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Kefir, mikrobiyal cesitliligi ve saglik iizerine olumlu etkileri oldugu
bilinen fermente bir siit igecegidir. Kefirin in vitro sindirim simiilasyonu ile
izlenmesi; kefir iceceginin tiiketiminden hemen sonra sindirim prosesi boyunca
biyoaktif molekiillerin miktarlarinin nasil degistigini ortaya koymustur. Bu
calismada kefir orneklerinin in vitro kosullarda sindirim simiilasyonuna tabi
tutulmas1 ve kefirin; antihipertansif, antidiabetik, antioksidan ve antimikrobiyal
aktivitelerinin karsilastirllmasi1 amaglanmistir. Tezde 6rnek olarak kullanilan kefir
geleneksel yontemlerle iiretilmistir. Kefire sindirim prosesi Oncesinde pH,
titrasyon asitligi, yag igerigi, azot igerigi, kuru madde igerigi ve kil igerigi
analizleri yapilmistir. Ardindan kalan kefir sirasi ile simiile gastrik ve intestinal
faza tabi tutulmustur. /n vitro kosullarda gerceklestirilen gastrik ve intestinal faz
sonrasinda farkli molekiil biiyiikliklerine sahip (3, 10, 30, 50 ve 100 kDa)
ultrafiltrasyon fraksiyonlarina ACE inhibitor aktivitesi, DPPIV inhibitor
aktivitesi, toplam fenolik madde miktar1 tayini, DPPH aktivitesi, indirgeme giicii
analizi, antimikrobiyal aktivite, protein miktari ve SDS-jel elektroforezi analizleri
uygulanmigtir.

Gastrointestinal ~ sindirim  sonrasinda analiz  sonuclar1  kefir ile
karsilastirilmis ve kefirdeki toplam fenolik madde miktarinin 43,76 mg
GAE/I’den 668,16 mg GAE/I’ye, DPPH aktivitesinin % 4,2’den % 63,06’ya, ACE
inhibitdr etkisinin % 9,91°den % 98,88¢e yiikseldigi goriilmiistiir, DPPIV inhibitor
aktivitesinin % 19,91’e yiikselirken indirgeme giicliniin optik yogunlugu
1,188’den 0,278’e ve protein konsantrasyonunun 101,14 mg/lI’den 12,40 mg/lI’ye
diigmiistiir. Sindirim prosesinden 6nce kefirde antimikrobiyal etki goriilmezken,
sindirim sonrasi intestinal fazdan ¢ikan 6rneklerde E.coli’ye karsi antimikrobiyal
etki goriilmiistir. Bu sonuglar gastrointestinal sindirimin kefirde bulunan
biyoaktif molekiil miktarlarinda genel olarak artisa neden oldugunu ve bir
fermente iiriinlin biyolojik acidan yararliligini tayin etmek i¢in sindirim prosesinin
gerekli bir metot oldugunu gostermektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Kefir, Gastrointestinal Sindirim Simiilasyonu,
ACE Inhibitor Aktivitesi, DPPIV Inhibitor Aktivitesi, Antimikrobiyal
Aktivite



ABSTRACT

DETERMINATION OF BIOACTIVE COMPONENTS OF KEFIR
BEVERAGE BY IN VITRO GASTROINTESTINAL SIMULATION
MSC THESIS
ANIL SEKER
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

FOOD ENGINEERING
(SUPERVISOR:ASSIST. PROF. DR. OZLEM AYTEKIN)

DENIZLi, AUGUST 2017

Kefir is a fermented milk known to have positive effects on microbial
diversity and health. Monitoring kefir by in vitro digestion simulation; has
revealed how the quantities of bioactive molecules change through the digestive
process immediately after the consumption of kefir. In this study, it is aimed to
subject kefir samples to in vitro digestion simulation and to compare the
antihypertensive, antidiabetic, antioxidant and antimicrobial activities of kefir.
Kefir is produced by traditional methods in the thesis. pH, titratable acidity, fat,
amount of nitrogen, the amount of dry matter and ash analyzes were performed to
undigested kefir samples. Then the rest of the kefir was subjected to gastric and
intestinal phase respectively. ACE inhibitor activity, DPPIV inhibitor activity,
analyse of total phenolic amount, DPPH activity, reducing power analysis,
antimicrobial activity, protein amount and SDS-gel electrophoresis were applied
to the gastric and intestinal phase samples and their ultrafiltration fractions.

The results of the analysis after gastrointestinal digestion were compared
with kefir and it is determined that the amount of total phenolic substance in the
kefir increased from 43.76 mg GAE/I to 668.16 mg GAE/li, activity of DPPH
increased from 4.2% to 63.06%, ACE inhibitor effect increased from 9.91% to
98.88%. While DPPIV inhibitor activity of kefir increased to 19.91%, the optical
density of the reducing power decreased from 1.188 to 0.278 and the protein
amount decreased to 101.4 mg/l of 12.42 mg/l. While any antimicrobial effect was
observed in undigested kefir, it was observed against E. coli in the digested kefir
samples. These results show that kefir generally causes an increase in the amount
of bioactive molecules that are released after gastrointestinal digestion, and that
the digestion process is a necessary method to determine the biological capability
of a fermented product.

KEYWORDS: Kefir, Gastrointestinal Digestion Simulation, ACE Inhibitor
Acivity, DPPIV Inhibitor Activity, Antimicrobial Activity
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1. GIRIS

1.1  Fonksiyonel Gidalar

Fonksiyonel gidalar, insanlarin temel besin ihtiyaglarini karsilayan, viicut
fonksiyonlarin1 olumlu yonde etkileyen, olast hastaliklardan korunmay: ve bireyin
sagligim iyilestirmede etkinlik gosteren gida veya gida bilesenleridir (Messina ve
dig. 2008; Hacioglu ve Kurt 2012). Fonksiyonel gidalar arasinda yer alan, viicuda
yararli, icerisinde canli mikroorganizmalar barindiran gidalar veya bu
mikroorganizmalar tarafindan iretilen gidalara probiyotik gidalar denilmektedir
(Farnworth 2006). Probiyotik iiriinler ve fonksiyonel gidalar denildiginde akla ilk

gelen de fermente tirtinler olmaktadr.

Fermente gidalarin tarihi antik caglara dayanmaktadir. Gidalari kurutma
yoluyla korumanin disinda bilinen en eski yontem gidalarin fermente edilmesidir.
Fermantasyon islemi; basit hammaddelerin ¢esitli mikroorganizmalarin faaliyetleri
sonucu daha degerli bir {iriine doniismesi islemidir (Farnworth 2009). Fermantasyon
gidalar1 daha dayanikli hale getirirken aroma, koku ve tat olusumuna da olumlu
yonde katkilar saglamaktadir (Karbancioglu ve Mutlu 2013). Bu nedenle yeni iiriin

gelistirmede iireticilerin bagvurdugu bir iiretim teknigi olarak bilinmektedir.

Fermantasyon teknolojisi ile et, meyve-sebze ve siit tiriinleri tiretilmektedir.
Ulkemizde en ¢ok tiiketim olanag1 bulan fermente siit iiriinleri; peynir, yogurt, ayran,
tereyagi, kefir ve nadiren kimizdir (Gaware ve dig. 2011). Fermente siit iiriinleri, sit
sekerinin genellikle laktik asit bakterileri olmak iizere c¢esitli mikroorganizmalar
tarafindan fermantasyonu sonucu elde edilen farkli aroma ve kivama sahip trtinlerdir
(Atamar ve dig. 1988). Bunlar arasinda giiniimiizde en yaygin olan ve en ¢ok ilgi
ceken fermente iiriinlerden biri, kendine has mikroorganizmalar igeren, kompleks
yapili, yogun kivamh bir icecek olan kefirdir. (Glizel-Seydim ve dig. 2011). Kefir
kendine has aromasinin yani sira insan sagligi iizerine olumlu etkileri nedeni ile de

tiiketicilerin ilgisini gekmeyi basaran bir fermente siit lirlintidiir.



