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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KEFIR DANESINE OZGU BAZI BAKTERILERDEN VE DANEDEN URETILEN
URUNLERIN AROMA BiLESENLERININ BELIRLENMES]

Fatma Ecemnur DURAN

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miithendisligi Ana Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Tugba KOK TAS

Kefir, kefir danesi kullanilarak uygun sicaklikta siitiin fermente edilmesiyle
olusan fermente siit lrtnidir. Kefir danesi i¢inde simbiyotik ve dengeli bir
yasam siirdiiren bakteri ve mayalar farkli fermentasyonlar ile siitte bulunan
tim bilesenleri metabolize ederler ve Kkefir iiriiniini olustururlar. Olusan
organik asitler, metabolize olan seker, aminoasit kompozisyonlar1 ve aroma
bilesenleri farkliliklar ile kefirin organoleptik 6zelliklerine katki saglanir.

Arastirmamizin amaci; Kefir danesinde bulunan Lactobacillus kefiranofaciens
(LKF), Lactobacillus parakefiri (LP), Lactobacillus kefiri (LK), Lactobacillus
acidophilus (LA), Lactobacillus bulgaricus (LB), Lactobacillus casei (LC),
Lactobacillus helveticus (LH), Bifidobacterium bifidum (BB), Streptococcus
thermophilus (ST), Kluyveromyces marxianus (KM) standart suslar1 ve kefir
danesi (DK), kefir starter kiiltiirii (SK) siit ortaminda gelistirerek, o6zellikle
aroma bilesenlerini karsilastirmaktir. Ayrica tiim oOrneklerin belli bir pH'da
fermentasyon siirelerini ve mikrobiyolojik iceriklerini takip ederek; kimyasal
analizler (pH, titrasyon asitligi, kuru madde), Brookfield viskozimetre ile
reolojik oOzelikler (viskozite, kayma gerilmesi), Yiiksek Performansh Sivi
Kromatografisi (HPLC) cihazi ile organik asitler (laktik asit, asetik asit, sitrik asit
ve formik asit), seker kompozisyonlar1 (glukoz, laktoz ve galaktoz) ve Gaz
Kromotografisi-Kiitle spektroskopisiyle (GC-MS) aroma bilesenleri ve
miktarlarinin belirlenmesi ve tanimlayici analizle duyusal degerlendirmesi
yapilmistir. Bu mikroorganizmalarin kefir danesinden tretilen kefire sagladigi
organoleptik 6zelliklere katkis1 yorumlanmistir.

Uriinlerin mikrobiyolojik icerik araligi 8-9 log kob/mL korunarak ve pH 4.7’de
fermentasyon sonlandirilmistir. Kuru madde icerigi degismemis, laktik asitte
farkliliklar belirlenmistir. Tiim triinlerimiz newtoniyen olmayan pseudoplastik
akiskan davranis ve tiksotropi akis tipi gostermistir. Laktik asit icerigi en yiiksek
0.801+0.028 g/100mL ile LKF 6rneginde, en diisiik 0.574+0.044 g/100mL ile ST
orneginde bulunmustur. Asetik asit, sitrik asit ve formik asit degerleri sirasiyla
0.425-0.728 g/100mL, 0.046-0.176 g/100mL,0.116-0.164 g/100mL arasinda
degismektedir. Tim triinlerde laktoz ve glukoz seker miktarlari degismekte
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ancak istatistiksel olarak anlaml bir farklilik bulunmamaktadir. Kefir danesi
kullanilarak kefirin galaktoz miktar1 0.106£0.004 g/100mL olarak belirlenirken
en diisik galaktoz igeriginin LC 6rnegine, en yiiksek galaktoz igeriginin ise LB
ornegine ait oldugu gozlemlenmistir. BB 6rnegi 191.49 pg/L ile en yiiksek alkol
icerigine sahiptir, siralamay1 46.56g/L ile LKF 6rnegi takip etmektedir. Aldehit
grubu icerisinde en fazla 2-methylbutanal miktar1 LKF 6rneginde 10.86 pg/L
olarak tespit edilmistir. 2-biitanon, asetoin miktar1 en yiiksek daneden iiretilen
kefirde belirlenirken LKF ve LP Orneginde bulunmadigi goézlemlenmistir.
Hekzanoik asit en yliksek LKF ve LH 6rneklerinde, en diisiik BB 6rneginde tespit
edilmistir. Kefirde bulunmayan etil biitirat asetik asit etil ester, en yiiksek BB ve
KM orneklerinde belirlenmistir. Starter kiiltiir ile iliretilen kefirde terpenler
bulunmazken daneden iiretilen kefirde 2.50 pg/L olarak bulunmustur. Toplam
ucucu bilesen miktarinin en fazla BB 6rneginde, en az LA 6rneginde bulundugu
gozlemlenmistir. Duyusal analiz sonucunda en yiiksek begeniyi daneden
tretilen kefir almistir. Tek suslu mikroorganizmalardan iiretilen {rinler
arasinda en yiiksek begeni LA Ornegine aittir. En az begenilen turiin ise LB
olmustur.

Sonug¢ olarak kefire 6zgli mikroorganizmalardan elde edilen iiriinlerdeki
bilesenlerin farkli miktarlarda oldugu go6zlemlenmis ve kefir aromasini
etkiledigi ~bu c¢alisma ile desteklenmistir.  Standart (tek sus)
mikroorganizmalardan retilen {riinler ile Kkefirler arasindaki aroma
farkliliklari, mikroorganizmalarin sinerjik etkilerinden kaynaklandigini
diistindiirmektedir. Kefir danesine 6zgli mikroorganizmalarin ayri1 ayri
bilesenlerinin hesaplanmas1 ve kefir danesi kullanilarak iiretilen kefir ile
karsilastirilarak yorumlanmasi literattire katki saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kefir danesi, fermente siit Uruni, Lactobacillus
kefiranofaciens, Lactobacillus parakefiri, Lactobacillus kefiri, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus casei, Lactobacillus helveticus,
Bifidobacterium bifidum, Streptococcus thermophilus, Kluyveromyces marxianus,
aroma, organik asitler, seker kompozisyonu, duyusal, reoloji.

2020, 103 sayfa
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

DETERMINATION OF AROMA COMPONENTS IN PRODUCTS OBTAINED
FROM SOME UNIQUE BACTERIA OF ISOLATED KEFIR GRAIN AND KEFIR
GRAIN

Fatma Ecemnur DURAN

Siileyman Demirel University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Tugba KOK TAS

Kefir is a fermented dairy beverage produced by fermentation of milk with kefir
grains at optimal temperature. Kefir grains contain a microbial symbiotic
mixture of bacteria and yeasts that metabolize the components of milk by
different fermentation methods and produce kefir. The organic acids,
metabolized sugar, amino acids and aroma forming compounds improve kefir’s
organoleptic properties.

The aim of this study is to grow strains of Lactobacillus kefiranofaciens (LKF),
Lactobacillus parakefiri (LP), Lactobacillus kefiri (LK), Lactobacillus acidophilus
(LA), Lactobacillus bulgaricus (LB), Lactobacillus casei (LC), Lactobacillus
helveticus (LH), Bifidobacterium bifidum (BB), Streptococcus thermophilus (ST),
Kluyveromyces marxianus (KM) on different types of milk and Kkefir grains or
starter cultures and to compare the aroma forming compounds. Moreover, by
observing the duration of fermentation at a certain pH value and microbial
components of the sample; chemical analyses (pH, titratable acidity and dry
matter) were performed; rheological properties (viscosity, shear stress) were
determined by Brookfield Viscometer; organic acids (lactic acid, acetic acid,
citric acid and formic acid) and glucose composition (glucose, lactose and
galactose) were analyzed by High-Performance Liquid Chromatography (HPLC)
and Gas chromatography mass spectrometry (GC/MS) was used for
determination of the aroma forming compounds and their amount and
descriptive sensory evaluation was performed. We analyzed the organoleptic
properties of kefir produced from kefir grains of these microorganisms.

The microbiological content of the kefir was maintained at 8-9 log CFU/mL, and
the fermentation was terminated when the pH value of the beverage reached
4.7. No difference was detected for the dry matter content; however, there was a
difference in lactic acid. All the products were non-newtonian pseudoplastic
fluids and showed thixotropic behavior. The highest lactic acid content was
determined as 0.801+0.028 g/100mL in the LCF sample and the lowest lactic
acid content was determined as 0.574+0.044 g/100mL in ST sample. The
concentrations of acetic acid, citric acid and formic acid ranged between 0.425-



0.728 g/100mL, 0.046-0.176 g/100mL, 0.116-0.164 g/100mL, respectively. The
lactose and glucose content of products were different; however, the difference
is not statistically significant. The galactose content of kefir produced from kefir
grains was determined as 0.106+0.004 g/100mL. The lowest galactose content
was determined as 0.106+0.004 g/100mL in the LC sample and the highest
galactose content was detected in the LB sample. The BB sample had the highest
alcohol content with 191.49 pg/L, and it is followed by the LFF sample with the
alcohol content of 46.56 pg/L. Among aldehydes, the maximum amount of 2-
methylbutanal was detected as 10.86 pg/L in the LKF sample. The highest
amount of 3-hydroxy-2-butanone (acetoin) was detected in the kefir produced
from the kefir grain, and it was detected in the LKF and the LP samples. The
highest hexanoic acid content was observed in the LKF and the LH samples and
the lowest content was detected in the BB sample. Ethyl butyrate, acetic acid
and ethyl ester, which are not found in kefir, were detected in BB and KM
samples. Kefir produced from starter culture did not contain terpenes; whereas
kefir produced from kefir grains had 2.50 pg/L of terpenes. The total amount of
volatile compounds was detected as highest in the BB sample and as the lowest
in the LA sample. Pursuant to the sensory analysis, kefir produced from kefir
grains was liked the most. Among the products produced from single-strain
microorganisms, the LA sample was the most favored one, whereas the least
liked product was the LB sample.

It was observed that the components in the kefirs produced by specific
microorganisms were in varying amounts, and this study showed that the
components of kefir have an effect on its aroma. The aromatic differences
between the products produced from single-strain microorganisms and kefir
grains are considered to have stemmed from the synergistic effects of the
microorganisms. The calculation of the individual components formed by the
microorganisms that are specific to kefir grains separately and comparing the
products with Kkefir produced from kefir grains can contribute to the literature.

Keywords: Kefir, kefir grain, fermented milk product, Lactobacillus
kefiranofaciens, Lactobacillus parakefiri, Lactobacillus kefir, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus casei, Lactobacillus helveticus,
Bifidobacterium bifidum, Streptococcus thermophilus, Kluyveromyces marxianus,
aroma, organic acids, reology, sugar composition, sensory

2020, 103 pages
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1. GIRiS

Siit, memeli hayvanlarin salgiladigl, yavrunun ihtiyaci olan biitiin besin
maddelerini iceren essiz bir gida maddesidir (Demirci ve Simsek, 1997). Siit
bir¢cok besin maddesi gibi 6zelligini uzun siire koruyamaz (Demirci ve Simsek,
1997). Fermentasyon, siit gibi gidalarin raf Omriniin arttirilmasinda
kullanilmaktadir ve fermentasyon esnasinda kontrollii asitlik artisi ile tiriin
dogal olarak korunmaktadir (Farnworth, 2008; Surono ve Hosono, 2002). Siitiin
fermentasyonu M.0. 10.000 yillarina kadar uzanmaktadir ve fermentasyonun ilk
olarak sitiin dogal mikroflorasinda bulunan mikroorganizmalar tarafindan

kendiliginden gerceklestigi tahmin edilmektedir (Surono ve Hosono, 2011).

Fermente siit driinleri, kullanilan c¢esitli starter kiltlrler sayesinde
mikroorganizmalarin siitte olusturdugu fermentasyonlar ve 6zellikle laktik asit
fermentasyonuyla, farkli kivam ve aromalar olusturan siit mamiilleridir
(Demirci ve Simsek, 1997). Fermentasyon islemi gidalarin raf 6mriinii uzatmak
disinda triinilin besleyici 6zelligini ve aromasini da gelistirir (Kabak ve Dobson,

2011).

Bakteriler, mayalar ve kiifler fermentasyonu saglayan mikroorganizmalardir.
Laktik asit fermentasyonu, bakterilerin karbonhidratlar1 pargalamasiyla laktik
asidi olusturmasidir. Genellikle mayalarin karbonhidratlar1 pargalayarak etil
alkol meydana getirmesine etanol fermentasyonu, aerobik kosullarda bakteriyel
oksidasyon ile etanoldenasetik asit olusturmasina ise asetik asit fermentasyonu

denir (Ozden, 2008).

Laktik asit, CO, ve alkol fermentasyon sirasinda olusan baslica tiriinlerdir (Otles
vd., 2003). Uriinde, fermentasyon sonucunda en ¢ok acgiga cikan organik asit;

sutteki laktozun yaklasik %25’ inden elde edilenlaktik asittir (Farnworth, 2005).

Fermente sit Uriinleri, diinya genelinde yaygin olarak tiiketilmektedir. Bircok

tilkede degisik isimlerle anilan yogurt, tiiketiciler tarafindan en ¢ok tercih edilen



fermente siit urtnudur. Kefir ise yogurttan sonra ikinci sirayr almaktadir

(Farnworth, 1999).

Kefir danelerinin siite ilavesiyle fermentasyon gerceklesmekte ve bu
fermentasyon kefiri olusturmaktadir (Ozkaya vd., 2015). Kefiri diger fermente
siit Urlinlerinden ayiran o6zellik, laktik asit ve etil alkol fermentasyonlari
sirasinda meydana gelen metabolik aktiviteler sonucunda olusmasidir. Danenin
icerdigi farkh tiirlerdeki bakteri ve mayalar, metabolik aktivite sonucunda
kefirin 0zel lezzet ve aromasini olusturmaktadir. Kefir; hafif alkollii ve asidik
karakterde, karbondioksit iceren, ferahlatici bir igecektir (Glizel-Seydim vd.

2000).

Fermente bir stit icecegi olan kefir, siitte bulunan temel besin 6gelerinin ¢gogunu
icermektedir (Yetisemiyen, 1995). Fermentasyon esnasinda mikroorganizmalar
tarafindan laktozun ve proteinlerin kismen pargalanmasi, bazi vitaminlerin
sentezlenmesi ve biyoaktif maddelerin olusumu Kkefirin beslenme degerini
arttirmaktadir.Bu  0zelligi sayesinde sindirilebilirligi kolaylasan Kkefirin
icerigindeki besin bilesenlerinin viicut tarafindan emilimi artar (Leite vd., 2013).
Ayrica kefirin kolestrol, laktoz intoleransi, antitimor 6zelligi, bagisiklik sistemi
ve sindirim sistemi Uzerine olumlu etkilerinin bulundugu da tespit edilmistir

(Ozkaya vd., 2015).

Kefir daneleri laktik asit bakterileri (laktobasil, laktokok, streptokok,
leokonostok), asetik asit bakterilerini ve mayalar1 icermektedir (Liu ve Lin,
2000; Powell vd., 2007). Danedeki mikroorganizma tiirii ve orani; danelerin
orjinine, fermentasyon ve saklama kosullarina gore degisiklikler
gostermektedir. Kefir daneleri kullanilarak tretilen kefirin organoleptik
ozellikleri ayn1 danenin ayrilip ayr1 ayr siit ile fermente edilmesiyle farkliliklar
olusturabilmektedir. Bu durumun sebebi pek ¢ok faktore baghdir. Bu nedenle
danenin ve daneden elde edilen kefirin mikroorganizma tiirti hakkinda farkh
gorusler bulunmaktadir (Kurmann vd. 1992; Yaygin, 1999; Beshkova vd.,
2002;Irigoyen vd., 2003; Giizel-Seydim vd., 2005, Mumcu, 1997).



Kefir danelerinden izole edilen en yaygin Lactobacillus tiirleri ve mayalar;
Lactobacillus kefiri, Lactobacillus kefiranofaciens, Lactobacillus kefirgranum,
Lactobacillus parakefiri, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus. brevis, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus casei, Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus
gasseri, Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces lactis, Saccharomyces
cerevisiae, Torula delbrueckii, Candida kefir, Pichiafermentans,Kazachstania
unispora ve Kazachstania exigua tiirleridir (Angulo vd.,1993; Marshall, 1993;
Takizawa vd., 1998; Garrote vd., 2001; Simova vd., 2002; Zhou vd., 2009; Miguel
vd., 2010; Vardjan vd., 2013). Simbiyotik bir yasam siirdiiren bakteri ve mayalar
kefirin fermentasyonu esnasinda birbirlerinin ¢alismalarini tesvik etmektedirler
(Tamime, 2006). Bakteriler, mayalarin c¢alisabilmesi icin gerekli enerjiyi
saglarken, mayalar bakterilerin gelisimleri icin gerekli besin maddelerini

tretmektedir (Viljoen, 2001).

Kefir fermentasyonunun baslica iriinleri laktik asit, etanol ve CO,, minor
bilesenleri ise diasetil, asetaldehit, etil ve aminoasitlerdir (Rattray ve O'Connel,
2011). Ayrica fermentasyon sirasinda B1, B12, K vitamini, kalsiyum ve folik asit
miktarlarinin kefirde arttig1 belirtilmektedir (Otles ve Cagindi, 2003). Kefir,
karakteristik aromasini veren etanol, asetoin, sitrik asit, orotik asit, hippiirik asit
ve pruvik asit gibi yaklasik 40 cesit aromatik bilesen icermektedir (Giizel-
Seydim vd., 2000; Kabak ve Dobson, 2011).

Bu projenin amaglari;

» Kefir danesinde bulunan bazi mikroorganizmalari nayr1 ayr1 siit
ortaminda gelistirilmesi ve farkli kuiltir (kefir danesi ve kefir starter
kiiltiirii) kullanarak iiretilen kefirlerle karsilastirilmasi/yorumlanmasi,

» Tiim iriinlerin kimyasal ve reolojik analizlerinin yapilmasi,

» Tiim iriinlerde laktik, asetik, sitrik ve formik asit miktarinin tespit
edilmesi,

» Tim iriinlerdeki glukoz, laktoz, galaktoz miktarinin belirlenmesi,

» Tiim iriinlerin aroma bilesenlerinin tespit edilmesi,

» Buna bagli biyokimyasal yollarin yorumlanmasidir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Fermente Siit Uriinleri

Siit, disi memeli hayvanlarin yeni dogurduklar: yavrularini besleyebilmek tizere,
siit bezlerinde hayvan tiirlerine gore farkl siirelerde salgilanan, icinde yavrunun
kendi kendisini besleyecek bir duruma gelinceye kadar almak zorunda oldugu
tlim besin maddelerini gerekli oranlarda bulunduran porselen beyazi renginde
kendine has tat ve kokusu olan bir sividir (Metin, 1996). Soguk depolamanin
olmadig1 eski zamanlarda, ¢abuk bozulan siitiin daha uzun siire muhafaza
edilebilmesi amaciyla fermente siit triinleri tretilmistir (Guzel-Seydim ve Kok-

Tas, 2010a).

Tlirk Gida Kodeksi - Fermente Siitler Tebligi'ne gore fermente siit tiriinii, “Siitiin
uygun mikroorganizmalar tarafindan fermentasyonu ile pH degerinin
koagiilasyona yol acacak veya agmayacak sekilde diisiiriilmesi sonucu olusan ve
icermesi gereken mikroorganizmalar1 yeterli sayida, canli ve aktif olarak
bulunduran siit triinini” ifade eder (Anonim, 2009). Uluslararas:1 Siitciiliik
Federasyonu (IDF) fermente siit iiriinlerini “tam yagl, yarim yagh, az yagl,
yagsiz sut, konsantre siit, siit tozuyla kuru maddesi artirilmis siit, homojenize ya
da homojenize edilmemis, pastorize ya da sterilizasyon isleminden sonra
sogutulup o6zel laktik asit bakterilerini iceren starter kiltiirleriyle tek baslarina
ya da karisimlari kullanilarak fermente edilmis, icerisinde tiiketimden 6nce canli

laktik asit bakterileri iceren bir tirtin” olarak tanimlanmaktadir (Akin, 2006).

Fermente siit tirtinleri, siitiin basta laktik asit bakterileri olmak iizere belirli
mikroorganizmalar tarafindan fermente edilmesi sonucu meydana gelen farkl
kivam ve aromaya sahip triinlerdir. Siutliin fermentasyon yoluyla asitliginin
gelistirilip tirtine doniistiirilerek raf 6mriiniin uzatilmasi eskiden beri bilinen ve

uygulanan yontemlerden biridir (Atamer vd., 1988; Tamime, 1978).



Fermentasyon sonunda, kullanilan siit ¢esidi ve dominant mikrorganizma
grubuna baglh olarak, metabolik iiriinler ve aroma bilesenleri olusmaktadir
(Robinson ve Tamime, 1990). Her fermente siit iriiniinde kendine ait farkl
spesifik mikroorganizmalar bulunur ve bu mikroorganizmalarin gelisebilmesi
icin uygun kosullar gerekmektedir .Bu spesifik mikroorganizmalar siitte
bulunan besin maddelerini kullanarak temel metabolik faaliyetler sonucunda
cesitli metabolitleri olusturmaktadir. Bu mikrobiyal aktivite sonrasinda
fermente lriin kendine 6zgii tat ve aroma maddeleri ile istenilen tekstiirel
ozellikleri kazanmaktadir. Boylece farkli mikrobiyolojik, kimyasal, duyusal ve
tekstiirel 6zelliklere sahip c¢esitli fermente siit {iriinleri elde edilmektedir
(Akuzawa ve Surono, 2002; Surono ve Hosono, 2002). Fermente siit iirlinlerinin

fermentasyon tipine gore siniflandirilmasi Cizelge 2.1’de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Fermente siit Uriinlerinin fermentasyon tipi baz alinarak
siniflandirilmasi (Robinson ve Tamime, 1990)

FERMENTASYON TiPi  ALT GRUPLAR URUN

Laktik asit Mezofilik Fermente yayikalti
fermentasyonu Yayikalti icecegi
Tafil
Filmjolk
Taetmjolk
Langofil
Termofilik Yogurt
Bulgar yayikalti
Zabadi Torba yogurdu/
Labne
Chakka

Terapotik Bifigurt®
Asidofiluslu siit
ABT yogurt
Yakult
BRA
Biogarde®

Laktik asit-maya Kefir

fermentasyonu Kimiz
Asidofiluslu ve mayali
sut

Laktik asit-kuf Viili
fermentasyonu




Fermente siit iirtinlerinin, ¢ok eski yillardan beri insan beslenmesinde 6nemli
bir yeri vardir. Buglin taninan bir¢ok fermente siit tirtintiniin ilk olarak Orta
Asya ve Balkanlar'da iiretildigi bilinmektedir. Incil’deki kayitlara gore, Hz.
Ibrahim ii¢ melege fermente edilmis ve tatlandirilmis siit sunmugstur. Baska bir
hikdyeye gore ise melekler cennetten yogurt benzeri fermente sit {riint
bulunan kase getirmislerdir. Yogurdun ilk defa nerede iiretildigi ile ilgili olarak
cok farkli bilgiler bulunmaktadir. Ancak en eski kaynaklar yogurdun Tirkler
tarafindan yapildigini desteklemektedir. Avrupa’da 20. ylizyilda, Amerika’da 60
yildir taninmaya ve {retilmeye baslanan yogurdun 1000 yil 6nce Tiirk
tilkelerinde yapildigina iliskin bilgiler “Kutadgu Bilig” ve “Divam1 Lugat-1-Turk”
eserlerinde bulunmaktadir (Tamime ve Deeth, 1980; Dayisoylu, 1997; Yaygin,
1999; Akin, 2006).

Diinyada farkli isimler ile bilinen ancak temelinde birbirine yakin 6zellikler
gosteren 400’den fazla siit iirtini bulunmaktadir. Mikroorganizmalar: etkisiz
hale getirmek amaciyla siitiin kaynama noktasina kadar isitilmasi, ardindan
sitiin uygun sicakliga sogutulmasi ve starter Kkiiltiir gorev gérmesi icin bir
miktar fermente sit ilavesi gibi asamalarla fermente siit {iriinlerinin tiretimi
gerceklesir. Diinya geneline bakildiginda fermente siit iiriinleri geleneksel yolla
tretilmekle beraber gilinlimiizde sehirlesme, tliketici bilincinin gelismesi,
probiyotik ve fonksiyonel gidalara yonelim gibi durumlar, bu irtnlerin ticari
olarak siit firmalarinin pazar lriinleri arasina girmesini saglamistir (Ender vd.,

2006).

