilan ¢6zelti (metanol, TEA, H20,
PITC, 7:1:1.1, v/v/v oraninda) giinlik hazirlanmistir. Calismada amino asit
standartlarina 6rneklerle ayni uygulama yapilmis ve oda sicakliginda reaksiyon siiresi
20 dk olarak tutulmustur. Ornek ve standartlar HPLC de uygulanana kadar
dondurucuda bekletilmistir. Derivatize 6rnekler %5 asetonitril i¢eren (pH’s1 asetik
asitle 6.4 ‘e ayarlanmigtir) 10 mM sodyum asetat tamponu ile ¢ozdiiriilmiistiir. Amino
asit separasyonu Inertsil ODS-3 3um 4.6 x 150 mm kolonu (150 mm x 4.6 mm X Sum)
kullanilarak, Schimadzu LC-20AD HPLC’ de ters faz metod ile gergeklestirilmistir.
Buffer A, 70 mM sodyum asetat (pH’st asetik asitle 6.55’¢ ayarlanmig) %2.5
asetonitril igerecek sekilde hazirlanmistir, Buffer B, asetonitril: deiyonize su: metanol
(9:8:3, v/v/v) oraninda karistirilarak ve her iki solvente 10 mg/L olacak sekilde
disodyum etilendiamintetra asetik asit (Na,EDTA) ilave edilerek hazirlanmigtir. 254
nm de 45 °C’de 1 mL/dk akis orani ile 20 pl kolona enjekte edilip, amino asit analizi

Sahingil vd. (2014)’e gore yapilmistir. Sonuglar pg/g kefir olarak hesaplanmustir.

3.2.5. Kefir Orneklerinin ve SCA Ekstraktlarimin Antimikrobiyal Aktivitesinin

ve Minimum Inhibitéor Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Kefirlerin ve peptitlerin dondurarak kurutulmus (suda ¢oziinen ekstrakt)
ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitesi ve minimum inhibitdér konsantrasyonu
belirlenmistir. Kefir 6rnekleri antimikrobiyal aktivite i¢in 3000 g x 10 dakikada
santrifiij edilmis ve siipernetant 0.45 pm'lik gozenekli bir siringa filtresi kullanilarak
filtreleme yoluyla sterilize edilmistir. Caligmada, Staphylococcus epidermidis RSKK
0802, Staphylococcus aureus 1021/06008, Staphylococcus warneri 95052,
Staphylococcus xylosus, Shigella flexneri RSKK 184, Bacillus cereus RS 863,
Escherichia coli; Enterococcus faecalis, Candida. albicans ATCC 04055,

Streptococcus  mutans,  Enterobacter, Salmonella, Pseudomonas putida
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mikroorganizmalar1 kullanilmigtir. Calismada kullanilan biitiin bakteriler - 80°C’de
%20 gliserol igeren uygun besiyerlerinde muhafaza edilmis, kefirlerin ve peptit
fraksiyonlarinin antimikrobiyal aktiviteleri agar-sandvi¢ yontemiyle ve 5 farkh
konsantrasyonda (50-200 mg / mL 50-75-100-150-200 mg / mL) minimum inhibit6r
konsantrasyonu belirlenmistir. MRS Broth besiyerinde aktiflestirilen LAB
izolatlarindan, 1 pL MRS agara ekim yapilip 24 saat inkiiasyona birakilmistir.
Gidalarda bozunmaya neden olan mikroorganizmalar ise 10 mL yumusak agarli BHI
Broth igeren tiiplere 0.1 mL konmus ve 24 saat inkiibasyon sonras1 LAB petri yiizeyine
yavagca dokiilmustiir. Gidalarda bozunma yapan mikroorganizmalarin gelisme
sicakligina gore 24 saat inkiibasyona birakilmis ve inhibisyon zon ¢ap1 belirlenmistir.
Kefirlerin ve peptit fraksiyonlarinin inhibisyon zon ¢apt mm (IZ) Olgiilerek
belirlenmistir. Sonuglar1 karsilastirmak igin antibiyotik standart olarak (Sigma-
Oxytetracycline) kullanilmistir. (10 mg / ml antibiyotik 50 pL enjekte); 100 mg / mL-

kuru ekstrakt 50 puL. Denemeler en az 3 kez tekrarlanmustir.

3.2.6. ACE-inhibitor Aktivitesinin Belirlenmesi

Dondurularak kurutulmus pH 4.5 suda ¢oziinen ekstraktlarin ACE-inhibitor
aktivitesi Shimadzu LC 20 AD Prominence HPLC (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japan) kullanilarak RP-HPLC ile belirlenmistir (Jue-Liang vd. 2014). Metod, temelde
Hippuryl-histidyl-leucine’in (HHL, Sigma-Aldrich) ACE tarafindan hidrolizi sonucu

olusan hippurik asidin miktarin1 belirenmesi ile bulunmustur.

Deney karigimi 250 pL ¢dzelti (5 mmol HHL, 0.01 mol/L sodyum fosfat
tamponu, 400 mmol/L NaCl, pH: 8.9) ile 25 uL 6rnek ¢6zeltisi (1 mL sodyum fosfat
tamponu 15 mg dondurarak kurutulmus suda c¢oziinen ekstrakt) karigtirilarak
hazirlanmistir. Takiben 37 °C sicaklikta 5 dakika 6n inkiibasyon gergeklestirilmis olup,
200 mUN (miliunit) ACE (tavsan akcigeri ekstrakti, Sigma-Aldrich, Germany) ilave
edilip 37 °C sicaklikta calkalamali su banyosunda 30 dakika inkiibe edilerek,
inkiibasyon siiresi sonunda reaksiyonu durdurmak i¢cin 1 M 25 uLL HCl ilave edilmistir.
Ekstarakt seliiloz asetat 0.45 pm gozenek ¢aph siringa filtreden gegirilerek 10 uL
HPLC kolona enjekte edilmistir.
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Inhibisyon oran1 (%) asagidaki formiil yardimu ile hesaplanmistir:
- A-B
ACE inhibasyon oram = ?XIOO (3.9

A = ACE ve HHL varliginda ve ACE-inhibitor yoklugundaki absorbans
B = ACE, HHL ve ACE-inhibitorii varligindaki absorbans

ACE-inhibisyon aktivitesi ayrica ICso oran1 ACE’nin en az %50’sini inhibe edebilecek
biyo-aktif peptit diizeyi ile de ifade edilmistir. 1Cso degeri, farkli protein
konsantrasyonlarina  karst ~ ACE-inhibisyon  degerlerinin  grafik  {izerinde
ekstrapolasyonu ile hesaplanmistir. ACE-inhibisyonu ile protein konsantrasyonu
arasindaki korelasyonu saptamak i¢in her bir 6rnek en az 3 protein konsantrasyon
seviyesine ayarlanip, Orneklerin protein igerikleri Folin-Lowry metoduna gore
belirlenmistir (Lowry vd., 1951). Ardindan, ICso degerleri ACE aktivitesinin
%350’sinin inhibe oldugu protein konsantrasyonundaki lineer regresyon kullanilarak

hesaplanmustir.

3.2.7. Mikrobiyolojik Analizler

Kefir orneklerinde; maya, laktik asit bakterileri, toplam mezofilik starter
bakteri (Lactococcus spp.) sayilart dokme plaka yontemine gore iki paralelli olarak
belirlenmistir.  Seyreltme amaciyla % kuvvetinde Ringer ¢dzeltisinden

yararlanilmistir.

3.2.7.1. Seri Diliisyonlarin Hazirlanmasi

Kefir orneklerinde mikrobiyolojik ekimler yapilmadan 6nce 4 kuvvetinde
ringer ¢Ozeltisi kullanilarak aseptik sartlar altinda uygun seri diliisyonlar

hazirlanmustir.

3.2.7.2. Koliform Bakteri Sayimm

Bujalance vd. (2006) koliform grubu bakterilerin sayiminda Violet Red Bile
(VRB) Agar besi yeri kullanilmistir. Uygun diliisyonlardan yayma plak yontemi ile

ekim yapilan petri kutular1 anaerobik ortamda 37°C’de 2 giin siireyle inkiibe edilmistir.
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3.2.7.3. Maya Sayimi

Maya sayiminda Potato Dextrose Agar (PDA) besi yeri olarak kullanilmistir.
Uygun diliisyonlardan yayma plak yontemi ile ekim yapilan petri kutular1 aerobik

ortamda 25°C’de 3-5 giin siireyle inkiibe edilmistir (Bujalance vd., 2006).

3.2.7.4. Laktobasil Sayim

De Man Rogasa Sharp (MRS) Agar besi ortamindan yararlanilarak Iriyogen
vd. (2005)’in kullandig1 yontem modifiye edilerek belirlenmistir. Analiz dokme plak
kiltiirel sayim yontemi ile yapilmis olup, inkiibasyon anaerobik jar ortaminda 37°C’de

3 giin siireyle gerceklestirilmistir.

3.2.7.5. Laktokok Sayim

M17 Agar besi yeri Iriyogen vd. (2005)’in kullandigi yontem modifiye
edilerek sayim yapilmistir. Analiz dokme plak kiiltiirel sayim yontemi ile yapilmisg

olup, inkiibasyon aerobik ortamda 37°C’de 2 giin siireyle ger¢eklestirilmistir.

3.2.8. Duyusal Analiz

Bu aragtirmada Ag¢iklayici Analiz Yontemi ve Hedonik Test olmak iizere iki
farkli duyusal analiz yontemi uygulanmistir. Bu yontemde, renk, kopiik, normal
goriiniim, normal kefir kokusu, yabanci koku, homojen yapi, viskozite, agz1 kaplama,
normal kefir tadi, eksilik, tatlilik, yabanci tat, normal kefir aromasi, yabanci aroma,
ferahlatict aroma gibi belirtecler aragtirmanin amacina bagli kalinarak tanimlayici
kelimeler olarak tespit edilmistir. Hedonik test genellikle tiriinlerin karsilastiriimasi ve
begeniyi On plana ¢ikarmistir. Hedonik testte Orneklerin 1-7 arasi puanlarla
eslestirilmesi istenmis ve bu test ile en kabul edilebilir uygulamanin bulunmasi
amaglanmistir. Duyusal analizde kullanilan Tanimlayict Duyusal Analiz ve Hedonik

test formlar1 asagida verilmistir.

Duyusal analiz panelistleri Indnii Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii
lisansiistii 6grencileri ve akademik personelden secilmistir. Uygulamada kullanilan
materyalleri ve duyusal analiz formunu tanitmak amaciyla 8 paneliste egitim verilmis
ve tretilen 4 kefir 6rnegi 4 °C’de 6-8 paneliste, form biskiivi ve su ile birlikte

sunulmustur.
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Deney Adi:................ Tarih:
Panelist

Adr:

Tanimlar

1. Asagida degisik icerikli kefirler hazirlanmistir.

2. Ornekler soldan saga sekilde duyusal analize tabii tutulacaktir.
3. Liitfen 6rnekler arasinda su----kraker-----su seklinde agziniz1 ¢alkalamay1 unutmayniz.
4. iki farkli test sunulmustur:

a. 1. testimiz, sayilabilir derecelendirme testidir. Ornekleri tattiktan sonra 10 cm’lik skalada size en uygun olan
yere ¢izgi ile belirtiniz.

b. 2. testimiz, hedonik derecelendirme testidir. Orneklerimizi tattiktan sonra hoslanma derecenize gére uygun
bosluklara kefir kodlarini yaziniz.

Sayilabilir

Derecelendirme testi

GORUNUM:

Renk

Zayif Gliclii

Kopiik (CO2) varh@

Zayif Gliclii

Normal Goriiniim (yag partikiilleri, piht1 parcalari olmamali)
Zayif Giiclii

KOKU

Normal Kefir Kokusu

Zayif Giiclii

Yabanci koku

Zayif Giiclii

TEKSTUR

Homojen yapi

Zayif Giiglii
KONSISTENS

Agz1 kaplama

Zayif Giiclii

Viskozite

Zayif Giiglii

TAT

Normal kefir tad1

Zayif Giiglii

Eksilik

Zayif Giiglii

Tathhik

Zayif Giiclii

Yabana tat
Zayif Giiglii

AROMA
Normal Kefir Aromasi
Zayif Giicli

Yabanci Aroma
Zayif Giicli

Ferahlatici Aroma

Zayif Giiclii

Genel Degerlendirme

Zayif Giiglii
Cokfazlabegendim ©)
Cokbegendim (6)
Ortaderecebegendim e ()
Ne begendim ne de begenmedim L 4)
Ortaderecedebegenmedim L ?3)
Cokbegenmedim )
Hig begenmedim 1)
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3.2.9. istatistiksel Analizler

Calismada A, B, C ve K ile gosterilen iiretim sonrasinda tiim analizler her
tekrar igin iki paralel olarak ¢alisilmistir. Orneklere uygulanan farkli islemlerin (ilave
kiltir kullanimi, depolama siiresi) etkisinin birlikte goriilmesi ve sonuglarin
yorumlanmasi amaciyla tek yonlii varyans analizi (One Way Anova) uygulanmis ve

bu amagla SPSS version 9.0 for Windows paket programi kullanilmigtir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Bilesim Analizleri

Cig siit analizinde Milkana Superior Milk Analyzer with Data Memory System
cihazi kullanilarak, siitteki pH 6.60; yag oran1 %4.20; protein orani1 %3.42 olarak tespit

edilmistir.

Yardimer kiiltiir kullanilarak iretilen kefirlerin, ortalama pH degerleri ve
depolama stirecindeki fizikokimyasal 6zellikleri Cizelge 4.1°de verilmistir. Belirlenen
pH degerlerinin seyri yardimei kiiltiir ilavesine bagl olarak degisim gostermektedir.
Kefir iiretimi i¢in kullanilan siitte standardize islem uygulandigindan dolayi
olgunlastirma siiresince yag oraninda farklilik gézlenmemektedir. Ornekler arasinda

kuru madde degerlerinde de istatistiksel agidan 6nemli farkliliklar saptanmamustir.