1.2  Kefirin Tamim ve Tarihcesi

Kefirin ilk olarak ortaya ¢iktigi yer Kafkasya olup, inek, koyun, keci, deve
gibi ¢esitli siitlere, kefir daneleri ilave edilerek elde edilen fermente bir siit Griintidiir
(Karatepe ve dig. 2012). Kefir yapiminda inek, koyun, keg¢i, deve, hindistan cevizi,
piring veya soya siitiinden herhangi biri kullanilabilir (Otles ve Cagind1 2003).

Kefir  danesinde  bakteriler ~ve mayalar birlikte  bulunur ve
mikroorganizmalarin metabolitlerini de iceren dogal bir probiyotik olarak kabul
edilirler (Yiiksekdag ve dig. 2004). Sekil 1.1°de goriildiigii gibi kefir danesi beyaz
veya sarimsi renkte, diizensiz sekilli, kiiciik karnabahar goriintimiinde, ¢ap1 3 ile 20
mm arasinda degisen diizensiz partikiillerdir (Libudzisz ve Piatkiewicz 1990;
Cagindi ve Otles 2003; Kesenkas ve dig. 2013). Siitiin fermantasyonunu
gerceklestiren bu kefir daneleri, kefiran adi verilen polisakkarit matriksinin bir arada
tuttugu kiigiik mikroorganizma kiimeleridir. Kefiran, Lactobacillus kefiranofaciens
tarafindan iretilen suda ¢oziinebilir bir glukogalaktan’dir (Otsoa ve dig. 2006). Kefir
danesi yapisinda bulunan laktik asit bakterileri (LAB) ve mayalarin siiti
homofermentatif ve heterofermantatif yollarla fermente etmeleri sonucu laktik asit,
COg, az miktarda alkol ve aromatik molekiiller olusur. Olusan bu molekiillerin hepsi

kefirin  kendine has duyusal ozelliklerin  gelismesine  katki  saglar.

Sekil 1.1: Kefir danelerinin gérinimii

Kefiri diger fermente siit {rilinlerinden ayiran en Onemli 6zellik; kefir
danesindeki bakteri ve mayalarin simbiyotik bir sekilde galismasi sonucu laktik asit

ve etil alkol fermantasyonunun ayni ortamda olmasidir (Unliitiirk ve Turantas 1998;

2



Yilmaz ve dig. 2006). Siitiin fermantasyonu sonucu olusan bu {irlin; rahatlatici,
asidik, homojen bir tekstiire sahip, yogun kivamli, ve hafif maya aromasina sahiptir.
Kefir igecegi; lilkemizde genellikle inek, keg¢i, koyun siitlerinden tiretilmekle birlikte;

deve siitinden de elde edilebilmektedir.

1.3 Kefirin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Resmi Gazetede yayimlanan ‘Tiirk Gida Kodeksi Fermente Uriinler Siit
Tebligi’ne gore (Teblig No: 2009/25)’kefir; fermantasyonda spesifik olarak
Lactobacillus kefiri, Leuconostoc, Lactococcus ve Acetobacter cinslerinin degisik
suglari ile laktozu fermente eden (Kluyveromyces marxianus) ve etmeyen mayalari
(Saccharomyces unisporus, Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces exiguus)

iceren starter kiiltiirler ya da kefir danelerinin kullanildig1 fermente siit iirtintidiir.

Kefir danesi, biinyesinde mayalari, laktik asit bakterileri (lactobacilli,
lactococci Ve leuconostoc) Ve asetik asit bakterilerini (acetobacter) karisim halinde
bulundurur (Terzi 2007). Chen ve dig. (2008) Tayvan’da elde ettikleri ii¢ farkli kefir
danesi ile yaptiklar1 calismada, danelerde en baskin mikroorganizmanin her iig¢
danede de benzer laktik asit bakterileri oldugu, bunlarin i¢inde de en yaygin olaninin
Lactobacillus kefiri oldugunu bildirmislerdir. Giizel-Seydim ve dig. (2011) yaptiklart
derleme g¢alismasinda kefir danesinde bulunan mikroorganizmalar1 Tablo 1.1°deki

gibi gostermislerdir.



Tablo 1.1: Kefir danesinin mikroflorasi (Giizel-Seydim ve dig. 2011, adapte edilmistir)

Lactobacilli

Lactococci

Yeast

Lactobacillus kefir

Lactococcus lactis subsp. lactis

Saccharomyces cerevisiae

Lactobacillus kefiranofaciens

Lc. lactis subsp. lactis biovar. Diacetylactis

Saccharomyces delbruecki

Lactobacillus kefirgranum

Lc. lactis subsp. cremoris

Candida kefir

Lactobacillus parakefir

Kluyveromyces lactis

Lactobacillus brevis

Streptococci

Issatchenkia orientalis

Lactobacillus plantarum

Streptococcus thermophilus

Saccaromyces unisporus

Lactobacillus helveticus

Streptococcus cremoris,

Saccharomyces exiguus

Lactobacillus acidophilus

Streptococcus durans

Saccharomyces humaticus

Lactobacillus delbrueckii

Streptococcus faecalis

Kluyveromyces marxianus

Lactobacillus rhamnosus

Leuconostoc mesenteroides

Saccharomyces turicensis

Lactobacillus casei

Pichia fermentas

Lactobacillus paracasei

Acetic Acid Bacteria

Torulopsis holmii

Lactobacillus fructivorans

Acetobacter sp.

Candida holmii

Lactobacillus fermentum

Acetobacter pasteurianus

Torulospora delbrueckii

L. mesenteroides, L. crispatus

Acetobacter aceti

Candida friedricchi

Lactobacillus hilgardii

Candida albicans

Lactobacillus viridescens

Lactobacillus gasseri

Lactobacillus fermentum

Tablo 1.1°de goriildiigii gibi kefir daneleri biinyesinde Lactobacilli tiirleri

baskinken; Lactococci, Streptococci tiirleri de yogun bir sekilde bulunmaktadir.

Bunun yani sira asetik asit bakterileri ve mayalar1 da biinyesinde bulundurmaktadir.

Ancak {retildikler1 yere gore icerdikleri mikroorganizma g¢esitleri ve oranlar

degismektedir. Sonug olarak kefir daneleri bakteri ve mayalarin sinerjik bir sekilde

calistig1 yapilardir.

Kefir danesinin mikroskobik incelemesinde (Sekil 1.2) limon seklinde veya

uzun ipliksi goriinlimde mayalar, koklar ve ¢ubuk seklinde laktobasiller bir arada

gorilmektedir.




Sekil 1.2: Kefir danelerinin elektron mikroskobundaki goriintiisii (A ve C kefir danesinin i¢ yiizeyi, B
ve D kefir danesinin dis ylizeyi (Cakar 2013).

Koklar genellikle maya hiicrelerinin yiizeyinde yer alirken, laktobasiller genel
olarak maya hiicrelerinin aralarma yerlesmis durumdadir. Laktozu fermente
edemeyen Sacchararomyces cerevisiae gibi mayalar danenin daha derin
katmanlarinda yer alirken; laktozu fermente edebilen Torula kefir, Kluyveromyces
lactis ve Kluyveromyces marxianus gibi mayalar ise genellikle dis yiizeylere yakin
bulunmaktadirlar. Laktik asit bakterileri ve asetik asit bakterileri de kefir danesinin
en dis ylizeyinde yer almaktadirlar (Giizel-Seydim ve dig. 2005; Otsoa ve dig. 2006;
Turan ve ilter 2007).

Yapilan baz1  ¢alismalarin  sonucunda  kefir danesini  olusturan
mikroorganizmalar ve oranlarini gosteren verilere gore; kefir mikroflorasinin % 65-
80’ini laktobasiller (homofermantatif, heterofermantatif; mezofil ya da termofil), %
20’sini streptokoklar ve % 5’ini mayalarin olusturdugu belirtilmektedir (Yildiz
2009). Kefir danesi mikroflorasinda bulunan laktik asit bakterilerini homofermantatif
ve  heterofermantatif = olmak iizere 2 gruba aywmak  miimkiindiir.
Homofermantatiflere; Lactobacillus acidophilus, Streptococcus thermophilus,
Lactococcus lactis ornek olarak verilebilir. Heterofermantatiflere ise Lactobacillus
fermentum ve Leuconostoc mesenteroides ornek verilebilir. Homofermantatifler
sadece laktik asit tiretimi yaparken (bkz. Sekil 1.3); heterofermantatifler laktik asit

yaninda CO», etanol ve asetik asitte (bkz. Sekil 1.4) tiretirler (Karatepe ve dig. 2012).