Endiistriyel boyutta iretilmis starter Kkiiltiirler yaklasik 100 yildir siit
trinlerinde kullanilmaktadir. Bilingli starter kullanimi 19. yilizyilin sonlarinda
baslamakla birlikte yogurt ve peynirle ilgili arkeolojik bulgular giiniimtizden
6000 y1l Oncesine dayanmaktadir. Giliniimiizde basta laktik asit tretimi,
proteolitik aktivite, faj direncliligi, aroma olusturma giicii vb. gibi 6zellikler goz
oniinde bulundurularak secilmis starter kiiltiirler sit triinleri endiistrisinde

yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Tunail ve Késker, 1989; Halkman, 1991).



Siit irinlerinde starter kiltiirler kullanilmasinin temel amaci kendine 6zgi
duyusal 6zellikler tasiyan iiriinlerin elde edilmesidir. Uriin elde edilirken ortaya
cikan laktik asit ve H,0, gibi metabolitlerin iiriine bulasabilen c¢esitli
kontaminant mikroorganizmalarin gelismini engelledigi de belirtilmektedir

(Barefoot ve Nettles,1993; Daeschel, 1989; Lewus ve Montville, 1991).

Fermente siit Urtnlerinde bulunan laktik asit gerek triin eldesinde gerek
duyusal ozelliklerde kendini acgikca belli etmekle birlikte temel metabolit
durumundadir. Laktik asit bakterileri fermentasyon esnasinda ortamdaki
laktozu, permeaz enzim sistemi ile hiicre zarindan igeriye alir, 3-galaktozidaz
enzimi ile glukoz ve galaktoz 6-fosfat’a hidroliz eder. Glukoz dogrudan glikolize
girerek piruvata donislr, piruvattan da laktat dehidrogenaz enzimi ile laktik

asit meydana gelir (Hutkins ve Ponne, 1979; Rasic ve Kurman,1978).

Bazi laktik asit bakterileri glukozlu substrat ve oksijenli ortam ile NADH oksidaz
aktivitelerinde artis gosterir. Bu enzimin aktivitesi sonucu ortamda belirli

miktarda H,0, olusturur (Murphy ve Candan, 1984).

Fermente sit uriinlerinde lezzet ve aromanin olusumunda, starter kiiltiirlerin
faaliyeti etkili olmaktadir. Asetaldehit ve diasetil fermente siit Uriinlerinin
karakteristik aroma bilesikleridir (Tazanetaki ve Mastrojonnaki, 1988).
Mikroorganizmalar siitte bulunan sitrat ve/veya ara urin olan piruvat
fazlasindan yararlanarak diasetili olusturmaktadir. Sitrat liyaz enzimi sitrat
metabolizmasinda 6nemli rol oynar. Diger bir aroma bileseni olan asetaldehitin
baslica kaynaginin da laktozun indirgenmesi oldugu ve valin gibi aminoasitlerin
tranformasyonuyla olustugu disiiniilmektedir (Rasic ve Kurman, 1978).
Fermente sit {urlnlerinde kullanilan starter kiiltirler Cizelge 2.2'de

gosterilmistir.



Cizelge 2.2. Fermente siit tUriinlerinde kullanilan starter kiiltiirler (Kurmann ve
Rasic, 1988; Tamime ve Robinson, 1999)

FERMENTE SUT URUNLERI  STARTER KULTUR

Acidophilus milk L. acidophilus

Biogarde® S. thermophilus, L. acidophilus, B. bifidum
Biyoyogurt® S. thermophilus, L. acidophilus
Bifiyogurt® B. bifidum, S. thermophilus

Buttermilk (Bulgaristan)

L. delbrueckii subsp. bulgaricus

Buttermilk (kultiir ilaveli)

Ticari tereyag starteri;

Lactococcus lactis subsp. lactis, Lc. lactis
subsp.cremoris, Lc. lactis subsp.lactis biovar
diacetylactisveLeuconostoc mesenteroides
subsp. cremoris

Cultura

L. acidophilus, B. bifidum

Dahi

S. thermophilus, L. delbrueckii subsp.
bulgaricusyadalLc. lactis subsp.lactis, Lc. lactis
subsp. cremoris, Lc. lactis subsp.lactis biovar
diacetylactis

Dadih

L. casei subsp.casei, L. paramesenteroides,
Lc. lactis subsp.lactis, Lc. lactis subsp.
cremoris, Lc. lactis subsp.lactis biovar
diacetylactis

Filmjolk

Lc. lactis subsp.lactis, Lc. lactis subsp. lactis
biovar diacetylactis, L. mesenteroides
subsp.cremoris

Kefir

Lc. lactissubsp.lactis, Lc. lactis subsp.cremoris,
Lc. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis, L.
mesenteroides subsp. cremoris, L.
mesenteroides subsp.dextranicum, S.
thermophilus,

L. delbrueckii subsp.bulgaricus, L. acidophilus,
L. helveticus, L. kefir, L. kefiranofaciens, K.
marxianus, Saccharomyces spp.

German kefir

Lc. lactis subsp. lactis, Lc. lactis subsp.lactis
biovar diacetylactis,Lc. lactis subsp.cremoris,
S. thermophilus,L. acidophilus, L. lactis, L.
brevis,C. kefyr

Kimiz L. acidophilus, L. delbrueckii subsp.bulgaricus,
S. lactis, Torula koumiss

Tatmjolk Filmjolk gibi

Villi Filmjolk gibi, Geotrichum candidum ilaveli

Yakult L. paracasei subsp.paracasei, L. casei Shirota

Yogurt S. thermophilus, L. delbrueckii subsp.

bulgaricus




2.2 Kefir

Kefir; Kuzey Kafkasya kokenli, inek, koyun, keci ve kisrak siitiine kefir danesi
eklenerek elde edilen, etil alkol ve laktik asit fermentasyonlarinin birlikte
olustugu hafif asidik karakterde, ferahlatan bir icecektir (Alptekin ve Uyar,
1997;0zsoy vd., 1998; Yaygin, 1994).

Kefir kelimesinin Tiirk¢e’de keyif veren, mest eden anlaminda kullanilan “keyf”
sozciglinden tiredigi bilinmektedir (Wiese, 1986). Kafkasya'da ise keyf
kelimesi “en iyi yapilan” anlamina gelmektedir (Klupsch, 1984). Tirk Gida
Kodeksinde kefir; fermentasyonda spesifik olarak Lactobacillus kefiri,
Leuconostoc, Lactococcus ve Acetobacter cinslerinin degisik suslar ile laktozu
fermente eden (Kluyveromyces marxianus) ve etmeyen mayalar1 (Saccharomyces
unisporus, Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces exiguus) iceren starter
kiltiirler ya da kefir tanelerinin kullanildig1 fermente siit tiriini olarak ifade

edilir (Tirk Gida Kodeksi, 2009).

Kefir danesinin ilk olarak nerede ve nasil bulundugu bilinmemekle birlikte kefir
danelerinin kullaniminin ilk defa Kafkasya’da Elbe nehri kiyisindaki 2500 m
ylkseklikteki Karatscajeff dag koylinde yapildigr séylenmektedir. Ke¢i tulumu
icinde daneler ile sutin pihtilastirildigl, tulumun yazin evin disinda, kisin ise
evin icinde birakildigi, bu sirada igerisinde fermente olan siit alinilarak i¢ildigi
ve yerine yeni sut eklendigi bildirilmektedir (Weis ve Burgbacher, 1986;
Koroleva, 1988; Stepaniak ve Fetlinski, 2002).

Bir rivayete gore Kkefir danelerini Hz. Muhammed’in Ortodoks insanlarina
verdigi ve nasil kullanilacaklarin1 da anlattig1 soylenmektedir. Danelerin nasil
yapildiginin kimseye anlatilmadigi ve anlatilirsa sihrinin bozulacagl
soylenmistir. Bu sebeple de danelerin kaynagi asla 6grenilememistir (Koroleva,

1988).

Kafkasya’'da tretilen kefirin 19. yiizyilin sonlarina dogru besleyici degeri ve

fizyolojik 6zelliklerinin anlasilmasiyla Dogu ve Orta Avrupa tlkelerinde tiretimi



baslamistir (Alpkent ve Demir, 2004). 1930’lu yillarda endiistriyel anlamda ilk
kefir Uretimi; siitiin, cam siselerde dane ile inokiile edilerek pihti olusuncaya
kadar termostatta bekletilmesi ve daha sonra sogutularak tiiketilmesi ile
baslamistir. 1950°1li yillarda Rusya’daki bir arastirma enstitiisii kefir tiretim
metodu gelistirerek glinlimiizde geleneksel yontemle iiretilen kefire benzer,

trtn elde edilmesini saglamistir (Koroleva, 1988).

Ulkemizde kefirin ilk ambalajli iiretimi 1980’li yillarin ortasinda gerceklesmis ve
2005 yilinda %59 ilretim artisi gorilmistiir. Glniimiizde farkli hacim ve
aromalarla (sade, light, meyveli vs.) kefirin liretimi yapilmaktadir (Karagézli ve

Dumanoglu, 2011).

Kefir danesinde bulunan bakteri ve maya tiirleri simbiyotik aktivite ile laktik
asit ve alkol fermentasyonlarini bir arada gerceklestirerek aroma bilesenlerini

olusturmaktadir (Unliitiirk ve Turantas, 1998; Yilmaz vd., 2006).

Diinyanin bir¢ok yerinde saglik lizerindeki olumlu etkileri ve fonksiyonel
ozellikleri bilinmekte olan kefir, her yastan insanin tiikettigi begenilen bir {iriin

olma 6zelligi tasimaktadir (Giizel-Seydim vd., 2010).

2.3.Kefir Danesi

2.3.1. Fizikokimyasal 6zelligi

Sarimtirak renkte, 1-6mm arasi ¢apa sahip karnabahar gériinlimiinde bulunan
kefir danesi, icinde bir miktar yag ve kazein bulunduran kefiran adi verilen
polisakkaritten olusur. icerisinde bulunan bakteri ve mayalar simbiyotik halde
yasamlarini siirdirmektedir (Wang vd., 2008; Yaygin, 1994; Klupsch, 1984;
Beshkova vd., 2002). Kefir danesinde bulunan laktik asit bakterileri (LAB) ve
mayalarin fermentasyonu sonucu laktik asit, CO,, az miktarda etanol ve aroma
bilesenleri (asetaldehit, aseton, diasetilden) olusur. Bu molekiiller ile kefirin

essiz duyusal karakterleri tamamlanir (Giizel-Seydim vd., 2011).

10



Kefir danesi yapiskan ve yumusak olmamali, elastiki yapida olmalidir. Dane
dikkatli bir sekilde temiz ortamda muhafaza edildigi zaman yillarca
kullanilabilmektedir. Kefir daneleri, steril suda yikandiktan sonra 4-5 °C’ de
nemli halde 8-10 giin saklanabilmektedir. Danenin aktiflestirilmesi i¢in steril
siite %2 oranindadane eklenir ve 24°C’ de 22-24 saatte siitii pthtilagtiran dane
aktif hale gelir. Kefir danelerinin mikrobiyotasini korumak i¢in, dondurma,
liyofilizasyon ve buzdolabinda muhafaza gibi cesitli teknikler kullanilmaktadir

(Witthuhn vd., 2005).

2.3.2. Mikrobiyolojik 6zelligi

Danedeki mikroorganizma tiirii ve birbirilerine orani, danelerin orijinine bagh
olarak farklilik gostermektedir (Yaygin, 1994).Cizelge 2.3’de kefir danesinden
izole edilen bazi bakteri ve mayalar gosterilmistir. Kefire 6zgl laktik asit
bakterileri Lactobacillus grubunda en yaygin tiir L. kefiranofacies subsp.
kefiranofaciens, L. kefiranofaciens subsp. kefirgranum, L. kefiri ve L. parakefiri’dir
(Dobson vd., 2011; Leite vd., 2012; Hamet vd., 2013; 2016; Vardjan vd., 2013;
Nalbantoglu vd., 2014; Garofalo vd., 2015; Korsak vd., 2015).

Cizelge 2.3. Kefir danelerinde belirlenmis bakteri ve maya tiirleri (Giizel-Seydim ve
Kok-Tas, 2019)

Lactobacillus/Lactococcus Ulke/Bolge Kaynaklar
Tiirleri
Lactobacillus kefiri Arjantin, Kandler ve Kanuth 1983; Pintado vd.,
Brezilya, 1996; Giizel-Seydim vd., 2005; Chen
Yunanistan, vd., 2008; Giizel-Seydim vd., 2011,
Tibet Hamet vd., 2013; Garofalo vd., 2015
Lactobacillus kefiranofaciens  Tiirkiye Fujisawa vd.,1988; Pintado vd., 1996;
Brezilya, Chen vd., 2008; Magalhaes vd., 2010;
Belgika, Kok-Tas vd., 2012; Hamet vd., 2013;
Italya, Tibet, Garofalo vd., 2015
Lactobacillus kefirgranum Belgika, Takizawa vd., 1994; Chen vd., 2008;
Italya Magalhaes vd., 2010; Vardjan vd.,
2013; Garofalo vd., 2015
Lactobacillus parakefiri Arjantin Takizawa vd., 1994, Hamet vd., 2013;
Vardjan vd., 2013
Lactobacillus acidophilus Arjantin, Chen vd., 2008; Chen vd.,2012;
Ispanya, Kok-Tas vd., 2012
Tiirkiye
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Cizelge 2.3. Kefir danelerinde belirlenmis bakteri ve maya tiirleri (Giizel-Seydim ve
Kok-Tas, 2019) (Devam)

Lactobacillus amylovorus Brezilya, Fujisawa vd.,1988; Leite vd.,2012
Danimarka
L actobacillus brevis Ispanya Wang vd., 2008
Lactobacillus buchneri - Kim vd.,2016
Lactobacillus casei Ispanya, Wang vd., 2008; Zhou vd., 2009;
Tibet Gulitz vd., 2011; Dick vd., 2015
Lactobacillus crispatus Arjantin, Garbers vd., 2004; Zhou vd., 2009;
Giliney Kok-Tas vd., 2012
Afrika,
Tiirkiye
Lactobacillus delbrueckii Giiney Afrika Koroleva vd., 1991; Santos vd., 2003;
Witthuhn vd., 2004;
Dick vd., 2015
Lactobacillus fermentum Giiney Witthuhn vd., 2004; Wang vd., 2008
Afrika,
Ispanya
Lactobacillus gasseri Ispanya Wang vd., 2008
Lactobacillus gallinarum Giiney Afrika Garbers vd., 2004
Lactobacillus helveticus Arjantin, Zhou vd., 2009; K6k-Tas vd., 2012
Tibet,
Tirkiye
Lactobacillus jensenii - Kim vd., 2016
Lactobacillus johnsonii - Kim vd., 2016
Lactobacillus otakiensis Arjantin, Zhou vd., 2009; Garofalo vd., 2015
Italya
Lactobacillus parabuchneri - Kim vd., 2016
Lactobacillus paracasei Arjantin Hamet vd., 2013
Lactobacillus plantarum Tibet Miguel vd., 2010; Zanirati vd., 2015
Lactobacillus reuteri Tiirkiye Kok-Tas vd., 2012
Lactobacillus rhamnosus Ispanya Koroleva ve Robinson, 1991; Wang
vd., 2008
Lactobacillus viridescens Isyanya Wang vd., 2008
Lactococcus cremoris - Kim vd., 2016
Lactococcus lactis Arjantin, Pintado vd., 1996; Chen vd., 2008;
: Zhou vd., 2009; Leite vd., 2012
Brezilya,
Tibet
Leuconostoc lactis Giiney Afrika  Witthuhn vd., 2004
Leuconostoc mesenteroides Giiney Witthuhn vd., 2004; Chen vd., 2008
Afrika, Tibet
Streptococcus thermophilus Tiirkiye Kok-Tas vd., 2012
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Cizelge 2.3. Kefir danelerinde belirlenmis bakteri ve maya tiirleri (Giizel-Seydim ve
Kok-Tas, 2019) (Devam)

Asetik asit Bakterileri

Acetobacter lovaniensis Belgika Magalhaes vd., 2010

Acetobacter pasteurianus Arjantin Garrote vd., 2001

Acetobacter syzygii Brezilya Zanirati vd., 2015

Mayalar .

Candida albicans Ispanya Wang vd., 2008

Candida friedricchi Ispanya Wang vd., 2008

Candida holmii Ispanya Wang vd., 2008

Candida kefir Ispanya Wang vd., 2008

Candida lambica Giliney Afrika Garbers vd., 2004

Kazachstania aerobia Italya Garofalo vd., 2015

Kazachstania servazzii Italya Garofalo vd., 2015

Kazachstania solicola Italya Garofalo vd., 2015

Kazachstania unispora Brezilya, Leite vd.,2012; Garofalo vd., 2015
Italya

Kluyveromyces dobzhanskii Tiirkiye Kok-Tas vd., 2012

Kluyveromyces lactis - Kim vd., 2016

Kluyveromyces marxianus Brezilya, Zhou vd., 2009; Magalhaes vd., 2010;
Tibet Vardjan vd., 2013

Pichia fermentas Tayvan Wang vd., 2008

Saccaromyces unisporus Portekiz, Pintado vd., 1996; Wang vd., 2008
Tayvan

Saccaromyces cerevisiae Brezilya, Garbers vd., 2004; Witthuhn vd.,
Giiney 20045 Zhou vd., 2009; Garofalo vd.,

2015;

Afrika,

Italya, Tibet

Saccaromyces turicensis

Tayvan

Wang vd., 2008

Torulospora delbrueckii

Ispanya

Wang vd., 2008

Kefirde bulunan heterofermentatif laktik asit bakterilerinin laktozu fermente

etmesi ile laktik asit ve CO,; sitrat pozitif suslarin sitrati kullanmasi ile diasetil,
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asetaldehit, etanol ve asetat olugsmaktadir. Tim bu bilesenler Kkefirde
karakteristik lezzetin olusumunu saglamaktadir. Ayrica kefir danelerinde
Acetobacter aceti ve Acetobacter rasens gibi asetik asit bakterileri de

bulunabilmektedir (Rattray ve O’Connell, 2011).

Homofermentatif laktobasillerin danenin mikrobiotasi en 6nemli boliimiini
olusturmasi ile birlikte kefir danesinin dis polisakkarit katmani olan kefiranin
Lactobacillus kefiranofaciens’in Saccharomyces cerevisiae ile beraber gelismesi
durumunda tretildigi bildirilmektedir (Nale, 2013; Rattray ve O’Connell, 2011).
Kefiranin iiretiminde rol oynayan Lactobacillus kefiranofaciens kefir danesinin
yluzey kisminda ve merkezinde bulunurken Lactobacillus kefir danenin sadece

ylzey kisminda yogunlasmaktadir (Arihara vd., 1990).

Lactobacillus parakefiri kefir danelerinden izole edilmistir. Hiicreleri gram
pozitif, hareketsiz ve spor olusturmaz. 5 giinliik inkiibasyondan sonra koloni
caplar1 0.5-2.0 mm olarak ve diizensiz daireler seklinde, opak ve beyaz
gozlemlenmistir. Fakiiltatif anaeorobiktir. 45°C’de gelisim gozlenmezken,
15°C’de iyi gelisim gostermistir. Heterolaktik fermentasyonla L-laktik asit ve

CO; iiretir (Takizawa vd., 1994).

Lactobacillus casei gram pozitif, fakiiltatif heterofermentatif, fakiiltatif anaerob
bir bakteridir. Hareketsizdir ve spor olusturmaz. Hiicreleri 0.7-1.1 x 2.0-4.0 mm
biiytikliginde olup c¢ubuk seklindedir. Diger LAB gibi aside toleranslhidir.
Porfirin sentezleyemez. 6-fosfoglukanat, fosfoketolaz yoluyla pentozlardan ve
Embden-Meyerhof yoluyla heksoz sekerlerinden laktik asit tretir. 15 °C’de
gelisme gosterirken 45 °C’de gelisemez (Aydin, 2000; Wu vd., 2009). ilk kez
peynirde bulunan izolatlardan tanimlanmistir. Siitii peynire donustirdigi icin
‘caseification’ yani ‘peynirlestirme’ anlamina gelen ‘casei’ ismi verilmistir.
Endustriyel acidan Lactobacillus casei suslar1 probiyotik lrtlnlerde, siit ve et
fermentasyonu icin asit Ureten starter kiiltiirlerde lezzet gelisimini

hizlandirmak, kuvvetlendirmek amaciyla kullanilmaktadir (Fonden vd., 2000).
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Lactobacillus helveticus Isvigre tipi ve Italyan yash peynirlerin ve fermente siit
iceceklerinin imalatinda yaygin olarak kullanilan homofermentatif, termofilik
bir laktik asit bakterisidir (Gatti vd., 2004; Vinderola vd., 2007a). ilk olarak
1919'da Orla Jensen tarafindan Thermobacterium helveticum olarak
tanimlanmistir. Bakterinin ilk izolasyon kaynag1 olan Emmental peyniri yiiksek

sicaklikta iiretildigi i¢in “termos” 6n eki kullanilmistir (Naser vd., 2006).

Isvicre tipi peynirlere ek olarak, bu tiirlere ait suslar, uzun siire olgunlastirilan
Italyan peynirlerinden elde edilen dogal peynir alti suyu Kkiiltiirlerinde de
bulunur. Bu da siddetle bu tiiriin birincil habitatinin siit ortami oldugunu

distindiiriir (Giraffa vd., 2000).

1900 yilinda Moro isimli bir arastirmaci tarafindan anne siitiiyle beslenen
bebeklerin diskisindan izole edilen Lactobacillus acidophilus, 1936’da Orla-
Jensen ve Winther tarafindan “Thermobacterium intestinale” olarak
adlandirilmistir. 1970 yilinda ise Hansen ve Morquot, Lactobacillus acidophilus
ismini resmen kabul etmistir (Kilig, 2008). Cubuk veya kokobasil sekilli, gram
pozitif ve katalaz negatiftir. Hareketsizdir ve spor olusturmaz. Anaerob veya
fakiiltatif anaerob olan bu bakterinin optimum gelisme sicakligi 35-38°C, pH

aralig1 5.5-6.0 arasindadir (Gomes ve Malcata, 1999).

Lactobacillus  bulgaricus  Orla-Jensen  tarafindan  tamimlanmis  ve
Thermobacterium bulgaricum olarak adlandirilmistir (Farrow ve Collins, 1984).
Lactobacillus delbrueckii'nin bir alt tiirti olarak yer alan Lactobacillus bulgaricus
gram-pozitif, tekli, ikili veya zincir formda bulunabilen ¢ubuk seklinde (0.5-0.8 x
2-9 um), hareketsiz ve sporsuz bir bakteridir (Ozer, 2006). Optimum gelisim
sicakligl 42-45°C olmakla birlikte termofiliktir. Optimum gelisme pH’s1 5.2-5.5
arasindadir. Anaerobik kosullarda iyi aktivite gostermektedir. Zorunlu
homofermentatiftir ve laktozun yam1 sira glukoz ve fruktozu da
kullanabilmektedir. Ender kosullarda galaktoz ve mannozu metabolize
edebilmekte ve laktoz metabolizmasi sonucunda laktik asit, karbonil bilesikleri,

etil alkol ve ugucu yag asitlerini olusturmaktadir (Axelsson, 1998; Tamime ve
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Robinson, 2007). Lactobacillus bulgaricus'un baz1 suslarinda ekzopolisakkariti

sentezleme yetenegi bulunmaktadir (Hammes ve Vogel, 1995).