Cizelge 4.1. Kefir 6rneklerinin kimyasal 6zellikleri

Ozellikler Giin A B C K
Ph 1 4.48+0.01a,B 4.48+0.01d,B  4.47+0.01d,AB  4.44+0.01c,A
7 4.35+0.00b,A 4.34+0.0c,A 4.41+0.01c,B  4.39+0.01b,B
14 4.31+0.00b, A 4.33+0.01c,AB 4.34+0.01b,B  4.36+0.01a,C
21 4.33+0.02b, A 4.284+0.0b,A 4.31+£0.01a,A 4.37+0.0a,B
28 4.34+0.01b,C 4.24+0.0a,A 4.29+0.01a,B 4.35+0.0a,C
Titrasyon 1 0.71+0.00a,A 0.85+0.0a, B 0.99+0.0a,C 0.71+0.0a,A
Asitligi (% La) 7 0.71+0.00a,A 0.85+0.0a,AB 1.13+£0.0a,B  0.78+0.0a,AB
14 1.13+0.00b,A 1.27+0.0b,B 1.41£0.0b,C 1.274+0.0¢,B
21 1.134+0.00b,A 1.424+0.0¢,C 1.124+0.0b,C 1.284+0.0¢c,B
28 1.13+0.00b,B 1.424+0.0¢,C 1.56+0.0b,C 0.99+0.0b,A
*Kuru Madde 1 14.25+0.20b,A  14.51+0.23a,A 14.3+0.08a,A 14.26+0.06a,A
7 13.68+0.06a,A  13.63+0.15a,A 13.81+0.08a,A 13.85+0.03a,A
14 13.71£0.01a,A  13.72+0.02a,A 13.75+0.01a,A 13.85+0.03a,A
21 14.10+£0.01a,A  14.13+0.02a,A 14.21+0a,A 14.06+0.01a,A
28 14.30+0.023,A 14+0.01a,A 13.86+0.01a,A 13.98+0.05a,A
*Nem 1 85.75+0.2b,A  85.49+0.23a,A 85.7+0.08a,A 85.74+0.06a,A
7 86.32+0.06a,A  86.38+0.15a,A 86.19+0.083,A 86.15+0.03a,A
14 86.29+0.01a,A  86.29+0.02a,A 86.26+0.01a,A 86.15+0.03a,A
21 85.9+0.01a,A  85.88+0.02a,A 85.79+0a,A 85.95+0.01a,A
28 85.71+0.02a,A 86.1+0.01a,A 86.14+0.01a,A 86.03+0.05a,A
*Yag(%) 1 2.1+0a,A 2.1+0a,A 2.11+0a,A 2.1+0a,A
7 2.09+0.01a,A 2.11+0.01a,A 2.11+0.01a,A 2.1+0a,A
14 2.1+0a,A 2.1+0.01a,A 2.11+0a.A  2.11+0.01a,A
21 2.09+0.02a,A 2.09+0.01a,A 2.1+0.01a,A 2.1+0a,A
28 2.1+0.01a,A 2.1+0.01a,A 2.11+0a,A 2.1+0a,A
*Kuru Maddede 1 14.74+0.2a,A  14.48+0.23a,A 14.76+0.093,A 14.73+£0.06a,A
Yag (%) 7 15.28+0.17b,A 15.45+0.22a,A  15.24+0.04a,A  15.16+0.03a,A
14 15.32+0.02b,A  15.28+0.08a,A 15.35+0.01a,A  15.2+0.02a,A
21 14.79+0.17a,A 14.8+0.12a,A 14.78+0.1a,A 14.94+0.01a,A
28 14.66+0.07a,A  14.97+0.06a,A  15.22+0.02a,A 15.03+0.05a,A

Yardimer starter kiiltiirii ilavesi ile depolama giinleri arasinda * ile isaretli parametreler arasindaki fark istatistiksel
olarak 6nemsizdir. A, B ve C biiyiik harfleri, kefir 6rnekleri arasindaki P <0.05'te 6nemli 6l¢iide farkli oldugu anlamina gelir.
Kiigiik harf a, b, ¢, depolama giinleri iginde P <0.05'te 6nemli 6l¢iide farkli oldugu anlamina gelir. K, kefir danesi igeren; A: kefir
danesi + Lb. bulgaricus; B: kefir danesi + Lb. helveticus; C: kefir danesi + Lb. plantarum. * kurumadde, nem, yag ve kurumaddede
yag parametrelerinde istatistiksel olrak 6nemli bir fark olmadigim belirtmektedir.
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Kefir 6rneklerinin pH ve titrasyon asitliginde, 28 giinlilk depolama siiresi
boyunca depolama giinleri ve 6rnekler arasinda istatiksel olarak farkliliklar tespit
edilmistir. Kefir 6rneklerinin pH degerleri, tiretimin ilk giinti 4.44 ile 4.48; son giinii
de 4.20 ile 4.35 arasinda degismektedir. Calismamizda depolama sonunda, en diisiik
pH degerine ve 1. giin ile 28. giin arasi en fazla pH degisimine B orneginin sahip
oldugu (Lb. helveticus) belirlenmistir. Depolama giinleri ve 6rnekler arasinda istatiksel
olarak anlamli farkliliklar ortaya konmustur. Kefirlerin pH degerlerinin depolama
stiresinin ilk 14 giiniinde azaldigi, depolama boyunca 14. giiniinden itibaren tekrar az
miktarda arttigt ve 28. giinde yeniden azaldigi tespit edilmistir. Kefirlerin pH
degerlerinin depolama siiresinin ilk 14 giiniinde azalmasinin laktozun, starter kiiltlirde
bulunan laktik asit bakterileri tarafindan par¢alanmasi sonucunda artan laktik asit
miktar1, depolamanin 14. giiniinden sonraki pH artisinin ise ortamda bulunan maya
sayisinin artmasi ve dolayist ile laktik asit bakterilerinin tirettigi laktik asitin mayalar

tarafindan enerji kaynagi olarak kullanilmasi ile ilgili olabilecegi diistintilmektedir.

Calismamizin bulgularina benzer sekilde, kiiltiir ilavesi ve laktozun bakteriler
tarafindan pargalanmasiyla, yogurt gibi fermente siit tirinlerinin pH degerlerinde bir
diistis gozlenmistir (Ertekin, 2010; Ding, 2008; Er, 2014; Dinkci vd. 2015). Gizel-
Seydim vd. (2000), depolama siiresinin kefirin pH's1 tlizerindeki etkisine iliskin
caligmalarinda, 21 giinliik depolama siiresinin kefirin pH's1 iizerinde 6nemli bir etkisi
olmamistir ve kefir 6rnekleri arasindaki fark istatistiksel olarak Onemli bir fark
bulunmamustir. (P> 0.05). Kok-Tas vd. (2013) yaptiklari ¢aligmada {iretimde
kullanilan starter kiiltiir ¢esidinin kefirin pH degeri {izerine herhangi bir etkisinin

olmadigini belirtmislerdir.

Anton vd. (2016) Estonya, Letonya ve Litvanya'da iiretilen kefirlerin kimyasal
ozelliklerinin Karsilastirildigi ¢alismada kefir 6rneklerinin ¢alismamiza benzer sekilde

pH'1 4.28 — 4.48 arasinda degistigini bildirmislerdir.

Aytekin vd. (2019) yaptiklar1 calismada kefirin in vitro bagirsak sindiriminin
simiilasyonu sonucu olusan biyoaktif peptitleri incelemislerdir. Bu ¢alisma

dogrultusunda pH degerini 4.59 olarak bildirmislerdir.

Kegi siitiinden yapilan ve %2, %4 ve %6 oraninda kefir daneleri ile fermente
edilen kefirlerde yapilan fizikokimyasal analizlerde optimum degerleri saglayan kefir

orneginin %2 dane ilave edilmis kefir 6rneginin pH degeri 5.40 olarak; %4 dane ilaveli
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ornegin pH degeri 4.96; %6 dane ilaveli 6rnegin 4.76 olarak tespit edilmistir
(Sulmiyati, 2019).

Yogurt gibi fermente siit iriinlerinde laktozun starter kiiltiir bakterileri
tarafindan parcalanmasi ile birlikte pH degeri azalmaktadir (Abrahamsen ve Holmen
1981; Katsiari vd. 2002). Fakat birgok arastirmada kefirde depolama siiresi boyunca
pH degerinde 6nemli bir degisiklik olmadigr gozlemlenmstir (Irigoyen vd. 2005;
Tratnik vd. 2006; Ender, 2009). Yapilan diger ¢alismalarda ise kefir 6rneklerinin pH
degerlerinin depolama siiresinin ilk haftasinda azaldigi, daha sonra depolama
stiresince degigsmedigi belirlenmistir (Grennevik vd. 2011; Magra vd. 2012). Kefir
pH’sinin depolama siiresince degismemesinin kefirdeki maya mevcudiyetinden dolay1
kaynaklandig1 tahmin edilmektedir. Collar (1996) kefir pH’sinin depolama siiresince
degismemesinin laktik asit bakterilerinin mayalarla beraber oldugunda saf kiiltiirde
bulundugundan daha pasif olarak ¢ogalmasi ve daha az miktarda laktik asit ve asetik

asit tiretmesi ile ilgili oldugu sonucuna ulasmaistir.

Kefir 6rneklerinin titrasyon asitligi degerleri % laktik asit cinsinden belirlenmis
olup, 28 giinliik depolama siiresince, kefirlerin titre edilebilir asitlik degerleri % 0.71
ile % 1.28 arasinda tespit edilmistir. Yardimci kiiltiir ilave edilen kefir 6rneklerinin pH
degerlerine benzer sekilde, titrasyon asitligi degerlerinin de depolama siiresince
diizensiz degisimler gosterdigi belirlenmistir. Genel olarak; depolamanin 14. giiniine
kadar kefir orneklerinin titrasyon degerlerinin arttigi, depolamanin 28. giiniinde ise
tekrar azaldig1 veya degismedigi belirlenmistir. Titrasyon asitligi A (Lb. bulgaricus)
ve B (Lb. helveticus) orneginde depolamanin 1. ve 7. giiniinde degismedigi C (Lb.
plantarum) ve K 6rneklerinin asitliginin arttig1 gézlemlenmistir. Depolama boyunca
asitlik artmigtir fakat C 6rneginde depolamanin son giinii bir azalma goriilmiistiir. Bu
azalmanin laktik asit miktarmin azalmasi veya simbiyotik iliskiye bagli olarak

gerceklesmis olabilecek bir etki olacagi tahmin edilmektedir.

Biitiin 6rneklerde depolama siiresince titrasyon asitliginde meydana gelen
degisiklikler istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (P<0.05). Saidi vd. (2003), Cayir
(2007), Tarak¢i vd., (2016) tarafindan yapilan aragtirmalarda titrasyon asitligi

degerlerinin depolama siiresince genel olarak arttigini bildirilmislerdir.

Aytekin vd. (2019) yaptiklar1 calismada kefirin in vitro bagirsak sindiriminin

simiilasyonu sonucu olusan biyoaktif peptitleri incelemislerdir. Bu ¢alisma
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dogrultusunda titrasyon asitligi degerini %0.71 olarak bildirmislerdir.

Kegi siitiinden yapilan ve %2, %4 ve %6 oraninda kefir daneleri ile fermente
edilen kefirlerde yapilan fizikokimyasal analizlerde titrasyon asitligi % laktik asit
cinsinden; %2 dane ilaveli 6rnegin 0.14; %4 dane ilaveli 6rnegin 0.26; %6 dane ilaveli

ornegin 0.41 olarak tespit edilmistir (Sulmiyati, 2019).

Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi'nde kefir icin belirlenen
laktik asit cinsinden %  titrasyon asitligi degerinin en az %0.6 olmasi1 gerektigi
belirtilmistir (Anonim, 2009). Kefir 6rneklerinin 28 giinliik depolama siiresince

titrasyon asitligi degerlerinin Teblig’de belirtilen degerler ile uyumlu bulunmustur.

Kuru madde, siitiin veya siit lirliniiniin dogal yapisinda bulunan suyun haricinde
kalan yag, protein, laktoz, mineraller ve vitaminlerin toplami olarak bilinmektedir.
Kefir 6rneklerinin kuru madde icerigi depolama sonunda %13.85 ile %14.26 arasinda
bulunmustur. Kefir 6rnekleri arasinda yapilan istatiksel analiz sonucunda kuru madde
icerigi bakimindan ornekler ve depolama giinleri arasinda farklilik gézlenmemistir.
Kefir 6rneklerinin kuru madde igerikleri, Irigoyen vd. (2005) tarafindan bulunan

%11.3-11.7 ve %9.35-13.69 verilerine benzerlik gostermektedir.

Yapilan bir ¢calismada, kefir danesi ilave edilerek tiretilen kefirde kuru madde
miktarini ortalama %8.08; starter kiltiir kullanilarak tretilen kefirde ortalama %8.25
olarak belirlenmis ve bu durum kefir iiretiminde kefir danesi ve starter kiiltiir
kullanimina bagli olarak kefirin bilesiminde farklilik olabilecegini gostermektedir

(Ersoy vd., 2003).

Irigoyen vd. (2005) c¢alismamiza benzer sekilde, depolama siiresi boyunca
depolama siiresinin 28 giinliik depoda kefir iizerindeki etkisini arastirdiklarinda,
toplam kuru madde oraninin degismesi 6nemli bulunmamistir. Depolama siiresinin ve
farkli kiiltiir ilavesinin toplam kuru madde, protein ve yag tizerindeki etkisindede

istatiksel olarak bir fark bulunmamustir.

Anton vd. (2016) Estonya, Letonya ve Litvanya'da iiretilen kefirlerin kimyasal
Ozelliklerinin Karsilastirildigi calismada kefir 6rneklerinin kuru madde igerigi %9.21

ve %12.46 arasinda degistigini bildirmislerdir.