Farnworth (2005)’un yaptig1 bir ¢alismada kefir danesi, kefir kiiltiiri ve kefir

icecegindeki mikroorganizma sayilar1 Tablo 1.2°de verilmistir.

Tablo 1.2: Kefir tanesi, kefir kiiltiirii ve kefirdeki mikroorganizma diizeyleri (log kob/mL) (Farnworth
2005)

Laktokok Laktobasil Mayalar
Kefir Danesi 7,37 8,94 8,3
Kefir Kiiltiirt 8,43 7,65 5,58
Kefir 8,54 7,45 5,24

Tablo 1.2’ye goére kefir danesinde bulunan mikroorganizma sayilari
fermantasyon siiresince degisim gostermekte ve bu degisimden en fazla mayalar
etkilenmektedir. Laktobasiller yaklasik 1,5 kob/mL azalirken mayalar yaklasik 3
kob/mL azalmaktadir. Degisen pH, sicaklik ve siire gibi etmenler mayalari
etkilemektedir. Angulo ve dig. (1993), kefir danesinde bulunan mayalarin CO2 ve

etanol liretmeleri ile fermantasyonda dnemli rol oynadiklarini belirtmislerdir.

Koroleva (1988b), kefir danesinde bulunan mayalarin, laktik asit
bakterilerinin liremesini stimiile ettigini belirtmektedir. Kefirin homo ve
heterofermantasyonu sonucu laktik asit, asetik asit, CO», etil alkol, aromatik
bilesikler, kopiiklii bir yapi, patojenik mikroorganizmalarin siitte olusumunu
engelleyen antibiyotik ve bakterilerin igerdikleri maddeler ortaya ¢ikmaktadir (Otles
ve Cagind1 2003; Yilmaz ve dig. 2006).

1.4 Kefirin Biyokimyasal Ozellikleri

Fermantasyon sicakligina, siiresine ve olusan asit miktarina bagl olarak,
laktik asit bakterilerinin etkisiyle laktik fermantasyonu; mayalarin etkisiyle etil alkol
fermantasyonu gerceklesmektedir. Ayrica fermantasyon ve saklama siiresince kefir
danesinde bulunan proteolitik bakteriler proteinlerin bir kismimi aminoasitlere

parcalamaktadir (Metin ve Tavlas 1986).

Kefirin fermantasyonu sirasinda meydana gelen degisimler laktik asit
fermantasyonu ile agiklanabilmektedir. Laktik asit fermantasyonu ile laktozdan laktik
asit olusumu homofermantatif ve heterofermantatif olarak gergeklestirilir.

Homofermantatif laktik asit fermantasyonunu gergeklestiren laktik asit bakterileri
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aldolaz ve hekzos izomeraz enzimlerine sahiptir ancak fosfoketolaz enzimi eksiktir.
Sekil 1.3’te gorildugi gibi bu bakteriler Embden-Meyerhof-Parness yolagini

izleyerek glikozu once piruvata ardindan laktik asite dontistirmektedirler (Erkmen ve
Bozoglu 2016).

Glikoz == Glikoz-6-P == Fruktoz-6-P —=3p Fruktoz-1.6-Bifosfat

b

Piruvat <= Fosfoenolpiruvat €= Gliseraldehit-2-P €= Gliseraldehit-3-P

\

Laktik Asit

Sekil 1.3: Embden-Meyerhof-Parness yolagi (homofemantatif laktik asit fermantasyonu)

Heterofermantatif laktik asit fermantasyonunda kullanilan yolak Pentoz fosfat
(Sekil 1.4) yolagidir. Kefir kiiltiiriinii olusturan ve Tablo 1.3’te verilen bakterilerin
bir kism1 bu yolag: izleyerek %50 oraninda laktik asit iiretirken geri kalan kismi

aromay1 ve tadi etkileyen COp, etanol ve asetik asit olusturmaktadir.

Glikoz =2 Glikoz-6-P =3 6-fosfo-glukonat + CO; =3 Ribuloz-5-fosfat

v

Ksiluloz-3-fosfta

e v

1-3-difosfogliserat #= Gliseraldehit-3-P Asetil-fosfat
3—fosfog*iserat Asetil’b—CoA
E—fosfc:;serat Asetjdehit
Posfoentpiruva.t +H:0 Eta.notAseta.t
Pivat
LaktiAsit

Sekil 1.4: Pentozfosfat yolagi

Bu iki fermantasyona ek olarak kefirde alkol fermantasyonu ile laktozdan
piruvat, asetaldehit ve ardindan etil alkol ve CO2 olusumu ger¢eklesmektedir. Bu
biyokimyasal reaksiyonlarin yanisira fermantasyon esnasinda sinirli 6l¢iide proteinin

pepton ve aminoasitlere pargalanmasi (yavas proteoliz) ger¢eklesmektedir.



Tablo 1.3: Uriinlerine gore laktik asit bakterisi gruplari

. FAKULTATIF _ .
HOMOFERMANTATIF HETEROFEMANTATIF HETEROFERMANTATIF
Lactococcus spp. Lactobacillus spp. Lactobacillus spp.

Lac. Lactic subsp. Lactis Lb. animalis Lb. brevis
Lac. Lactic subsp. Cremoris Lb. bifermentans Lb. buchneri

Lactobacillus spp.

Lb. curvatus

Lb. cellobiosus

Lb. acidophilius

Lb. homuhiochii

Lb. confusus

Lb. lactis Lb. murinus Lb. coprophilus

Lb. leichmannii Lb. plantarum Lb. fermentum

Lb. salivarius Lb. pentosus Lb. kefir
Peidococcus spp. Lb. rhamnosus Lb. reuteri

Ped. acidilactici

Lb. sake

Lb. sanfrancisco

Ped. damnosus

Lb. viridescens

Ped. pentosaceus

Leuconostoc spp.

Streptococcus spp.

Leu. dextranicum

Str. bovis

Leu. mesenteroides

Str. thermophilus

Leu. paramesenteroides

Enterococcus spp.

Leu. carnosum

Ent. faecium

Leu. gelidium

Ent. faecalis

Kefir, insan beslenmesi i¢in gerekli olan protein, yag, karbonhidrat, vitamin

ve mineral maddeleri kimyasal bilesiminde bulundurmaktadir. Kefirin kimyasal

bilesimi ve enerji degerleri Halle ve dig. (1994) tarafindan yapilan bir ¢alisma ile

Tablo 1.4°te rapor edilmistir.

Tablo 1.4: Kefirin baz1 kimyasal bilesenleri ve enerji degeri (Halle ve dig. 1994)

icerik 100g |icerik 100g | icerik 100g

Enerji 65kcal | Treonin 0,17 | Mineral (g)

Yag (%) 3,5 Metionin+sistin 0,12 | Kalsiyum 0,12

Protein (%) 3,3 Lisin 0,27 | Fosfor 0,10

Laktoz (%) 4 Valin 0,22 | Magnezyum 12,00

Su (%) 87,5 Potasyum 0,15

Siit asidi (g) 0,8 Vitaminler (mg) Sodyum 0,05

Etil alkol () 09 |[A 0,06 |Klorit 0,10

Laktik asit (g) 1 Karoten 0,02

Kolesterol (mg) 13 |B1 0,04 |iz Elementler

Fosfatidler (mg) 40 B2 0,17 | Demir (mg) 0,05
B6 0,05 | Bakir (ng) 12,00

Esansiyel amino asitler(g) B12 0,50 | Molibden (pg) 5,50

Triptofan 0,05 | Niasin 0,09 | Manganez (ug) 5,00

Fenilalanin+Tirosin 035 |C 1,00 | Cinko (mg) 0,36

Losin 0,34 D 0,08

Isolésin 0,21 E 0,11




Kefirin pH degeri 4,2-4,6 arasinda olup, kefir kiiltliriinii olusturan
mikroorganizmalarin ¢esitliligi, siitiin kalitesi, kuru madde igerigi, kefirin tiretimin
endiistriyel veya geleneksel olusu, siitiin fermantasyon sicakligi ve siiresi ile
tiretimden tiiketime kadar gegen siire kefirin bilesimini etkilemektedir (Odet 1995).
Tablo 1.4’de de goriildigi gibi kefirde; laktik asit, %3,5 oraninda yag, %3,3
oraninda protein, %4 laktoz ve %87,5 su; %0,6-0,8 etil alkol, farkli aldehitler ve

aseton bulunmaktadir.