Termofilik karakterli Streptococcus thermophilus ilk kez 1919 yilinda Orla-
Jensen tarafindan laktik streptokok olarak tanimlanmistir (Pearce ve Flint,
2002; Farrow ve Collins, 1984). Gram-pozitif, capt 1 pm’nin altinda, yuvarlak
veya ovoid, tekli, ¢iftli veya uzun zincirler seklinde bulunabilen bu bakterinin
optimum gelisim sicaklig1 40-45 °C; optimum gelisim pH’s1 6.0-6.5 arasindadir.
Fakiiltatif anaerobik olan S. thermophilus laktoz ve sakkarozu fermente
edebilmektedir. Fakat monosakkaritler iizerindeki etkisi cok zayiftir (Tamime
ve Robinson, 2007; Nielsen wvd. 2009; Sinha, 1991). Baslica laktoz
fermentasyonu trinleri laktik asit, asetaldehit ve diasetil olmakla birlikte L(+)

laktat liretmektedir (Tamime ve Robinson, 2007; Herve-Jimenez vd., 2008).

Ik olarak 1899-1900 yillar1 arasinda Henry Tissier tarafindan anne siitiiyle
beslenen bebeklerin diskisindan izole edilen bifidobakteriler Bacillus bifidus
communis olarak isimlendirilmistir. 1919 yilinda Castellini ve Chalmers
Bacterium bifidus olarak adlandirmis ancak bu isim sonraki yillarda
Lactobacillus bifidus olarak degismistir. Denhert tarafindan yapilan ¢alismalar
sonucunda bifidobakterilerin laktobasillerden farkli oldugu belirlenmis ve bu
bakteriler Bifidobacterium spp. olarak kabul edilmistir (Kilig, 2008).
Bifidobakteriler; gram pozitif, spor olusturmayan, hareket etmeyen ve zorunlu
anaeroblardir (Barrett vd. 2011). Cubuk seklinde olup gaz tretmezler.
Optimum gelisim sicakligit 37-41°C, optimum pH araligi 6.0-7.0 arasindadir
(Gomes ve Malcata, 1999). Bu bakteriler glikoz, galaktoz ve fruktozu fermente
ederler ve CO, uiretmezler. Bifidobacterium bifidum laktik asit yapma yetenegine

sahiptir ve stitiin pihtilasmasina neden olur (Jones ve Collins, 1986).

Kluyveromyces marxianus ilk olarak 1888 yilinda E.C. Hansen tarafindan
tanimlandi. O dénemde bu mayay1 Uziimlerden izole eden Marx’tan sonra
Saccharomyces marxianus adini ald1 (Lodder ve Kreger-van Rij, 1952). 1956’da
van der Walt tarafindan Kluyveromyces cinsinin tanimlanmasiyla bu tiire

transfer edildi (van der Walt., 1956) .K. marxianus respiro-fermentatif
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metabolizma yetenegine sahip, ayni anda hem solunum yoluyla TCA
dongiisiinden hem de etanol fermentasyonundan enerji liretebilen aerobik bir
mayadir (Rocha vd.,2011). Solunum ve fermentasyon metabolizmalari
arasindaki denge susa 6zgilidiir. Ayni zamanda intilin, glukoz, rafinoz, siikroz ve
laktoz'u etanole fermente eder (Lane ve Morrissey, 2010; Kurtzman vd.2011).
Bu tiirlin crabtree negatif oldugu diistiniiliir yani sekerleri S. cerevisiae gibi
crabtree pozitif cinsler kadar etkili bir sekilde etanole doniistiiremez (Lane vd.,
2011). K. marxianus, 40 °C'de yiiksek bir biliyiime orani gosteren sicakliga

dayanikli bir mikroorganizmadir (Yang vd., 2015).

Tunay (2018) yaptig1 calismada kefir danesine 6zgili bazi probiyotik bakterilerin
ve yararli diger bakterilerin kefirle beslenen annelerin siitlerine gecisini
kantitatif polimeraz zincirreaksiyonu (qPCR) ile kalitatif ve kantitatif olarak
aragtirmistir. Kefire 6zgli mikroorganizmalarin dogal kefir danesinden iiretilen
kefirdeki icerigini analiz etmistir veL. kefiranofaciens igerigini 3.55 log kob/mL,
L. parakefiri igerigini 5.78 log kob/mL, L. kefiri igerigini 3.25 log kob/mL, L. casei
icerigini 0.99 log kob/mL,L. acidophilus igerigini 1.56 log kob/mL,L. helveticus
icerigini 3.22 log kob/mL, L. bulgaricus igerigini 2.54, B. bifidum icerigini 1.69
log kob/mL, S. thermophilus igerigini 2.98 log kob/mL olarak bulmustur.

Atilgan (2018) 'in in vivo kosullarda yaptig1 tez ile deney hayvanlarina kefir
danesi ile tiretilen kefiri 300 pL/glin olarak tiikettirerek kefir danesine 6zgii
mikroorganizmalarin hayvanlarin bagirsaklarina transferini goézlemlemistir.
Dogal kefir tiiketen farelerin 15. giinde gaita 6rneklerinde L. kefiranofaciens
icerigini 2.848 log kob/g, L. kefiri icerigini 2.147 log kob/g, L. parakefiri icerigini
4.875 log kob/g, L. acidophilus igerigini 1.784 log kob/g, L. casei icerigini 1.540
log kob/g, L. helveticus igerigini 1.439 log kob/g, B. bifidum igerigini 2.354 log
kob/g olarak belirlemistir.

Guzel-Seydim vd. (2005) elektron mikroskobu ile inceledigi kefir danesinin dis
kisminda gordiigiu laktobasillerin, mayalarin ve fibrillar maddenin kefiran
olabilecegini belirtmislerdir. Mayalarin en c¢ok kefir danesinin dis kisminda

bulundugunu ve kefir danesinin i¢ kisimlarinda laktobasillerin bulundugunu
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ancak mayalarin bulunmadigin1 belirtmislerdir. Bu durumda mayalarin dis
ylzeyde koloni olusturmalarinin sebebinin aerob olmalar1 dolayisi ile

gerceklesebilecegini bildirmislerdir.

Dane mikroflorasinin % 65-80° ini laktobasiller (homofermentatif,
heterofermentatif; mezofil ya da termofil), % 20’ sini streptokoklar ve % 5’ ini

mayalar olusturmaktadir (Libudzisz ve Piatkiewicz, 1990; Wszolek, 2001).

Hijyenik olmayan kosullarda kefire koliformlar, Mycoderma ve Geotrichum
candidum gibi mikroorganizmalar bulasabilmektedir ancak koliform grubu
mikroorganizmalar dogal kefir mikroflorasinda inhibe olmaktadir. Kefirin
depolama sliresinin uzamasi Mycoderma ve Geotrichum candidum gelisimini
arttirabilmektedir (Koroleva, 1988). Kefir danesinde bulunan
mikroorganizmalar laktik asit ve bakteriyosin gibi {riinler iretir ve bu
bilesenler siitte bulunan patojen ve triinde bozulmaya sebep olan

mikroorganizmalarin gelisimini engellemektedir (Chen vd., 2008).

Kefirin bilesimini, kimyasal 6zelliklerini ve mikrobiyotasi; kefir danesinin orjini,
kefir yapiminda kullanilan sitlin nitelikleri, inkiibasyon sicaklig1 ve siiresi,
depolama sartlar1 ve siiresi gibi faktorler etkilemektedir. Ayrica kefirin
tretildigi isletmenin hijyen ve sanitasyon uygulamalari da kefiri 6nemli

derecede etkilemektedir (Koroleva, 1988; Giizel-Seydim vd., 2005).

Glizel-Seydim vd. (2005) yaptiklar1 ¢alismada Kkefirin fermentasyonu siliresince
pH degerindeki degisimleri gozlemlemislerdir. Sonu¢ olarak; fermentasyon
esnasinda laktik asit bakterilerinin gelisimiyle 6rnegin pH’sinin 6.39’dan, 5.
saatte 6.05; 10. saatte 5.75; 15. saatte 5.31 ve 22. saatte 4.55’e distiginu

belirlemislerdir.

Danelerin icerdigi mikroorganizmalarin esas fonksiyonunun laktoz
fermentasyonu, laktik asit lretimi ile kefir siitiinde patojenik
mikroorganizmalarin gelisimini engelleyen bakteriositlerin, peroksitlerin ve

antibiyotiklerin tretilmesi oldugunu bunun da hastaliklarin ya da uzun siiren
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hastalik tedavisinin neden oldugu bagirsak bozukluklarinda kefirin bagirsagin
normal florasi {izerine olumlu etkisi seklinde yorumlanabilecegi 06ne

strilmiistiir (Rehm, 1983).

2.4.Kefir Uretimi

2.4.1.Geleneksel kefir iiretimi

Geleneksel kefir iiretiminde ¢ig siite 85-90 °C'de 1s1l islem uygulamasindan
sonra, siit 25 °C’ye sogutulur. Sogutulan siite %2 oraninda Kefir danesi ilavesinin
ardindan 25 °C'de 18-24 saat fermentasyona birakilir. Fermentasyonun
tamamlanmasiyla daneler siizge¢ ile kefirden alinarak muhafaza edilir. Elde
edilen kefir ise 4°C’de depolanir ve daha sonra tiiketime sunulur (Karagozlii ve

Kavas, 2000).

Kefir iiretiminde kefir danesi ile iiretilen kefir ve starter kiiltiir kullanilarak
liretilen kefir arasinda bilesim ve duyusal 6zellikleri olarak énemli farkliliklar
vardir. Yapilan arastirmalarda kefir danesi kullanilarak iiretilen kefirin, starter
kiltiir kullanilarak tretilen kefire gore daha yogun aroma icerdigi ve starter
kiltiir kullanilarak tretilen kefirin; asitliginin az, yapisinin kremsi oldugu
gozlemlenmistir (Otsoa vd. 2006). Sekil 2.1’de geleneksel Kkefirin iiretim

asamalar1 gosterilmistir.
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Cig Siit
Is1l islem (85-90°C)
Sogutma (25°C)
Kefir Danesinin Ilavesi (%2)
Fermentasyon (18-24 saat)
Sogutn*a (4°C)

Sekil 2.1. Geleneksel kefir tiretimi

2.4.2.Endiistriyel kefir iiretimi

Endiistriyel kefir liretiminde ticari liyofilize kefir kiiltiirii veya kefir danesi
kullanimiyla gergeklestirilen iki ¢esit liretim mevcuttur. Cig siitiin kuru madde
ve yag standardizasyonu yapildiktan sonra siit homojenizasyon ve
pastorizasyon islemlerine tabi tutulur. Daha sonra 25 °C’ye sogutulan siite %1-3
oraninda Kkiiltir asilanir ve 25 °C’de 18-20 saat fermentasyona birakilir. Elde
edilen Uriinlin pH degeri 4.6’ya distiiglinde fermentasyona son verilir.
Fermentasyondan alinan triin karistirilarak aseptik dolumu yapilir ve 4°C’de

depolanir (Stepaniak ve Fetlinski, 2002; Glizel-Seydim vd., 2010).

Endtstriyel tliretimde kullanilan liyofilize kiltlirler ¢ok az miktarda maya
icermekte, cogunlukla da hi¢ maya icermemektedir. Bu durumun sebebinin;
mayalarin fermentasyonu sonucu ortaya ¢ikan CO,’in, iriiniin ambalajinda
meydana getirdigi goruntiyle miusteriler tarafindan bozuk olarak
algilanabilecegi oldugu belirtilmistir. Dolayisi ile ticari amach tiretilen kefirlerde
geleneksel kefirde oldugu gibi képiikli bir yapr olmamakta ve bulundurdugu
etanol icerigi (<%0.01) daha az olmaktadir (Marshall ve Cole, 1985).

Endustriyel kefirin tiretim asamalar: Sekil 2.2’de gosterilmistir.
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Cig Siit

Standardizasyon

v

Homojenizasyon
Pastorizasyon
Sogutma (25 °C)
v
Inokiilasyon (%1-3)
Fermentasyon (pH 4.6’ya diisene kadar)
Karistirma

Aseptik Dolum

v

Depolama (4°C)

Sekil 2.2. Endiistriyel kefir tiretimi

2.5.Kefirde Bulunan Aroma Bilesenleri ve Ugucu Bilesikler

Kefir iiretimi esnasinda diasetil ve asetaldehit gibi aroma bilesenleri ortaya
cikmaktadir (Zourar1 ve Anifantakis, 1988). Diasetili Streptococcus lactis subsp.
diacetylactis ve Leuconostoc spp. liretmektedir (Libudzisz ve Piatkiewicz, 1990).
Kefirde bulunan organik asitler icerisinde en yiliksek konsantrasyon laktik aside
aittir (Alm, 1982a). Alanin ve aspartik asit miktarinin ¢ig siite oranla kefirde

daha fazla oldugu bilinmektedir (Alm, 1982b).

Fermentasyon stlirecinde olusan laktik, stiksinik, ptrivik, ketoglutarik ve oksalik
asitler kefire ferahlatic1 ve asidik bir tat verirken; karbonil bilesikler, ugucu yag
asitleri ve alkollerden olusan yan triinler begenilen karakteristik aromay

olusturmaktadir (Aydar, 1994).

Bakteriler gibi faaliyeti durdurulamayan mayalarin kefirin depolanmasi
esnasinda uretecegi asir1 karbondioksit miktariyla birlikte kefirde olumsuz tat
ve aromaya sebep olur. Bu sebeple karbondioksit miktarin1 kontrolde tutmak

amaciyla kefir danesinden elde edilen starter kiiltlirlerde maya miktari
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sinirlandirilmakta ve kefir tliretimi starter kiltir yoluyla kontrollii olarak
yapilabilmektedir. Kefir geleneksel olarak inek siitii ile yapilir ancak kefir
tretiminde farkl stitlerin (keci, koyun, manda, kisrak ve soya siitii) kullanimiyla
ilgili bir¢ok arastirma yapilmis olup, arastirmalarda elde edilen kefirlerin kalite
parametreleri ve duyusal 6zelliklerin tespitinde farkli sonuglar tespit edilmistir
(Motaghi vd., 1997; Wszolek vd., 2001; Wojtowski vd., 2003; Liu vd., 2006; Cais-
Sokolinska vd., 2008; Tomar, 2015; Yilmaz-Ersan vd., 2016).

Kefir iliretimi ve muhafazasi sirasinda laktoz, yag, protein ve organik asit
miktarlar1 degismektedir (Irigoyen vd., 2005). Fermentasyon esnasinda laktik
asit bakterileri laktozu pargalayarak laktik asit olustururken, mayalar
tarafindan fermente edilen laktoz, alkolii olusturmaktadir. Bu siirecte kefir
danesinde bulunan proteolitik bakteriler proteinlerin bir kisminin
aminoasitlere kadar parcalanmasini saglamaktadir. Sonuc¢ta fermentasyon
sirasinda meydana gelen bir¢ok biyokimyasal degisiklikler ile ortaya ¢ikan
metabolitler kefirin kendine 6zgii lezzet ve aroma 6zelliklerinin olusumunu ve

kimyasal yapisinin sekillenmesini saglamaktadir (Metin ve Tavlas, 1986).

Kefir aromasi ile ilgili en 6nemli ugucu bilesenlerin asetaldehit, propiyonaldehit,
aseton, etanol, 2-butanon, n-propanol, diasetil ve amil alkol oldugu ifade
edilmistir. Olgunlasma sirasinda diasetil, asetaldehit, etanol, amil alkol ve n-
propanol miktarinda artis goriilmektedir. Kefir danesi icerisinde bulunan laktik
asit bakterileri sitrat metabolizmasi ile diasetil, aseton ve CO,’'in bir kismini

olusturmaktadir (Koroleva., 1988a).

Libudzisz ve Piatkiewicz (1990), kefirde baslica L(+) formu olmak tlizere laktik
asit, formik asit, suksinik asit ve propiyonik asit, ayrica CO, (% 0.08-0.2), etil
alkol (% 0.035-2) farkl aldehitler ve ¢ok az miktarlarda isoamil alkol ve aseton
olustugunu ifade etmislerdir. Diasetil, streptokoklarin (Streptococcus lactis
subsp. diacetylactis ve Leuconostoc spp.) sitrati kullanmasiyla meydana

gelmektedir (Libudzisz ve Piatkiewicz, 1990).
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Kefir danesinde bulunan mikroorganizmalarin orany, liretimde kullanilan siitiin
bilesimi ve cesidi ve fermentasyon kosullar1 kefirin lezzet ve kivam gibi
ozelliklerine etki etmektedir (Irigoyen vd., 2005). Yapilan bir ¢alismada laktik
asit bakterilerinin (Lactobacillus kefir, Lactobacillus kefiranofaciens, Lactococcus
lactis var. lactis ve Enterococcus durans) saf kiiltlirii ve kefir danelerinden izole
edilen laktozu fermente edemeyen mayalar (Sacchoromyces unisponus ve
Sacchoromyces italicus) kefir liretiminde starter kiiltiir olarak kullanilmistir. 30
giin boyunca 4 °C’de depolanan o6rneklerin ortalama pH degeri 4.35, CO, miktari
0.44 g/L olarak tespit edilmistir. Diasetil ve asetoin gibi karbonil bilesiklerinin
konsantrasyonlarinda ve viskozitede ¢evre kosullarina bagh olarak azalmalar

oldugu goriilmiistiir (Rossi ve Gobbetti, 1992).

Dogal koruyucu olarak da bilinen organik asitler kefirde duyusal 6zellikleri
etkilemektedir (Giizel-Seydim, 2000a). Laboratuvar kosullarinda tretilen
kefirde bulunan organik asitlerin miktari, kefirin inkiibasyonu ve depolama (4
°C)stirecindeHPLC ile tespit edilerek organik asitlerdeki degisim
gozlemlenmistir. Kefirde bulunan pirivik, siiksinik ve propiyonik asitler
fermentasyonun 6. saatine kadar artmis, depolama siiresince azalmistir. Urik
asit miktarinda 6nemli bir degisim gézlenmezken, Urlniin orotik ve sitrik asit

icegi fermentasyon ve depolama siliresince azalmistir (Kinik vd., 1998).

Yapilan bir c¢alismada kefir, tereyag ve yogurdun duyusal ozellikleri
karsilastirilmistir. Kefirin laktik asit igerigi yogurda gore daha diisiik, asetik asit
icerigi daha yliksek ¢ikmistir. Tiim iirlinlerde (kefir, tereyag, yogurt) orotik asit,
sitrik asit ve trik/formik asit igerigi birbirine yakin bulunmus, propiyonik asit

belirlenememistir (Muir vd., 1999).

Glzel-Seydim vd. (2000b), ¢alismalarinda daneden {iretilen Kkefirin
fermentasyonu esnasinda meydana gelen ucucu aroma bilesenlerini
(asetaldehit, etanol, asetoin ve diasetil) ve organik asitleri (orotik, sitrik, piirivik,
urik, laktik, asetik, butirik, propiyonik, hippurik asit) belirlemislerdir.
Fermentasyon stresince orotik, sitrik ve piirivik asit miktar1 diisiik diizeyde

azalmis, fermentasyonun 15. saatinde hippurik asit tamamen tiikenmistir.
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Etanol iiretimi inkiibasyonun 5. saatinden sonra olusmaya baslarken asetaldehit
ve asetoin de fermentasyon boyunca artmistir. Asetik asit, propiyonik asit,

butirik asit ve diasetil ise belirlenememistir.

Kefir olusurken gerceklesen asit ve alkol fermentasyonlari sonucunda, kefirin
bilesiminde siitte bulunan temel besin 6gelerinin yaninda laktik asit, asetaldehit,
asetoin, diasetil, asetik asit, karbondioksit ve c¢ok az miktarda etil alkol
olusmaktadir. Buna bagl olarak kefir ¢cok hafif eksimsi ve alkol tada ve kopiiren

bir yapiya sahiptir (Farnworth, 2005).

Karagiil-Yiiceer ve Glineser (2010), % 100 inek, % 75 inek + % 25 kec¢i % 50
inek + % 50 keci, ve % 100 keci siitlinden {rettikleri kefirlerde gaz
kromotografisi kullanarak 14 farkli aroma bileseni belirlemislerdir. Bunlardan
bazilar1 diasetil, heptanal, 2-nonanon, asetik asit, metiyonal, butirik asit,

hekzanoik asit, 2-feniletanol, furaneoldur (Karagiil-Yiiceer ve Giineser, 2010).

2.5.1. Aldehitler

Aldehitler aminoasitlerin katabolizmasi sirasinda, transaminasyon ya da Stecker
degradasyonu sirasinda meydana gelen gecici bilesiklerdir. Aldehitlerde
algilanma esik degerleri ¢ok diisiik diizeydedir. Saf aldehitlerin sudaki
cozeltilerinin aroma algilanma esik degerleri 7-50 ppt, sut yaginda 0.04-1 ppm
diizeyindedir (Alewijn, 2006).

Diiz zincirli aldehitler, aminoasitlerin katabolizmasi sirasinda degil, doymamis
yag asitlerinin [(-oksidasyonuyla olusmaktadirlar. Asetaldehit, treonin
aminoasidinin fermentasyonu sirasinda olusmaktadir (Fox wvd. 2000;

McSweeney ve Sousa, 2000; Molimard ve Spinnler, 1996).

2.5.2 Alkoller

Alkoller, kefirde gerceklesen 3 6nemli biyokimyasal yolla (proteoliz, lipoliz ve

glikoliz) olusmaktadir. Alkol olusumunda; aminoasit katabolizmasi, laktoz
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metabolizmasi, metil ketonlarin rediiksiyonu ve doymamis yag asitlerinin
(linoleik ve linolenik asit) pargalanmasi etkilidir. Pentoz fosfat metabolik yolu
ile olusan pirtvatin ve laktik asit dahil c¢esitli asitlerin heterofermentatif
mikroorganizmalar tarafindan etil alkole doniisiimii gerceklesir (Molimard ve
Spinnler, 1996). Bu metabolik yol kapsaminda bir diger alkol olusumu,
asetaldehidin asetaldehit dehidrogenaz enzimi vasitasiyla meydana gelir. Yag
asitlerinin -oksidasyonu ile olusan metil ketonlarin rediiksiyonuyla sekonder
alkoller olusmaktadir. Ote yandan, linoleik ve linolenik asitlerin lipoksigenaz ve
hidroksiperoksit liyaz enzimlerinin etkisiyle 8 karbonlu doymamis alkoller

olusabilmektedir (Avsar vd., 2011).

Alkoller, aminoasitlerin Ehrlich-Neubauer metabolik yolu veya Strecker
parcalanmasi sonucu olusan aldehitlerin, alkol dehidrogenaz enzimiyle
parcalanmasi sonucu da olusabilmektedir. Aminoasitlerin Ehrlich-Neubauer
yolu ile parcalanip alkole dontlistimiinde laktik asit bakterilerinin marjinal bir
kismi aktif rol alabildiginden, alkollerin aminoasit katabolizmasi sonucu
tiretiminde daha ¢ok aldehitlerin parg¢alanmasi tizerinde durulmaktadir.
Strecker pargalanmasi olarak da bilinen bu metabolik yolda, aminoasitler
oncelikle a-ketoasitlere ardindan da dekarboksilasyonla aldehitlere dontisiirler.
Olusan aldehitler primer alkollere (rediiksiyon) ve asitlere (oksidasyon)
dontstr. Alkollerin olusumunda aminoasit kaynakli bir baska metabolik yol da
oksido-rediiktazlarin etkisiyle oksidatif deaminasyondur (Molimard ve Spinnler,
1996; Yvon ve Rijenen, 2001; Le Quere ve Molimard, 2002; Curtin ve
McSweeney, 2004; Collins vd., 2003; Fox vd., 2000).