Aytekin vd. (2019) yaptiklar calismada kefirin in vitro bagirsak sindiriminin
simiilasyonu sonucu olusan biyoaktif peptitleri incelemislerdir. Bu ¢alisma

dogrultusunda kuru madde miktarini %11.1 olarak saptamislardir.
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Calismamizda, depolama siiresi boyunca yag degerlerinde Onemli bir
degisiklik olmamustir. Bir¢ok caligmada, yag igeriginin depolama siiresine bagl
olarak onemli ol¢lide degismedigi belirtilmistir (Alm 1982; Gambelli vd., 1999;
Bonczar vd., 2004). Inek siitiinden yapilan bir ¢alismada kefirlerde yag miktarmi 3.08
9/100 ml olarak tespit edilmistir (Wszolek vd. 2001). Siite %1 ve %5 oraninda kefir
danesi ilave ederek yapilan farkli bir aragtirmada ise; yag miktari sirasiyla 3.51 g/100

ml ve 3.60 g/100 ml olarak bildirilmistir (Irigoyen vd., 2005).

Kurumaddede yag orani1 da kefir 6rneklerindeki kurumadde miktarina bagh
olarak degisim gostermistir. A Orneginde azalma meydana gelirken digerlerinde az
miktarda da olsa artis meydana gelmistir ve istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
Aytekin vd. (2019) kefirin in vitro bagirsak sindiriminin simiilasyonu sonucu olusan
biyoaktif peptitleri inceledikleri ¢alismada yag miktarin1 %2.5 olarak bildirmislerdir.
Yag miktar1 arasindaki farkliliklarin izlenen tiretim metoduna bagl olarak kullanilan

stitlin standardizasyon farkliligindan kaynaklandig1 diigiiniilmektedir.

4.2. Proteoliz Oranlar:

Kefir 6rneklerinde olgunlasma siirecinde meydana gelen proteoliz, kefirlerin
suda ¢6ziinen azot fraksiyonlari, toplam serbest amino asit miktarlari, RP-HPLC peptit
profilleri ve RP-HPLC serbest amino asit profilleri olarak ayr1 ayr1 incelenmistir. Suda
¢oziinen azot orani Kefir proteinlerinin par¢alanma iriinlerinin belirlenmesi igin
onemlidir. Ciinkii bu {irlinlerin miktar ve niteligi kefire 6zgii tat, aroma ve tekstiir
olusumunda etkili olmaktadir.

Cizelge 4.2. Kefirde olgunlasma boyunca belirlenen suda ¢dziinen azot miktari

Ozellikler Giin A B C K

*0% TP 1 3.99+0.07a,A 3.47+0.13a,A 3.92+0.02b,A 3.84+0.01a3,A
7 3.82+0.11a,A 3.84+0.03a,A 3.58+0.11a,A 3.69+0.03a,A
14 3.84+0.14a,A 4.09+0.04a,A 3.58+0.11a,A 3.72+0.01a,A
21 3.71+£0.06a,A 3.77+0.07a,A 3.93+0.07b,A 3.85+0.113,A
28 3.72+0.09a,A 3.79+0.09a,A 3.64+0.03a,A 3.86+0.04a,A

SCA/TN 1 4.84+0.1a,A  5.79+0.55ab,B 5.21+0.17a,AB  5.12+0.14a3,AB
7 4.62+0.02a,A 4.67+0.19a,A 4.74+0.04a,A 5.17+0.23a,B
14 5.78+0.16b,A 5.14+0.33a,A 5.46+0.12b,A 6.73+0.3b,B
21 7.14+0.02¢,B 6.71+£0.31b,B 5.66+0.18b,A 7.35+0.32b,B
28 8.284+0.04d,BA 7.74+0.1c,A 8.12+0.1¢c,AB 8.56+0.36¢,B

%12 TCA/TN 1 1.324+0.02a,A  1.81+0.02b,A 1.96+0.02A 1.66+0.02d,A
7 1.49+0.04a,B  2.02+0.03b,B 2.15+0.02¢,B 1.86+0.04c,B
14 1.88+0.05a,C  2.31+0.04b,C 2.36+0.02b,C 2.4+0.04b,C
21 1.98+0.03a,C 2.58+0.04ch,D 2.43+0.03b,C 2.65+0.04¢,D
28 2.34+0.04a,D  2.65+0.04b,D 2.60+0.03b,D 2.86+0.02¢,E

Yardimer kiiltiirii ilavesi ile depolama giinleri arasinda * ile isaretli parametreler arasindaki fark istatistiksel olarak énemsizdir.
A, B ve C biiyiik harfleri, kefir ornekleri, kiigiik harf a, b, ¢, depolama giinleri arasindaki P <0.05'te 6nemli 6lgiide farklidir. K,
kefir danesi iceren; A: kefir danesi + Lb. bulgaricus; B: kefir danesi + Lb. helveticus; C: kefir danesi + Lb. plantarum
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Kefir igerisindeki proteinin yaklasik %3.5'1 mikroorganizmalarin etkisi ile
degiserek daha kolay sindirilebilir bir forma donlismektedir. Protein miktari, toplam
kurumaddenin yaklasik %33'i olan toplam kiitlenin en Onemli besinsel degerine
sahiptir (Sarkar, 2007). Cizelge 4.2°de kefir 6rneklerinin azot igerigi verilmektedir.
Kefir 6rneklerinin protein degerlerinde drneklere ve depolama giinlerine bagli 6nemli
bir farklilik tespit edilmemistir. Kefir 6rneklerinin protein degerleri %3.47-4.09
arasinda degisiklik gostermistir. Orneklerin protein miktari, Yildiz-Akgiil vd. (2018)

'min rapor ettigi degerlere benzer olarak bulunmustur.

Wszolek vd. (2001); farkl siit tiirlerinden ve farkl starter kiiltiirlerle ve dane
ile Grettikleri kefir 6rneklerindeki protein miktarlar1 %2.85-% 6.45 olarak; Garrote vd.
(2001) ise Arjantin’in 4 farkli bolgesinden temin ettikleri kefir daneleriyle tirettikleri

kefir igeceklerindeki protein degerlerinin % 4.7-6.6 arasinda oldugunu bildirmislerdir.

Aytekin vd. (2019) yaptiklar ¢aligmada kefirin in vitro bagirsak sindiriminin
simiilasyonu sonucu olusan biyoaktif peptitleri incelemislerdir. Bu ¢alisma

dogrultusunda protein miktarini %3.19 olarak tespit etmislerdir.

Ersoy vd. (2003) ¢alismalarinda; dane ile tretilen kefirde protein miktarinin
ortalama 2.34 g/100 ml; starter kiiltiir ile tiretilen kefirlerde ise ortalama 2.26 g/100 ml
olarak belirlemislerdir. Calisma sonuglar1 dogrultusunda kefir danesi veya starter
kiiltiir kullanim1 sonucunda protein miktarinda olusan farkliligin istatistiksel agidan
onemli olmadigini belirtmislerdir. Kefir kuru maddesini olusturan bilesenler arasinda
yagdan sonra en biiyiik oran1 protein olusturmakta olup, siit iirlinlerinin en énemli ve
degerli besin 6gesidir

Suda ¢Ozlinen azot oram kefir proteinlerinin pargalanma tirlinlerinin
belirlenmesi i¢in dnemlidir. Ciinkii bu tirlinlerin miktar ve niteligi kefir ¢cesidine 6zgii
tat, aroma ve tekstiir olusumunda etkili olmaktadir. Yardimer kiilttir farkliligi suda
¢ozlinen azot degerlerini 6nemli diizeyde etkiledigi tespit edilmistir. Calismamizda;
olgunlagma siiresinde depolama giinlerine bagli olarak en biiyiik artis K (kontrol)
kefirinde saptanirken, A (Lb. bulgaricus) ve C (Lb. plantarum) ilaveli kefirlerde
benzerlik gostermektedir. Kefir 6rneklerindeki suda ¢dziinen azot degerleri ve suda

¢Oziinmeyen azot miktar1 olgunlagma siirecinde siirekli bir artis géstermektedir.

%12 TCA’da ¢bziinen veya diger bir degisle protein olmayan azot oranlari orta

ve kisa zincirli peptitler ile amino asitlerden olugmaktadir (Hayaloglu, 2003). Kefir
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orneklerindeki suda ¢oziinen azot degerleri olgunlagma siirecinde artis gostermektedir.
Suda ¢oziinen azot degerlerinin yardimcei kiiltiir farkliligi ve depolama giinlerine bagl
degisiklik gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.2). %12 TCA’da ¢6ziinen azot oranlari
incelendiginde depolamanin 28. giinii K (kontrol) 6rnegi 2.86 ile en yiiksek degere
sahip ve 2.65 ile B (Lb. helveticus) ve 2.40 ile C (Lb. plantarum) yardime1 kiiltiir
ilaveli kefirlerin izledigi goriilmiistiir. %12 TCA’da ¢dziinen azot oranlar1 iizerine

yardimei kiiltlir kullaniminin 6nemli etkisinin oldugu tespit edilmistir.

Trakya bolgesinde farkli bolgelerden alinan yogurtlardan laktik asit
bakterilerinin izolasyonu ve bu bakteriler kullanilarak ayran {iretimine uygun kiiltiirler
secilmesi icin yapilan calismada ayran orneklerinin protein miktarlarinda diger
orneklere gore en dikkat gekici farklilik Streptococcus thermophilus + Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus ile iiretilmis ayran dérneginde tespit edilmistir. Bu durum
proteine etki eden olasi enzim varligindan kaynaklanabilecegi tahmin edilmistir

(Boliikbasi, 2007).

Tonguc (2006)’un yaptig1 ¢alismada, ayran ve normal ayran Kkiiltiiriiniin
yaninda farkli probiyotik kiiltiirler ilave edilerek iiretilen 6rneklerin 10 giinliik
depolama siiresi ve 15 farkli kiiltiir igerikleri acisindan olusan farkliliklar
karsilastirilmistir. Probiyotik ayranlarin iretiminde ilave farkli probiyotik kiiltiirlerin,
depolamanin 1. ve 10. giinlerinde ayranlarin toplam azot miktar1 arasinda olusturdugu
farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu ve protein oranlarinda giinler aras1 degisim
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus lactis ve Lactobacillus acidophilus igeren
probiyotik ayran ve Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus ve
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus iceren probiyotik ayranda protein oranlarinin

depolama siiresinden etkilendigi bildirilmistir.

Olgunlagma derecesinin bir diger ifadesi olan tirozin degerinin belirlenmesinde
Yiksekdag vd. (2004); Tiirk kefir 6rneklerinden laktik asit bakterilerini izole ederek
identifikasyon sonucunda Streptococcus thermophilus Z5S ve Z12S, Streptococcus
durans Z7S ve Z8S, Lactococcus lactis Z2S ve Z3S, Lactococcus cremoris Z14S ve
Z16S’nin hicbir proteolitik aktivite gostermezken Lactococcus cremoris Z20S

susunun 0.09 mg/ml ile en yiiksek proteolitik aktiviteyi gosterdigini bildirmislerdir.
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4.2.1. Kefirlerde Ters Faz Yiiksek Performans Sivi Kromotografisi (RP-HPLC)
ile Belirlenen Peptit Profilleri

RP-HPLC teknigi, tiriinlerdeki olgunlasma siirecinde meydana gelen proteolizi
belirlemede basvurulan yontemlerden biridir. Peptitler inaktif olarak bulundugu
protein dizisi i¢inden ¢esitli yollarla agiga ¢ikmaktadirlar. Proteinlerin enzimlerle
hidrolizi ve proteolitik starter kiiltiirlerin siiti fermente etmeleri ile peptitler
olusmaktadir. Kefirdeki peptitlerin RP-HPLC teknigi ile ayirma mekanizmasi,
¢oziinmiis molekiillerin ters adsorbsiyon/desorbsiyon prensibine dayanmakta olup,
sabit fazin hidrofobiklik derecesine gore degistiginden, daha az hidrofobik olan
molekiiller (hidrofilik peptitler) ilk 6nce pik verecek, bunlari hidrofobik 6zellikleri

artan peptitler izleyecektir (Pripp vd., 1999).

Depolama siiresi boyunca RP-HPLC peptit profilleri Sekil 4.1-4.2°de giinlere
gore verilmistir. 1. ve 7. giiniine ait kromatograma bakildiginda yardimci kiiltiir ilaveli
kefir 6rneklerinin peptit profillerinin biribirine benzedigi, kontrol kefir 6rneginin pik
say1st ve konsantrasyonunun daha yiiksek oldugu gézlenmektedir. Bu durumun 21. ve
28. giinde de devam ettigi goriilmektedir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.1. Olgunlagmanin 1. ve 7. giiniindeki (a) HPLC peptit profili

K: kefir danesi igeren; A: kefir danesi + Lb. bulgaricus; B: kefir danesi + Lb. helveticus; C: kefir danesi

+ Lb. plantarum.
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Sekil 4.2. Olgunlagsmanin 21. ve 28. giiniindeki (b) HPLC peptit profili

K: kefir danesi igeren; A: kefir danesi + Lb. bulgaricus; B: kefir danesi + Lb. helveticus; C:
kefir danesi + Lb. plantarum.

Yardimei kiiltiir ilaveli kefir 6rneklerinin 21.ve 28. giin peptit profilinde 15, 45
ve 52. dakikada gozlemlenen pikin, sadece K 6rneklerinde yiiksek konsantrasyonda
oldugu goriilmektedir. 28. giin kromatogramin 64. dakikasina bakildiginda ise
meydana gelen peptidin sirasi ile en yiikksek K, B ve A orneklerinde oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.2).

Olgunlagma siirelerinde yardimer kiiltiir kullaniminin sadece kefir danesi ile

iiretilen diger orneklere gore daha zayif ve daha diisiik peptit konsantrasyonununa
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sahip olmasi olusan peptitlerin pargalanarak daha kiiciik peptitlerin olusumuna katk1
saglamas1 ve amino aistlere kadar pargalanmasi ile agiklanabilir. Bu durum toplam

serbest amino asit ve HPLC- FAA degerleri ile de ortaya konmustur.