Mayalanmadan sonra siit icerisindeki laktoz %75 oraninda azaldigi igin,
laktoza duyarl kisiler kefiri giivenli bir sekilde tiiketebilir (Yilmaz ve dig. 2006).
Kefir tanesi kullanilarak {tiretilen kefirin COz2 igeriginin 0,85-1,05 g/l oldugu, starter
kiiltiir kullanilarak tiretilen kefirin ise CO2 miktarmim 1,7 g/l oldugu bildirilmektedir

(Beshkova ve dig. 2002; Simova ve dig. 2002).

Resmi Gazetede yayimlanan “Tiirk Gida Kodeksi Fermente Uriinler Siit
Tebligi”ne (Teblig No: 2009/25) gore kefirde; siit proteini agirlik¢a (%) en az 2,7, siit
yag1 agirlikea (%) en fazla 10, titrasyon asitligi laktik asit cinsinden agirlik¢a (%) en
az 0,6, toplam spesifik mikroorganizma (kob/g) en az 107, etikette belirtilen toplam
ilave mikroorganizma (kob/g) en az 10° ve maya (kob/g) en az 10* olmas:

gerekmektedir.

Daneler % 85-90 oraninda su i¢ermektedir. Kefir danesinin kuru madde kismi
genellikle % 57 karbonhidrat, % 33 protein, % 4 yag ve % 6 kiilden olusmaktadir
(Kesenkas ve dig. 2013). Insan metabolizmas1 i¢in gerekli olan ve esansiyel yag
asitleri ve aminoasitleri de bilesiminde bulundurur. Biotin, folik asit, pantotenik asit
ve B12 gibi B vitamini gesitlerinin viicut tarafindan emilmesine yardimei olmaktadir.
Icerigindeki mineral maddeler sinir sisteminin isleyisinde, vitaminler bobrek,
karaciger ve sinir sisteminin isleyisinde, esansiyel aminoasitler sinir sistemi lizerine,
fosfor karbonhidrat, yag, protein ve enerji metabolizmasinda rahatlatici etki

gostermektedir (Karagozlii ve Kavas 2000, Karagozlii 2003a).



2. KEFIR

2.1 Kefirin Antioksidan Etki Mekanizmasi

Hiicrelere disardan alinan veya ¢esitli biyokimyasal reaksiyonlar sonucunda
olusan serbest radikaller pozitif ya da negatif yiike sahip olan iyonlardir. Bu iyonlarin
sitoplazma veya reaksiyon ortaminda fazla miktarda bulunmasi, ortamin iyonik yiik
dengesini bozmaktadir. Bu durum sistemde bulunan enzimlerin ya da reaktiflerin
calismasini baskilar veya hizlandirir. Bu nedenle homeostasisi bozar. Bu kararsiz
reaktifler; lipid, protein, DNA ve niikleik asitlere zarar vererek basta kanser ve
kroner hastaliklar olmak lizere daha bircok hastaliga neden olmaktadir (Velioglu
2000). Viicudun, reaktif oksijen tiirlerine ve serbest radikallere karsi koruyucu yapi
olusturan antioksidan savunma mekanizmasi bulunmaktadir. Antioksidan maddeler;
antibakteriyel, antikanserojen ve kalp-damar hastaliklar1 riskini azaltic1 etkiler
gostererek son yillarda {izerinde en fazla arastirma yapilan biyoaktif gida bilesenleri
arasina girmistir (Lin ve Yen 1999; Kris- Etherton ve dig. 2002; Virtanen ve dig.
2006; Nayir 2008).

Serbest radikallerin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasarlari
onlemek i¢in viicutta enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan mekanizmalar
gelismistir. Fakat bu mekanizmalar tiim hasarlardan tam anlamiyla korunabilmek
icin yeterli degildir. Bu yiizden, viicudumuzdaki oksidatif hasarlarin etkilerinden
korunabilmek i¢in giinliik diyetimize antioksidatif madde miktar1 yiiksek gidalar
eklenmesi tavsiye edilmektedir (Lin ve Yen 1999; Mercan 2004; Virtanen ve dig.
2006). Bu gidalar basinda, kayisi, kestane, elma, iiziim, ¢ay, sarap, sogan, sarimsak
ile siit ve siit tirlinleri gelmektedir (Yilmaz 2010; Usta ve Ersan 2013) Son yillarda
siit ve yogurt, peynir, kefir gibi fermente siit iirlinlerinde dogal olarak bulunan
vitaminlerin, enzimatik sistemlerin ve Karitenoid gibi bilesiklerin antioksidan

aktiviteleri {izerine pek ¢ok ¢alisma yapilmistir (Tablo 2.5).
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Tablo 2.5: Siit ve driinlerinde antioksidan aktiviteye sahip bazi bilesenler (Tagkin 2011, adapte
edilmistir)

ENZIMATIK OLMAYAN ANTIiOKSiDAN
BiLESENLER

Siit proteini, kazein

Peynir alt1 suyu proteinleri; (a- laktalbiimin, -
laktoglobiilin, laktoferrin)

Peptit ve aminoasitler

C vitamini,E vitamini (tokoferoller, tokotrienoller),
Karotenoidler

Urik asit

Konjuge linoleik asit

Bakteriler (laktik asit bakterileri)

ENZIMATIK ANTiOKSIDAN BiLESENLER

Katalaz,Stiperoksit dismutaz (SOD), Glutatyon
peroksidaz (GSH-Px)

Siit proteini hidrolizatlar1 ve hidrolizden sonra serbest birakilan peptidler,
radikal olusumunu engelleyebilmekte ya da radikalleri ve hidrojen peroksit ile diger
peroksitleri uzaklastirabilmektedir. Katalaz, siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon
peroksidaz enzimatik olmayan antioksidanlarin sentezi ya da yenilenmesi

reaksiyonlarin1 da katalizleyebilmektedirler.

Antioksidan aktivitesi analizleri, kimyasal reaksiyon mekanizmasina gore
ikiye ayrilabilir. Bunlar; hidrojen atomu transfer (HAT) reaksiyonlarina dayanan
yontemler ve elektron transferine (ET) dayanan yontemlerdir. Hidrojen atomu
transferine dayanan metotlar serbest radikallerin antioksidan maddenin hidrojenine
baglanma miktarini1 belirler. Tek bir elektron transferine dayanan metotlar potansiyel
antioksidanlarin elektron transfer etmesi ile metal, karbonil ve radikal igeren
bilesiklerin indirgenmesine dayanmaktadir (Prior ve dig. 2005). Bu tezde elektron
transferine dayanan metotlardan; DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ve demir

indirgeme giicii kullanilmigtr.

DPPH; koyu mor renkte, kararli ve organik bir radikaldir. DPPH ile yapilan
antioksidan madde tayininde, DPPH’in renginin antioksidanlarca giderilebilmesi

ozelliginden yararlanilmakta ve basit, tekrarlanabilir bir deney olarak bilinmektedir.

Antioksidan madde DPPH’e bir hidrojen atomu verir ve mor renk, renksiz

a,a-difenil-B-pikrilhidrazil molekiiliine doniisiir.
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DPPH + Antioksidan-H = DPPH-H + Antioksidan

DPPH radikali 517 nm’de karakteristik bir emilim gosterir ve antioksidan
tarafindan DPPH serbest radikaline proton transferi reaksiyonu 517nm’de
absorbansin azalmasina neden olur. Sonug olarak antioksidan miktar1 arttikca DPPH
konsantrasyonu azalacaktir. Inhibe edici &zelligi oldugu bilinen maddenin tam
inhibisyonu  saglayacak  konsantrasyonunun yar1 degeri (ICso); DPPH
konsantrasyonunun yariya indigi durumdaki antioksidan konsantrasyonunu gosterir

(Pokorny ve dig. 2001; Huang ve dig. 2005; Albayrak ve dig. 2010).