2.5.3. Esterler

Esterler, diger aroma bilesiklerine gore daha kompleks tepkimelerle
(esterifikasyon ve alkoliz) olusan bilesiklerdir. Tepkimeye katilacak alkol
(primer ve sekonder) laktoz fermentasyonu ve/veya aminoasit katabolizmasi
sonucu olusmakta ve esit molar hacimde asit ve alkoliin esterlesme tepkimesi

sonucu ester bilesikleri olusmaktadir (Bosset ve Liardon, 1984).
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Ester olusumunda bir diger tepkime alkoliz olup, bu da toksik alkollerin yag
asitleri ile esterlesip bir bakima detoksifiye olmalari sonucu meydana gelen bir
ester olusumudur. Esterlerin olusumunda, daha dogrusu modifiye
edilmelerinde, diger tepkimeler asidoliz ve transesterifikasyon reaksiyonlaridir.
Ciinkii bu tepkimelerde ester yapisinda bulunan asidin veya alkollin pozisyon
degistirmeleriyle esterler yeniden yapilandirilmaktadir. Asidoliz tepkimeleriyle
ester olusumu; ester yapisindaki bir alkol kdkiiniin bir bagka yag asidindeki asit
kokii ile yer degistirmesi ile gerceklesir. Transesterifikasyon tepkimesiyle ester
olusumu ise; iki ester yapisindaki alkol veya asit kokleri arasindaki yer

degistirme biciminde gerc¢eklesir (Liu vd., 2004).

Esterlesme reaksiyonlarinin gerceklesmesinde mikroorganizmalarin gelisimi,

etanol veya diger alkol sentezleri 6nemli etkenlerdir (Avsar vd., 2011).

2.5.4. Ketonlar

Ketonlar ve metil ketonlar, ppm ve ppb gibi diisiik seviyelerde algilanma esik
degerlerine sahip cesitli siit lrlnlerinin (tereyagi ve mavi - kiiflii peynir)
aromalarindan sorumlu maddelerdir. Trigliseridlerin lipazla serbest yag
asitlerine doniisiimii sonrasi agirlikli olarak fungal veya bakteriyel enzimlerin
etkisiyle B-ketoasitler olusmaktadir. B-ketoasitlerin dekarboksilasyonuyla metil
ketonlar olusmaktadir (Molimardve Spinnler, 1996; McSweeney ve Sousa, 2000;
Curioni ve Bosset, 2002;Alewijn, 2006). Metil ketonlarin olusumlar1 ortamda
bulunan yag asitleri konsantrasyonu ile dogru orantili olarak gelismektedir.
Metil ketonlar daha sonra heterofermentatif bazi laktik asit bakterilerinin
(Lactobacillus  spp., Leuconostoc spp.) etkisiyle sekonder alkollere

dontismektedir (Avsar vd., 2011).

Diasetil (2,3- butandion) ve asetoin (3-hidroksi-2-butanon) gibi ketonlarin
olusumu ise, yag asidi kaynakli degildir. Laktoz ve sitrat parcalanmasi sonucu
olusan pirtivatin yikilmasi ile gerceklesmektedir (Fox vd., 2000; McSweeney ve
Sousa, 2000). Pirtivat, asetaldehit-tiyaminpirofosfat (asetaldehit- TPP)

kompleksi olusumundan sonra, a-asetolaktata dontistir. A-asetolaktat
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dekarboksilasyonla diasetile, rediiksiyonla asetoine doniisiir (Le-Quere ve

Molimard, 2002).

Metil ketonlar genellikle meyvemsi, kiiflimsii ve ¢icegimsi (2-otanon, 2-nonanon,
2-dekanon, 2-undekanon, 2-tridekanon), kiiflii peynir (2-heptanon), mantar (1-
okten-3-on), portakal ¢icegi/cicegimsi (asetofenon), toprak (1,5-oktadien-3-on),
odunsu (damaskenone), tereyagi (diasetil ve asetoin) gibi kokularla karakterize
edilirler (Molimard ve Spinnler, 1996; Sable ve Cottenceau, 1999; Curioni ve

Bosset, 2002).

Metil ketonlarin aroma algilanma esik degerlerinin (suda), 0.03-3 ppm arasinda
oldugu belirtilmektedir. Ketonlarin karisim halindeki algilanma esik degerleri

ppb ile belirlenecek diizeyde olmaktadir (Alewijn, 2006).

2.6.Kefirde Bulunan Aroma Bilesenlerinin Olusumu

Kefirde fermentasyon sirasinda olusan olaylar su sekildedir (Yaygin,
1994;Konar ve Sahan, 1989):

1. Laktozdan laktik asit olusumu (Laktik asit fermentasyonu)
Homofermentatif laktik asit bakterileri salgiladiklari laktaz (3-galaktosidaz)
enzimi ile laktozu 6nce glikoz ve galaktoza pargalarlar, sonra 1 molekiil
laktozdan 4 molekiil laktik asit olustururlar.

2. Laktozdan etil alkol ve CO, olusumu (Alkol fermentasyonu)
Heterofermentatif laktik asit bakterileri ise 6zellikle l6konostoklar, laktozu once
glikoz ve galaktoza parcalarlar, sonra glikoz ve galaktozdan laktik asit,
karbondioksit, aroma maddeleri, asetoin, diasetil, asetaldehit ve aseton
meydana getirirler. Mayalar ise 1 mol glikoz veya galaktozdan 2 mol etil alkol ve
2 mol karbondioksit olustururlar.

3. Kefire 6zgi tipik mayay1 andirir kefir aromasi olusumu

4. Simirh 6lglide proteinin, pepton ve amino asitlere parcalanmasi
Baz1 laktik asit bakterileri, asetik asit bakterileri ve mayalarin salgiladiklari
proteolitik enzimlerle proteinleri pepton, peptit ve serbest amino asitlere kadar

parcalarlar. Bu yiizden kefirde serbest aminoasitlerin miktari fazla ¢gikmaktadir.
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5. Sityagindaki degisimler
Mikroorganizmalarin olusturdugu lipaz enzimi ile siit yagindan serbest yag
asitleri olusmaktadir. Kefirde gerceklesen biyokimyasal olaylar ile ugucu

bilesiklerin olusumu Sekil 2.3’te gosterilmistir.

Kazeinler Trigliseritler Laktoz Sitrat
Orta uzunlukta peptitler Serbest yag asitleri  Pirtvik asit

Kisa peptitler i LalEtik asit

Serbest aminoasitler »Ucucu Bilesikler +———

Sekil 2.3. Kefirde ucgucu bilesiklerin olusmasinda rol oynayan baslica
biyokimyasal yollar (Law, 1984; Fox vd., 1995)

2.6.1. Laktoz ve sitrat metabolizmasi

Homofermentatif laktik asit bakterileri glukozu, Fruktoz Di Fosfat (FDP) yolu ile
parcalayarak fermentasyon sonucu %95-100 oraninda laktik asit tretirler.
Bunun yaninda az miktarda besi yerinin 6zelligine gore formik asit, asetik asit
ve etanol olustururlar. Heterofermentatif laktik asit bakterileri ise, glukozu
heksoz monofosfat (HMF) yolu ile parcalayarak fermentasyon sonucu %50
laktik asit tiretirken, bunun yani sira yiiksek oranda etanol, asetik asit, gliserol,
mannitol ve fruktoz olustururlar (Yetismeyen, 1995; Halkman, 1991; Drinan vd.,

1976; Prescott ve Dunn, 1987).

Homofermentatif yol:
CeH1206— 2 CH3- CHOH- COOH (Laktik Asit)
CeH1206 = CH3- CHOH- COOH + CH3-CH,-OH + CO,

Heterofermentatif yol:

C6H1206—) CH3' CHOH- COOH + CH3' COOH + COZ

Laktik asit bakterileri ¢ok hassas mikroorganizmalardir. Bu bakteriler siitte

bulunan laktoz sekerini parcalayarak, galaktoz ve glukoz sekeri olustururlar

28




(Tekinsen ve Atasever, 1994). Laktozun glukoz kismi EMP yolu ile, galaktoz
kismi ise tagatoz-6-fosfat (T6P) yolu ile metabolize olmaktadir (Fox vd., 1995)

Pirtivat, laktoz metabolizmasinda ara uriindiir. Diasetil, asetoin, asetaldehit, 2,3-
biitandiol, propiyonik asit, asetik asit, formik asit, etanol gibi bazi lezzet
bilesikleri piriivat metabolizmasi Uzerinden fUretilmektedir (McSweeney ve

Sousa, 2000)

Asetaldehit tiretimi i¢in gerekli olan pirtivat, glukozunEMP (Embden-Meyerhof-
Parnas) yolunda a-karboksilaz tarafindan katalize edilmesiyle
sentezlenmektedir. Alternatif olarak, piriivat dehidrogenaz enziminin etkisiyle
olusan asetil CoA 'nin aldehit dehidrogenaz enzimiyle indirgenmesi ile de
asetaldehit olusabilmektedir. Asetat veya asetil CoA’'nin indirgenmesi
sonucunda aldehit dehidrogenaz enzimi ile asetaldehitin sentezi meydana
gelmekte ve alkol dehidrogenaz, asetaldehiti etanole indirgemektedir (Tamime

ve Robinson, 2001).

Raya vd. (1986) yaptiklari calisma sonucunda L. bulgaricus ve S. thermophilus’
un 4 susunda fosfoketolaz, alkol dehidrogenaz ve aldehit dehidrogenaz
enzimlerini tespit edememis, az miktarda piruvat Kkarboksilaz enzimi
bulmalarina ragmen, asetaldehitin piruvattan olusmadigini belirtmislerdir. Tiim
suslarda asetat kinaz ve fosfat asetil transferaz enzimlerinin bulundugunu
gozlemlerken, threanine aldolaz enziminin S. thermophilus’ da dusuk, L.
bulgaricus’ da yiiksek miktarda bulundugunu ve theaninin asetaldehit

olusumunda etkili oldugunu belirtmislerdir.

Lactococcus lactis spp. lactis biovar diacetylactis ve Leuconostoc cremoris
tarafindan olusturulan diasetil ve asetoinin piruvattan kaynaklandigi
belirtilmistir. Ayrica, L. cremoris' in diasetil iiretiminde 6zellikle S. lactis subsp.
diacetylactis ve/veya S. cremoris’in etkili oldugu bildirilmistir (Kaneke vd., 1987;

Petit vd., 1989).
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Homofermentatif laktik asit bakterileri heterofermentatif olanlara oranla daha
fazla ve hizli diasetil olusturmakta; laktik asit bakterileri 18-22 °C' de, 30 °C ve
tzerindeki sicaklik derecelerine oranla daha fazla diasetil iiretmektedirler.
Ayrica yiiksek pH derecelerine oranla diisiik pH'larda daha fazla diasetil

olustugu belirtilmektedir (Tunail ve Késker, 1989).

Bottazi ve Dellaglio (1967), S. thermophilus' un diger homofermentatif laktik
streptokoklardan daha fazla asetaldehit ve diasetil lirettigini tespit etmislerdir.

Sekil 2.4’de laktoz metabolizmas1 ile tretilen bazi lezzet bilesikleri

gosterilmistir.
Laktoz
» k'
Glukoz Galaktoz Propiyonat+Asetat+CO,
~a x X
Format Piriivat #—— L-(+)- laktat — D-(-)-Laktat

— T,

Asetaldehit Asetilfosfat Asetoasetil-CoA a-Asetolaktat  Asetaldehit-TPP

v

Etanol Asetat Butirat Asetoin Diasetil

2,3-Biitandiol

Sekil 2.4. Laktoz metabolizmasi ve tlretilen bazi lezzet (flavor) bilesikleri
(McSweeney ve Sousa, 2000)

Sitrat metabolizmasi birgok siit iiriiniinde lezzet olusumunda rol oynayan bir
diger onemli reaksiyondur. Sitrat metabolizmasi, sitrat parcalayici geni iceren

plazmidin bakteride var olup olmamasi ile iliskilidir (Bandell vd., 1998)

Starrenburg ve Hugenholtz (1991), sitrat ve laktoz fermentasyonunun ayni
metabolik yollardan olustugunu gostermislerdir. Her iki fermentasyonda da
piriivat anahtar ara madde olarak kullanilir. Sitratin, sitrat-pozitif (cit*) laktik
asit bakterileri tarafindan kullanimi, spesifik olarak diasetil liretiminde baslica
rol oynar. Lactococcus lactis spp. lactis biovar diacetylactis homofermentatif

olarak piriivat1 laktata dontistiiriir. Sitrat metabolizmasi sonucu olusan baslica
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lezzet maddeleri asetat, diasetil, asetoin ve 2,3-btitandioldiir. Sekil 2.5'de

laktokok ve l6konostoklarin sitrat metabolizmasi gosterilmistir.

Sitrat — Oksalasetat—— Pirivat— Asetaldehit TPP
Asetatolaktat Diasetil

2,3-biitandiol «+— Asetoin

Sekil 2.5. Laktokoklar ve 16konostoklarda sitrat metabolizmasi (Starrenburg ve
Hugenholtz (1991), Cogan ve Hill(1993), Torino vd. (2005))

2.6.2 Aminoasit katabolizmasi

Proteoliz kefirde aroma olusumu i¢in 6nemli bir biyokimyasal olaydir. Proteoliz
stiresince kefirde meydana gelen degisimler sunlardir;

1. Kefirde protein matriksinin pargalanmasi,

2. Bazi ac1 peptit ve aminoasitlerin olusumu

3. Aroma maddelerinin olusumunda rol oynayan serbest

aminoasitlerin ortaya ¢ikmasi

Kefirde proteinlerin par¢alanmasinda rol oynayan enzimler; danede bulunan
mikroorganizmalardan kaynaklanan proteinazlar, peptidazlar veya bu
mikroorganizmalarin lize olmas1 ile ortama salinan aminopeptidazlar,

dipeptidazlar, tripeptidazlardir (Fox ve Wallace, 1997).

Proteolizin son triini serbest aminoasitlerdir. Bunlar aromaya direkt olarak
katkida bulunmazlar. Ancak, aroma aktif maddelerin 6ncil maddesi olarak rol
oynarlar(Fox ve Wallace, 1997). Bu nedenle kefirde spesifik lezzeti serbest
aminoasitlerin olusumundan ¢ok bu aminoasitlerin daha ileri diizeyde
parcalanarak cesitli alkollere, aldehitlere, asitlere ve esterlere doniisiimii
olusturur. Bir bagska deyisle, kefirin kendine 6zgii aromasinin olusumu igin,
yuksek konsantrasyonda aminoasit olusumu gerekli ancak yeterli degildir. Bu
aminoasitler ileri parcalanma trilinlerine kadar katabolize edilmelidir (Yvon ve

Rijnen, 2001; Kranenburg vd., 2002).
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Yvon ve Rijnen (2001), aminoasitlerin aroma bilesiklerine déntisiimiiniin iki
farkl yol iizerinden meydana geldigini belirtmektedirler. Birinci metabolik yol
eliminasyon olarak adlandirilir. Bu yolda aminoliyazlar rol oynamaktadir.
Aromatik aminoasitler bu yolda katabolize olurlar ve metiyoninden fenol, indol
ve metantiyol olusumu gerceklesir. Ikinci yol ise transaminasyon olarak
adlandirilir. Bu metabolik yol baslica ara bilesik olan a-ketoasit lizerinden ytiriir
ve aminoasit transferazlar tarafindan baslatilir. Aromatik ve dalli zincirli
aminoasitler ile metiyonin bu reaksiyona katilir. Meydana gelen a-ketoasit daha
sonra aldehitlere, alkollere, karboksilik asitlere, hidroksi asitlere veya birkag

farkli biyokimyasal ile metiyoninden metantiyol olusumuna neden olur.

Baz1 arastiricilar ise aminoasitlerin pargalanmasinin baslica {i¢ asamada
meydana geldigini belirtmektedirler (Mc Sweeney ve Sousa, 2000; Kranenburg
vd., 2000; Ertekin vd., 2009).

1. Birinci asamada; aminoasitlerden karboksil grubunun CO, olarak
uzaklastirildigt ve aminlerin olustugu dekarboksilasyon, amino
grubunun uzaklastirilarak a-ketoasitlerin olustugu deaminasyon, serbest
bir aminoasitten bir amino grubunun bir a-ketoasit grubuna aktarilmasi
ile olusan transaminasyon, siilfiir iceren aminoasitlerden siilfiiriin
uzaklastirildig1 destilfirasyon ve aminoasitlerin yan zincilerinin hidrolizi
meydana gelir.

2. likinci asamada ise birinci asamada olusan aminlerin, a-ketoasitlerin ya
da aminoasitlerin deaminaz enzimleri vasitasiyla aldehitlere doniisimi
gerceklesir.

3. Son asamada ise ara (transitory) bilesikler olan aldehitlerin alkollere
indirgenmesi veya asitlere oksidasyonu gozlenir. Sekil 2.6’da aminoasit

katabolizmasi ile lezzet bilesiklerinin olusumu gosterilmistir.
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Kazeinler

q Ekstraseliiler Tasima
Peptitler mino asitler

Il f/ Intraseliiler Tasima
Amino asitle——— Aminler

Hidroksiasitler «———— o-Ketoasitler——»Metantiyol— Siilfiir Bilesikleri

Aldehitle——Karboksilik Asit —» Tiyol esterleri

Alkol L » Esterler

Sekil 2.6. Aminoasitlerden potansiyel lezzet bilesiklerinin olusumu (Kranenburg
vd., 2000)

2.6.3. Lipitlerin parcalanmasi

Lipoliz, cesitli gliseritlerden serbest yag asitlerinin ortaya ¢iktig1 biyokimyasal
bir reaksiyondur. Lipaz enzimi tarafindan gerceklestirilir. Kefirde lipaz enzimi
icin bulunan cesitli kaynaklar mevcuttur. Bunlar; siitiin dogal lipazi, starter
mikroorganizmalardan salgilanan lipazlar, ikincil starter ve starter olmayan
mikroorganizmalardan salgilanan lipazlar olarak siralanabilir .Trigliseritlerden
metil ketonlarin olusum mekanizmasi Sekil 2.7’de gosterilmistir (Molimard ve

Spinnler, 1996).

Trigliseritler
Serbest Yag Asitleri
Ketoacil-CoA

Metil ketonlar ve CO,

Sekil 2.7. Metil ketonlarin olusum yolu (Molimard ve Spinnler,1996).

Muirvd. (1990), yaptiklar: calismada PCA kullanarak geleneksel kefir, modifiye
kefir, yogurt ve ayranin duyusal karakterlerini arastirmislardir. Geleneksel kefir
ve ayranin bircok yonden benzer oOzellik gosterdigini asidik aromanin
digerlerine gore daha ylksek degerlere sahip oldugunu ancak serum

ayrilmasinin kefirde yogun oldugu gozlemlenmistir. Ayrica bu calismada
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orneklerdeki organik asitlerin seviyesi belirlenmistir ve en yiiksek etanol
icerigine sahip 6rnegin geleneksel kefir oldugu bulunmustur. Laktik asit icerigi
de geleneksel kefirde modifiye kefire kiyasla daha yiiksek, yogurda gore daha

diisiik bulunmustur.

Simova vd. (2002), yaptiklar1 calismada laktik asit bakterileri ve mayalarin
bulundugu kefir danesinden yapilan kefirin lezzet ve aromasini incelemislerdir.
Bu calisma ile Kluyveromyces marxianus var. lactis’in kefir danesi mikroflorasina
katiliminin alkol fermentasyon yoluyla laktoz metabolizmasi sonucu tipik maya

lezzeti ve aroma olusumunu sagladigini tespit etmislerdir.

Beshkova vd. (2002) yaptig1 bir diger arastirmada, kefirin yavas sogutma
uygulanarak 10°C'ye kadar olgunlagsmasinin esasen maya florasinin biiyiimesini
uyararak, kefirde spesifik tadi ve aromayr kazandirdigi belirlenmistir. S.
cerevisiae mayasinin laktoz-negatif tiirlerinin, tipik maya lezzetini ve aromasini

olusturmada belirleyici rolde oldugu gézlemlenmistir.

Beshkova vd. (2003), kefirin depolanmasi ve fermentasyonu sirasinda Kkefir
starter kiiltlirlerinin ve Kefir danesinin tek sus tarafindan tretilen karbonil
bilesiklerinin tiretimini calismistir. Kefir starter tarafindan tretilen karbonil
bilesiklerin iceriginin, kefir daneleri tarafindan tiretilenden daha fazla oldugunu
bulmuslardir. Starter Kkiiltiire sahip Kkefirdeki maksimum asetaldehit
konsantrasyonu, esas olarak kefir tanelerinden izole edilen L. delbrueckii subsp.
bulgaricus’'un metabolik aktivitesinden kaynaklandigini tespit etmislerdir. En
yliksek diasetil iiretim faaliyeti'ni S. thermophilus, ardindan L. helveticus ve Lc.
lactis subsp. lactis'de kaydetmislerdir. L. delbrueckii subsp. bulgaricus ve L.
helveticus'un  koklarda bulunmayan aseton {rettigini bulmuslardir.
Karsilastirildiginda, L. lactis subsp. lactis’in sentezledigi etil asetatin diger
starter kiiltiirden sentezlenen tek sus kultiriine gore daha aktif oldugunu
gozlemlemisledir. S. cerevisiae’in tirettigi CO, ve etanol oraninin, kefirin 6zgiin

lezzet ve aromasini karakterize ettigini belirtmislerdir.
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Tratnik vd. (2006) yagsiz siit tozu, peynir alti suyu proteini konsantresi veya
inulin ile ile gigclendirdikleri inek veya keci siitiinden yaptiklar1 kefiri
incelemislerdir. 10 giinliik depolama siireci boyunca kefirlerdeki asit miktarinin
stabil kaldigin1 gozlemlemislerdir. inek siitiinden iiretilen kefirlere kiyasla kegi
stitii kullanilarak tretilen kefirlerin vizkozitesinin daha diisiik yogunlukta
oldugunu belirtmislerdir. Tiim kefir 6rneklerinde etanol konsantrasyonu disiik
bulunmustur. Ancak en diisiik etanol konsantrasyonu inilin takviye edilmis
inek siitiinden tretilen kefirde gézlemlenmistir. Keci siitiiniin kefir daneleri ile
fermentasyonu, keci siitiiyle ilgili istenmeyen lezzetlerin maskelemesini

saglamistir.

Cais-Sokolinska vd. (2008), yaptiklar1 c¢alismada koyun sitiinden farkl
oranlarda ayni kiiltiirlerle elde edilen kefirleri incelemislerdir. Depolama siiresi
arttikca diasetil iceriginin arttigin1 gozlemlemislerdir. Farkli inkiibasyon
sartlarinin laktoz fermentasyonunu etkiledigini agiklamislardir. Bu durum da
asit miktarin1 degistirmistir. Ancak depolama boyunca Kkefirlerin titrasyon

asitligi degismemis ve 6.9°SH olarak kalmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu calismada, fermente icecek ve kefirlerin iiretimi icin yarim yaghh UHT siit
(yag: % 1.5; pH:6.6, KM: %10) SUTAS Siit Uriinleri A.S’den kullanilmistir.Kefir
danesi Danem Siit ve Siit Uriinleri Ltd. Sti (Isparta, Tiirkiye)'den, eXact KEFIR 2
starter kefir kiltiiri (Debaryomyces hansenii, Leuconostoc,Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus lactis, Lactobacillus diacetlylactis,Lactobacillus

cremoris) CHR Hansen (Istanbul, Tiirkiye)’dan temin edilmistir.