Dallas vd. (2016)’nin yaptiklar1 ¢alismada kefirdeki protelik aktivite ve
peptidomik analizler arastirtlmistir. Kefir 6rnekleri ile yapilan arastirmada %4.15 dane
ilaveli ¢ig siit, kapagi acik sekilde kavanozda 24 saat inkiibasyon ve ayni sartlarda
kapagr kapali sekilde kavonazda inkiibasyon ger¢eklestirmislerdir. Yapilan
karsilastirmada kontrol ve kapagi agik kefirdeki peptit miktar1 kapagi kapali 6rnege
gore daha fazla miktarda peptit igerdigi bildirilmistir.

4.2.2. Kefirlerde RP-HPLC Serbest Amino Asit Miktar:

Kefir érneklerindeki depolamanin 1. ve 28. giiniindeki amino asit degerleri
Cizelge 4.3'de verilmistir. Gln, Glu, Gly, Thr, Asp ve Ser gibi serbest amino asitlerin
seviyesi kontrol orneginde diger kefir orneklerine gore daha yiiksektir. Bununla
birlikte, Arg, Glu ve Pro seviyeleri olgunlasma siiresince artmistir. Genel olarak, B ve
K o6rneklerinde Trp, Asn, Ala, Gly igerigi depolanma siiresince artmistir. B, C ve K
orneklerinde Ile icerigi artarken, olgunlagma siiresi boyunca Val igerigi azalmstir.
Eklenen ilave kiiltiirler, kefirlerin serbest amino asit igerigi tizerinde belirgin bir etkiye
sahip oldugu gozlemlenmistir. Farkli kiiltlir tiplerine sahip olan enzim sistemleri,
proteolitik aktiviteler, peptitlerin bozulmasina, farkli tiirlerde ve miktarlarda amino
asitlerin olusumuna sebeb olmustur. Dane ve yardimct kiiltiir ile iiretilen manda siitii
kefirinin baglica amino asitlerinin glutamik asit, alanin, serin, tirozin gibi oldugu tespit

edilmistir (Gul vd., 2015).
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Cizelge 4.3. 1. ve 28. giinde 4 °C'de Kefir (mg / 100g kefir) ‘deki serbest amino asit
miktarlar

1. giin 28. giin Istatistik

Amino
. B C K A B C K Ps Ps

asit
ASP 176 165 27 1.6 7.04 546 5.36 8.35 folala
GLU 265 138 257 965 |753 718 9.15 9.39 folala
ASN 0.07 096 06 0.5 0.95 401 0.79 0.97 Kk kkk
SER 0.4 035 269 3.08 |38 0.33 445 5.08 folala
GLN 005 019 048 0.39 |0.87 0.24 0.76 0.96 Fkk kkk
GLY 024 199 204 184 |5.67 6.06 7.14 9.09 falala
HIS 134 6.18 562 6.48 |5.74 518 7.85 6.16 folala
ARG 111 241 239 206 |854 3.14 1181 146 folalal
THR 363 167 261 185 |4.37 208 23 1.89 Fkk kkk
ALA 11.67 16.18 1285 11.8 |16.13 16.98 16.31 12.66  *** ***
PRO 551 295 475 393 |77 558 1235 4.89 FAK Kkk
TYR 3.77 218 333 263 |3.02 445 57 2.22 folala B
VAL 635 592 6.86 546 |4.32 2.2 0.62 2.39 folala B
MET 065 169 021 184 |6.1 476 215 3.72 FAK Kkk
CYS 1.1 155 561 267 |3.84 593 10.84 7.03 folala B
ILE 045 04 0.6 0.38 | 0.57 497 231 3.32 folala B
LEU 446 854 751 727 |7.66 9.7 8.22 7.21 FhK kkk
PHE 033 597 276 6.79 |741 6.14 3.22 7.38 FhK kkk
TRP 294 116 112 189 [641 413 1.84 515  Fxx  wxk
LYS 241 453 567 401 [321 887 7.07 641  Fxx xkx
TOTAL 50.88 67.83 7297 76.11|110.88 107.4 120.24 105.73 *** ***

Pd: giinler arasindaki istatistik fark; Ps: 6rnekler arasindaki istatistik fark.

Farkli yardimer kiiltiir ilave edilerek iiretilen kefirlerin depolama boyunca suda
¢oziinen fraksiyonlarinin RP-HPLC aminoasit profilleri belirlenmis ve bunlarin
olgunlagsma siiresindeki degisimleri Sekil 4.3’te verilmistir. Kromatogramlarda,
alikonma siirelerinde ve konsantrasyonlarda meydana gelen degisimlerin yardimci
kiiltir kullaniminin aminoasit olusumu {iizerine etkili oldugu saptanmistir. Kefir
orneklerinden elde edilen RP-HPLC amino asit profili ve PCA diyagrami ve kefir
orneklerinin depolanma 1. ve 28. giin sonuglarindan elde edilmistir (Sekil 4.3 ve Sekil

4.4). K orneginde olgunlasmanin 28. giiniinde, belirli peptitler disinda higbir yeni
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peptitin olusmadig: tespit edilmistir. En yiiksek konsantrasyonda, peptit varligt K
ornegi kefirde ve 28. olgunlagsma giiniinde goézlemlenmistir. 28. giin depolama da
Alanin en yiiksek B Orneginde goriiliirken, ikinci en yiiksek deger C orneginde
gorilmiistiir. Serbest amino asitler icerisinde Alaninin yiiksek miktarda olmasi
transminasyon reaksiyonlart agisindan énemlidir. Bu reaksiyon sonunda piirivat ve
glutamat meydana gelmektedir. Cocuklarda Arginin ve Histidin’in viicutta
sentezlenmesini saglayacak metabolizma sistemleri heniiz gelismedigi i¢in yar1 elzem
aminoasitler olarak kabul edilmektedir. Arginin ve Histidin miktar1 28. giin
depolamada C 6rneginde artis gosterirken, 28. giin K 6rneginde ise azalig gostermistir.
Arginin ve Histidin; piriivat, a-ketoglutarat ve glukoneojenez yoluyla glukoza
doniisebildiginden dolay1 K 6rnegindeki azalmanin glukoz artisina neden olabilecegi
tahmin edilmektedir. Buna bagl olarak da 28. giin maya miktar1 sayist en fazla K
orneginde tespit edilmistir. Aspartik asit konsantrasyonu depolama giinlerine bagl
olarak artis gostermis olsada, en fazla konsantrasyon artisinda A (Lb. bulgaricus) ve
K (kontrol) ornekleri 6ne ¢ikmaktadir. Amonyak detoksifikasyonunda onemli rol
oynayan Glutamik asit miktari, depolama giinlerine gore K 6rnegi 28. depolama
giiniinde azalig gosterirken, diger 6rneklerde artmistir. Kas dokusunda en yogun olarak
bulunan dordiincii amino asit olan 16sin azot dengesini korumaya yardimei olmaktadir
ve kefir drneklerinde en yiiksek 16sin miktar1 B (Lb. helveticus) 6rnegi kefirde ve 28.

giin depolama da tespit edilmistir.
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Alikonma siresi, dk

Sekil 4.3. 1. ve 28. giin kefir 6rneklerinin RP-HPLC serbest amino asit kromatogrami

K: kefir danesi i¢eren; A: kefir danesi + Lb. bulgaricus; B: kefir danesi + Lb. helveticus; C: kefir danesi
+ Lb. plantarum. Aspartik asit: 8.366; Glutamik asit: 8.886; Serin: 13.826; Glutamin: 14.321; Glisin:
15.200; Histidin: 19.393; Arginin: 21.450; Thr: 2.327; Alanin: 24.590; Prolin: 27.709; Tirosin: 45.714;
: 50.061; Cistein: 54.528; Isoldsin: 5.730; Losin: 56.675; Fenilalanin: 61.034; Triptotan: 63.024 dk.

Wang vd. (2016)’nin yaptiklar1 ¢alismada kefir daneleri ve kefir danesinde
izole edilen starter kiiltiirleri maya (Kluyveromyces marxianus strain, Pichia
kudriavzevii clone), laktik asit bakterisi (Lactobacillus kefiri F4Aa, Lactobacillus
kefiri NM131-7, Lactobacillus kefiri NM132-3, Lactobacillus kefiri NM180-3),
kapstilasyon isleminden sonra tekrar bu kapsiil ile siitii fermente edip olusan kefirdeki
proteolitik etkilerin arastirilmasi calismasinda, kapsiillenmis starter kiiltiir ilaveli
kefirlerdeki serbest amino asit miktarinin daha fazla oldugu ama dane ile iiretilmis
kefirdeki aminoasitlerle benzer oldugu tespit edilmistir. Aspartik asit ve Tirozin sadece
kefir danesi ile yapilan kefirlerde Arginin ise; sadece kapsiil ile yapilan kefirde

bulunmustur. Ek olarak, kefirdeki amino asitlerin ¢cogu kefir daneleri ile yapilanlardan

49



daha zengin oldugu tespit edilmistir. Kefir danelerindeki mikrobiyal bilesenler,

kapsiillerden daha karmasik oldugu sonucuna varilmistir.

Giiler vd. (2016) da geleneksel siit ve organik siite %0.2 ve %0.5 oraninda
uyguladiklart kefir danesi inokiilasyonu sonucu olusan kefir drneklerinin serbest
amino asit kompozisyonunda %0.5 dane igeren ornekde Prolin en fazla miktarda
bulurken, onu Alanin, Asparagin, Lisin, Arginin ve Sistein takip etmektedir.
Liutkevicius vd. (2004) ise, fermente kefirde Triptofan, Valin, Lisin, Metiyonin,
Fenilalanin, Treonin ve Izolésin varligimi bildirmislerdir. Grennevik (2011) ‘de
Norve¢ kefirinin kimyasal oOzelliklerinin arastirildigi calismada serbest amino
asitlerden en yiiksek degere sahip Glutamik asit oldugu belirtilmistir. Simova vd.
(2002) tarafindan kefir danesinden izole edilen Lactobacillus bulgaricus HP1 ve
Lactobacillus helveticus MP12 suslarinin tekrar kefir tiretiminde starter kiiltiir olarak
kullanildig1 aragtirmada, en fazla serbest amino asit miktarina Prolin ve Glutamik asit

sahip olurken; Alanin en bol bulunan ikinci amino asit olmustur.

Kefirlerin serbest amino asit analizi sonuglari, temel bilesen analizine (PCA)
tabi tutulmus ve analiz sonuglar1 Sekil 4.4'te gosterilmistir. Olgunlagsma sonuglarini 1,
7,14, 21 ve 28. giinlerde analiz eden PCA grafiginde, kefirin depolama siiresine bagli
olarak dagilim gosterdigi, Lactobacillus ilavesi, kefirlerde farkli miktarlarda amino
asit igerdigini gostermistir. Lb. plantarum diger kefir 6rneklerinden ayrilmis olup
(Sekil 4.4'te daire igine alinmig) digerlerinden daha yiiksek konsantrasyonda amino

asit icermektedir.
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Sekil 4.4. Serbest amino asitlerin PCA grafigi

K: kefir danesi igeren; A: kefir danesi + Lb. bulgaricus; B: kefir danesi + Lb. helveticus; C:
kefir danesi + Lb. plantarum.

Bakteri tiir ve alt tiir kompozisyonunun da kefir orneklerinin proteolitik
davraniglar1 ve proteolizi iizerinde etkili olabilecegi disiiniilmektedir. Laktik asit
bakterilerinin arastirildig1 bir galismada bakterilerin proteolitik aktivitesinin ve laktik
asit iretme kabiliyetinin cins, tiir ve suslar arasinda farklilik gosterdigi bildirilmektedir

(Yiksekdag vd., 2003).

Simova vd. (2006)’da yaptiklar1 ¢alismada, tiim 6rneklerde siite %1 kiiltiir ile
Lc. lactis C15 18 saat boyunca 30 °C'de, Lb. helveticus MP12 37 °C'de 16 saat, S.
termofilus T15 + Lb. bulgaricus HP1 5,5 saat boyunca 43 °C’de kiiltiir ilave ederek
kefir iiretimi gerc¢eklestirmistir. Lb. helveticus MP12 ilaveli kefir 6rneginde yogurttan
farkli olarak kendine 6zgii bir amino asit profili olusmus, yogurda kiyasla Ldsin,
Izolosin, Valin, Lisin, Fenilalanin ve Metiyonin kefir'de 1.5 kat daha yiiksek tespit

edilmistir.
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4.3. Kefir Orneklerindeki Toplam Serbest Amino Asit (FAA) Miktarlar

Kefirlerdeki toplam serbest amino asit miktarlari, amino asitlerin fonksiyonel
amino gruplarinin kromofor bir madde (CdNr) ile boyandiktan sonra belirlenmistir
(Wallece vd., 1998). Spektrofotometrik olarak 507 nm’de saptanmis ve absorbans
degerleri standart egriye goére mg Leu/L’e doniistiiriilmiistir. Bulgularin

degerlendirilmesi yapilirken mg Leu/L cinsinden sonuglar dikkate alinmistir.

Kefir orneklerinde 28 giin siiresince saptanan toplam FAA Sekil 4.5'te

gorilmektedir.
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Sekil 4.5. Kefir drneklerine ait Toplam serbest amino asit degerleri.

K: kefir kiiltiirii; A: Lb. bulgaricus; B: Lb. helveticus; C: Lb. plantarum ¢ yardimer kiiltiir igeren
kefir 6rneklerini ifade etmektedir.