Yiikseltgen maddeler oksidasyona neden olurken kendisi indirgenmektedir.
Ortamdaki antioksidan aktiviteye sahip bilesiklerde yiikseltgen bilesikleri
indirgeyebilmekte ve oksidasyonu Onleyebilmektedirler. Antioksidan madde
tayininde bu temel ele alinarak indirgeme giicii analizi yapilmaktadir. Bu analizde
muhtemel antioksidanlarin, ortama ilave edilen yiikseltgen bir madde olan demir (III)
cozeltisini  demir(I)'ye indirgeme giicii degeri Olcililmektedir. Ortamdaki
indirgeyicilerin varligt muhtemelen demir / ferrisiyanidin kompleksinin demir
bicimine indirgenmesine neden olacaktir. Fe(Ill)’in indirgenmesi ortamda Prusya
mavisinin olugmasina neden olur. Bu sayede 700 nm’de spektrofotometrede yapilan
Olciim degeri indirgeme potansiyelini gosterir. Absorbans degerlerindeki artig
ortamdaki Fe*? miktar1 ile dogru orantilidir. Buna bagl olarak yiiksek absorbans,
yiiksek indirgeme potansiyelini gosterir (Oyaizu 1986; Meir ve dig. 1995; Orman
2005; Mathew ve Abraham 2006).

Yapilan aragtirmalara gore gidalarin fenolik madde igerikleri, sahip olduklari
antioksidan aktivite ile yakindan iligkilidir (Duh ve dig. 1998). Bu nedenle birbirini
desteklediklerinden ¢alismalarda toplam fenol analizlerine sik¢a yer verilmektedir.
Giintimiizde siklikla, toplam fenolik madde miktar1 tayininde; Singleton ve dig.
(1999) tarafindan antioksidanlarin toplam fenol miktarlarin1 6lgmek icin
gelistirdikleri bir yontem kullanilmaktadir. Bu analizin temeli, mevcut fenolik
bilesiklerin Folin-Ciocalteu ayiracini indirgemesine ve kendilerinin oksitlenmis

forma donilismesine dayanmaktadir (Lussignoli ve dig. 1999).

Yontemin temeli kisaca fenolik bilesikler ve diger indirgeyici bilesiklerden

molibdenyum’a elektron transfer edilmesine dayanmaktadir. Bu reaksiyon sonunda
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mavi renkli bir kompleks olugmakta ve 750-765 nm’de spektrofotometrik olarak
Ol¢iilmektedir (Albayrak 2010). Genellikle gallik asit ile standart egri ¢izilmekte ve
sonuglar bu egri yardimiyla yorumlanmaktadir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda
gallik asit yerine; tannik asit, klorojenik asit, kaffeik asit, protokatesik asit, vanilik
asit ve ferrulik asit de kullanilmaktadir (Prior ve dig. 2005). Folin-Ciocalteu yontemi,
gidalarin ve bitkisel ekstraktlarin antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde basit,

tekrarlanabilir ve giivenilir bir yontemdir.

2.2  Kefirin Antimikrobiyal Etki Mekanizmasi

Siit proteinleri, gida endiistrisinde potansiyel saglik yararlar1 ve uygulamalari
olan; yiiksek tansiyon, antimikrobiyal, antioksidan ve anti-trombiyotik gibi ¢esitli
ozelliklere sahip etkili ve dogal bir biyoaktif peptid kaynagidir. Peptidler, 6zellikle
siit proteinlerinden tiiretilen peptitler, genis yelpazede besleyici ve fonksiyonel
ozellikler ile biyolojik aktiviteler gdstermektedir. Biyoaktif peptitler; peynir, kefir,
siit ve yogurt da dahil olmak {izere bir¢ok siit iiriiniinden izole edilebilmektedir.
Bunlar, gida 6zellikleri ve kosullar1 {izerinde olumlu etkisi olan ve sonucta saglig
etkileyebilen spesifik protein fragmentleri olarak tanimlanmistir (Kitts ve Weiler

2003; Pritchard 2012).

Biyoaktif peptitlerin 6zelliklerini kesfetmeden Once; immiinoglobiilin,
laktoferrin, laktoperoksidaz ve lizozim gibi baz1 siit proteinlerinin antimikrobiyal
aktiviteleri oldugu bilinmekteydi (Hayes ve dig. 2007). Pritchard (2012)
antimikrobiyal peptidlerin mikroorganizmalarin biiylimesini durdurduklarin1 veya
baskiladiklarin1 ve bu peptitlerin B-laktoglobulin, o-laktalbiimin, asi-kazein, os2-
kazein ve k-kazein gibi ¢esitli siit proteinlerinden tiiredigini rapor etmistir. Biyoaktif
peptit aktivitesi, dogal aminoasit kompozisyonu ve dizilisine dayanir (Meisel ve
FitzGerald 2003). Tablo 2.6’da goriilen asz-kazeinin fraksiyonlarindan biri olan f
(203-208) ¢ok islevli bir peptidin iyi bir drnegidir, ¢linkii sadece antimikrobiyal
aktivite gostermeyip, ayni zamanda giiclii antihipertansif ve antioksidan aktivite

sergilemektedir (Sanchez ve dig. 2005).
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Tablo 2.6: Koyun kazeininin pepsin ile hidroliziyle elde edilmis peptidlerin alt fraksiyonlari (Sanchez
ve dig. 2013)

_ SEKANS _ .

PROTEIN POZiSYONU AMINOASIT SEKANSI

as-2 kazein 165 - 170 LKKISQ

as-2 kazein 184 - 208 VDQHQKAMKPWTQPKTNAIPYVRYL

as-2 kazein 165 - 181 LKKISQYYQKFAWPQYL

as-2 kazein 165 - 180 LKKISQYYQKFAWPQY

as-2 kazein 183 - 208 TVDQHQKAMKPWTQPKTNAI PYVRYL

as-2 kazein 181 - 208 LKTVDQHQKAMKPWTQPKTNAIPYVRYL

as-2 kazein 203 - 208 PYVRYL

as-2 kazein 182 - 208 KTVDQHQKAMKPWTQPKTNAIPYVRYL

as-2 kazein 165 - 183 LKKISQYYQKFAWPQYLKT
YQKFAWPQYLKTVDQHQKAMKPW

as-2 kazein 172 - 208 TQPKTNAIPYVRYL

Kefir danelerindeki mikroorganizmalar; laktik asit, asetik asit, etanol,
peptidler (bakteriosinler) ve patojenik mikroorganizmalarin biiylimesini engelleyen
diger biyoaktif bilesenleri iiretebilir. Kefir iceceginin antibakteriyel 06zelligi;
fermantasyon sirasinda {iretilen organik asitler, H20,, asetaldehit, CO, ve
bakteriyosinlerin dogal etkisi dahil olmak iizere ¢esitli faktdrlerin kombinasyonu ile
iligkilidir  (Witthuhn ve dig. 2005; Powell 2006). Bunlar, Gram-pozitif
mikroorganizmalar olan  Bacillus cereus, Staphylococcus aureus Ve L.
monocytogenes'e ve ayrica Gram-negatif mikroorganizmalar olan Pseudomonas
aeruginosa, Vibrio parahaemolyticus ve Aeromonas hydrophila'ya Kkarsi
antimikrobiyal aktivite gosterebilmektedir (Pal ve dig. 2005). Kefir antifungal ve
antibakteriyel faaliyetleri nedeni ile bulasici hastaliklarin ve tiimor gelisiminin

onlenmesinde genis kullanim alan1 bulmustur (Liu ve dig. 2002).