Standart kiiltiirler liyofilize olarak DSMZ (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen, German Collection of Microorganisms and
Cell Cultures, Almanya)’dan temin edilmistir. Kiltiir kodlar1 Cizelge 3.1.de

sunulmustur.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan standart kiiltiirler (DSZM, Almanya)

Diger
Koleksiyon
Mikroorganizma izolasyon Gelisme Ortamn  DSM No No.-WDCM Referans
No.
Lactobacillus Kefir Medium 456, 5016, tip ATCC 43761, Fujisawa
kefiranofaciens danesi anaerobik, 28°C susu JCM 6985 vd., 1988
subsp. Medium 1253,
kefiranofaciens anaerobik, 30°C
Lactobacillus Kefir Medium 775, 10551, [FO 15890, Takizawa
parakefiri danesi anaerobik, 30°C tip susu JCM 8573, vd., 1994
NBRC 15890
Lactobacillus kefiri Kefir Medium 11, 20587,tip  ATCC 35411, Kandler
danesi 30°C susu VKM B-2244 ve
Kunath,
1983
Bifidobacterium Emzirilen Medium 58, 20456,tip  ATCC 29521, Orla-
bifidum bebek anaerobik, 37°C susu JCM 1255 Jensen,
gaitasi 1924
Lactobacillus insan Medium 232 20079, ATCC 4356, Hasen ve
acidophilus ,anaerobik, 37°C tip susu NCD01748, Mocquot,
NCIB 8690, 1970
WDCM 00098
Lactobacillus casei Peynir Medium 11, 20011,tip ATCC 393, Hansen ve
30°C susu NCDO 161, Lessel,

WDCM 00100 1971
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan standart kiltiirler (DSZM, Almanya) (Devam)

Lactobacillus Emmantel Medium 11, 20075, ATCC 15009 Bergey
helveticus Peyniri mikroaerofilik- tip susu vd., 1925
anaerobik, 37°C
Lactobacillus Bulgar Medium 11, 20081, ATCC 11842, Weiss vd.,
delbrueckii subsp. Yogurdu mikroaerofilik- tip susu NCDO 1489, 1983
bulgaricus anaerobik, 37°C WDCM 00102
3.2. Yontem

3.2.1. Standart suslardan triinlerin iiretimi

3.2.1.1. Standart suslarin aktiflestirilmesi

L. kefiranofaciens, L. kefiri, L. parakefiri, L. acidophilus, L. helveticus, L. bulgaricus,
L. casei ve B. Bifidum sivi formda bulunan kiltiirlerinden 150 pL alinarak
icerisinde 10 mL De Man, Rogosa and Sharpe(MRS) - Broth (Neogen®, A.B.D.)
bulunan cam deney tiiplerine aktarilmistir. Tipler anaerobik ortama
(anaeroculte) konularak mikroorganizmalarin gelisimi icin uygun ortam
olusturulmustur. Tiim mikroorganizmalarin 6n aktiflestirme isleminde farklh
gelisim sicakliklar1 37°C, 32°C ve 25°C uygulanmistir. Farkli sicakliklarda
aktiflestirmede mikroorganizma sayim sonuglar1 degerlendirilmistir. Kefir
fermentasyon sicakliginin 25°C olmasi ve bu sicaklikta iiretilen aroma ve diger
bilesenlerin karsilastirilmasi agisindan L. kefiranofaciens, L. kefiri, L. parakefiri ve
L. acidophilus suslarinin 25°C’de (48 sa) gelistirilmesine karar verilmistir.
L.helveticus, L. bulgaricus, L. casei ve B.bifidumkiltiirleri 32°C ve 25°C’lerde
gelisim gostermedigi icin on aktiflestirme islem sicakligi 37°C olarak

uygulanmistir.

S. thermophilus susunun aktiflesmesi icin Nutrient-Broth (Merck, Germany)
kullanilmistir. Kiiltiirden 150 pL alinarak igerisinde 10 mL nutrient broth
bulunan cam deney tiiplerine aktarilmistir. Aktiflestirme icin hazirlanan kiltir

37°C’de (48 sa) inkiibasyona birakilmistir.
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K. marxianus susunun aktiflesmesi i¢in Yeast Extract Peptone Dextrose (YPD)-
Broth(LAB M, UK.) kullanilmistir. Kiiltiirden 150 pL alinarak igerisinde 10 mL
YPD broth bulunan cam deney tiiplerine aktarilmistir. Aktiflestirme icin

hazirlanan kiltiir 25°C’de (48 sa) inklibasyona birakilmistir.

On aktiflestirme ile gelistirilen mikroorganizmalar kullanilarak iiriin iiretimi i¢in
gerekli inokiilasyon miktarini saglamak amaciyla ikinci aktiflestirme yapilmistir.
Her mikroorganizma i¢in uygun MRS-broth, Nutrient-broth ve YPD-broth
ortamlar1 hazirlanmistir. Gelistirilen L. kefiranofaciens, L. kefiri, L. parakefiri, L.
acidophilus, L. helveticus, L. bulgaricus, L. casei, B. bifidum, S. thermophilus ve K.
marxianus’dan 10’ar mL alimarak 90 mL uygun ortama eklenmistir.
Mikroorganizmalarin gelisimi i¢in 6n aktiflestirmede kullanilan uygun ortam ve

sicaklikta 48 saat inkiibasyona birakilmistir.

3.2.1.2. Uriinlerin elde edilmesi

Aktiflestirilen kiiltiirlerden % 4, 3 ve 2 oraninda inokiilasyon uygulanarak
inokiilasyon miktar calismasi yapilmis ve %3 oranin mikroorganizma igeregi
acisindan uygun olduguna karar verilmistir. Tim mikroroganizmalar icin
fermentasyon sicakligi 25°C olarak denenmistir. Tiim mikroorganizmalar 25
°C’'de Uurin olusumunu sagladig1 icin, 25°C’de fermentasyona birakilmistir.
Uriinlerin pH kontrolii 15. saatten itibaren diizenli araliklarla yapilarak, pH
4.7'de fermentasyon sonlandirilmistir. Uriinlere +4°C’de 1 giin olgunlastirma
uygulanmistir ve urunlerin mikrobiyolojik analizleri, kuru madde analizi,
titrasyon asitligi ve reoloji analizi yapilmistir. Organik asit, seker analizi ve
aroma bilesenleri analizleri icin driinlerden alinan ornekler -20°C’'de

depolanmuistir.

3.2.2. Farkl kiiltiirlerden kefirlerin iiretimi

Aktiflestirme islemi icin starter kultir ve dane, icerisinde yarim yagh UHT siit
bulunan steril kavanoza konularak 25°C’de 6 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon tamamlandiktan sonra aktiflesen starter kiiltiir (% 2) ve kefir
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danesinden (% 2) yarim yagli UHT siite inokiilasyon yapilmistir. 25°C’'de pH
4.7'de fermentasyon sonlandirilmistir. Fermentasyon siireci tamamlanan
Uriinler +4°C'deki buzdolabina alinarak 1 giin olgunlastirmaya birakilmistir.
Ardindan iriinlerin mikrobiyolojik analizleri, kuru madde analizi, titrasyon
asitligi ve reoloji analizi yapilmistir. Organik asit, seker analizi ve aroma

bilesenleri analizleri i¢in {iriinlerden alinan érnekler -20 °C’de depolanmistir.

3.2.3. Mikrobiyolojik analizler

Orneklerden 1 mL alimarak 9 mL peptonlu su icerisinde 10-7’ye kadar
diliisyonlar1 hazirlanmistir. 10-5, 10-6 ve 10-7 diliisyonlardan steril petrilere 1 mL

ornekler aktarilmistir.

Lactobacillus spp. i¢erigi: Hazirlanan diliisyonlardan 1 mL érnek, steril petri
kutularina pipetlendikten sonra, 45°C’ ye kadar sogutulmus 11 mL MRS agar
(Biolife, Italia) petri kutusuna ilave edilmis ve 32°C’de 48 saat boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 30-300 koloni bulunduran

petrilerde sayim yapilmistir.

Streptococcus spp. igerigi: Hazirlanan diliisyonlardan 1 mL érnek, steril petri
kutularina alinmis ve 45°C’ ye kadar sogutulmus M17 Agar (LAB M, UK.) 'dan 11
mL petri kutusuna dékiilmiistiir. 37 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda 30-300 koloni bulunduran petrilerdeki koloniler sayilarak

Streptococcus spp. sayisi bulunmustur.

Maya icerigi: Hazirlanan dilisyonlardan 1 mL steril petri kutularina ilave
edilerek, 45°C’ye sogutulanPatato Dextrose Agar (Neogen®, A.B.D.) 11 mL
inokiile edilmistir. 25°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmis ve 30-300 arasi

gelisme gosteren kolonilerde sayim yapilmistir.
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3.2.4. Kimyasal analizler

3.2.4.1. pH tayini

Orneklerin pH degerleri, pH-metre (Schott Instruments Lab 860, A.B.D.)
kullanilarak ol¢iilmiistiir. pH 6lgiimii 6ncesinde pH metrenin 6zel tampon
cozeltiler ile kalibrasyonu yapilmistir. Sonrasinda beher igerisine alinan bir
miktar kefire prob daldirilarak 6l¢tim degeri sabitleninceye kadar beklenmis ve

gostergeden okunan sonu¢ pH degeri olarak kaydedilmistir.

3.2.4.2. Asitlik tayini

Asitlik tayininde 25 mL 6rnek, fenol fitalein varliginda 0.25 N NaOH ¢ozeltisi ile
titre edilerek; titrasyon sonucunda harcanan miktar kaydedilmis ve sonuclar

ylzde laktik asit cinsinden hesaplanmistir (Anonim, 1994).

% Laktik asit = (V x 0.009008 x F x 100) / m (3'1)

V: Titrasyonda harcanan 0.25 N NaOH miktar1 (mL)
F: NaOH faktoru

m: Alinan 6rnek miktar1 (mL)

3.2.4.3. Toplam kuru madde tayini

Orneklerin kuru madde miktari, hizli nem tayin cihazinda (Shimadzu, MOC63u,
Japonya) belirlenmistir. Cihazin igine her bir numune i¢in ayr1 aliminyum
plaklar yerlestirilerek, bir pipet yardimiyla alinan 3 ml kefir 6rnegi plak iizerine
yayllmis ve cihazin kapagi kapatilarak kurutma isleminin tamamlanmasi
beklenmistir. Islem tamamlandiginda cihaz ekranindan analiz edilen Kkefir
orneginin rutubet miktar1 okunarak, bu degerin 100’den c¢ikarilmas1 sonucu

kuru madde miktari belirlenmistir.
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3.2.5. Fermente siit uiriinlerinin reolojik 6zelliklerinin 6l¢iilmesi

Bu calismada fermente siit Uriinlerinin ve Kkefirlerin reolojik o6zellikler
bakimindan karsilastirmasini yapmak amaciyla Brookfield DV-II Pro LV model
viskozimetresi (Brookfield Engineering Laboratories Inc., A.B.D.) kii¢iik 6rnek
adapteri (small sample adapter) ile birlikte kullanilmistir. Kiigiik 6rnek adapteri
icin SC4-18 spindle u¢ kullanilmistir. Ol¢iimlerin bilgisayara kaydedilmesi ve
grafiklerin ¢izilmesi i¢cin RHEOCALCe application (Brookfield Engineering
Laboratories Inc., A.B.D.) yazihmindan yararlanilmistir. Ornekler aliiminyum
kiivetlere alinmis, SC4-18 spindle daldirilarak élgiimler yapilmistir. Olgiim igin,
ornekler 1 RPM ile baglatilip 6’sar RPM arttirilmis ve 5. sn’de 7 kere 6l¢iim
yapumistir. Ayni islem o6rnek 1 dakika beklenip, 6l¢lim tekrarlanmistir. Bu
program ile viskozite, kayma gerilmesi ve deformasyon hizi degerleri tespit

edilmistir. Reolojik akis davranislar1 yorumlanmistir.

3.2.6. Organik asit tayini

Fermente siit tirinleri ve kefir ornekleri 0.01 N H,SO, ile muamele edilerek 1
dakika boyunca vortekslenip protein kismi uzaklastirilmistir. Ustte kalan kisim
ependorf tiipiine alinmis 10000 rpm, 5 dakika santrifiij edilmistir. Faz ayrilmasi
gerceklesen orneklerin orta fazindaki sivi 0.45 um’lik filtreden gecirilerek cihaza

verilmeye uygun hale getirilmistir.

Organik asit tayini, Yiilksek Performansh Sivi Kromatografi cihazi (Shimadzu,
Japan) ile gerceklestirilmistir. Sistemde, pompa (LC-20AD), UV-Visible dedektor
(SPD-20A), kolon firin1 (CTO-20A) bulunmaktadir. Analizde Inertsil ODS-3V C18
(GL Sciences Inc.) (250x4.60 mm, 5 pm) kolonu ve 4 N NaOH ile pH 3.0’a
ayarlanan 5 mM H,S0, ¢6zeltisi mobil faz olarak kullanilmistir. Kolon firini
sicakligl 30°C’ye, mobil faz akis hizi 1.0 mL/dakikaya ayarlanmistir. 210 nm
dalga boyunda organik asit tayini gerceklestirilmistir.

Ornek sonuglarindaki miktarlar goéz o6niinde bulundurularak formik, laktik,

asetik ve sitrik asit standart ¢ozeltileri 50 ppm ile 3000 ppm arasinda
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hazirlanarak cihaza enjekte edilmis ve kalibrasyon egrileri olusturulmustur.
Formik, laktik, asetik ve sitrik asit standart c¢ozeltilerine ait kalibrasyon
grafikleri sirasiyla Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’de gosterilmistir.
Organik asit tayininde kullanilan standartlara ait 6rnek karisim kromatogrami

Sekil 3.5’de verilmistir.
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Sekil 3.1. Formik asit kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.2. Laktik asit kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.3. Asetik asit kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.4. Sitrik asit kalibrasyon grafigi

£

Sekil 3.5. Organik asit tayininde kullanilan standart karisimlarina ait

kromatogram (1- Formik Asit, 2- Laktik Asit, 3- Asetik Asit, 4- Sitrik
Asit)
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3.2.7.Seker analizi

Fermente siit tirinleri ve kefir ornekleri 0.01 N H,SO, ile muamele edilerek 1
dakika boyunca vortekslenip protein kismi uzaklastirilmistir. Ustte kalan kisim
ependorf tliipiine alinmis 10000 rpm, 5 dakika santrifiij edilmistir. Faz ayrilmasi
gerceklesen orneklerin orta fazindaki sivi 0.45 pm’lik filtreden gegirilerek cihaza

verilmeye uygun hale getirilmistir.

Karbonhidrat kompozisyonunun belirlenmesi i¢in likit kromatografik yontem ile
HPLC (Shimatzu, Japan) kullanilmistir. Transgenomic CarboSep COREGEL-87P
kolonu, RID (Refraktif index Dedektorii), mobil faz olarak 0.8 mL/dakika akis

hizinda ultra saf su kullanilarak sicaklik 80°C olarak belirlenmistir.

Ornek sonuclarindaki miktarlar goéz oniinde bulundurularak glukoz, laktoz,
galaktoz standart ¢ozeltileri 100 ppm ile 7500 ppm arasinda hazirlanarak cihaza
enjekte edilmis ve kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Glukoz, laktoz, galaktoz
standart c¢ozeltilerine ait kalibrasyon grafikleri sirasiyla Sekil 3.6, Sekil 3.7 ve

Sekil 3.8’de gosterilmistir.
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Sekil 3.6. Glukoz kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.7. Laktoz kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.8. Galaktoz kalibrasyon grafigi

3.2.8. Aroma bilesenleri analizi

Ugucu aroma bilesikleri, Plessas vd (2008) tarafindan uygulan yontem modifiye
edilerek headspace analizi Solid-faz mikroektraksiyon teknolojisi (SPME)
kullanilarak Gaz Kromotografisi-Kiitle spektroskopisi (GC-MS) ile belirlenmistir.
SPME analizlerinin her biri érnek 15 ml’lik bir viale alinmis, daha sonra vial
55°C’'deki su banyosuna daldirilmis ve SPME elyafi (2 cm-50/30 mm
Stable Flex Supelco, Bellefonte, PA, USA) 55 dakika

DVD/Carboxen/PDMS

headspace islemine maruz birakilmistir. Ekstraksiyon islemi tamamlandiktan

sonra elyaf splitsiz modda 10 dakika ucucularin termal desorpsiyonu icin
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250°C'ye  ayarlanmis gaz  kromotogrofisinin  injeksiyon  boliimiine
yerlestirilmistir. GC-MS program 40°C’de 1 dakika bekletme, dakikada 7°C’lik
artislarla 100°C'ye ulasma ve bu sicaklikta 5 dakika bekletme, dakikada 2°C
artislarla 180°C’ye ulasma ve bu sicaklikta 1 dakika bekletme, dakikada 15°C
artislarla 250°C'ye ulasma ve bu sicaklikta 4 dakika bekletme olarak
belirlenmistir. Tasiyict gaz helyum ve akis orami 3 mL/dakika olarak

uygulanmistir.

GCden edilen ucucu bilesiklerin piklerinin tanimlanmasi1 ve standart
bilesenlerin MS verileriyle karsilastirilmast MS’de yer alan NIST (National
Institute of Standards and Technology, Willey Registry of Mass Spectral Data,
7th Edition, FFNSC Library), Wiley ve Aroma (FFNSC, Flavor and Fragrance
Natural and Synthetic Compounds) kiitiiphanelerinden yararlanilarak

yapimistir.

3.2.9. Fermente iiriinlere uygulanan duyusal analizler

Duyusal degerlendirmede kullanilan pek ¢ok yontem bulunmaktadir. Bu
calismada Tanmimlayict Analiz Yontemi kullanilmistir. Hazirlanan 12 farkh
fermente icecek ornekleri 1 giin siireyle 4°C’de depolandiktan sonra 50 mL’lik
porsiyonlarda atilabilir bardaga (PET 6zellikli) konulmustur. Rastgele 3 haneli
numaralarla kodlanan 6rnekler, agzi notirlemek amaciyla tizerinde kraker ve
suyun da bulundugu beyaz bir tepsi i¢inde, 15181n, kokunun ve sesin ayarlandigi
panel odasinda 10 paneliste sunulmustur. Analiz ayn1 paneliste yarim saat
arayla tekrarlanarak 2 paralel olmasi saglanmistir. Panelistlerden fermente
icecekleri goriints, kivam, koku, tat 6zellikleri acisindan 7 puanlik hedonik skala
kullanarak degerlendirmeleri ve bu degerlendirme sonunda irtinleri begeni
durumlarina gore siralamalar: istenmistir. Bu yontemde, beyaz renk, kopiik
olusumu, serum ayrilmasi, akicilik, fermente koku, yaniksi koku, hayvansal
koku, uygun asidik tat, tatlilik, mayamsi tat, meyvemsi tat, metalimsi tat, otumsu
tat, cicegimsi tat, ferahlatici tat gibi kelimeler tamimlayici kelimeler olarak
tarafimizdan tespit edilmistir. Duyusal degerlendirme formu Ek. 1'de

verilmistir.
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3.2.10. istatiksel degerlendirme

Bu ¢alisma 6n denemeler sonrasinda iki tekerriir yapilmis ve tiim analizler her
tekerriir icin iki paralel olarak diizenlenmistir. Istatistiksel degerlendirme
MINITAB 19 (Trial Version, USA) kullanilarak gergeklestirilmistir. Aragtirma
sonuglar1 tek yonli varyans analizi (One-Way ANOVA)ile incelenmistir.
Ornekler arasindaki farklilklar Tukey coklu karsilastirma testi ile ortaya

konmustur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Mikrobiyolojik Analiz Sonug¢lar1

Standart suslar iki kere aktiflestirme islemi uygulanmistir. Aktiflestirilen
kultiirler siit ortaminda tekrar gelistirilerek tirtin ad1 verilmistir. Aktiflestirme
ve iriinlerin mikroorganizma icerikleri Cizelge 4.1.’de verilmistir. Uriinlerin
mikroorganizma icerigi icin minimum 8 log kob/mL hedef alinmigtir. Uriinlerin
mikroorganizma icerigi 8.09x0.46 ile 9.52x0.28 log kob/mL arasinda
degismektedir.

Cizelge 4.1.Kiiltiirlerin aktiflestirmelerinin ve liriinlerin mikroorganizma sayim

sonuglari

Ornekler (log kob/mL) 1.AKt.* 2.Akt.* Uriinler

Lactobacillus kefiranofaciens(LKF) 8.85+0.08 7.54+0.06 9.08+0.06
Lactobacillus parakefiri(LP) 9.02+0.02 7.52+0.21 9.08+0.06
Lactobacillus kefiri(LK) 8.38+0.24 8.84+0.02 8.09+0.46
Lactobacillus acidophilus(LA) 8.65+0.10 8.55+0.03 9.17+0.03
Lactobacillus bulgaricus(LB) 7.55+0.04 7.99+0.06 9.52+0.28
Lactobacillus casei(LC) 8.87+0.17 8.87+0.08 9.23+0.09
Lactobacillus helveticus(LH) 8.85+0.03 8.52+0.04 8.58+0.15
Bifidobacter bifidum(BB) 8.34+0.35 8.53+0.03 9.16+0.02
Streptococcus thermophilus(ST) 8.12+0.66 7.86+0.22 9.05+0.08
Kluyveromyces marxianus(KM) 8.21+0.17 7.74+0.48 8.83+0.07

*Akt.:Aktiflestirme

4.2. Kimyasal Analiz Sonuglari

Tlm turiunlerde kuru madde, pH, titrasyon asitligi ve fermentasyonu tamamlama
stireleri Cizelde 4.2’de verilmistir. Uriinlerin kuru madde icerigi 9.15+0.03 ile
10.02+0.04 arasinda degismektedir. Daneden tam yagh siit kullanilarak tiretilen
kefirin kuru maddesini Ertekin (2008) 10.91, Koca (2016) 8.0- 11.15 olarak
tespit etmistir. Kefir danesi kullanilarak tretilen kefirin pH 4.7’ye ulasma yani
fermentasyon siiresi 17 saat olarak belirlenirken, kiiltiirler kullanilarak tiretilen

urinlerin fermentasyon stireleri 13 ile 28 saat araliginda degismektedir.

48



Cizelge 4.2. Uriinlerin kuru madde, pH, titrasyon asitligi ve inkiibasyon siiresi

Kuru Titrasyon
Ornekler Madde(%) pH Asitligi (%) Siire
L.kefiranofaciens(LKF) 9.33+£0.06 4.69+0.01 1.07+0.00ab 24
L. parakefiri(LP) 9.15x0.03 4.64+0.00 1.11+0.00a 26
L. kefiri(LK) 9.59+0.10 4.67+0.00 1.07£0.00ab 24
L. acidophilus(LA) 9.70+0.22 4.63%£0.01 0.90+0.00abca 18
L. bulgaricus(LB) 9.98+0.05 4.63+0.02 0.84+0.00bcd 25
L. casei(LC) 9.78+0.04 4.64+0.02 0.98+0.00abcda 20
L. helveticus(LH) 10.02+0.04 4.63+0.06 0.86+0.00bcd 28
B. bifidum(BB) 9.66x0.32 4.61+0.02 0.82+0.00ca 16
S. thermophilus(ST) 9.92+0.03 4.68+0.02 0.76+0.004d 28
K. marxianus(KM) 9.85+0.04 4.65+0.04 0.79+0.00ca 16
Dane kefir(DK) 10.02+0.04  4.625+0.01  0.99%0.00abc 17
Starter kefir(SK) 9.83+0.09 4.585+0.04 1.02+0.00abed 13

a-d: Ortak harf icermeyen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farklilik bulunmaktadir (P<0.05)

Uriinlerin pH 4.7’ye ulasmasi ile fermentasyon tamamlanmistir. Ancak
buzdolabina aldindiktan sonra pH azalma orani bazi tiriinler i¢in daha hizh
gerceklesmistir. Olgunlastirma sonrasinda 6rneklerin pH degerleri 4.585+0.04
ile 4.69+0.01 arasinda degismektedir. Kefirin pH degerini Kaptan vd (1990)
4.51, Giirsel vd (1990) 3.94-4.04, Garcia Fontan vd (2006) 4.24, Yildiz (2009)
4.63, Uslu, (2010) 4.69, Glizel-Seydim vd (2013) 4.47-4.49, Kok Tas vd (2014)
4.39, Sen (2015) 4.33-4.70, Koca (2016) 4.1-4.95 olarak tespit etmislerdir.

Olgunlastirma sonrasinda turiinlerin titrasyon asitligi degerleri % 0.76 - 1.11
arasinda degismektedir. Uriinlerin titrasyon asitligine bakildiginda daneden
Uretilen Kkefir ile S.thermophilus Kkiltliriinden iiretilen fermente siit Uriini
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulundugu goérilmektedir
(P<0.05). Ancak daneden tretilen kefir ile diger 6rnekler arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklihik bulunmamaktadir (P>0.05). Tebligde belirtilen
titrasyon asitligi kefir icin laktik asit cinsinden en az % 0.6 olarak
belirtiimektedir (ANONIM, 2009.). Kefirin titrasyon asitligini % laktik asit
cinsinden Ertekin (2008) % 0.79, Kok Tas (2010) % 0.81-0.95, Sen (2015) %
0.69-0.86, Asci-Arslan (2015) % 0.65-0.90, Koca (2016) %0.884-0.898

araliginda belirlemistir.