Kefir 6rneklerinde olgunlasmanmn 1. ve 7. depolama giiniinde en diisiik
miktarda toplam FAA kontrol kefir 6rneginde sirasi ile 368 ve 419 Leu/L, en yiiksek
ise B (Lb. helveticus) ilaveli kefir 6rneginde sirasi ile 466 ve 484 Leu/L oldugu
saptanmistir. Olgunlagsmanin ilerlemesi ile tiim Orneklerde toplam FAA artis
gostermis, en hizli artig ise olgunlagmanin 14. giiniinde 575 mg/L ile C (Lb. plantarum)
orneginde meydana gelmistir. Olgunlagama siiresinin sonunda ornekler arasinda
toplam FAA degerleri agisindan farkliliklar gézlenmistir. En yiiksek serbest amino asit
konsantrasyonu sirasi ile 781 Leu/L C (Lb. plantarum), 724 Leu/L B (Lb. helveticus),
716 Leu/L K (kontrol), 686 Leu/L A (Lb. bulgaricus) érneklerinde tespit edilmistir.
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RP-HPLC sonuglarina gore 1. giin toplam aminoasit miktar1 en yiiksek K 6rneginde
goriiliirken, 28. giin en yliksek C Orneginde goriilmiistiir. Toplam amino asit
miktarinda ise, 1. giin en yiiksek B 6rnegi olurken, 28. giin en yiiksek C 6rnegi olarak

belirtilmistir.

Kefirden izole edilen laktik asit bakterilerinin tekrar starter olarak kefire ilave
edilmesi ile elde edilen kefirlerin amino asit profili arastirilan bir ¢alismada, serbest
aminoasit konsantrasyonu incelenmistir. Bunun igin tiim Ornekler %1 kiiltir ile
Lc.lactis C15 18 saat boyunca 30 °C'de, Lb. helveticus MP12 37 °C'de 16 saat, S.
termofilus T15 + Lb. bulgaricus HP1 (S. thermophilus T15 + Lb. bulgaricus
kartstminin kiltiiri HP1 = 1: 1) 5,5 saat boyunca 43 ° C'de inkiibasyona birakilmistir.
Sonuglar ¢alismamiza benzer sekilde en diisiik serbest amino asit konsantrasyonu Lb.
bulgaricus ilaveli 6rneklerde goriiliirken en yiiksek konsantrasyon Lb. helveticus

ilaveli 6rnekde goriilmiistiir (Simova, 2006).

Yapilan farkli bir calismada feta peynirini normal olarak, peyniraltisuyu ilave
edilmis olarak, kefir danesi ilave edilmis olarak ve en son kefir danesi-peyniraltisuyu-
feta peynir kombinasyonlart olusturulup 70 giinlik depolama siiresi boyunca
aminoasit profilleri incelendiginde; toplam FAA konsantrasyonlari test edilen
orneklerde, dondurularak kurutulmus kefir danesi kiiltiirii ilave edilmis peynir tiiriiniin
normal peynir tiirline gore olgunlasma sirasinda biiyiik degisiklikler gosterdigi
bildirilmigtir. Kefir kiiltiiriiniin proteolitik faaliyetinden dolay1 kefir peynirinde toplam
FAA igerigi siirekli olarak artmistir; normal peynirde ise 30 giinliik olgunlagsma
boyunca artmis ve sonra azalmistir. Ote yandan, kefir-peynir alt1 suyu peynirinde,
stirekli toplam FAA azalmis ancak peynir altisuyu peynirinde arttigi bildirilmistir
(Dimitrellou vd., 2010).

4.4. Kefirde ACE- Inhibisyon Aktivitesinin Bulgular

Kefir 6rneklerinin ACE-inhibisyon (ACE-i) aktiviteleri olgunlasmanin 1, 7,
14,21 ve 28. giinlerinde belirlenmis olup sonuglar Sekil 4.6a’da gosterilmektedir. ACE-
I aktivitesi orneklerin suda ¢Oziiniir fraksiyonlart ile Olglilmiistiir. Sonuglar %
inhibisyon olarak ifade edilmistir. Kefir iretiminde Lactobacillus cinsi yardime1 kiiltiir
kullanimi ile % ACE-i aktivitesinde depolama boyunca énemli oranda artis meydana
geldigi, bu artigin istatistiksel olarak 6nemli oldugu (P<0,05) ve % ACE-i aktivitesini

en ¢ok artiran tiiriin Lactobacillus helveticus oldugu belirlenmistir.

53



100
90 mA DB BC BK

ACE- i (%)

1 7 14 21 28

Olgunlasma zamani (giinler)

Sekil 4.6a: Olgunlasma siiresince Kefir orneklerindeki ACE-1 degerleri.

K: Kefir danesi; A: Lb. bulgaricus; B: Lb. helveticus; C: Lb. plantarum © yardimer kiiltiir iceren
kefir 6rneklerini ifade etmektedir.

En yiiksek ACE aktivitesi ise, 28. giinde C 6rnegi olarak bulunmustur. Diger
orneklerin 28. giindeki ACE inhibitdr aktivitelerinin sirasiyla %76.47, %84.95,
%87.33 ve %85.57 oldugu tespit edilmistir.

Fermente siit tirtinlerinin Gretiminde kullanilan Lb. helveticus, Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus, Str. thermophilus, Lc. lactis subsp. lactis, Lc. lactis subsp. cremoris,
Lc. lactis subsp. diacetylactis (Hernandez, 2011), Lb. casei, Lb. plantarum, Lb.
rhamnosus ve Lb. acidophilus’un (Rasika, 2015; Nielsen, 2009) ¢esitli suslarinin siit
proteinlerinden ACE-inhibitér peptitlerin olusumunu sagladigi bildirilmektedir.
Bununla birlikte; diger laktik asit bakterileriyle karsilasgtirildiginda Lb. helveticus
yiiksek proteolitik aktiviteye sahip oldugundan daha yiiksek ACE-inhibitor aktiviteli

tirin elde etmek i¢in tercih edilen mikroorganizma olmaktadir (Nielsen, 2009).

Olgunlagma siiresinin ilerlemesiyle birlikte kefirin ACE-i aktivitelerinde bir
artis oldugu ve bu artisin istatistiksel olarak énemli oldugu bulunmustur (P <0.05).
Kefir tiretiminde Lactobacillus bakterilerinin kullanimi1 ACE-i aktivitesinde énemli
artis saglayip, ACE-i aktivitesinde ACE-i aktivitesini maksimize eden bakterinin
Lactobacillus plantarum oldugu belirlenmistir. Lb. plantarum, son depolama giiniinde
en yiiksek ACE inhibitor aktivitesini %87.33 + 0.67 (ICso= 19.71 + 0.73 mg / L)

gostermistir.
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Kefir 6rneklerinin ACE-i peptitlerinin %50 ACE inhibisyonunu saglamak igin
gereken peptit konsantrasyonunu ifade eden ICsp degerleri, olgunlasmanin 1, 7, 14, 21

ve 28. giinlerinde belirlenmis ve sonuclar Sekil 4.3b'de gdsterilmistir
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Sekil 4.6b: Olgunlasma siiresince Kefir 6rneklerindeki 1Cso degerleri.

K: Kefir danesi; A: Lb. bulgaricus; B: Lb. helveticus; C: Lb. plantarum ¢ yardimer kiiltiir iceren
kefir 6rneklerini ifade etmektedir.

Sonuglar % inhibisyon ve ICsp olarak ifade edilmistir. . ICso degerleri 1. glinde
30.27+1.13ile 19.86 £0.73 mg/ L arasindadir. B 6rneginin, depolamanin ilk giiniinde
en yiiksek inhibisyon aktivitesi (57.28 + 1.03) ve ICso degeri 19.86 + 0.1 mg/ L olarak
tespit edilmistir. 1. Giin ACE-i aktivite yiizdesi en diisik A 6rnegi olurken, buna
paralel olarak 1. giin ICsp degeri en yiiksek 6rnek A 6rnegi olmustur. 28. giin ACE
inhibisyon aktivitesine sahip C 6rnegi olurken, 28. giin ICsp degeri en diisiik C 6rnegi
olarak tespit edilmistir. Ek olarak, biitiin kefir 6rneklerindeki ACE-i aktivitesi
depolama boyunca artmistir (P <0.05). Depolamanin 14. giinde Lb. bulgaricus diger
orneklere gore en yiliksek ACE-inhibisyon artisin1 gosterip depolama boyunca
maksimum ulasabilecegi inhibisyon yilizdesine ulasmistir, buna ragmen Lb. helveticus
14. giiniin en yiiksek inhibisyon yiizdesine sahiptir (Sekil 4.6a). Funglsang vd. (2003),
Lb. helveticus tiirlerinin genel olarak ACE inhibitor peptit liretiminde, ¢alismada

kullanilan diger Lactobasil tiirlerine gore daha etkili oldugunu bildirmislerdir.
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Peynir alti suyu bazli kefir orneklerinin o6zellikleri ve ACE-i etkisinin
degerlendirildigi aragtirmada yagsiz siit bazli kefir, Gouda peyniri peynir alt1 suyu
bazli kefir ve ticari peynir alti suyu bazhi kefir iretilmistir. 1Cso degerleri
incelendiginde Gouda peynir alt1 suyundan yapilan kefirin 0.83 + 0.02 mg / mL,
kontrol grubundan (1.05 £ 0.01 mg / mL) ve ticari peynir alt1 suyundan elde edilen
kefir 6rneginden (0.96 £ 0.01 mg / mL) anlamli derecede diisiik oldugu saptanmustir.
Inhibisyon etkinligi oran1 ise Gouda peynir alt1 suyu tozundan elde edilen kefirde (mg
/ mL basina% 47.35 + 0.09), kontrol grubundan anlamli olarak farkli bulunmamis (mg
/ mL basina% 47.19 + 0.09), fakat ticari peynir alt: suyu tozundan tretilen kefirde
(P<0.05) anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur. (Mg / mL basina% 45.75 + 0.18)
(Febrisiantosa, 2013).

Calismamiza benzer sekilde, siit kaynakli peptitlerin kardiyovaskiiler
hastaliktaki potansiyel roliiniin arastirildig1 bir ¢alismada; Lactobacillus helveticus ’un
en yiiksek ve bunun disinda Lactocbacillus delbrueckii spp. bulgaricus SS1,
Lactococcus lactis spp. cremoris FT4, Lactocbacillus acidophilus, Lactobacillus
animalis, Lactobacillus casei, Lactobacillus jensenii, Lactobacillus reuteri,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus lactic spp. lactis, Lactococcus raffinolactis,
Streptococcus thermophilus, Leuconostoc mesenteroides spp. cremoris ve
Enterococcus faecalis gibi laktik asit bakterilerinin de ACE inhibitorii peptitleri
tiretebildikleri bildirilmektedir (Phelan vd., 2011).

Aytekin vd. (2019) yaptiklar1 calismada kefirin in vitro bagirsak sindiriminin
sonucu olusan biyoaktif peptitleri incelemislerdir. Bu calisma dogrultusunda kefir
orneklerindeki ACE inhibisyon aktivitesinin sindirimden 6nceki degerleri %3.90-9.91
arasinda tespit etmislerdir. In vitro sindirim sonrasi ise bulunan degerler %21.16 ve

98.88 olarak saptanmustir.

Birgok arastirma probiyotik bakteri veya fermente iiriinlerin deneysel ve klinik
calismalarla kan basincinin kontroliinde 6nemli bir rol oynadigini bildirmislerdir.

(Friques, 2015).

Yapilan bir ¢aligmada sigir, koyun, ke¢i, domuz, manda veya insan siitiinden
hazirlanan sodyum kazeinatlar, Lactobacillus helveticus PR4'iin kismen saflastirilmis
proteinaz ile hidrolize edilmis ve her hidrolizattaki peptitler, RP-HPLC ile

incelenmistir. En yiiksek anjiyotensin I-doniistiiriici-enzim (ACE) inhibe edici ve
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antibakteriyal aktivite gosteren fraksiyonlar, kiitle spektrumu analizleri ile dizilmistir.
Belirlenen dizilerin bircogu, literatiirde bildirilen diger ACE inhibe edici peptitlerle
ortak Ozelliklere sahip olup, bazi ham peptit fraksiyonlarinin %50 inhibe edici
konsantrasyonu (ICso) ¢ok diisiik bulunmustur (16 ila 100 ug / ml). Tanimlanan baz1
peptitler kimyasal olarak sentezlenmis ve ACE onleyici aktivite ve 1Cso degerleri
dogrulanmistir (Minervini, 2003).

Chen vd. (2018) calismasinda Lactobacillus bulgaricus LB6 tarafindan
fermente edilmis keg¢i siitiiniin inkiibasyon kosullari, anjiyotensin doniistiiriicii enzim
(ACE) inhibe edici aktivitesini arttirmak igin optimize edilmistir. Inkiibasyon
sicakligl, peyniraltt suyu tozu ve kalsiyum laktatin ACE inhibisyon orani ve canli

kalan mikroorganizma sayis1 tizerinde dnemli etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Quirds vd. (2005) kaprin siitinden yapilan ticari bir kefirde giiglii bir
anjiyotensin-doniistiiriicic. enzim (ACE) inhibe edici aktivite tespit etmislerdir.
Fermantasyon sirasinda kazeinlerden salinan diigiik molekiiler kiitleye sahip on alt1
peptit, HPLC-tandem kiitle spektrometrisi ile tanimlanmis ve bu biyoaktif peptitlerin
etkisiyle anjiyotensin doniistiiriici enzim (ACE) aktivitesini inhibe edebildigini

belirtmiglerdir.

Kegi siitii tozu ve peyniraltt suyu tozunun Lb. plantarum LP69 tarafindan
fermente edilmesiyle elde edilen fermente {iriiniin inkiibasyon siiresinin, sicaklik ve
pastorizasyon siiresinin ACE aktivitesi {lizerine etkisinin arastirildigi c¢aligmada

calismamiza benzer ACE aktivite etkisi tespit edilmistir (Shu, 2015).