2.3  Kefirin DPPIV inhibitor Etkisi

Diabetes mellitus, insiilin salgis1 yoklugunda veya dokularin insiiline
duyarliliginin azalmasinda ortaya ¢ikan bir sendromdur. 2 tip diyabetes mellitus
vardir. Tip 1 diyabet; insiilin salgist yokluguna dayanir. Tip 2 diyabet; hedef
dokularin, insiiline duyarliliklarinin azalmasina bagli olarak ortaya ¢ikar ve instiline
bagli olmayan diyabet olarak kendini gosterir. Bu azalmis duyarliliga insiilin direnci

de denir. Insiilin direnci, kanda yeterli miktarda insiilin olmasina ragmen etkinligini
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gosterememesidir. Hiicrelere taginamayan seker kanda birikir. Kan sekeri boylece
yiikselmis olur. Tip 2 diyabette plazma insiilin konsantrasyonu artmistir. Bu durum;
hedef dokulardaki insiilin duyarlilig1 azaldig1 i¢in pankreasin beta hiicrelerinin yaniti
olarak goriliir (De Witt ve Hirsch 2003). Tip 2 diyabetin diinya ¢apindaki insidansi
artmaktadir. 2000 yilinda 171 milyon diyabet hastasi oldugu tahmin edilirken, 2030
yil1 insidansinin 366 milyon kisiye ulasacagi tahmin edilmektedir (WHO 2006).

Besin maddesi viicuda alindiktan sonra glikoz bagimli insulinotropik peptid
(GIP), bagirsagin iist kisimlarindan ve daha 6zel olarak glukagon benzeri peptid-1
(GLP-1) gibi inkretinler ise ileum ve kolondan salgilanir. Bu inkretinler in vivo
glukoz varliginda pankreatik beta hiicrelerinden insiilin sekresyonunu artirabilir.
GLP-1 hormonunun insiilin salgilanmasi iizerindeki etkisi disinda, insiilin
biyosentezinin uyarilmasi, glukagon salgilanmasin inhibe edilmesi, gastrik
bosalmanin geciktirilmesi, yiyecek aliminin azaltilmasi gibi etkileri de vardir
(Mentlein 2005; Tulipano ve dig. 2011). Dipeptidil peptidaz-IV (DPPIV), cesitli
hiicrelerde, Ozellikle karaciger, bobrek ve bagirsak dahil olmak {izere epitelyal
dokularda hem zar hem de ¢6ziinebilir formlarda sentezlenen bir serin proteazdir.
Bununla birlikte, GLP-1 ve GIP, DDP-IV ile bozunabilir ve bu durum inkretinlerin
biyoaktif 6zelliklerinde biiylik kayiplara neden olur (Sentandreu ve Toldra 2001;
Thoma ve dig. 2003; Drucker 2006; Brandt ve dig. 2006). Sekil 2.5’de DPPIV

enziminin inkretin hormonlar {izerine etkisi goriilmektedir.

Gida alimi
Glukoza bagimh

5, ) A Insulin (beta hc)
W (GLP-1and GIP) A Giukoz
Gl trakt Incretin bagirsak  pancreas depolanmasi |

hormon lan

D o~

il_l

¢ salinim 7, A ’7:—.,1\,,»0
¥ ) vl
- _—)r pia SSfs
4 4 O s
O e P ‘.-’»"f?. fo ‘\
¥V~ GLP-1veGIP b
YKC'den
¥ Glukagon (alfa hc) kana
luks
(GLP-1) ;’a.“.nﬁi.
Glukoza bagimh

GLP-1 ve GIP metaboli tleri

Sekil 2.5: DPPIV enziminin inkretin hormonlar {izerine etkisi (Yilmaz, 2014)
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Sekil 2.5’te DPPIV enziminin inkretin hormonlar tizerine etkisinin verildigi
semada gorildiigii gibi DPPIV enzimi GLP-1 ve GIP inkretin hormonlarinin
pankreas [ hiicrelerinden insiilin salgilanmasini stimiile etmesini durdurur. Béylece 3
hiicrelerinden insiilin salgilanmasi diizenlenir ve bu inhibitérler Tip 2 diyabet

tedavisinde ilag olarak kullanilmaktadir.

Inkretin etkisini arttirmak ve bdylece insiilin sekresyonunu arttirmak icin iki
yaklasim uygulanabilir. Bunlardan biri GLP-1'in proteaza direngli analoglarinin
intravendz uygulanmasi veya bir digeri DPP-IV inhibitorlerinin oral uygulanmasidir.
Aksi takdirde endojen GIP ve GLP-1'in hizli inaktivasyonu gergeklesmektedir. DPP-
IV inhibitorlerinin oral olarak uygulanabilecegi ve minimal yan etkilere neden
oldugu bildirilmistir (Mentlein 2005). DDP-IV inhibitorlerinin GLP-1 ve GIP'i
enzimatik bozulmadan korudugu ve dolayisiyla yar1 6mriinii artirabilecegi ve bunun
da in vivo olarak uzun siireli bir etki yarattigi bildirilmektedir. Bununla birlikte, bazi
calismalar, DDP-IV inhibitorlerinin insulinotropik o6zellikleri ile plazma GLP-1
seviyeleri arasinda dogrudan bir korelasyon olmadigini gdsteren ¢eliskili sonuglar
literatiirde de bildirilmektedir. Bu, diger inkretinlerin ve ndropeptidlerin DDP-IV
inhibitorlerinin varliginda kan glikoz homeostazinin diizenlenmesinde de rol

oynadigini diisiindiirmektedir (Nauck ve EI-Ouaghlidi 2005).

Geerts ve dig. (2011), 6zellikle siit proteininden tiiretilmis peptidler ve amino
asitlerin normoglisemik ve tip 2 diyabetik kisilerde, yemek sonrasi kan sekerinin
diismesi ve insiilin sekresyonunun diizenlenmesiyle baglantili oldugunu bildirmistir.
Cesitli gida iriinlerinden elde edilen proteinlerin DPP-IV inhibitérlerinin 6nciil
maddeleri olma potansiyeli hakkinda yakin ge¢cmiste yapilan bir aragtirmada, siit
proteinlerinin dizilerinde literatiirde rapor edilen DPP-IV inhibitor peptid dizileri ile
eslesen fragmentleri igerdikleri gosterilmistir. Bu bulgular siit ve siit {iriinlerinin
potansiyel bir DPPIV inhibit6rii oldugunu gostermektedir (Lacroix ve Li —Chan
2012). Ayrica, biyoaktif peptidlerin kaynagi olarak siit proteinlerini degerlendirmek
icin BIOPEP (Biyoaktif peptidlerin aminoasit dizilimini veren bir veritabaninm
kullanan bir bilgisayar destekli ¢aligma, siit protein dizilerinde en yiiksek frekansla
ortaya c¢ikan iki biyolojik 0Ozelligin antihipertansif ve DPP-IV inhibe edici
aktivitelerle iligkili oldugunu gostermistir (Dziuba ve dig. 2009).
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2.4  Kefirin ACE inhibitor Etkisi

Bobrekler, damar i¢i basinci hiicre disindaki sivi hacmini degistirerek kontrol
edebilmektedir. Bu kontrol mekanizmasi disinda giiglii bir damar i¢i basing kontrol
sistemine de sahiptirler. Buna da renin-anjiyotensin sistemi denilmektedir. Renin
enzimi arter basinci diistiiglinde bobreklerden salgilanir. Sekil 2.6’da gosterildigi gibi
salgilanan bu enzim; renin substrati {izerine enzimatik bir etki gostererek 10-amino
asitlik bir peptit olan anjiyotensin-1’in salgilanmasina neden olur. Renin yaklasik 30-
60 dakika kadar dolasimda kalarak anjiyotensin-I olusturmaya devam eder.
Anjiyotensin-I, olusumundan sonra iki amino asidini kaybederek 8 amino asitli bir
peptit olan anjiyotensin-I1 haline gelir. Bu doniisiim anjiyotensin doniistiiriici enzim
adli bir enzim tarafindan saglanir. Anjiyotensin-II asir1 derecede giiglii bir damar
daralticidir. Ancak, dolasimda sadece 1 ile 2 dakika kaldiktan sonra anjiyotensinazlar

tarafindan, etkisiz hale getirilir.