49



4.3. Reoloji Analizi Sonuglar:

Farkli mikroorganizmalar, ticari starter kefir kiiltiirii ve kefir danesi kullanarak
tretilen triinlerde kayma gerilmesi ve deformasyon hiz degerlerine gore akis
davramis1 belirlenmistir. Orneklerin 6°C’de 19 rpm’deki viskozite degerleri
Cizelge 4.3'te verilmistir. Degerler 53.0-142.75 mPas araliginda degismekle
birlikte en yiiksek viskozite degeri kefir danesinden iretilen Kkefirde
gozlemlenmistir. En diisiik viskozite degeri LP 6rneginde tespit edilmistir. DK ile
LKF, LA, BB, SK 6rnekleri hari¢ diger 6rnekler arasinda istatiksel olarak anlaml
bir farklihk bulunmustur (P<0.05). Literatiirde kiiltirlerin farklh viskozite
degerleri vermeleri EPS iretimleriyle agiklanmistir. Fermente stit tiriinlerinde
EPS ireten kiiltiirlerin inkiibasyon sonunda viskoziteyi arttirdifi ve serum
ayrilmasini azalttig1 bildirilmektedir (Wacher-Rodarte vd., 1993; Schellhaass ve
Morris, 1985; Cerning vd., 1986;Rawson ve Marshall, 1997).

Cizelge 4.3. Orneklerin viskozite degerleri (19 rpm; 6 °C)

Ornekler Goruniir Viskozite (mPa.s)
L.kefiranofaciens(LKF) 106.6abc
L. parakefiri(LP) 53.0c
L. kefiri(LK) 71.67bc
L. acidophilus(LA) 99.33abc
L. bulgaricus(LB) 57.11c
L. casei(LC) 81.14nc
L. helveticus(LH) 61.37nc
B. bifidum(BB) 116.54ab
S. thermophilus(ST) 66.5bc
K. marxianus(KM) 79.60nc
Dane kefir(DK) 142.75a
Starter kefir(SK) 107.82abc

a-c: Ortak harf icermeyen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farklilik bulunmaktadir (P<0.05)

Kocak (2014) yaptig1 calismada farkli karbon kaynaklarinda gelistirilen kefir
danelerinden elde ettigi kefiran yapinin reolojik 6zelliklerini belirlemistir. Sonug
olarak kefir danesinden elde edilen kefiran yapinin fermente siit trtinleri
alaninda tekstirel ozellikleri gelistiren kivam arttirict bir ajan olarak

kullanilabilecegini gozlemlemistir.
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Akis davranisinin belirlenmesinde cesitli modeller literatiirde 6nerilmektedir.
Bunlar Herschel-Bulkley Modeli, Newtoniyen Modeli, Power Law Modeli ve
Bingham Plastik Modelidir. Bu g¢alismada {riinlerin reolojik 6zellikleri
belirlemek amaciyla Power Law Modeli kullanilmistir. Bunun nedeni akiskan
tipinin Newtoniyen olmayan akis davranisi gostermesi ve esik kayma
gerilmesinin sifir olmasindan dolayidir (Joyner ve Daubert, 2017; Penna vd.,
2000). Tim urinlerin kayma gerilmesi/deformasyon oranlarini gosteren

reogram Sekil 4.1.’de gorilmektedir.
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e 1.4
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i | B
w==LC
e | H
BB
ST
e KM
== DK
SK

40-

Kayma Gerilmesi (mPa)
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Kayma Hizi (1/s)

Sekil 4.1. Uriinlerin kayma gerilmesi-kayma hizi1 reogrami

Akis indeksi (n), Newtoniyen akis tipinde n=1 iken, Newtoniyen olmayan akis
davranis tiplerinde n>1, dilatant akis tipi; n<1, pseudoplastik akis olarak
degerlendirilmektedir (Bourne, 1982). Power Law Modeline gére n<1 oldugu
icin tim oOrneklerin Newtoniyen olmayan akis davranisini gosterdigi ve

pseudoplastik sivilar grubuna girdigi tespit edilmistir.

Viskozitenin, zamana bagh olarak hesaplanilan deformasyon hizina oraninin
hesaplanmasindaki amag, tiim orneklerde reolojik 6zellik acisindan zamana
bagli akis davranisini tespit etmektir. Bazi sivilar sabit deformasyon hizi sartlari
altinda zamana bagh olarak goriiniir viskozitelerinde artis ve/veya azalis

gostermektedirler. Viskozitenin zamana bagh arttig1 durumlar “tiksotropik
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akis”, azaldigr durumlar ise“reopektik akis” olarak tanmimlanir. Sekil 4.2.
incelenerek, Sekil 4.1.’de deformasyon hizi artarken, viskozite degerleri azaldig:
icin, tiriinlerin tiksotropik ozellikte oldugu belirlenmistir. Uriinlerin goriiniir

vizkozite - kayma hizi reogrami Sekil 4.2.’de verilmistir.
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Sekil 4.2. Uriinlerin goriiniir viskozite- kayma hizi reogrami

Yilmaz (2006) yaptig1 calismada farkhh Kkiltir kombinasyonuyla iiretilen
yogurtlarin viskozite degerlerini incelemistir. Sonug olarak en ytliksek viskozite
degerini S. thermophilus, L. acidophilus, Bifidobacterium ssp. ve L. lactis kiltlr
kombinasyonu ile tiretilen tirtinde, en diisiik viskozite degerini ise L. acidophilus,

B. lactis ve L. casei kiiltlirleri ile iirettigi fermente siit lirtinlinde gézlemlemistir.

Sady vd. (2007) yaptig1 calismada, ticari olarak temin edilebilen kefirlerin
duyusal ve fizikokimyasal 6zelliklerini incelemistir. Reolojik ve duyusal analiz,
tiiketicilerin yiliksek viskoziteye sahip olmayan Kkefiri tercih ettiklerini, bunun

serinletici bir karaktere sahip bir igecek olarak kabul ettiklerini belirtmistir.

Kezer (2013) kefirde karbonhidrat kaynakli yag ikame maddelerinin
kullaniminin viskoziteyi arttirdigini belirtmistir. Unal (2013) yagsiz siit kuru
maddesi miktarinin artmasiyla kefirlerdeki ortalama viskozite degerlerinin

yukseldigini gézlemlemistir. Garrote vd. (1998), kefirlerin viskozitesinin
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depolama siirecinde azaldigini ifade etmistir. Karagozlii (1990) starter kiiltiir ile
tretilen kefirlere gore daneden elde edilen kefirlerin viskozite degerlerini daha

diisiik bulmustur.

4.4. Organik Asit Sonuglar:

Uriinlerin laktik, asetik, sitrik ve formik asit icerigi Cizelge 4.4’de verilmistir.
Uriinlerin laktik, asetik, sitrik ve formik asit icerigi sirasiyla 0.574-0.801
g/100mL, 0.425-0.728 g/100mL, 0.046-0.176 g/100mL, 0.116-0.164 g/100mL
olarak tespit edilmistir. Daneden {iretilen kefir ve starter kiiltiirden iiretilen
kefirin laktik asit icerigi ile diger 6rnekler arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir farklilik bulunmamaktadir (P>0.05). Kiiltiirlerden tiretilen triinler laktik asit
icerigi olarak kendi aralarinda kiyaslandiginda LKF, LP, LK ve LC ile ST arasinda
istatistiksel agidan anlaml bir farklilik oldugu goriilmektedir (P<0.05). Laktik
asit iceriginin diger ornekler arasinda en fazla L. kefiranofaciens, en az S.
thermophilus kiiltirii ile hazirlanan fermente siit iriiniinde bulundugu

gozlemlenmistir.

Cizelge 4.4. Uriinlerin organik asit icerigi (g/100 ml)

Ornekler

(g/100mL) Laktik Asit Asetik Asit Sitrik Asit Formik Asit
L. kefiranofaciens 0.801+0.028.  0.425+0.024c 0.150+0.011a 0.138+0.009a»
L. parakefiri 0.7794£0.007.»  0.442+0.050c 0.176%0.001. 0.140£0.001a0
L. kefiri 0.757%£0.036a0  0.599+0.030ac  0.059+0.0094  0.131£0.007a»
L. acidophilus 0.744+0.028ac  0.543+£0.065bc  0.098+0.035bca 0.152+0.015a0
L. bulgaricus 0.637£0.004ac  0.523%£0.003vc  0.166+£0.001a  0.163+0.014-
L. casei 0.783+0.066an  0.559+0.032ac  0.068+0.001ca  0.131£0.011a0
L. helveticus 0.668+0.016ac  0.551+0.028abc  0.125+0.007abc  0.134+0.006an
B. bifidum 0.722+0.044ac  0.607£0.044a0c  0.166+£0.009.  0.164+0.009a
S.thermophilus 0.574+0.044: 0.594+0.004ac 0.168+0.012..  0.139%0.008a»
K. marxianus 0.613+0.012oc  0.652%0.020a 0.172+0.005.  0.161+0.004-
Starter kefir 0.725+0.050ac  0.549%0.054a0c  0.046+0.0024 0.116+0.007b
Dane kefir 0.709+0.033ac  0.728+0.037a  0.047%0.001a 0.147%0.0052

a-d: Her organik asit kendi i¢cinde degerlendirilmis olup ortak harf icermeyen gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlaml bir farklilik bulunmaktadir (P<0.05)
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Daneden iiretilen kefirile LA, LB, LP ve LKF fermente iriinlerinin asetik asit
miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulundugu tespit
edilmistir (P<0.05). En diistik asetik asit miktarlar1 LP ve LKF 6rneklerinde, en
yluksek asetik asit miktar1 daneden tretilen kefirde gozlemlenmistir. Diger

ornekler arasinda anlaml bir farklilik bulunmamaktadir (P>0.05).

Kefirler en diisiik sitrik asit miktarina sahip olmakla beraber LK, LC ve LA
ornekleri hari¢ diger tiim oOrneklerle istatistiksel olarak anlaml farkliliga
sahiptirler (P<0.05). En yiiksek sitrik asit degeri L.parakefiri ve K. marxianus ile

tretilen fermente siit tirtinlerinde gézlemlenmistir.

Orneklerin formik asit miktarlar1 birbirine benzer olarak bulunmustur. Ancak
en diisiik formik asit degerine sahip starter kiiltiirden tiretilen kefirin LB, BB ve
KM fermente triinleri ile arasinda istatistiksel agidan anlamh bir farklilik

oldugu goriilmektedir. (P<0.05).

Akin (1997) yaptig1 calismada farkl siitler kullanarak asidofiluslu siit ve yogurt
liretmis ve bu triinlerdeki organik asit miktarlarin1 HPLC ile belirlemistir. inek
stutli kullanilarak L. acidophilus kiiltliriiyle hazirlanan asidofiluslu siitte orotik
asit miktar1 70 pg/g, sitrik asit miktar1 625 pg/g, pirtivik asit miktar1 79 pg/g,
laktik asit miktar1 9060 pg/g, asetik asit miktar1 104 pg/g, hippirik asit miktari
5 pg/g S. thermophilusve L. bulgaricus kultirleriyle hazirlanan yogurt
orneginde orotik asit miktar1 63 pg/g, sitrik asit miktar1 497 pg/g, pirtvik asit
miktar1 39 pg/g, laktik asit miktar1 8538 pg/g, asetik asit miktar1 65 pg/g,
hipptrik asit miktar1 3 pg/g bulunmustur.

Giizel-Seydim vd. (2000a) tarafindan yapilan calismada 4°C de depolanan kefirin
depolanma siireci boyunca organik asitlerdeki (orotik, sitrik, piruvik, laktik,
urik, asetik, propiyonik, bitirik ve hippirik) degisimi HPLC ile analiz edilmistir.
0. giinde sitrat derisimi 1438 pg/g, pirtuivik asit derisimi 18 pg/g, trik asit
miktar1 27 pg/g tespit edilmistir. Depolama siiresince asetik, propionik, biitirik

ve hippurik asit tespit edilememistir.
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Turker vd. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada farkl siitlerden tiretilen kefirin
organik asit bilesimi, yliksek performansh sivi kromatografi (HPLC) ile analiz
edilmistir. Inek siitiinden firetilen kefirde oksalik asit miktar1 169.15 mg/L,
malik asit miktar1 145.65 mg/L, laktik asit miktar1 12695.65 mg/L, asetik asit
miktar1 11848.55 mg/L, sitrik asit miktar1 762.24 mg/L, siiksinik asit miktari
485.63 mg/L bulunurken keci siitiinden liretilen kefirde oksalik asit miktari
119.37 mg/L, malik asit miktar1 3082.93 mg/L, laktik asit miktar1 17641.90
mg/L, asetik asit 3831.64 mg/L, sitrik asit miktar1 25.44 mg/L, siiksinik asit
miktar1 264.03 mg/L olarak tespit edilmistir.

Chramostova vd. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada yetistirme kosullarinin L.
acidophilus, Bifidobacterium spp. ve S. thermophilus suslarinin organik asit
(laktik, asetik ve formik) iiretimine etkisi belirlenmistir. Calismada belirlenen
optimum sicaklik (37°C) ve inkiibasyon siiresinde (17 saat) toplam organik asit
miktarlariLactobacillus  acidophilus’'un79.47  mg/100g,  Bifidobacterium
spp. un107.10 mg/100g,S. thermophilus'un 133.50 mg/100g olarak tespit

edilmistir.

4.5. Seker Analizi Sonuclari

Uriinlerin glikoz, laktoz ve galaktoz icerigi Cizelge 4.5’de verilmistir. Uriinlerin
glikoz miktar1 0.453+0.180 ile 1.047+0.039 g/100mL arasinda degismektedir ve
Uriinler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir
(P>0.05). En yiiksek glikoz degeri L. kefiranofaciens kiiltiirii ile liretilen fermente
uriinde bulunurken en dusiik glikoz degeri L. casei kiiltiru kullanilarak tretilen

fermente Urtinde gorilmektedir.
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Cizelge 4.5. Uriinlerin seker kompozisyonlar: ve miktarlari (g/100ml)

Ornekler (g/100mL) Glikoz Laktoz Galaktoz

L. kefiranofaciens(LKF) 1.047+£0.039a  2.692%0.132a 0.190£0.013anc
L. parakefiri(LP) 0.634+0.278a 2.657%0.551a 0.107+0.007bc
L. kefiri(LK) 0.783+0.067a 2.531+0.271a  0.213+0.016ab
L.acidophilus(LA) 0.674+0.098a 1.963+0.322a  0.124+0.008nc
L. bulgaricus(LB) 0.672+0.333a 1.867+0.617a  0.276+0.069a
L. casei(LC) 0.453%0.222a 1.704+0.351a  0.093+0.003c

L.helveticus(LH)

0.453%0.180a

2.151+0.393a

0.118+0.007bc

B. bifidum(BB)

0.456%0.207a

1.878%0.361a

0.103+0.004bc

S.thermophilus(ST) 0.592+0.258a 2.085+0.610a  0.184+0.028abc
K. marxianus(KM) 0.748+0.213a 1.811+£0.156a 0.120+0.006bc
Starter kefir(SK) 0.861+0.065a 3.058+0.111a  0.160+0.010bc
Dane Kkefir (DK) 0.488+0.189a  2.867+0.192a  0.106+0.004bc

a-c: Her seker kendi icinde degerlendirilmis olup ortak harf icermeyen gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamh bir farklilik bulunmaktadir (P<0.05)

Laktoz icerigi en diisiik 1.704+0.351 g/100mL degeri ile LC iriiniinde tespit
edilmistir. En yiiksek laktoz icerikleri kefir érneklerinde bulunmustur. Ornekler

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (P<0.05).

L. bulgaricus kiiltiiriinden yapilan fermente siit liriinliniin galaktoz icerigi ile LK,
LKF ve ST haric¢ diger érneklerin galaktoz icerigi arasinda anlamh bir farkhlik
vardir (P<0.05). Orneklerin galaktoz degerleri 0.093+0.003 ile 0.2760.069
g/100mL arasinda degismektedir. Kefir érnekleri ile LB hari¢ diger 6rnekler

arasinda anlaml bir farklilik bulunmamaktadir (P>0.05).

Alm (1982c) tarafindan yapilan calismada cesitli fermente siit iriinlerinde
glikoz, laktoz ve galaktoz icerigi enzimatik yontemlerle incelenmistir. Ortalama
laktoz icerigi kefirde 3.5 g/100g, asidofiluslu siitte 2.6 g/100g, yogurtta 2.4
g/100g; ortalama galaktoz icerigi asidofiluslu siitte 0.70 g/100g, yogurtta 0.98
g/100g bulunmus, kefirde bulunamamistir.

Oktar ve Karagozlu (1992) yaptig1 calismada farkl 1s1l islem gormiis siitlerden

tiretilen kefirin laktoz miktarini belirlemislerdir. Steril stit kullanilarak daneden

tretilen kefirin laktoz miktar1 %2.82, starter kiiltiirden tiretilen kefirin laktoz
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miktart %2.97 olarak bulunmustur. 9 giinliik depolama siirecinde laktoz

miktarinda diisiis gozlemlenmistir.

Ozarslan (2018) yaptig1 calismada daneden iiretilen kefirde bulunan ve birden
fazla enzim iliretme yetenegine sahip K. marxianus'un B-galaktosidaz tlretimi
boyunca  fermentasyon ortaminda  laktoz, glukoz ve  galaktoz
konsantrasyonlarinda meydana gelen degisimi yiliksek performansh sivi
kromatografisi (HPLC) kullanilarak tespit etmistir. Fermentasyonun basinda
ortamda bulunan laktozun fermentasyon boyunca kullanilarak 60. saatte en
diisiik konsatrasyona ulastigini gézlemlemistir. Fermentasyonun basinda tespit
edilemeyen glukozun, 36. saatte en yiiksek konsantrasyona ulastigini ve daha
sonra giderek azaldigini belirtmistir. Galaktozun ise 24. saatten sonra tamamen

tiiketildigini tespit etmistir.

Guler vd. (2019) yaptiklar1 ¢alismada daneden iiretilen kefire yogurt kiiltiirti
ekleyip siizerek elde ettikleri tlriinlin karbonhidrat (glukoz, laktoz ve galaktoz)
icerigini analiz etmislerdir. Uriindeki toplam karbonhidrat miktar1 1. giinde
3.59£0.32 g/100g olarak bulunmustur. 14 giinliik depolama stirecinde laktoz ve
glukozda azalma, galaktoz miktarinda artma gozlemlenmistir. Ancak 21. ve 28.
glinler arasinda laktoz ve glukoz miktar1 degismezken galaktoz tespit

edilememistir.

4.6. Aroma Analizi Sonuglari

Orneklerin aroma bilesenlerinin sonuglar1 Cizelge 4.6’da verilmistir. Farkl
mikroorganizmalar, ticari starter kefir kiiltiirii ve kefir danesi ile iiretilen
fermente siit lriinlerinde toplam 62 adet ucucu bilesen belirlenmistir. Bu
bilesenlerden sadece 6 tanesi tiim iiriinlerde tespit edilmistir. Bunlar; aldehit
grubundan 2-metilbiitanal, keton grubundan 2-heptanon, 2-nonanon metil

heptil keton ve dekan, alkol grubundan etanol, asit grubundan heksanoik asittir.
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Cizelge 4.6. Uriinlerin aroma bilesenleri ve miktarlari

Ucucu bilesen ismi (pg/L) LKF LP LK LA LB LC LH BB ST KM SK DK SUT
Aldehit
Asetaldehit 0.27 0.52 087 0.21 1.28 - 0.6 164 04 0.6 035 0.23 -
Benzaldehit 0.15 039 042 0.23 0.13 - 2.68 0.08 0.15 - 0.3 0.41 -
2-Metilbiitanal 1086 3.64 337 224 506 61 739 076 126 184 039 5.39 6.72
izoveraldehit - - 0.04 002 019 006 02 024 036 014 0.17 - -
Heptanal 0.24 - 0.31 - - - - - - 0.57 - - -
Heksanal 0.21 0.18 0.23 0.09 0.08 - - - - 0.23 0.09 0.05 0.15
Nonanal 1.01 044 123 05 0.29 - 05 011 015 211 05 0.51 0.82
Oktanal 0.34 0.08 0.23 - 0.11 - - - 0.05 017 0.1 - 0.16
Keton

2-Furanon - - 0.53 - 0.11 - - - - - 0.07 0.08 0.13
Diasetil - - - - - - - 0.14 0.54 - - 0.68 -
Asetoin - - 0.04 0.15 029 235 005 11 117 0.04 394 1359 0.03
Metil isopropil keton - - - 0.25 0.32 - - - 0.5 - 096 041 -
2-Heptanon 0.23 0.17 0.11 131 146 337 347 049 157 114 114 2.27 1.42
Metil heptil keton 0.7 045 0.1 1 1.71 627 358 05 141 09 0.69 2.8 1.55
Metil propil keton - - 0.18 0.11 - 0.72 0.34 0.06 - 0.41 - - -
Aseton 0.07 0.19 - 044 034 027 059 0.09 03 0.33 - 0.56  0.23
Siilketon - - - - - - - - 0.08 0.14 0.08 - -
Asetil propiyonil - - - - - - - - 0.71 - - - -
Dekan 0.54 049 022 032 029 03 043 0.73 043 046 035 049 0.83
Dodekan 0.72 099 036 054 04 046 054 198 - 0.54 0.57 - 0.61
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Cizelge 4.6. Uriinlerin aroma bilesenleri ve miktarlari (Devam)

Ucucu bilesen ismi (pg/L) LKF LP LK LA LB LC LH BB ST KM SK DK SUT
Keton
Metil undesil keton 0.12 0.15 - 0.27 012 0.14 0.39 0.09 04 0.07 019 041 0.4
Metil nonil keton 0.96 0.3 - 0.87 071 1.2 1.16 0.26 1.07 068 037 145 1.09
Oktan - 0.35 - - - - - - 0.12 - 0.1 0.17 -
Alkol
Izoamil Alkol 0.11 - 0.12 - 0.04 0.07 - 4442 0.07 2.01 - 0.1 -
Izobiitil alkol - - - - - - - 4.2 - 0.21 - - -
Furfuril alkol 0.39 0.87 7.19 0.1 1.84 0.1 0.6 - - 0.57 117 144 1.84
Amil metil karbinol 0.63 0.81 1.84 - - - - - - - 0.41 - -
Feniletil alkol - - - - - - - 77.68 - 0.33 - - -
Kapril alkol 0.51 0.19 0.22 - - - - 0.34 - - - 0.06 -
Etanol 43.61 23,51 18.35 058 024 012 046 6407 13 3.04 102 153 0.22
Heksanol 0.15 0.25 0.11 - - - - 0.76  3.64 - - - -
Lauril alkol 0.32 - - 0.18 - - - - - 0.11 - - 0.17
2-Nonanol 0.83 0.62 1.78 - 0.32 - - - - 0.06 0.38 - -
Asit
Asetik asit - 0.68 - - - - - - - - - 1.03 -
Biitanoik asit - - 0.86 1.02  0.55 - - - 0.67 035 045 0.37 -
Heksanoik asit 11.9 7.67 8.41 1046 6.41 8.14 11.14 296 7.09 684 7.52 10.21 -
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Cizelge 4.6. Uriinlerin aroma analizi sonugclar1 (Devam)

Ucucu bilesen ismi (png/L) LKF LP LK LA LB LC LH BB ST KM SK DK SUT
Ester
Izoamil asetat - - - - - - - 0.67 - 0.22 - - -
Feniletil asetat - - - - - - - 1.21 - 0.38 - - -
Etil asetat 0.17 0.36 0.38 - - - - 1.51 - 4.36 - - -
Etil biitirat 0.14 - 0.05 - - - - - - 0.19 - - -
Etil dekanoat - - 0.8 - - - - 2.1 - - - - -
Etil kaproat 0.43 0.34 1.2 - - - - - - 0.14 - - -
Etil oktanat 0.06 - 1.14 - - - - 1.27 - 0.05 - - -
Etil kaprilat 0.1 0.17 - - - - - - - 0.1 - - -
Terpen
Mirsen 0.39 0.12 0.07 - 0.19 029 031 0.02 - 0.03 - 1.13  0.15
D-Limonen 0.41 031 009 006 014 077 046 0.08 0.17 0.05 - 1.19 0.76
Thiol
3-Metil-2-butanetiol 0.08 0.29 0.1 - - - - - - 0.04 - - -
Pirazin
2,5-Dimetilpirazin - - - - 0.25 0.21 0.35 - - - - - -
Metilpirazin - - - - 032 021 042 - - - - - -
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Ugucu bilesen miktari en yiiksek BB 6rneginde belirlenirken en diisiik LA ve SK
orneginde tespit edilmistir. Ornekler arasinda; aldehitlerden asetaldehit ve
nonanal LC, ketonlardan metil undesil keton ve metil nonil keton LK,
terpenlerden D-limonen SK 6rneginde tespit edilemezken diger tiim 6rneklerde

bulunmaktadir. Asetil propionil sadece ST drneginde tespit edilmistir.