Chaves vd. (2014)’nin konu ile ilgili yaptig1 arastirmada segilmis
mikroorganizma tiirlerinin tek ya da birlikte kullanimi ile ACE inhibitor peptitlerce
zenginlestirilmis fermente siit iiretimi potansiyeli belirlenmistir. Secilmis mayalar
Torulaspora delbruekii KL66A, Galactomyces geotrichum KL20B, Pichia
kudriavzevii KL84A, Kluyveromyces marxianus KL26A ve laktik asit bakteri suslar
Lactobacillus plantarum LATO3, Lb. plantarum KLATO1 ve Enterococcus faecalis
KEO6 yalniz baslarina iiretiikleri ACE inhibisyon peptit iretme aktiviteleri; maya, Lb.
plantarum ve E. Faecalis {glii kiiltiir grubunun ACE inhibisyon peptit {iretme
kabiliyetleri karsilastirilmistir. Arastirma sonucuna gore, Pichia kudriavzevii KL84A,
Lactobacillus plantarum LATO3 ve Enterococcus faecalis KEO6 tiglii kiiltiiri ile
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tiretilen siitiin 30.63+1.11 pg/ml ICso degeri ile en yiiksek ACE inhibitdr aktivitesine
sahip oldugu bildirilmistir.

Kanbak vd. (2014) ‘de yaptiklar1 ¢alismada, anjiyotensin-dontistiiriicii enzim
inhibitorii olarak rol oynayan kefirin, bobrek fonksiyon hasarini azalttigini tespit
etmiglerdir. Ancak, diisik dozda aspirin ile birlikte kefir, sican bobrek
fonksiyonlarinda hasara yol agmis olup, Sonug¢ olarak, kefir ve diisiik doz aspirin,
bagimsiz olarak kullanilan bobrek fonksiyonlarini ve bobrek hasarini korudugunu

bildirmislerdir.

4.5. Kefirde Antimikrobiyal Aktivite Bulgular:

Antimikrobiyal aktiviteyi belirlemek amaciyla gram pozitif ve gram negatif
patojen mikroorganizmalar segilerek liyofilize kefir ekstraktlarinin antimikrobiyal
aktivitesini belirlemek i¢in agar-sandvi¢ model kullanilmistir. Silva vd. (2009),
kefirlerin antimikrobiyal aktivitelerinin genellikle uzun siireli fermantasyon siiresi
boyunca arttigini bildirmistir. Peptit tiretimi proteoliz ile iliskili oldugundan kefir gibi
fermente siit lirlinlerinde depolama siiresinin sonuna dogru proteoliz diizeyinin artmasi
nedeniyle peptit kaynakli antimikrobiyal aktiviteninde bu siire sonunda bakilmasi
uygun gorilmiistiir. Kefir 6rneklerinin ve kefirden elde edilen protein ekstraktlarinin
(peptit fraksiyonlari) bazi mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkisi ve
inhibisyon zon (mm) varlig1 Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5' te verilmektedir. Buna gore
kefir fermantasyonu sirasinda meydana gelen antimikrobiyal peptitlerin etki
spektrumlarinin genis olmadigi hatta K 6rneginde dane ile iiretilen kefir ekstraktlarinin
antimikrobiyal etkisinin saptanamadigi belirlenmistir. Lactobacillus ilavesiyle tiretilen
kefir 6rneklerinin peptit fraksiyonlarmin Staphylococcus aureus, Staphylococcus
warneri 95052 ve Staphylococcus hominis iizerinde antimikrobiyal bir etkiye sahip
oldugu tespit edilmistir. Ancak ¢alismamizda kefir 6rnekleri ve ekstraktlar1 Candida

albicans ATCC 04055'i inhibe edici etki gostermemistir.

Kefir 6rneklerinin suda ¢dziinen azot fraksiyonlarinin inhibisyon zon c¢aplari
Cizelge 4.4’de verilmistir. A ve B kefirlerinin suda ¢oziinen azot ekstraktlarinin
Staphylococcus aureus inhibisyon bolgesi c¢ap1 sirast ile 6 ve 4 mm olarak tespit
edilmistir. B ve C 6rneklerinin ekstraktlarininda Staphylococcus warneri inhibisyon
bolgesi ¢ap1 sirasi ile 8 ve 5 mm, yalnizca C 6rnegi ekstraktinin Staphylococcus

hominis inhibisyon bolgesi ¢apt 10 mm olarak bulunmustur.
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Aytekin vd. (2019) yaptiklar calismada kefirin in vitro bagirsak sindiriminin
sonucu olusan biyoaktif peptitleri incelemislerdir. Bu c¢alisma dogrultusunda kefir
orneklerindeki S. aureus, Bacillus cereus, Salmonella enteritidis, Listeria
monocytogenes ve E. Coli 'ye kars1 inhibisyon ¢aplari 6l¢iilmistiir. S. aureus ve E. coli

‘ye (21.1 — 24.1 mm) kars1 dikkat ¢ekici inhibisyon varlig1 tespit edilmistir.

Lima vd. (2018) koyun siitii ile fermente edilmis brezilya kefirinin
antimikrobiyal etkisinin arastirdigi ¢aligmada Oncelikle pastorize siitten ekstrakte
edilen peptitlerin, Bacillus cereus ATCC 33019, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 ve Bacillus subtilis ATCC 6633'e kars1 antimikrobiyal aktivitesi gozlenmis ve
B. cereus icin yliksek oranda (87.80 = 0.03) inhibisyon gosterdigi bildirilmistir. Koyun
stittine kefir daneleri ilave edilerek iiretilen kefir 6rneginin, depolamanin 28. giiniinde
incelenen kefir orneginin Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae
ATCC 29665, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Bacillus cereus ATCC 33019,
Bacillus subtilis ATCC 6633 ve Staphylococcus aureus ATCC 6538 kars1 % 100
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K, kefir danesi igeren; A: kefir danesi+ Lb. bulgaricus; B: kefir danesi+ Lb. helveticus; C: kefir danesi+ Lb. plantarum.
(+) inhibisyon pozitif; (+) inhibisyon ¢ap1 4-10 mm; (++) inhibisyon ¢apt 11-19 mm; (+++) inhibisyon ¢ap1 20 mm den biiyiik;
(-)Inhibisyon negatif, TE: Tespit edilmedi.



Kefir 6rneklerinin inhibisyon varligi Cizelge 4.5’te verilmistir. A, B,C ve K
orneklerinin Staphylococcus aureus inhibisyon bolgesi ¢api sirast ile 12; 14; 13; 9 mm;

Oksitetrasiklinin inhibisyon ¢ap1 ise 17,7 mm olarak tespit edilmistir.

A, B ve C orneklerinin Staphylococcus warneri inhibisyon bolgesi ¢api sirasi
ile 4; 11; 8 mm; Oksitetrasiklinin inhibisyon ¢ap1 ise 8 mm olarak tespit edilmistir. A,
B ve C orneklerinin Staphylococcus xylosus inhibisyon bolgesi ¢api sirasi ile 16; 20,1;
13 mm; Oksitetrasiklinin inhibisyon gap1 ise 22 mm olarak tespit edilmistir. A ve B
orneklerinin Bacillus cereus inhibisyon bolgesi ¢apit sirast ile 10; 7 mm;
Oksitetrasiklinin inhibisyon ¢api1 ise 28,5 mm olarak tespit edilmistir. A, B, C ve K
orneklerinin Escherichia coli inhibisyon bdlgesi ¢api sirasi ile 17; 12; 18,8; 10 mm;
Oksitetrasiklinin inhibisyon ¢ap1 ise 17,8 mm olarak tespit edilmistir. A, B, C ve K
orneklerinin Enterococcus faecalis inhibisyon bdlgesi ¢api sirast ile 13; 12; 16; 19
mm; Oksitetrasiklinin inhibisyon ¢ap1 ise 16 mm olarak tespit edilmistir. A ve B
orneklerinin Enterobacter inhibisyon bolgesi ¢apr sirast ile 8; 8 mm; Oksitetrasiklinin
inhibisyon cap1 ise 21 mm olarak tespit edilmistir. B 6rneginin Salmonella enteritidis
inhibisyon bdlgesi ¢ap1 6 mm; Oksitetrasiklinin inhibisyon ¢ap1 ise 22 mm olarak tespit
edilmistir.

Cizelge 4.5. Kefirin (28.giin) antibakteriyel aktivitesi, inhibisyon zonu (IZ) cinsinden
mm cinsinden
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K: kefir danesi igeren; A: kefir danesi+ Lb. bulgaricus; B: kefir danesi+ Lb. helveticus; C: kefir danesi+ Lb. plantarum.
(+) inhibisyon pozitif; (+) inhibisyon ¢ap1 4-10 mm; (++) inhibisyon ¢apt 11-19 mm; (+++) inhibisyon ¢ap1 20 mm den biiyiik;
-)inhibisyon negatif, TE: Tespit edilmedi.
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Ek olarak kefir A, B ve C, Staphylococcus warneri 95052 ve Staphylococcus
xylosus'a kars1 antimikrobiyal aktivite gostermistir. Kefir A ve B, Bacillus cereus RS
863, Enterobacter ve Salmonella enteritidis gelismesini engelleyen daha genis
spektrumlu antimikrobiyal aktivite gOstermistir. Sonuglar kefir 6rneklerinin farkli
antimikrobiyal spektrumlara sahip oldugunu gostermektedir. Calismamiza benzer bir
calismada kefirin Bacillus subtilis, S. aureus ve E. feacalis ve S. enteritidis'i inhibe

ettigi ancak Candida albicans' inhibe etmedigi bildirilmistir (Chifiriuc vd., 2011).

Anselmo (2001), Arjantin’in Lugar nehrinden izole ederek elde ettikleri
Salmonella enteritis susunun kefir igecegindeki canliligini arastirmiglardir. Bu amagla
Salmonella enteritis 4°C’de 24 saat ve 22°C’de 18 saat inkiibasyondan sonra kefirde

Salmonella enteritis susuna rastlanmadigi bildirilmistir.

Yine benzer sekilde kefirin ¢esitli gida patojenlerine ve gidalarda erken
bozulmalara yol agan bakterilere karst antimikrobiyal aktivite arastirmasinda da ilk 24
saat icerisinde B. cereus, E. coli, S. Enteritidis, P. aeruginosa ve C. sakazakii'ye karsi
antimikrobiyal aktivite gdstermistir. Buna karsilik, 36, 48 ve 72 saat igerisindeki alinan
kefir ornekleri, B. cereus, S. aureus, E. coli, S. Enteritidis, P. aeruginosa ve C.
sakazakii biiylimesini engelleyen daha genis spektrumlu bir antimikrobiyal aktivite
gostermistir (Kim vd., 2016).

Hindistan’da yapilan lor fermente tiriiniinde laktik asit bakterilerinin probiyotik
ozelliklerinin arastirildigi ¢alismada; E. coli, S. Typhimurium, V. cholerae ve S.
flexneri'ye kars1 antimikrobiyal aktivite BHI yumusak agar plakalarinda disk
difiizyonla belirlenmis ve inhibisyon bdlgeleri Olclilmiistir. Bu Ol¢limlerde

calismamiza benzer sekilde sonuglar bildirilmistir (Balamurugan vd., 2014).

Toz bebek mamalarina ilave edilen kefirlerin Cronobacter sakazakii'ye karsi
antimikrobiyal aktivitesi aragtirtlmistir. 100 ml Kkefir siipernataninin 1 ml mama
stvisina  eklenmesi, spektrofotometre ile degerlendirildiginde C. sakazakii'nin
bliylimesini tamamen inhibe ettigi gézlemlenmistir. Ayrica yardimci kiiltiir olarak
Lactobacillus kefiri ve Candida kefyr ilave edilip, Cronobacter sakazakii'ye karsi
antimikrobiyal aktivitesi de arastirilmigtir. Lactobacillus kefiri’nin tamamen inhibe
ettigi Candida kefyr ilaveli mamalarda ise bunun kismen oldugu belirtilmistir (Kim
vd., 2015).
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Jeong vd. (2018), yaptigi c¢alismada kefirden izole edilen Lb.
kefiranofaciens'in potansiyel bir oral probiyotik olarak uygulanabilirligini aragtirmis
ve dis ciirtiklerine neden olan patojenik oral bakterilere karsi inhibe edici etkileri ticari
LAB suslarminkilerle karsilastirmistir. Aerobik ve anaerobik kosullar altinda
toparlanma oranlarina ve yapay oral ortamda hayatta kalma durumlarina dayanarak
aday oral probiyotikler taranmis ve antimikrobiyal ve anti-biyofilm olusturma
aktivitelerini iki ana karyojenik (dis ¢iiriiklerine sebeb olan) patojene (S. mutans ve S.

sobrinus) kars1 bulmuslardir.

Enfeksiyon hastaliklar1 ve ameliyat sonrasi enfeksiyonlar i¢in kullanilan
antibiyotik miktarin1 azaltmaya yonelik yapilan aragtirmada kefirin Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Streptococcus salivarius ATCC 39562, Streptococcus pyogenes
ATCC 17568, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Candida albicans ATCC
10232, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Listeria monocytogenes ATCC 4957
ve E. coli ATCC 8739’a kars1 antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir. Calismamiza
benzer sekilde C. Albicans hari¢ 7 bakteri ilizerinde inhibe edici etki gdzlemlenmistir
(Rodrigues vd., 2005).

Biitlin bu calismalar, kefir antimikrobiyal aktivitesinin organik asitlerin,
peptitlerin (bakteriyosinler), karbon dioksit, hidrojen peroksit, etanol ve diasetil
tiretimi ile iligkili oldugunu gdstermektedir. Bu bilesikler, yalnizca yiyecek kaynakli
patojenlerin azaltilmasinda ve igecek iiretimi ve depolanmasi sirasinda bozulan
bakterilerin azaltilmasinda degil, aym1 zamanda gastroenterit ve Vajinal
enfeksiyonlarin tedavisinde ve 6nlenmesinde de faydali etkilere sahip olabilecegini

bildirmislerdir (Farnworth, 2005; Sarkar, 2007).