Anjiyotensin-II kan basincin iki sekilde artirir. Bunlardan birincisi, viicudun
birgok bolgesinde hizla olusan damar daralmasidir. Daralma atar damarlarda oldukg¢a
giiclii iken toplardamarlarda daha azdir. Bu durum toplam basinc: yiikseltir. Ikincisi
ise bobreklerden su ve tuz atilmasimin azaltmasiyla gerceklesir (Guyton ve Hall
1956¢, Donoghue ve dig. 2000, Jafar ve dig 2003).

Arter Basmemda Azalma

Eenin (Bibrek)

4

R.enin Substrat: (Anjivotensinojen) ™=  Anjivotensin I

Anjivotensin [

Bébreklerde Su ve Tuz Tutulmasi  Vazokonstriksivon  Etkisiz Hale Gelir

Arter Basmcmda Artis

Sekil 2.6: Arter basinci {izerine renin-anjiyotensin mekanizmasi (Guyton ve Hall, 1956¢)
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Siitiin laktik asit bakterilerinin fermantasyonu ile ortaya ¢ikan ACE inhibitor
peptidlerinin  kan Dbasincint  diislirdigii  gosterilmistir. Bu inhibitorler, siit
proteinlerinin bakteriyal proteinaz tarafindan hidrolize edilmesi sonucu olusur. Son
zamanlarda arastirmacilar, ACE inhibitorlerinin, bazi Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, Lc. lactis ssp. cremoris, Lc. lactis ssp.
diacetylactis ve Streptococcus salivarius ssp. thermophilus suslar1 tarafindan
fermantasyon sirasinda siit proteoliziyle salinabilecegini bildirmistir (FitzGerald ve
Murray 2006; Pihlanto ve dig. 2010). Fermente siit ile yapilan ¢alismalarda en 1yi
karakterize edilen ACE inhibitor peptidlerinin fermente siitte bulunan Val-Pro-Pro ve

lle-Pro-Pro oldugu rapor edilmistir (Engebring ve dig. 2008; Pripp 2008).

Giintimiizde ACE aktivitesi ve in vitro inhibisyon O6lgiimleri i¢in N-o-
hippuril-L-histidil-L- 16sin (HHL), N-[3- (2-furil)akriloyil]-L-fenilalanil-glisil-glisin
(FAPGG) ve o-aminobenzoylglisil-p-nitrofenilalanilprolin (Abz-Gly- Phe-(NO,)-
Pro; Abz) gibi sentetik substratlar kullanilmaktadir. ACE hidrolizi sonrasinda
iriinlerin tanimlanmasi i¢in tercih edilecek yontem, kullanilacak cihaza bagli olarak
degismektedir. Substrat olarak HHL, FAPGG ve Abz kullanildiginda sirasiyla
HPLC, spektrofotometre ve spektroflorimetre gerekmektedir. Bunlarin disinda ACE
aktivitesinin belirlenmesinde radyokimyasal ya da kapiler elektroforez yontemleri de

kullanilabilmektedir (Giirsoy ve dig. 2015).

25  Kefirin Saghk Uzerine Diger Etkileri

Organizmada trigliserid ve Kkolesterolii tasiyan ¢ok diisiik yogunluktaki
lipoproteinler (VLDL), ara yogunluktaki proteinler (IDL), diisiik yogunluktaki
lipoproteinler (LDL) ve yiiksek yogunluktaki proteinler (HDL)’den olusan endojen
bir sistem vardir (Ahotupa ve dig. 1996). Liu ve dig. (2006)’nin siit, kefir ve soya
stitiiniin kolesterol diisiirme 6zelliklerini inceledikleri bir ¢alismada erkek fareler
%10 yagsiz siit, siit-kefir, soya siitii, soya siitii-kefir karigimlarini i¢inde bulunduran
kolesterolce zengin ve kolesterol igermeyen diyet ile 8 hafta siiresince beslemislerdir.
Diyetlerin serum triagilgliserolde, toplam kolesterolde ve karacigerdeki kolesterol
birikiminde azaltici etki gosterdiklerini saptamislardir. Ayn1 zamanda soya siitii-kefir

diyeti kontrol ile karsilastirildiginda diger diyetlere goére non-HDL-kolesterol ve
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HDL-kolesterol’in serum oranlarinda daha fazla azalma ortaya koymustur.
Hiperkolesterolomik bireylerin damarlarinda oksidatif stresin arttigi bunun yanisira
LDL (diisiik dansiteli protein) oksidasyonunun ateroskleroz gelisiminde 6nemli bir
basamak oldugu bilinmektedir. Baska bir calismada 2 ay siire ile diyetlerine
kolesterol ilave edilen tavsanlarin (%1, w/w) agirliklar1 oraninda (30 ml/kg/giin)
kefir tilkketmesi durumunda kan lipit diizeyleri ve oksidasyon durumu incelenmistir.
Bu amagla 56 giinlik yedirme periyodu sonunda serum total kolesterol, trigliserit,
HDL-kolesterol, LDL-kolesterol ve malondialdehit (MDA) diizeyleri 6l¢iilmiis. Kefir
tikketen grup, kontrol grubuna kiyasla serum lipid ve lipid peroksitlerindeki artis
onemli diizeyde engellemis. Sonug¢ olarak kefirin hipokolesterolemik etkisinde
antilipidemik ve antioksidan 6zelliklerinin rol oynadigi goriisiine varilmistir (Giiven

ve Giiven 2005).

Cok sayida saglik sorunlarmmin ortaya ¢ikisinda immun sistemin
zayiflamasiin 6nemli etkileri olmaktadir. Kefir ve immun sistem iizerine yapilan
caligmalarda; kefirin immun sistemi giiglendirici etkisinin laktik asit bakterilerinden
kaynaklandig1 ve laktik asit bakterilerinin, metabolizmada immun faaliyetleri
arttirdi@l, timor ve enfeksiyonlara karsi spesifik olmayan direnci giiglendirdigi
saptanmigtir. Kefirin fermantasyonu sirasinda kazeininin proteolizi ger¢eklesmekte
ve c¢ok sayida peptid ve amino asit olusmaktadir. Calismalar olusan peptidik
fraksiyonlarin immun sistemi diizenleyici etkilerinin olabilecegini gdstermektedir
(Ender 2009). Kefirdeki probiyotik mikroorganizmalarin bagirsaklara olan etkisinin
yaninda, kefirdeki bakterilerin bazi suslari, diger organlarda meydana gelen
bakteriyel, fungal ya da viral enfeksiyonlari viicudun immiin sitemini uyararak
yavaglatirlar ya da tamamen engellerler (De Vrese ve Schrezenmeir 2002). Kefir ve
kefirdeki lipitlerden izole edilen sifingomiyelinin, hem in vitro, hem de in vivo
calismalarda bagisiklik sistemini uyardiklari rapor edilmistir (Cevikbas ve dig.
1994). Kefir midenin hareketliliginin artmasini1 ve daha hizli bosalmasini tesvik edici
etkiye sahiptir. Ancak diger siit ve siit iiriinleri (peynir, peynir alt1 suyu ve tereyagi)
midenin hareketliliginin artmast ve hizli bosalma fiizerine inhibe edici bir etki

gostermektedir (Zubillaga ve dig. 2001).

Viicutta bagirsaklarda bulunan B-galaktosidaz (laktaz) aktivitesinin diisiikliige

bagli olarak gidalarla birlikte alinan laktozun, bagirsagin ilerleyen kisimlarina
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ulagmasiyla birlikte tolere edilemeyen bazi belirtiler ve rahatsizliklar ortaya ¢ikardigi
goriilmektedir. Sindirilememis laktoz ugucu bazi bilesikler (organik asitler,
karbondioksit, metan ve hidrojen) aciga ¢ikarmaktadir. Yapilan calismalar fermente
stit trtinlerinin laktoz intoleransini azaltabilecegini kanitlamistir (Zubillaga ve dig.
2001). Kefirin laktoz sindirimi {izerine etkisinin incelendigi bir arastirmada; laktoza
duyarlilig1 olan bireylere laktoz miktar1 ayn1 olan siit, yogurt, kefir, aromali yogurt ve
aromal1 kefir verilmis ve kefirin -galaktosidaz aktivitesi sirasi ile 0; 3.,4; 5,4; 3,2 ve
5,2 olarak bulunmustur. Arastirma sonuglari kefirin B-galaktosidaz aktivitesinin
yogurda oranla % 60 daha fazla oldugunu gostermektedir. Kefirdeki tiim
mikroorganizmalarin B-galaktosidaz aktiviteye sahip olmamalarina ragmen (orn.,
Saccharomyces florentinus gibi bir maya), hiicre sayisi, -galaktosidaz aktivitesi
ve/veya diger kiiltiirlerin safra duyarliligi, laktozun yiiksek derecede sindirimine izin
verecek sekilde yiiksek kalmaktadir (Hertzler ve Clancy 2003). Mayalanmadan sonra
stit igerisindeki laktoz %75 oraninda azaldigi icin, laktoza duyarh kisiler kefiri

giivenli bir sekilde tiiketebilirler (Yilmaz ve dig. 2006).