Toplam aldehit miktarinin en yiiksek LKF 6rneginde, en diisiik SK 6rneginde
bulundugu goriilmektedir. Benzaldehit en yiiksek LH 6rneginde bulunmus, LC ve
KM orneklerinde tespit edilememistir. 2-metilbiitanal miktar1 en fazla LKF
orneginde 10.86 pg/L olarak, en diisiik ise starter kiiltiirden tretilen kefirde

0,39 pg/L olarak tespit edilmistir.

Orneklerde bulunan toplam keton miktar1 2.11 pg/L ile 23.03 pg/L arasinda
degismektedir. Daneden iiretilen kefir, drnekler arasinda en yiiksek keton
icerigine sahiptir. Asetoin miktar1 en yiiksek daneden iiretilen Kkefirde

belirlenirken LKF ve LP 6rneginde bulunmadig1 gézlemlenmistir.

BB ornegi 191.49 pg/L ile en yiiksek alkol icerigine sahiptir, siralamay1 46.56
ng/L ile LKF 6rnegi takip etmektedir. Izoamil alkol 44.42 pg/L ile en yiiksek BB
orneginde belirlenirken LP, LA, LH ve starter Kkiiltiirden iiretilen kefirde
bulunmamaktadir. Furfuril alkol en yiiksek LK oOrneginde 7.19 pg/L olarak
bulunmakla birlikte BB ve ST 6rneklerinde tespit edilememistir. Fenil alkol BB
orneginde 77.68 pg/L, KM orneginde 0.33 pg/L olarak belirlenmistir ve diger
orneklerde bulunmamaktadir. En diisik etanol miktar1 LA, LB, LC ve LH

orneklerinde tespit edilmistir.

Toplam asit miktar1 2.96 pg/L ile 11.90 pg/L arasinda degismekle birlikte BB
ornegi en dusiik asit icerigine sahiptir. Asetik asit sadece LP ve daneden tiretilen
kefirde bulunmustur. Hekzanoik asit en yiiksek LKF ve LH orneklerinde, en

diisiik BB 6rneginde tespit edilmistir.

LA, LB, ST ve starter kiiltiirden tiretilen kefirde ester belirlenemezken en yiiksek

ester icerigi BB ve KM orneklerine aittir. Kefirlerde bulunmayan etil asetat en
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yluksek KM orneginde belirlenmistir. Starter kiltiir ile tliretilen kefirde terpenler
bulunmazken daneden tretilen kefirde 2.50 pg/L olarak bulunmustur. Pirazin
sadece LB, LC ve LH orneklerinde belirlenmistir. Orneklerde lakton tespit
edilememistir. Uriinlerde 2-etil-1-butanol, kaprik asit, kaprilik asit, 4-metil-2-
pentil asetat, benzil asetat, benzil benzoat, etil palmitat, 1-p-menten-9-al, §-

dekalakton tespit edilemeyen bilesenlerdir.

Zareba vd. (2014) yaptiklar: calismada L .casei kiiltiirii ile inokiilasyondan sonra
fermente edilen ve edilmeyen 2 farkl siit lriinii elde ederek bu orneklerin
ucucu bilesen profilini headspace kati fazli mikro ekstraksiyon -gaz
kromatografisi - kiitle spektrometrisi ile analiz etmislerdir. L. casei kiiltiirt ile
fermente edilen siit 6rneginin 0. glinde pik alan degerleri 2-butanone % 1.49, 2-
pentanone % 4.68, 2-heptanone % 6.84, 2-nonanone % 1.45, acetoin % 0.32,

ethanol %3.00 olarak bulunmustur.

Sen (2015), farkli dane ve Kkiltlirlerden irettigi kefirlerin aroma-aktif
bilesenlerini incelemistir. Dane ile tliretilen kefirde dimetil siilfiir, diasetil, asetik
asit, biitirik asit, etil 3-metil biitirat, metiyonal, 1-Okten 3-on, hekzanoik asit
tespit edilmistir. Starter kiiltiir ile iiretilen kefirde daneden iiretilen kefirden
farkli olarak dimetil siilfiir, etil 3-metil biitirat, hekzanoik asit saptanamazken

homofuraneol bulunmustur.

Dertli ve Con (2017), yaptiklar1 ¢calismada farkli bolgelerden toplanan dort kefir
danesinin mikrobiyal florasin1 tanimlayarak bu danelerden iiretilen kefirlerin
gaz kromatografisi kullanarak ucucu bilesiklerini belirlemislerdir. izovalerik
asit, etanol, 2-heptanol, 3-metil-1-metanol, benzen etanol, 3-metilbiitanal,
asetaldehit, karboksilik asit, benzoik asit, karbamik asit, asidik asit, propiyonik
asit, butanoik asit, heksanoik asit, oktanoik asit, dekanoik asit, dodekanoik asit,
1,2-benzendikarboksilik asit dietil ester, 2-hidroksi-izokaproik asit metil ester,
asetik asit etil ester, 2-heptanon, 2-bilitanon, 2-nonanon, 2,6-dimetil-4-heptanon,

dimetil stilfon danelerde tespit edilen ucucu bilesiklerdir.
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Dan vd. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada L. bulgaricus kiiltiiriiyle tretilen
fermente st Urlininin kati-faz mikro-ekstraksiyon (SPME) yontemi
kullanilarak gaz kromatografisi - kiitle spektrofotometresi (GC-MS) ile ugucu
bilesikleri belirlenmistir. Fermente siit iirtiniinde 17 karboksilik asit, 14 aldehit,
13 keton, 29 alkol, 8 esterler ve 5 aromatik hidrokarbon bilesigi de dahil olmak
lizere toplamda 86 ucgucu lezzet bilesigi tanimlanmistir. Cesitli ugucu aroma
bilesikleri (asetaldehit, 3-metil-butanal, 2-pentenal, heksanal, 2-oktenal,
nonanal, 2,3-butandion, asetoin, 2-heptanon, 2-nonanon, formik asit etenil

ester) yiiksek koku aktivite degerleri (>1) nedeniyle tespit edilmistir.

Li vd. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada S. thermophilus ile L. plantarum veya
B. animalis'in ¢esitli kiiltiir kombinasyonlar1 ile hazirlanan fermente siitlerin
Kat1 Fazli1 Mikro Ekstraksiyon-Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (SPME-
GC-MS) kullanilarak ugucu bilesenleri analiz edilmistir. S. thermophilus kiiltiiri
ile lretilen fermente icecekte 2,3 biitandion %0.52, asetilbenzen %0.46,
benzaldehit %2.08, nonanal %0.29, ethanol %0.39, 1-heksanol, 2-etil %4.82,
benzilalkol %2.20, 3-pentanol, 2-metil %0.99, toplam hidrokarbon %3.06 olarak
tespit edilmistir.

Zhou vd. (2019) yaptiklar1 ¢calismada L. helveticus kiiltiirii ekleyerek tirettikleri
yogurtlarda ucgucu aroma bilesiklerini SPME-GC-MS kullanarak tespit
etmislerdir. L.helveticus ilaveli yogurdun biitanoik asit, 3-metilheksadekanoik
asit, n-dekanoik asit, propilen glikol, 1-heksanol, siiksindialdehit, 2,3-btuitandion,
metil izobutil keton, benzaldehit, formik asit heptil ester, delta-nonalakton,
heksandiamid, N, N'-di-benzoiloksi ve tiirevlerine sahip oldugu goriilmustiir.

4.7. Uriinlerin Duyusal Analiz Sonuclari

Panelistlerden kefirler ve tek suslu kiiltiirden iiretilen fermente igeceklerin
goruniis, yapi, koku ve tat 6zelliklerinin degerlendirilmesi istenmistir. Goriiniis
olarak beyaz renk, kopiik olusumu ve serum ayrilmasi iriinler icin uygun
kelimeler olarak belirlenmistir. Beyaz renk icin drnekler arasinda istatistiksel

olarak anlaml bir farklilik bulunmamaktadir (P>0.05).
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Uriinlerin kopiik olusumu degerleri 2.480 ile 6.545 arasinda degismektedir. En
ylksek degeri daneden tiretilen kefir alirken en diisiik degeri LB 6rnegi almistir.
LB oOrnegi ile diger tiim trilinler arasinda istatistiksel olarak anlaml farklilik
bulunmaktadir (P<0.05). LKF o6rneginin kopiikk olusumu degeri de diger
orneklerden istatistiksel olarak farklidir ve ikinci en diisiik degeri almistir
(P<0.05).

Analizimizde serum ayrilmasi degerinin tam puan (7) almasi ayrilmanin
gerceklesmedigi anlamina gelmektedir. En yiiksek degeri LB ve daneden
tretilen kefir almistir. LP 6rnegi en diisiik degeri alarak kefirler ile arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (P<0.05). Uriinlerin akicilik
degeri 4.500 ile 6.657 arasinda degismektedir. En yliksek degeri LC 6rnegi ve
onu takiben kefirler almistir. En diisiik degeri LB 6rnegi almis ve diger tiim
ornekler ile arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur (P<0.05).

Uriinlerin duyusal analiz sonuglar Cizelge 4.7’de verilmistir.
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Cizelge 4.7. Uriinlerin duyusal analiz sonuglar1

LKF LP LA LB LC LH BB ST KM SK DK
GOoruniis
Beyaz Renk 6.30+0.13 6.33+0.13 6.38+0.10 6.21+0.12 6.45+0.13 6.68+0.11 6.21+0.17 6.56+0.12 6.69+0.08  6.29+0.13 6.43+0.12 6.55+0.11
Kopiik Olusumu 4.30+0.17 4.67+0.19 5.40+0.21 6.36+0.15 2.48+0.24 5.91+0.12 5.90+0.12 6.06+0.13 5.59+0.17  5.70+0.15 6.32+0.13 6.55+0.15
Serum Ayrilmasi 6.82+0.08 6.67+0.10 6.86+0.08 6.94+0.04 6.98+0.02 6.92+0.04 6.92+0.04 6.95+0.04 6.87+0.05 6.95+0.04 6.95+0.04 6.97+0.03
Yap1
AKicilik 5.46+0.16 5.51+0.13 5.63+0.18 6.11+0.16 4.50+0.22 6.66+0.08 6.06+0.14 5.92+0.17 5.62+0.18 6.13+0.15 6.27+0.10 6.62+0.12
Koku
Fermente 5.48+0.19 5.31+0.18 5.44+0.16 5.44+0.16 4.27+0.17 5.94+0.13 5.59+0.17 5.21+0.16 4.94+0.17  5.09+0.21 6.17+0.14 6.59+0.11
Yaniksi 4.48+0.25 1.54+0.22 4.54+0.26 5.74+0.20 0.90+0.18 1.90+0.22 5.40+0.22 3.25+0.34 2.12+0.23 1.85+0.23 1.00+£0.18 0.97+0.17
Meyvemsi 5.18+0.22 4.96+0.24 1.80+0.23 1.59+0.19 1.38+0.20 2.00+0.29 1.57+0.23 0.91+0.20 1.11+0.22 1.19+0.19 1.50+0.21 1.86+0.24
Metalimsi 0.76+0.18 0.80+0.15 1.16+£0.20 1.69+0.24 1.81+0.26 0.89+0.15 0.57+0.16 0.50+0.15 0.43+0.14  0.53+0.14 0.41+0.11 0.19+0.06
Hayvansal 1.32+0.21 0.97+0.17 1.48+0.23 1.31+0.201.17+0.18 1.50+0.20 0.84+0.18 0.94+0.19 1.15+0.18 0.89+0.17 0.81+0.18 1.19+0.21
Tat
Fermente 5.97+0.17 5.94+0.17 5.66+0.18 5.27+0.16 1.68+0.16 6.14+0.11 5.47+0.16 5.37+0.17 4.26+0.20 3.70+0.25 5.86+0.13 6.11+0.16
Uygun Asidik Tat 4.70+0.20 5.41+0.19 5.42+0.19 5.69+0.18 1.64+0.24 5.56+0.18 5.58+0.16 5.78+0.16 1.48+0.23  4.97+0.22 6.11+0.12 6.21+0.18
Tathhk 4.24+0.21 4.64+0.20 4.32+0.22 5.40+0.20 1.24+0.11 4.58+0.18 5.20+0.16 5.00+0.18 5.40+0.19  4.77+0.18 5.38+0.17 6.03+0.13
Mayamsi 2.69+0.30 4.63+0.18 2.48+0.23 1.61+0.21 0.53+0.14 1.21+0.15 1.42+0.19 2.98+0.30 1.00+0.19 5.07+0.22 5.08+0.22 4.83+0.25
Yaniksi 4.96+0.21 4.38+0.21 5.21+0.22 6.00+0.18 1.44+0.17 2.28+0.19 4.39+0.24 1.89+0.23 1.20+0.27 1.80+0.20 1.24+0.17 0.94+0.16
Meyvemsi 5.35+0.19 4.64+0.25 4.77+0.26 4.65+0.18 0.39+0.09 2.83+0.42 3.05+0.36 1.63+0.21 0.70+0.18 1.17+0.21 1.42+0.23 4.73+0.24
Metalimsi 0.81+0.16 1.67+0.24 1.55+0.25 1.06%£0.22 5.41+0.25 0.90+0.20 0.82+0.17 0.58+0.14 0.84+0.21  0.66+0.15 0.43+0.11 0.33+0.08
Hayvansal 1.10+0.18 1.32%0.20 1.574+0.23 1.41+0.25 0.81+0.19 1.22+0.20 0.97+0.17 1.53+0.20 1.31+0.25 1.29+0.20 0.74+0.16 1.19+0.19
Otumsu 1.03+0.17 1.53+0.23 1.33+0.20 1.16%0.19 0.61+0.15 1.00+0.19 0.92+0.17 0.84+0.18 0.74+0.18 1.06+0.18 0.80+0.17 0.74+0.14
Cicegimsi 1.25+0.21 4.68+0.25 1.78+0.22 0.93%0.15 0.34+0.09 2.83+0.38 1.35+0.20 0.93+0.19 0.86+0.18  2.55+0.34 1.33+0.19 5.31+0.18
Ferahlatici 4.50+0.25 4.71+0.24 4.61+0.22 4.22+0.200.18+0.08 4.84+0.20 1.66+0.24 2.25+0.21 1.18%0.19 2.29+0.20 4.66+0.19 6.06+0.16
Genel Begeni
3.23+0.32 3.85+0.34 4.55+0.32 5.28+0.35 1.28+0.09 4.88+0.35 4.38+0.38 4.68+0.36 2.93%0.26 3.98+0.31 5.38+0.31 6.65+0.36
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Analizde koku o6zelligi agisindan fermente, yaniksi, meyvemsi, metalimsi ve
hayvansal kokular iirlinlere uygun tanimlayici kelimeler olarak belirlenmistir.
Fermente koku degeri 4.267 ile 6.595 arasinda degismektedir. En yiiksek degeri
daneden iretilen kefir alirken en disiik degeri LB 6rnegi almistir. Kefirlere en
yakin fermente koku degeri LC 6rnegine aittir. BB, KM, ST, LB 6rnekleri ile
kefirler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklihik bulunmaktadir (P<0.05).
Yaniks:1 koku degerleri 0.900 ile 5.741 degerleri arasinda degismektedir. En
ylksek degeri sirayla LA, LH, LK ve LKF 6rnekleri almistir ve diger érnekler ile
arasinda istatistiksel olarak anlaml farklilik bulunmaktadir (P<0.05). En diisiik
degerler ise LB ve kefir 6rneklerine aittir. Meyvemsi koku degerleri en yiiksek
LKF ve LP oOrneklerinde bulunmakla birlikte bu ornekler ile diger érnekler
arasinda da istatistiksel olarak farkhlik bulunmustur (P<0.05). Uriinlerde
metalimsi koku istenmeyen bir 6zelliktir. En yiiksek degeri 1.806 ile LB 6rnegi
almis ve LA, LK ornekleri hari¢ diger tim ornekler ile arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir farklilik bulunmustur (P<0.05). Daneden iiretilen kefir 0.185
ve starter kiltirden tretilen kefir 0.412 ile en diisiik degerleri almistir.
Uriinlerin hayvansal koku degerleri 0.813 ile 1.500 arasinda degismektedir ve
ornekler arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farkliik bulunmamaktadir

(P<0.05).

Uriinlerin tat ozellikleri icin fermente, uygun asidik tat, tatlilik, mayams;,
yaniksi, meyvemsi, metalimsi, hayvansal, otumsu, ¢icegimsi, ferahlatici olmak
lizere 11 farkh tanimlayic1 kelime belirlenmistir. Fermente tat degerleri 1.677
ile 6.135 arasinda degismektedir. En yiiksek degeri LC 6rnegi ve onu takiben
daneden tretilen kefir almistir. En diisiik deger LB 6rnegine aittir ve diger tim
ornekler ile arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmustur (P<0.05). LB
orneginden sonraki en diisiik degerleri KM ve ST almis bulunmakla birlikte bu
orneklerin de diger tim ornekler ile arasinda istatistiksel olarak anlaml

farklilik bulunmustur (P<0.05).

Orneklerin uygun asitlik tat degerleri 1.485 ile 6.211 arasinda degismektedir. En
yuksek uygun asitlik tat degerlerini kefir 6rnekleri almistir. ST ve LB 6rnekleri

en disiik degerleri almakla birlikte diger 6rnekler ile arasinda istatistiksel
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olarak anlamli farklilik bulunmustur (P<0.05). Tathlik degerini en yiiksek 6.028
ile daneden tretilen kefir almistir. LB 6rnegi ise 1.243 degerini alarak en diisiik
tatlilik degerini alan 6rnek olmustur. LB ile diger tiim Ornekler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmaktadir (P<0.05). LB 6rneginden

sonra en diisiik tatlilik degerini alan 6rnek 4.240 degeri ile LKF 6rnegidir.

Mayams: tat degerleri 0.526 ile 5.077 arasinda degismektedir. En yiiksek
degerleri sirasiyla starter kiiltiirden tretilen kefir, K. marxianus kiiltiri ile
tretilen fermente iriin, daneden iretilen kefir ve L. parakefiri kiltiri ile
tretilen fermente triin almistir. Bu érneklerin diger tiim 6rnekler ile arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farkliik bulunmaktadir (P<0.05). Yaniks: tat
degerleri 0.939 ile 6.000 arasinda degismektedir. En diisiik yaniks: tat degerini
daneden tretilen kefir almistir. En yliksek degeri ise L.acidophilus kultiiri ile
yapilan fermente liriin almistir. Meyvemsi tat degerleri 0.394 ile 5.348 arasinda
degismektedir. En yiiksek degerleri sirasiyla LKF, LK, daneden iiretilen kefir, LA
ve LP almistir. Bu ornekler ile diger tiim ornekler arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmaktadir (P<0.05). En diisiik degerleri ise LB, ST, KM
ve starter kiiltiirden tretilen kefir almakla birlikte bu érnekler ile diger tiim

ornekler arasinda da istatistiksel olarak farklilik bulunmustur (P<0.05).

Metalimsi tat lriinlerde istenmeyen bir o6zelliktir. En yliksek metalimsi tat
degerini 5.409 puam ile L. bulgaricus Kkiltlriinden lretilen fermente iiriin
almistir ve tiim diger 6rnekler ile arasinda istatistiksel olarak anlamh farklilik
bulunmaktadir (P<0.05). LB o6rnegini takip eden 6rnek 1.667 puan alan L.
parakefiri kulturu ile tretilen fermente tUrindir. En diisik metalimsi tat
degerlerini ise kefir 6rnekleri almistir. Orneklerin hayvansal tat degerleri 0.735
puan alan LK ile 1.567 puan alan starter Kkiiltiirden iiretilen kefir arasinda
degismektedir. Ornekler arasinda hayvansal tat degerleri acisindan istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (P>0.05).

Orneklerin otumsu tat degerleri ortalama 0,979 ile diisiik puan almistir. 1.528
puan ile en ytliksek degeri alan LP ve 0.605 puan ile en diisiik degeri alan LB

arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farklilik bulunmustur (P<0.05). Diger
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ornekler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir
(P>0.05).

Cicegimsi tat degerini en yiliksek 5.308 puan ile daneden iiretilen kefir alirken
onu takip eden 6rnek 4.684 puan alan LP 6rnegidir. Daneden iiretilen kefir ve L.
parakefiri kiiltiirt ile tUretilen fermente {riin ile diger tiim 6rnekler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farkliik bulunmaktadir (P<0.05). En diistik

cicegimsi tat degerini alan 6rnek 0.342 puan ile LB 6rnegidir.

Ferahlatic1 tat, kefirde beklenen ve istenen bir 6zelliktir. Ornekler arasinda da
en yiiksek ferahlatici tat degerini daneden iretilen kefir almistir ve diger tiim
ornekler ile arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliik bulunmustur.
Daneden tliretilen kefiri takip eden 6rnekler sirasiyla 4.839 puan ile LC, 4.714
puan ile LP, 4.655 puan ile starter kiiltiirden tretilen kefir, 4.607 puan ile LK,
4.500 puan ile LKF ve 4.219 puan ile LA 6rnegidir. Bu 6rneklerin ferahlatic tat
puaninin birbirine benzer oldugu gozlemlenmis ve diger drnekler ile arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur (P<0.05). En diisiik puani alan

ornek LB ve onu takiben ST 6rnegidir.

Panelistlerin 6rneklere verdigi genel begeni puani 0.275 ile 6.457 arasinda
degismektedir. En begenilen iiriin daneden iretilen kefir olarak belirlenmis ve
bu ornegin diger tim oOrnekler ile arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmustur (P<0.05). Starter kiiltiir ile tiretilen kefir 4.375 puan ile
ikinci siray1 almistir. Tek suslu kiiltiirlerden tiretilen fermente iiriinler arasinda
en yiuksek begeniyi L. acidophilus kiiltirii ile Uuretilen fermente sut Uriini
almistir. En diisiik genel begeni puanini LB 6rnegi almis olmakla birlikte diger
tiim oOrnekler ile arasinda istatistiksel olarak anlaml farklihik bulunmustur

(P<0.05).
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5. SONUC VE ONERILER

Kefir beslenmede 6nemli bir yeri bulunan ve begenilerek tiiketilen fermente siit
trtunudir. Kefir danesi kompleks bir yapiya sahiptir ve cesitlilik gosterir. Bu
nedenle kefir danesine ait aroma bilegsenleri de farklilik gostermektedir. Kefirde
bulunan aroma bilesenleri ve ucucu bilesikler; iiretiminde kullanilan siitiin
bilesenlerine, danenin orjinine ve iginde bulundurdugu mikroorganizmalarin
cesidi ve oranina, fermentasyon siiresi ve sicaklifina, depolama sicaklig1 ve
sliresine gore degisim gostermektedir. Kefirde bulunan aroma maddeleri ile
ilgili ¢ok smirh ¢alisma bulunmaktadir. Kefire 6zgii mikroorganizmalarin ayri
ayr1 Urettigi aroma bilesenleri ve yolaklar: bilinmemektedir. Bu ¢alismada kefire
6zgii olan on farkli mikroorganizmadan iiretilen fermente st iirtinlerinin ve biri
daneden digeri starter kiiltiirden olmak tzere iiretilen iki farkl kefir ¢esidinin
reolojik 6zelligi incelenmis organik asit, seker miktar1 ve aroma bilesenleri

tespit edilmistir.