Ulusoy vd. (2007), kefir Orneklerinin  gida kaynakli  patojen
mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal etkisinin arastirildigi in vitro calismada disk
difiizyon metodunu kullanmislardir. Bu amagla 24 ve 48 saat fermentasyona birakilan
kefir orneklerinin Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Bacillus cereus (ATCC
11778), Salmonella enteritidis (ATCC 13076), Listeria monocytogenes (ATCC 7644)
ve Escherichia coli'ye (ATCC 8739) kars1 gosterdikleri antimikrobiyal spektrum
incelenmstir. 24 ve 48 saatlik kefir 6rneklerinin gosterdigi en kuvvetli antimikrobiyal
etkinin 21.4 ve 21.1 mm'lik zon alan1 yarigaplariyla Staphylococcus aureus'a karsi

oldugu gozlenmis olup + 4 °C'de muhafaza siiresi boyunca 1, 4, ve 7. gilinlerde de
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benzer sonuglar elde edilmistir. Depolama boyunca, antimikrobiyal etki degismezken

ya da azalirken sadece Salmonella enteretidis'te artis tespit edilmistir.

Wank vd. (2016)’nin yaptiklar1 ¢alismada kefir daneleri ve kefir danesinde
izole edilen starter kiiltiirleri maya (Kluyveromyces marxianus strain, Pichia
kudriavzevii clone), laktik asit bakterisi (Lactobacillus kefiri F4Aa, Lactobacillus
kefiri NM131-7, Lactobacillus kefiri NM132-3, Lactobacillus kefiri NM180-3),
kapstilasyon isleminden sonra tekrar bu kapsiil ile siitii fermente edip olusan kefirdeki
antimikrobiyal etkilerin arastirilmasinda, Staphylococcus ve E. coli'ye Kkarsi
antimikrobiyal aktivite kefir daneleri ile tiretilen kefir 6rneginin daha yiiksek sonug
verdigi belirlenmistir. inhibisyon alanlar1 kapsiiller ile yapilan kefirden 0.5 cm daha
fazla bulunmustur. Baz1 farkliliklar olmasina ragmen, antimikrobiyal aktiviteleri gok
yakin ve bu gostermektedir ki gibi antimikrobiyal oOzellikler acisindan benzer

kiiltiirlerle kefir iiretmek uygun olabilecegi diisiiniilmektedir.

4.6. Mikrobiyolojik Analizler

Uretilen kefir 6rneklerinde depolama boyunca koliform bakteri, laktokok,
laktobasil ve maya sayimlar1 yapilmistir. Kefir iiretiminde, kefir danelerinde veya
tiretim esnasinda olusabilecek kontaminasyon ihtimalini belirlemek i¢in VRB Agarda
yapilan mikrobiyolojik ekimlerinde herhangi bir koliform grubu bakteri kolonisine

rastlanilmamustir.

4.6.1. Maya Sayisi

Kiiltiir ilaveli kefirlerin maya sayisina ait ortalama degerler ve depolama
boyunca degisimi Sekil 4.7°de verilmistir. Sekilde gortildiigii gibi 28 glinliik depolama
boyunca bes farkli zamanda yapilan maya sayimlarinda yardimer kiiltiir ilaveli kefir
orneklerinin maya sayisina ait degerlerin 1. giiniin sonunda 5.74-5.17 log-cfu/ml, 28.

giin sonunda 7.10-7.30 log-cfu/mL arasinda degistigi saptanmustir.
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Sekil 4.7. Inek siitii ile iiretilen kefir 6rneklerindeki Maya degisimi

K: Kefir danesi, A: Kefir danesi+ Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 B: Kefir danesi
+ Lactobacillus helveticus ATCC 15009,C: Kefir danesi+ Lactobacillus plantarum ATCC 14917.

Oner vd. (2010), yaptiklar1 ¢alismada farkli siit ¢esitleri ve kiiltiir cesitlerinin,
kefirin fizikokimyasal ve mikrobiyolojik 6zellikleri iizerine etkisini aragtirmislardir.
Gergeklestirilen ¢calismada maya sayisina ait degerlerin inek siitiinde yardimer kiiltiir
kullanilarak Ttretilen Kkefirlerde depolama siiresince 6.37-6.65 log-kob/g, dane
kullanilarak iiretilen kefirlerde ise, 4.69-5.34 log-kob/g arasinda deger aldig: tespit

edilmistir.

Yaptigimiz c¢alismada ise, yardimer Kkiiltiir ilave edilerek {iretilen kefir
orneklerinde maya sayisina ait degerlerin depolama boyunca 5.17-7.30 kob/mL
arasinda degistigi belirlenmistir. Tiitk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri
Tebligi’nde kefirin maya sayisimn en az 10* kob/mL seviyesinde deger aldig
bildirilmektedir (Anonim 2009). Arastirmamizda 28 giinliik depolama siiresince kefir
danesi kullanilarak tretilen kefir 6rneklerindeki maya sayim sonuglarinin Teblig’de
belirtilen degerler ile uyumlu oldugu tespit edilmis ve galismamizda iretilen kefir
orneklerinde belirlenen maya sayilarinin, Ender, (2009); Irigoyen vd. (2005); Yildiz,
(2009); Ertekin vd. (2010); Grennevik vd. (2011) ve Kok-Tas vd. (2013) tarafindan
yapilan ¢alismalarda elde edilen degerlerden yiiksek, Montanuci vd. (2012) elde ettigi

degerlerle benzer oldugu tespit edilmistir.

Ender (2009), kefir iiretimde kullanilan starter kiiltiir ¢esidinin 6rneklerde

belirlenen laktokok bakteri, asetik asit bakteri ve maya sayilar1 lizerine etkisinin
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onemli oldugunu, laktobasil ve 16konostok sayilari {izerine ise herhangi bir etkisinin
olmadigini belirlemistir. Wszolek vd. (2001), kefir tiretiminde kullanilan baslangig
kiiltiir ¢esidinin mikrobiyolojik sayimlar iizerinde 6nemli etkiye oldugu tespit edilmis
ve bu durumu her bir kiiltliriin farkli bakteri tiir ve alt tiir kompozisyonlara sahip
olmasindan kaynaklandigini diisiinmiislerdir. Bununla birlikte Kesenkas vd. (2011),
Montanuci vd. (2012) ve KokTas vd. (2013) kefir iiretiminde kullanilan starter kiiltiir
cesidinin kefirin bakteri ve maya sayilar ilizerine 6nemli bir etkisinin olmadiginm
belirlemislerdir. Calismamizda ise, liretimde kullanilan starter kiiltiir ¢cesidinin kefir
orneklerinde belirlenen laktobasil, laktokok ve maya sayilari iizerinde etkili oldugu

tespit edilmistir.

Anton vd. (2016) Estonya, Letonya ve Litvanya'da iretilen kefirlerin
mikrobiyolojik ozelliklerinin Karsilagtirildigi ¢alismada kefir Orneklerinin maya
miktarim 3.5 x 10*-4.6 x 10° cfu/g arasinda bulmuslardir. En yiiksek maya miktari

Estonya kefirinde gézlemlenmistir.

Wszolek vd. (2001), yaptiklart ¢alismada inek, koyun ve kegi siitleri dane ve
iki farkl starter kiiltiir kullanarak kefir tiretmislerdir. Bu dane ve starter kiiltiirler ile
tiretilen kefir 6rneklerinde tespit edilen maya miktarlar1 sirasi ile 3.64; 3.68; 3.61;3.68
log; o cfu/g olarak bildirmislerdir.

Calismamizda depolama boyunca kefir orneklerinde belirlenen maya
sayilarinin arttig1 tespit edilmistir. Bundan dolay: ¢alismamiz, kefir 6rneklerinin maya
igeriklerinin depolama siiresince arttigini belirleyen arastirmacilar tarafindan (Guzel-
Seydim vd. (2005); Ender, (2009); Grennevik vd. (2011); Magra vd. (2012)
desteklenmektedir. Laktik asit bakterilerinin optimum gelisme pH’sinin 5.0 ile 9.0
arasinda degistigi ve 4.5’in altindaki pH degerlerinde laktik asit bakteri gelisimi
olumsuz etkilendigi belirtilmistir (Montanuci vd. 2012). Bununla birlikte Guzel-
Seydim vd. (2005) tarafindan yapilan bir caligmada depolamanin 14. giiniinde kefirde
pH’nin diismesi ile birlikte laktik asit bakteri ve laktokok sayilarmin azaldigi,
depolamanin 14. giiniinden itibaren ise pH’ nin artmaya basladigini tespit edilmistir.
Arastirmacilar depolamanin 14. giinlinden sonraki pH artisininin hiicre proteolizi ile
ilgili olabilecegini belirtmislerdir. Caligmamizda depolamanin ilk 14 giiniinde kefir
orneklerindeki pH diisiisii ile birlikte bakteri sayisinin azalmast muhtemel

gorilmiistiir.
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4.6.2. Laktokok Sayisi

Kiiltiir ilaveli kefirlerin laktokok sayisina ait ortalama degerler ve depolama
boyunca degisimi Sekil 4.8°de verilmistir. Sekilde gortildiigii gibi 28 glinliik depolama
boyunca bes farkli zamanda yapilan laktokok sayimlarinda yardimci kiiltiir ilaveli
kefir 6rneklerinin laktokok sayisina ait degerlerin 1. giiniin sonunda 8.82-8.71 log-

oo

cfu/mL, 28. giin sonunda 8.18-7.99 log-cfu/mL arasinda degistigi saptanmustir.
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Sekil 4.8. Inek siitii ile iiretilen kefir drneklerindeki Laktokok degisimi

K: Kefir danesi, A: Kefir danesi+Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842,B: Kefir danesi
+ Lactobacillus helveticus ATCC 15009,C: Kefir danesi+ Lactobacillus plantarum ATCC 14917.

Oner vd. (2010), yaptiklar: calismada farkl siit cesitleri ve kiiltiir cesitlerinin,
kefirin fizikokimyasal ve mikrobiyolojik 6zellikleri iizerine etkisini arastirmislardir.
Gergeklestirilen ¢alismada laktokok sayisina ait degerlerin inek siitiinde DV1 kiiltiir
kullanilarak iiretilen kefirlerde depolama siiresince 7.267-8.059 log-kob/g, dane

kullanilarak tretilen kefirlerde ise, 7.255-8.230 log-kob/g arasinda degistigi tespit

edilmistir.

Kok-Tas vd. (2013), tarafindan farkli fermantasyon degiskenlerinin kefir
kalitesi lizerindeki etkisini incelemek amaciyla yapilan ¢alismada, normal atmosfer
kosullarinda ve modifiye atmosfer kosullarinda daneden iiretilen kefirlerin 21 giinliik
depolama boyunca laktokok sayisina ait degerler arastirilmistir. Normal atmosfer
kosullarinda daneden {iretilen kefirlerin laktokok sayisina ait degerler 21 giinliikk

depolama boyunca 9.23-8.04 log-kob/g olarak degisim gostermistir. Yapilan bu tez
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caligmasinda 21 giinlik depolama boyunca laktokok sayisinda azalma

gbzlemlenmistir.

Wszolek vd. (2001), yaptiklar1 ¢alismada inek, koyun ve kegi siitleri dane ve
iki farkli starter kiiltiir kullanarak kefir iiretmislerdir. Bu kefir o6rneklerinde tespit
edilen dane ve starter kiiltiirler i¢in laktokok sayisi sirasi ile 9.13; 8.51; 8.68 log; o
cfu/g olarak bildirilmistir.

Beshkova vd. (2002), yaptiklar1 calismada fermentasyon ve olgunlasma
siiresince, saf kiiltiirle iiretilen kefirlerde laktokok sayilar1 102 kob/mL olarak tespit

etmislerdir.

Irigoyen vd. (2005), kefir danelerini %1 ve %5 oraninda siite ilave etmisler ve

{iretimin 2. giinde laktokoklar 10® kob/ mL’e ulastig1 bildirilmistir.

Garrote vd. (1998), siite %1, %10, %20, %50, %100 oraninda dane ilave
edilerek gerceklestirdikleri kefir tiretiminde laktokok sayilarini ilave edilen % dane
ilave oranina gore sirasiyla 22.9 x 108 kob/mL, 19.6 x 10® kob/mL, 15.8 x 102
kob/mL, 4.0 x 108 kob/mL, 0.2 x 108 kob/mL olarak bulmuslardur.

4.6.3. Laktobasil Sayisi

Kiiltiir ilaveli kefir 6rneklerinin laktobasil sayisisna ait ortalama degerler ve
bunlarin depolama siiresi boyunca degisimi Sekil 4.9°da verilmistir. Sekilde gortldiugi
gibi 28 giinliik depolama boyunca bes farkli zamanda yapilan laktobasil sayimlarinda
yardimci kiiltiir ilaveli kefir 6rneklerinin laktobasil sayisina ait degerlerin 1. giiniin
sonunda 8.83-8.67 log-cfu/mL, 28. giin sonunda 8.29-7.99 log-cfu/mL arasinda

oo

degistigi saptanmistir
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Sekil 4.9. Inek siitii ile iiretilen kefir drneklerindeki Laktobasil degisimi.

K: Kefir danesi, A: Kefir danesi+ Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842,B: Kefir danesi
+ Lactobacillus helveticus ATCC 15009,C: Kefir danesi+ Lactobacillus plantarum ATCC 14917.

Oner vd. (2010), yaptiklar: calismada farkls siit cesitleri ve kiiltiir cesitlerinin,
kefirin fizikokimyasal ve mikrobiyolojik 6zellikleri iizerine etkisini aragtirmislardir.
Gergeklestirilen caligmada laktobasil sayisina ait degerlerin inek siitiinde DV kiiltiir
kullanilarak iretilen kefirlerde depolama siiresince 7.406-7.622 log-kob/g, dane

kullanilarak tretilen kefirlerde ise, 8.146-8.568 log-kob/g arasinda degistigi tespit

edilmistir. Yapilan bu tez ¢calismasinda da benzer sonuglar elde edilmistir.

Kok-Tas vd. (2013), kefirin kalite karakteristikleri iizerine fermantasyon
parametrelerinin etkisini inceledikleri ¢aligmalar1 sonucunda, 21 giinliik depolama
siiresince kefir danesi kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerindeki laktobasil, laktokok ve
maya sayilarinin sirasiyla 8.0-9.2 log kob/mL, 8.0-9.2 log kob/mL ve 5.1-5.3 log
kob/mL,; ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerindeki laktobasil,
laktokok ve maya sayilarinin ise sirasiyla 8.9-9.3 log kob/mL, 8.9-9.3 log kob/mL,
4.8- 5.0 log kob/mL arasinda degistigini belirlemislerdir.

Wszolek vd. (2001), yaptiklar1 ¢alismada inek, koyun ve kegi siitleri dane ve
iki farkli starter kiltiir kullanarak kefir iiretmislerdir. Bu kefir 6rneklerinde tespit
edilen dane ve starter kiiltiirler i¢in laktokok sayisi sirasi ile 8.85; 7.06; 8.56 logio cfu/g

olarak bildirilmistir.
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Garrote vd. (1998), siite %1, %10, %20, %50, %100 oranlarinda dane ilave
ederek gerceklestirdikleri kefir tiretiminde laktobasil sayilarini katilan % tane oranina
gore swrastyla 3.0x10® kob/mL, 3.2x10® kob/mL, 3.5x10® kob/mL, 6.3x10®
kob/mL, 3.6x10® kob/mL olarak tespit etmislerdir.

Kefirin depolama siiresince mikrobiyal, fizikokimyasal ve duyusal 6zelliklerini
aragtirmak i¢in yapilan calismada siite dane ilavesinden sonraki 24 saatlik
fermantasyonun ardindan Laktobasil ve Laktokok seviyesinin 10® kob/g oldugu,
mayalar ile asetik asit bakterilerinin 10> -10° kob/g oldugu goriilmiistiir. Laktik asit
bakterileri 7-14 giinleri arasinda 1.5 log civarinda azalmis ve ilerleyen depolama
giinlerinde ise sabit kalmistir. Maya ve asetik asit bakteri miktari, laktoz ve pH, 28
ginlik muhafaza siiresince degismemistir (Irigoyen vd., 2005). Yapilan bu tez
calismasinda yardimer kiiltiir ilave edilerek tretilen kefir 6rneklerinde depolama

boyunca laktobasil sayisinin azaldig tespit edilmistir.

Yag ikame maddelerinin kefirin kalite 6zellikleri iizerine etkisinin incelendigi
bir baska calismada ise; kefir 6rneklerinde belirlenen laktobasil ve maya sayilarinin
depolamanin baslangicinda sirasiyla 9.1-9.4 log kob/mL ve 5.3-5.6 log kob/mL

v

arasinda degistigi, 7 giinliilk depolamanin sonunda ayni drneklerdeki laktobasil ve

maya sayilarinin sirasiyla 9.7-9.9 log kob/mL ve 5.2-5.5 log kob/mL arasinda degistigi
gozlemlenmistir (Ertekin vd., 2010).

Norveg kefirinin 8 haftalik depolama siiresince mikrobiyolojik 6zelliklerinin
incelendigi bir ¢aligmada, depolamanin baslangicinda 8.0 log kob/mL olan laktobasil
ve laktokok sayilarinin depolamanin ilk 4 haftalik periyodunda sirasiyla 2 ve 3
logaritmik birim azaldig1 ve devam eden depolama siiresince sabit kaldig1 ve kefir
orneklerinde depolamanin baslangicinda 3.3 log kob/mL olan maya sayisinin
depolama siiresince arttig1 ve depolama sonunda 5 log kob/mL oldugu tespit edilmistir

(Grennevik vd., 2011).

Anton vd. (2016) Estonya, Letonya ve Litvanya'da iiretilen kefirlerin
mikrobiyolojik ozelliklerinin Karsilastirildigi ¢alismada kefir 6rneklerinin toplam
laktik asit bakterilerinin sayis1 4x10° -9.9 x108 cfu/g olarak saptamislardir.

Kegi siitiinden yapilan ve %2, %4 ve %6 oraninda kefir daneleri ile fermente

edilen kefirlerde yapilan mikrobiyolojik analizlerde Toplam laktik asit bakteri miktar1
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kefir danesinin %2,%4 ve%6 seviyelerinde siras1 ile 1.64x107 , 1.71x107 ve
1.76x107 cfu / mL'dir (Sulmiyati, 2019).

Calismamizda iiretilen kefir 6rneklerine ait laktobasil ve laktokok sayilarinin
Montanuci vd. (2012) ve Kok-Tas vd. (2013) buldugu degerlerle benzer oldugu tespit
edilmigtir. Kefir 6rneklerinde belirlenen bakteri sayilarindaki farkliliklarin yardimci

kiltiirlerin igerdigi mikroorganizma farkliligindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

4.7. Duyusal Degerlendirme

Yardimc kiiltiir ilaveli kefir 6rneklerinde goriiniim, koku, tekstiir, yapi, tat,
aroma, genel degerlendirme ve hedonik test puanlarina ait ortalama degerler Cizelge
4.6’da verilmistir. Duyusal analiz puanlarina ait degerlendirmeler 10 toplam puan

tizerinden yapilmistir.

Omeklere ve depolama giinlerine gore yapilan istatistik degerlendirme
sonucunda; Irigoyen vd. (2005)’in buldugu sonuglar ile benzerlik gostermekte 21. ve
28. depolama giinlerinde tat, tekstiir, koku ve aromada azalmalar tespit edilirken
goriiniimdeki degisim digerlerine gore daha az etkilenmistir. Ornekler arasindaki
degisim ise, mikroorganizma cinsine, bu mikroorganizmalarin gerceklestirdigi
proteoliz etkisine bagli olarak, tat ve aromada diger duyusal 6zelliklerine kiyasla

farkliliklar gozlemlenmistir

Duyusal degerlendirmede goriiniim 6zelliginde 1. depolama giiniinde normal
goriiniim puanlarinda en begenilen C, en diisiik puanm1 alan B 6rnegi olmus ve tiim
orneklerde depolama boyunca begeni azalmistir. 28. depolama giiniinde ise, normal

goriiniim puanlarinda en fazla C ve K 6rnegi, en diisiik puani ise B 6rnegi almistir.

Normal kefir kokusunun degerlendirildigi 1. giin puanlamalarinda K 6rnegi en
yiiksek puana sahipken, A 6rnegi en diisiik puana sahiptir. 28. giin degerlendirmesinde
ise; yine K 6rnegi diger orneklere gore en yiiksek normal kefir kokusuna sahip 6rnek

olmustur ve en diisiik puan1 A 6rnegi almigtir.

Kefir orneklerinin tat ozelliklerinin karsilagtirilmasi i¢in yapilan 1. giin
degerlendirmelerinde A (Lb. bulgaricus) ve K (Kontrol) ornekleri en begenilen
ornekler olurken, B 6rnegi daha az begenilmistir. Orneklerin tat puanlar1 depolama
stiresince azalmis olup, s6z konusu azalmalarin istatistiksel olarak anlamli oldugu

belirlenmistir (P<0.05). Bu durumun depolama siiresi uzadik¢a ortamda bulunan maya
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sayisinin artmast ve bundan dolay: kefir drneklerinde olusan keskin maya tadinin
hissedilmis olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. 28. giin degerlendirmelerinde
ise, C Ornegi tad1 en begenilen tat secilirken, B 6rnegi daha az begenilen 6rnek

olmustur.

Kefir orneklerine verilen tekstiir puanlari incelendiginde ise 1. depolama
giiniinde en yiiksek puanlar1 K ve C (Lb. plantarum) 6rnekleri en diisiik puani ise B
ornegi almistir. Degerlendirme puanlarinin depolama boyunca azaldig1 ve meydana
gelen bu azalma istatistiksel a¢idan énemli oldugu degerlendirilmistir. 28. depolama
giiniinde ise en diislik puan1 A kefir 6rnegi alirken diger 6rnekler ayni puan1 almistir.
En fazla kivam yogunlugu azalmasinin A (Lb. bulgaricus) 6rneginde oldugu tespit

edilmistir.

Vizkozite degerlendirilmesinin yapildig: 1. giinde en fazla puan alan A 6rnegi
en diisiik puani alan B 6rnegi olurken, 28. giin degerlendirmesinde en yiiksek puan

alan C 6rnegi en diisiik puan1 alan A ve B drnekleri olmustur.

Kefir 6rneklerinin aroma degerlendirmesinde normal kefir aromasi puanlamasinda en
yiiksek puan alan 6rnek K 6rnegi olurken, 28. giin degerlendirmesinde en yiiksek puani

C 0rnegi en diislik puani ise A 0rnegi almistir.

Kefir orneklerimize panelist grup tarafindan verilmis olan toplam duyusal
puanlarin istatistiki olarak degerlendirilmesi sonucunda ise Orneklere panelistler
tarafindan verilen toplam duyusal puanlar depolama siiresince azalmis olup, s6z
konusu azalmalarin istatistiksel degerlendirmede 6nemli (P<0.05) bulunmustur. Genel
degerlendirmede en yiiksek duyusal puanlar, depolamanin 1. giiniinde yapilan duyusal
analizlerde; en diisiik puanlar ise depolamanin 28. giiniinde belirlenmistir. Yapilan bu
tez caligmasinda K ve C (Lb. plantarum) 6rnekleri genel degerlendirmede depolama

giinlerine bagli olarak genel begeni almis ve lezzetli bulunmustur.

Kaynatilmis, pastorize ve sterilize inek siitlerine ayri ayri1 kefir danesi ve kefir
kiltira ilave edilerek iiretilen kefirlerin depolamanin 1, 6 ve 9. giinlerinde duyusal
ozelliklerinin arastirildig1 bir calismada; kefir kiiltiirii ile tiretilenler hafif bir tada sahip
bulunmusken, kaynatilmig siit ve dane ile iiretilenlerde viskozite daha yliksek
bulunmustur. En yiiksek puanlar depolamanin ilk giiniinde almistir. Kefirlerin
kabuledilebilirlik duyusal 6zellikleri i¢in 10 giinliik depolama ideal kabul edilmistir
(Oktar, 1992).

71



Siittozu, peyniralti suyu tozu ve yayikalt1 karisimlan ile {iretilen kefirlerin
fiziksel ve duyusal 6zellikleri iizerine yapilan bir arastirmada dane kullanilmasiyla
yapilmis olan kefirlerin depolama stiresince goriiniimlerine iliskin puanlarin ortalama
degerleri incelendiginde en yiiksek puan kontrol 6rneginde, en diisiik puanlar ise
slittozu-peynir suyu tozu-yayikaltt karisimlarindan hazirlanmis olan kefirde
goriilmiistiir. Buna karsilik kiiltiir kullanilmastyla iiretilmis olan 6rneklerin depolanma
siiresince ortalama goriiniim degerleri incelendiginde en yiiksek puanlari siittozu
kefiri, en diisiik puanlar1 ise peyniralti suyu tozu kefirinin aldig1 tespit edilmistir.
Kiiltiir ile elde edilen ornekler, tane ile liretilenlere nazaran daha yiiksek puanlar

almiglar ve tercih edilmislerdir (Ersoy vd., 2003).

Tongug (20006), arastrirdigi insan kaynakli probiyotik bakteri ilaveli ayranlarda
yapilan duyusal degerlendirmelerde ise panelistler, probiyotik ayran Orneklerinin
normal ayrana kiyasla tat, aroma ve kivaminin daha iyi olduklarini ve depolama stiresi

boyunca bu 6zelliklerini koruyabildiklerini belirtmislerdir.

Sulmiyati vd. (2019), yaptiklart ¢alismada kegi siitiinden yapilan ve %2, %4 ve
%6 oraninda kefir daneleri ile fermente edilen kefirlerde yapilan duyusal analizlerde
panelistler, %4 oraninda dane ilave edilmis kefirlerin tadlari kabul edilebilir seviye
olarak degerlendirilmis fakat en uygun tadin %2 dane ilaveli kefir oldugunu

belirtmislerdir.
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5. SONUC

Bu aragtirmanin amaci, farkli yardimcer kiiltiir ilave edilerek deneysel kefir
tiretimi yapmak, bazi fizikokimyasal, antimikrobiyal, antihipertansif, mikrobiyolojik

ve duyusal parametrelerinin incelenmesidir.

Kefir iiretiminde kullanilmis olan farkli yardimci kiiltiirlerin kefirin pH, asitlik,
protein, yag analizlerinde ve maya, laktobasil ve laktokok sayilarindaki,

antimikrobiyal ve antihipertansif etkinlikteki farkliliklarin temel sebebidir.

Bu arastirma sonuglarina goére; en yiiksek antimikrobiyal aktivite
Lactobacillus helveticus ilaveli kefir, en yiiksek antihipertansif etki gosteren kefir
Lactobacillus plantarum ilaveli kefir olarak belirlenmistir ve yiiksek kalitede kefir

iiretimi gergeklestirmistir.

Kefir, enteral enfeksiyonlarda tedaviye destek amacl kullanilmaktadir. Fakat
farkli yardimer kiiltiir ilavesi ile yapilmis olan kefirin mikroorganizmalar {izerine
etkinliginin arastirildigi ¢aligmalar sinirlidir. Bu ¢alismada farkli yardimer kiiltiirler ile
yapilmis olan kefirlerin bazi gram negatif ve gram pozitif bakteriler {izerine
antimikrobiyal etkinligi tespil edilmistir ve sonuclarin gidalarla bulasan enteral
patojenlerin tedavisine destek olarak kefirin kullanilmasinda yol gosterecegi

distiniilmektedir.

Daha sonraki calismalar i¢in; in vivo sistem kullanilarak bu probiyotik
bakterilerin biyoaktivitesinin arastirilmasi, probiyotik etkilerin mekanizmasinin
anlasilmasi ve bu probiyotik bakterilerin giinliik tiiketimdeki yararli etkisini daha da

dogrulamak i¢in gerekli ve 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.
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