Standart kiiltiirler kullanilarak tretilen trtnlerin mikroorganizma icerigi i¢gin
minimum 8 log kob/mL hedef alinmistir. Bu iiriinlerin mikroorganizma icerigi
8.09+0.46 ile 9.52+0.28 log kob/mL arasinda degismistir. Uriinlerin kuru madde
icerigi 9.15+0.03 ile 10.02+0.04 arasinda bulunmustur. En yiiksek viskozite
degeri daneden iiretilen kefirde gozlemlenirken en diisiik viskozite degeri LP
orneginde tespit edilmistir. Tum {rinlerin newtonian olmayan akis
tipinigdsterdigi ve pseudoplastik sivilar grubuna dahil oldugu belirlenmistir.
Uriinlerde deformasyon hizi artarken, viskozite degerleri azaldigi i¢in, tiriinlerin

tiksotropik 6zellikte oldugu belirlenmistir.

Laktik asit iceriginin diger 6rnekler arasinda en fazla L. kefiranofaciens, en az S.
thermophilus kultiri ile hazirlanan fermente siit iriiniinde bulundugu
gozlemlenmistir. En diisiik asetik asit miktarlar1 LP ve LKF orneklerinde, en
yuksek asetik asit miktar1 daneden iiretilen kefirde goézlemlenmistir. Laktoz
icerigi en duisiik 1.704+0.351 g/100mL degeri ile LC triinlinde tespit edilmistir.
En yiiksek laktoz icerikleri kefir 6rneklerinde bulunmustur. En yiliksek galaktoz

deger L. bulgaricus ile iiretilen fermente siit tirtiniinde belirlenmistir.
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Farkli mikroorganizmalar, ticari starter kefir kiiltiirti ve kefir danesi ile tiretilen
fermente siit Uriinlerinde toplam 62 adet ugucu bilesen belirlenmistir. Bu
bilesenlerden sadece 6 tanesi tiim tUriinlerde tespit edilmistir. Bunlar; aldehit
grubundan 2-metilbiitanal, keton grubundan 2-heptanon, 2-nonanon metil
heptil keton ve dekan, alkol grubundan etanol, asit grubundan heksanoik asittir.
2-etil-1-butanol, dekanoik asitkaprik asit, oktanoik asit kaprilik asit, 4-metil-2-
pentil asetat, asetik asit fenilmetil ester benzil asetat, benzil benzoat, etil
palmitat heksadekanoik asit, etil ester, 1-p-menten-9-al, §-dekalakton, 5-pentil
pentan-5-olide iiriinlerde tespit edilemeyen bilesenlerdir. Ucucu bilesen miktari
en yiiksek BB orneginde belirlenirken en diisiik LA ve SK oOrneginde tespit
edilmistir. Ornekler arasinda; aldehitlerden asetaldehit etanal ve nonanal LC,
ketonlardan 2,2-dimetildekan, metil undesil keton ve nonil metil keton LK,
terpenlerden D-limonen SK 6rneginde tespit edilemezken diger tiim 6rneklerde
bulunmaktadir. Tetradekan sadece BB, 2-nonen-4-on sadece LB, 3-undeken-2-
on sadece LC, 2,3-pentandionasetil propionil ve 1-propanol sadece ST, isopropil
miristet sadece DK oOrneginde tespit edilmistir. Duyusal olarak standart
kiltlirlerden {retilen fermente iriinler arasinda en yiiksek begeniyi L.

acidophilus kiiltiiri ile tiretilen fermente siit tirtinii almistir.

Sonug olarak kefir danesinde bulunan mikroorganizmanin bazi 6zellikleri, farkl
kiltiirler ile tiretilen kefirlerle karsilastirilmistir. Standart mikroorganizmalar
kullanilarak turetilen turiunlerde organik asitler, seker icerikleri ve aroma
bilesenlerinin ayr1 ayri yorumlanmasi ve kefir ile karsilastirilmasi ilk kez bu
arastirma projesinde gerceklestirilmistir. Kefire 6zgii mikroorganizmalardan
elde edilen tirtinlerdeki bilesenlerin farkli miktarlarda oldugu goézlemlenmis ve
kefir aromasini etkiledigi bu calisma ile desteklenmistir. Standart kiiltiirlerden
uretilen trunler ile kefirler arasindaki aroma farkliliklari, mikroorganizmalarin
sinerjik etkilerinden kaynaklandigini diisiindiirmektedir. Kefir danesine 6zgi
mikroorganizmalarin ayr1 ayri bilesenlerinin hesaplanmasi ve kefir danesi
kullanilarak tretilen kefir ile karsilastirilarak yorumlanmasi literatiire katki

saglamaktadir.
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EKLER
EK 1. Duyusal analiz formu
Duyusal Degerlendirme Form

Panelist Adi: Tarih: Saat: Tekerriir: Paralel:

Deney Adi: Kefirden izole edilen bazi mikroorganizmalarin aroma bilesenlerinin
belirlenmesi
1. Her bashgin altinda iiriin i¢cin tanimlayic1 kelime belirtilmistir. Asagida yedi
puanl skala kullanilmustir. Degerlendirmede alt1 drnek sunulacaktir. Ornek
iizerindeki kodlar1 kullanarak skala tizerinde belirtiniz.
2. Ornekler arasinda su----kraker----su seklinde agzimiz1 ¢alkalamaya dzen

gosteriniz.
GORUNUS
Beyaz Rengi
1 2 3 4 5 6 7
Kopiik Olusumu
(kefirdeki devamli gordiigiimiiz kopiik miktar1 normaldir)
Az Cok
(Olumsuz) Normal Olumsuz)

0 1 2 3 4 5 6 7 6 5 4 3 2 1 0

Serum ayrilmasi

(olumsuz bir 6zelliktir, fazla olmas1 istenmemektedir)

Fazla Normal
1 2 3 4 5 6 7

YAPI

Akicihik

(Kefir devamli gordiigiiniiz akicilik normaldir)

Az Cok
(Olumsuz) Normal (Olumsuz)
0 1 2 |3 |4 6 7 6 1 0
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KOKU

Fermente Koku

Zayf Kuvvetli
1 2 4 7

Yanmiks1 Koku
Zayif Kuvvetli
0 1 3 4 5 7

Meyvemsi Koku (elma gibi)

Zayif Kuvvetli
0 1 3 4 5 7

Metalimsi Koku
Zayif Kuvvetli
0 1 3 4 5 7

Hayvansal Koku
Zayf Kuvvetli
0 1 3 4 5 7

TAT

Fermente Tat
Zayif Kuvvetli
1 2 4 7

Uygun Asidik Tat
Az Cok
(Olumsuz) Normal (Olumsuz)
0 1 ]2 5 |6 7 6 1 0
Tathhk

Zayif Kuvvetli
1 2 4 7

Mayamsi Tat
Zayif Kuvvetli
0 1 3 4 5 7
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Yaniksi Tat

Zayif Kuvvetli

0 4 7
Meyvemsi Tat

Zayf Kuvvetli

0 4 7
Metalimsi Tat

Zayf Kuvvetli

0 1 2 3 4 5 6 7
Hayvansal Tat

Zayf Kuvvetli

0 1 2 3 4 5 6 7

Otumsu Tat

Zayif Kuvvetli

0 1 2 3 4 5 6 7
Cicegimsi Tat

Zayf Kuvvetli

0 1 2 3 4 5 6 7
Ferahlatic1 Tat

Zayif Kuvvetli

0 1 2 3 4 5 6 7

Uriin ile ilgili diisiinceleriniz;

GENEL BEGENI
Zayf Kuvvetli
0 1 2 3 4 5 6 7
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EK 2. LKF, LP, LK, LA, LB, LC ve LH iiriinlerinin aroma bilesenleri sonuclari

ve standart sapmasi

Ucgucu bilesen ismi

LKF LP LK LA LB LC LH
(ng/L)
Aldehit
Acetaldehyde (CAS) 57,008 0526001  087:054 021029  1.28+0.49 0.6+0.11
Ethanal
Benzaldehyde (CAS) 15,051 0394009  042:019  023:033  0.130.18 2.68+1.92
Phenylmethanal
2-Methylbutanal 10.86+4.4 3.64+2.47 3.37+2.58 2.24+2.15 5.06+5.18 6.1+1.18 7.39+3.38
3-Methylbutanal - 0.04+0.06 0.02+0.03 0.19+0.07 0.06+0.01 0.2+0.09
Decanal - - - -
Heptanal 0.24+0.33 0.31+0.44 - -
Hexanal 0.21+0.3 0.18+0.25 0.23+0.33 0.09+0.13 0.08+0.05 -
Nonanal 1.01+1.43 0.44+0.1 1.23+1.44 0.5+0.71 0.29+0.05 0.5+0.21
Octanal 0.34+0.47 0.08+0.11 0.23+0.15 0.11+£0.04 -
Tetradecane - - - .
Toplam Aldehid 13.08 5.24 6.71 3.30 7.14 6.17 11.37
Keton
1,2-
Cyclopentanedione ) 0.59+0.11 ) i
2(5H)-Furanone - 0.53+0.07 0.11+0.15 -
2,3-Butanedione- ) ) ) i
(CAS) diacetyl
2-Butanone, 3-
hydroxy- (CAS) - 0.04+0.05 0.15+0.21 0.29+0.01 2.35+0.65 0.05+0.07
Acetoin
3-Methyl-2- . . 0.25:035  0.32:0.06 .
butanone
2-Heptanone 0.23+0.07 0.17+0.04 0.11+0.16 1.31+0.5 1.46+0.16 3.37+0.71 3.47+1.53
2-Nonanone (CAS)
Methyl heptyl ketone 0.7+0.34 0.45+0.06 0.1+£0.02 1+£0.58 1.71+0.18 6.27+1.55 3.58+1.55
2-Nonen-4-one - - 0.44+0.04 -
2-Pentanone (CAS)
Methyl propyl - 0.18+0.09  0.110.15 - 0.72¢0.11  0.34:0.17
ketone
2-Propanone (CAS) 007201  0.19£0.27 - 04402  0.34:013  027#0.1  0.59£0.1
Acetone
2-Tridecanone 0.27+0.38 - 0.09+0.13 0.24+0.34 -
3-Undecen-2-one - - - 0.27+0.09 -
6-Methyl-5-hepten- ) ) ) i
2-one
2,3-Pentanedione
(CAS) Acetyl - - - -
propionyl
Decane 0.54+0.25 0.49+0.07 0.22+0.02 0.32+0.19 0.29+0.06 0.3+0.04 0.43+0.26
2,2-Dimethyldecane 0.09+0.06 0.11+0.01 - 0.03+£0.04 0.03+£0.04 0.07+0.09 0.07+0.1
Dodecane 0.72+0.49 0.99+0.07 0.36+0.03 0.54+0.46 0.40.1 0.46+0.2 0.54+0.29
Methyl undecyl 0.12£0.17  0.150.21 - 0274018 0124017  0.14202  0.390.22
ketone
Nonyl methyl ketone 0.96+0.55 0.3+0.42 - 0.87£0.52 0.71+0.18 1.2+0.22 1.16+0.68
Octane - 0.35+0.49 - - -
Toplam Keton 3.70 3.20 2.11 5.29 6.29 15.67 10.62
Alkol
1-Butanol - - 0.02+0.03 - 0.04+0.06 -
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EK 2. LKF, LP, LK, LA, LB, LC ve LH iirtiinlerinin aroma bilesenleri sonuclari
ve standart sapmasi (Devami)

Ucgucu bilesen ismi

(ng/L)

LKF

LP

LK

LB

LC

LH

2-Ethyl-1-butanol

3-Methyl-1-butanol

(impure)

0.11+0.16

0.12+0.06

0.04+0.05

0.07+0.1

1-Propanol (CAS)

Propanol

1-Propanol, 2-
methyl- (CAS)
Isobutyl alcohol

2-Furanmethanol
(CAS) Furfuryl
alcohol

0.39+0.24

0.87+1.23

7.19+1.41

0.1+£0.15

1.84+0.9

0.1+0.14

0.6+0.32

2-Heptanol (CAS)
Amyl methyl
carbinol

0.63+0.32

0.81+0.54

1.84+0.37

Benzeneethanol
(CAS) Phenethyl
alcohol

Capryl alcohol

0.51+0.21

0.19+0.27

0.22+0.32

Ethanol

43.61+22.4
7

23.51+0.54

18.35+0.35

0.58+0.27

0.24+0.08

0.12+0.17

0.46+0.17

Hexanol

0.15+0.21

0.25+0.08

0.11+0.15

Lauryl alcohol

0.32+0.45

0.18+0.25

Nonan-2-ol

0.83+0.42

0.62+0.19

1.78+0.39

0.32+0.01

Toplam Alkol

46.56

26.25

29.61

0.88

2.44

0.33

1.06

Asit

Acetic acid (CAS)
Ethylic acid

0.68+0.96

Butanoic acid

0.86+0.21

1.02+1.44

0.55+0.06

Decanoicacid (CAS)
Capric acid

Hexanoic acid

11.9£7.03

7.67x0.09

8.41x0.79

10.46+4.58

6.41+0.81

8.14+3.01

11.14+6.25

Octanoic acid (CAS)
Caprylic acid

Toplam Asit

11.90

8.35

9.27

11.47

6.96

11.14

Ester

1-Butanol, 3-methyl-
acetate (CAS)
Isoamyl acetate

4-Methyl-2-pentyl
acetate

(Z)-5-Dodecenyl
acetate

0.19+0.27

0.22+0.32

Acetic acid, 2-
phenylethyl ester

Ethyl butyrate (CAS)
Acetic acid, ethyl
ester

0.17+0.02

0.36+0.12

0.38+0.19

Acetic acid,
phenylmethyl ester
(CAS) Benzyl acetate

Benzyl benzoate

Ethyl butyrate (CAS)
Butanoic acid, ethyl
ester

0.14+0.2

0.05+0.07

Ethyl decanoate

0.8+1.13

Ethyl palmitate (CAS)
Hexadecanoic acid,
ethyl ester
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EK 2. LKF, LP, LK, LA, LB, LC ve LH iiriinlerinin aroma bilesenleri sonuc¢lari
ve standart sapmasi (Devami)

Ucgucu bilesen ismi LKF LP LK LA LB LC LH
(ng/L)
Ethyl caproate (CAS)
Hexanoic acid, ethyl 0.43+0.26 0.34+0.1 1.2+0.33 - -
ester
Isopropyl myristate - - - -
Ethyl Octanoate 0.06+0.08 1.14+0.24 - -
Octanoic acid, ethyl
ester (CAS) Ethyl 0.1+0.15  0.17£0.07 - - -
caprylate
Toplam Ester 0.91 0.87 3.57 0.00 0.00 0.19 0.22
Terpen
B-Myrcene 0.39+0.4 0.12+0.16 0.07+0.1 0.19+0.14 0.29+0.19 0.31+0.16
1-p-menthen-9-al - - - -
D-Limonene 0.41+0.58 0.31£0.11 0.09+0.12 0.06+0.09 0.14+0.2 0.77+0.33 0.46+0.27
Sabinene 0.08+0.12  0.05+0.08 - 0.05+0.07 0.08+0.12 0.09+0.12
(E)-Geraniol - 0.1+0.14 0.09+0.12 - -
Toplam Terpen 0.88 0.58 0.25 0.06 0.37 1.15 0.86
Thiol
3-Methyl-2-
butanethiol 0.08+0.11 0.29+0.05 0.1+0.15 - -
Pirazin
2,5-
. . - - 0.25+0.01 0.21+0.13 0.35+0.24
Dimethylpyrazine
Methylpyrazine - - 0.32+0.01 0.21+0.09 0.42+0.22
Laktone
8-Decalactone (CAS)
5-pentyl pentan-5- - - - -
olide
Toplam ugucu bilesen miktari
154.12 89.25 103.15 42.01 47.00 63.71 71.31
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EK 3. BB, ST, KM, SK, DK ve siit iiriinlerinin aroma bilesenleri sonuclari ve
standart sapmasi

Ucgucu bilesen ismi

BB ST KM SK DK sUT
(ng/L)

Aldehit

Acetaldehyde (CAS)  ; ().5 03 (44006 06059  0.35:0.08  0.23+0.32

Ethanal
Benzaldehyde (CAS) 45,011 0152021 - 0.3+0.03  0.41+0.32
Phenylmethanal
2-Methylbutanal 0.76+0.54 1.26£0.21 1.84+1.23 0.39+0.17 5.39+1.57 6.72+2.81
3-Methylbutanal 0.24+0.23  0.36%0.03 0.14+0.07 0.17+0.16 -
Decanal - 0.07+0.1 0.2+0.29 - - 0.08+0.12
Heptanal - - 0.57+0.8 - -
Hexanal - - 0.23+0.33 0.09+£0.01 0.05+0.07 0.15+0.12
Nonanal 0.11+0.15 0.15+0.22 2.11+2.45 0.5+0.19 0.51+0.13 0.82+0.81
Octanal - 0.05+0.07 0.17+0.16 0.1+£0.15 - 0.16+0.13
Tetradecane 2.01+2.84 - - - - 0.02+0.03
Toplam Aldehit 4.83 2.44 5.86 1.90 6.60 7.96
Keton

1.2-

. - . 0.18+0.26 0.17+0.24 - 0.1+£0.14
Cyclopentanedione
2(5H)-Furanone - - - 0.07+0.1 0.08+0.12 0.13+0.19
2.3-Butanedione-
(CAS) diacetyl 0.14+0.2 0.54+0.77 - - 0.68+0.96
2-Butanone. 3- 13.59+13.2
hydroxy- (CAS) 1.1+1.36 1.17+0.04 0.04+0.05 3.94+2.17 5 0.03+0.03
Acetoin
3-Methyl-2- - 0.5£0.71 - 0.96:021  0.41%0.58
butanone
2-Heptanone 0.49+0.69 1.57+0.21 1.14+0.25 1.14+0.36 2.27+1.22 1.42+0.65
2-Nonanone (CAS)
Methyl heptyl ketone 0.5+0.7 1.41+0.2 0.9+0.31 0.69+0.24 2.8+1.97 1.55+0.8

2-Nonen-4-one - - - - -
2-Pentanone (CAS)

Methyl propyl 0.06+0.08 - 0.41+0.42 - -

Kketone

2-Propanone (CAS) 0.09+0.12  0.3+0.09  0.33+0.33 : 0.56+0.38  0.23+0.02
Acetone

2-Tridecanone - . - . R

3-Undecen-2-one - . - . R
6-Methyl-5-hepten-

- 0.08+0.11 0.14+0.2 0.08+0.12 -

2-one

2.3-Pentanedione

(CAS) Acetyl - 0.71£0.02 - - -

propionyl

Decane 0.73+0.75  0.43+0.05 0.46+0.43 0.35+0.05 0.49+0.16 0.83+0.46

2.2-Dimethyldecane 0.03£0.04  0.09+0.13 0.41+0.57 0.12+0.17 0.12+0.17 0.21+0.13

Dodecane 1.98+2.16 - 0.54+0.38 0.57+0.14 - 0.61+0.29

Methyl undecyl
ketone

Nonyl methyl ketone 0.26+x0.37 1.07+0.52 0.68+0.32 0.37£0.09 1.45+0.79 1.09+0.77

0.09+0.13 0.4+0.26 0.07+0.09 0.19+0.01 0.41+0.19 0.4+0.35

Octane - 0.12+0.17 - 0.1+0.15 0.17+0.24

Toplam Keton 5.47 8.39 5.29 8.77 23.03 6.61
Alkol

1-Butanol 0.02+0.03  0.66+0.3 - - 0.03+0.04
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EK 3. BB, ST, KM, SK, DK ve siit iiriinlerinin aroma bilesenleri sonuclari ve

standart sapmasi (Devam)

Ucgucu bilesen ismi

(ng/L)

BB

ST KM

SK

DK

sUT

2-Ethyl-1-butanol

0.19+0.09

3-Methyl-1-butanol

(impure)

44.42+16.1
5

0.07+0.1 2.01+2.85

0.1+0.14

1-Propanol (CAS)

Propanol

0.45+0.09 -

1-Propanol. 2-
methyl- (CAS)
Isobutyl alcohol

4.2+5.94

0.21+0.04

2-Furanmethanol
(CAS) Furfuryl
alcohol

0.57+0.52

1.17+£1.65

1.44+0.37

1.84+0.32

2-Heptanol (CAS)
Amyl methyl
carbinol

0.41£0.35

Benzeneethanol
(CAS) Phenethyl
alcohol

77.68+8.04

0.33+0.16

Capryl alcohol

0.34+0.48

0.06+0.09

Ethanol

64.07+90.2
3

1.3£0.14 3.04+1

1.02+0.36

1.53+£1.02

0.22+0.1

Hexanol

0.76+1.07

3.64+0.08 -

Lauryl alcohol

0.11+0.16

0.17+0.23

Nonan-2-ol

0.06+0.09

0.38+0.1

Toplam Alkol

191.49

6.12 6.33

2.97

2.42

Asit

Acetic acid (CAS)
Ethylic acid

1.03£1.45

Butanoic acid

0.67+0.95 0.35+0.5

0.45+0.64

0.37£0.52

Decanoicacid (CAS)
Capric acid

Hexanoic acid

2.96+4.18

7.09+2.25 6.84+2.28

7.52%2.45

10.21+4.38

Octanoic acid (CAS)
Caprylic acid

Toplam Asit

2.96

7.76 7.20

7.98

11.61

0.00

Ester

1-Butanol. 3-methyl-
acetate (CAS)
Isoamyl acetate

0.67+0.94

0.22+0.07

4-Methyl-2-pentyl
acetate

(Z)-5-Dodecenyl
acetate

Acetic acid. 2-
phenylethyl ester

1.21#1.71

0.38+0.09

Ethyl butyrate (CAS)
Acetic acid. ethyl
ester

1.51£2.13

4.36%2.83

Acetic acid.
phenylmethyl ester
(CAS) Benzyl acetate

Benzyl benzoate

Ethyl butyrate (CAS)
Butanoic acid. ethyl
ester

0.19+0.26

Ethyl decanoate

2.1£2.98

Ethyl palmitate (CAS)
Hexadecanoic acid.
ethyl ester
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EK 3. BB, ST, KM, SK, DK ve siit iiriinlerinin aroma bilesenleri sonuclari ve
standart sapmasi (Devam)

Ucgucu bilesen ismi BB ST KM SK DK SUT

(ng/L)

Ethyl caproate (CAS)

Hexanoic acid. ethyl - - 0.14+0.06 - -

ester

Isopropyl myristate - - - - 0.14+0.2

Ethyl Octanoate 1.27+1.8 - 0.05+0.08 - -

Octanoic acid. ethyl

ester (CAS) Ethyl - - 0.1+0.14 - -

caprylate

Toplam Ester 6.76 0.00 5.44 0.00 0.14 0.00
Terpen

B-Myrcene 0.02+0.02 - 0.03+0.04 - 1.13+1.59 0.15+0.05

1-p-menthen-9-al - - - - -

D-Limonene 0.08+0.12 0.17+0.1 0.05+0.07 - 1.19+1.09 0.76+0.75

Sabinene - - - - 0.18+0.25 0.07+0.02

(E)-Geraniol - - - - -

Toplam Terpen 0.10 0.17 0.07 0.00 2.50 0.98
Thiol
3-Methyl-2-
butanethiol ) ’ 0.0420.06 ; -
Pirazin

2.5- . ] ]
Dimethylpyrazine
Methylpyrazine - . - . R

Laktone

8-Decalactone (CAS)
5-pentyl pentan-5- - . - ) _
olide

Toplam ugucu bilesen miktari

423.21 49.78 60.43 43.23 94.07 35.93
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EK 4. Uriinlerin kayma gerilmesi/ kayma hiz1 ve goriiniir viskozite /
kayma hi1z1 reogramlari
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