Kefir tiketimi hiicrelerde meydana gelen mutasyon ve DNA hasarini
azaltarak; B-glukuronidaz, nitrorediiktaz, azorediiktaz gibi kanser olusumuna zemin
hazirlayan enzimlerin aktivitelerini disiirmektedir. Kefir, mutajenik maddeleri
etkisizlestirmekte, kisa zincirli yag asitlerinin iiretimini arttirmakta ve hiicrelerde
asitligin artmasini saglayarak kanserli hiicre intiharini (apoptozis) hizlandirmaktadir.
Bu da kefirin antikanserojen etkiye sahip oldugunu gostermektedir (Karatepe ve
Yalc¢in, 2014). Fermente siit iiriinlerinin olast inhibisyon etkisi, dogrudan bagirsak
kanseri ile iligkisi olan Fusobacterium nucleatum’un in vitro sartlarda gelismesi
tizerine incelenmis ve kefir drnekleri, belirgin bir sekilde biiylimeyi inhibe edici etki
gostermistir. En biiyliik ve en belirgin zon ¢aplar1 dogal kefir ile islatilmis disk
cevresinde gozlenmistir. Daha sonra bunu probiyotik yogurt, ticari kefir ve ticari
yogurt izlemistir. Sonuglar dogal kefir ve probiyotik yogurdun, F. nucleatum iizerine
inhibitor 6zelliklere sahip olabilecegi hipotezini desteklemektedir (Glizel-Seydim ve
dig.2016).

Meme kanseri kadinlarda onde gelen kanserdir ve metastatik meme kanseri
ile iligkili en 6nemli 6liim nedenidir. Malezya’dan elde edilen kefir tanelerinden

yapilan kefirin antimetastatik ve anti-anjiyojenik etkileri, 4T1 meme Kkanseri
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hiicrelerinde incelenmistir. Kefirin 4T1 hiicreleri lizerinde sitotoksik etkisinin ICsg
degeri sirasiyla, 48 ve 72 saat siire ile 12.5 ve 8.33 mg/mL olmustur. Kefir ile tedavi
edilen grupta; tiimoér boyutu % 29,53-% 32,92 araliginda azalmis ve agirliginda
0,9132 = 0.219 o6nemli bir azalma meydana geldigi goriilmistiir. Yardimci T
hiicreleri (5 kat) ve sitotoksik T hiicrelerinde (7 kat) 6nemli bir artma gézlenmistir.
Proenflamatuar ve proanjiyojenik belirtecler anlamli olarak azalmistir (Zamberi ve

dig. 2016).

Kefir ve biranin bazi sagliga yararh 6zellikleri sergiledigi bilinmektedir. Kefir
ile yapilan biranin anti-inflamatuar ve anti-iilserojenik aktiviteleri sicanin penge
O6demi ve etanol kaynakli mide iilseri modeli kullanilarak degerlendirilmistir. Bira
icerisinde bulunan polifenol igerigi HPLC ile degerlendirilirken, deney
hayvanlarinda  serum  kolestrol, triasilgliserol, HDL  kolesterol, alanin
aminotransferaz enzimi (ALT), aspartat aminotransferaz enzimi (AST), katalaz ve
glutatyon peroksidaz, molekiiler absorpsiyon ile tespit edilmistir. Kefir biras1 ve sulu
kefiran ile modifiye edilmis kontrol birasi ile tedavi edilen grupta, inflamatuar ve

tilserojenik yanitlarda belirgin azalmalar olmustur (Rodrigues ve dig. 2016).

Akut eritrolésemi, akut miyeloid 16seminin (AML) nadir bir alt tipidir ve
AML nin kotl prognozu olarak kabul edilir. Yogun kemoterapi tedavinin ilk hattidir.
Akut eritrolosemi hiicre hatti (KG-1) ve periferik kan mononiikleer hiicrelerinde
(PBMC) kefirin etkisinin arastirildigr bir ¢alismada KG-1 ve PBMC, kefir ve siitiin
farkli dozlar1 ile muamele edilmis ve toplamda {i¢ kez inkiibe edilmistir. Sonuglar
kefirin KG-1 hiicre hattinda apoptoz ve nekroza neden oldugunu gostermistir.
Kefirin, eritroloseminin hiicre hattinda ¢ogalmasini azalttig1 ortaya ¢cikmistir. PBMC
tizerinde kefirin dikkate deger bir etkisine rastlanmamustir. Calisma sonuglarina gore,
kefirin etkili bir eritrolosemi tedavi yontemi olma potansiyeline sahip olabilecegi

diisiiniilmektedir (Jalali ve dig. 2016).

2.6 Kefirin Geleneksel Yontemlerle Uretimi

Kefir tiretimi giiniimiizde endiistriyel ve geleneksel olarak tretilmektedir.
Endiistriyel iiretimde farkli yontemler kullanilmasina ragmen temelde geleneksel

tiretim ile ayn1 prensibe dayanmaktadir. Endiistriyel tiretimde 1s1l isleme tabi tutulan
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stite kefir tanesi yerine kefir kiiltiirii inokiile edilmekte ve fermantasyon sonunda
direkt siselenmektedir. Geleneksel kefir iiretiminde ise (Sekil 2.7) kefir danesi direkt

stite ilave edilerek yapilmaktadir (Halle ve dig. 1994).

Siitiin kavnatilmasi

8590 °C’de 20 dakika
Stitiin 20— 25‘C’£E sogutulmasi
Kefir danesi (%0 2—10) inckulasvonu
Fermantasvon 20-23°C"de, 18— 24 saat
Kefir danelerinin siizgec ile avrilmasi

Kefirin 4°C ve sogutulmasi

Depolama 4°C de

Sekil 2.7: Kefirin geleneksel iiretim proses semasi (Karagdzlii ve Kavas 2000; Satir 2011)

Uretilen kefir uzun siire depolanacaksa ya liyofilize edilmeli ya da
dondurulmalidir (Karagozlii ve Kavas 2000; Satir 2011).

2.7 Gidalarin Sindirimi

Sindirim kanallar1 viicut i¢ine suyun, elektrolitlerin, vitaminlerin ve besinlerin
stirekli olarak aktarimini saglar. Bunun i¢inde gidalarin sindirim kanali boyunca
hareket ederek sindirim salgilarinin salgilanmasi ve gidalarin sindirilerek, suyun,
cesitli elektrolitlerin, vitaminlerin ve sindirim tiiriinlerinin emilimi ve tasinmasi i¢in
gastrointestinal organlarda kanin dolasmasi ve bu islevlerin lokal, sinirsel ve

hormonal mekanizmalarla kontrolii gerekir (Guyton ve Hall 1956a).
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Besinlerin sindirim kanalinda en uygun sekilde islenebilmesi ve karistirilmasi
icin gastrointestinal kanalin her boéliimiinde yeterli siirede kalmasi gerekir. Bunun
icinde ¢ok sayida hormon ve otonom sinir sistemi mekanizmalar1 bir biitlin olarak

calisir (Chang 1996).

Sekil 2.8’de gidanin agiza alindiktan sonra izledigi yol su sekildedir;
¢igneme, yutma, yemek borusu, mide, duedonum, jejenum, ileum, ¢ikan kolon,
transvers kolon, inen kolon ve aniis. Sindirim salgilarinda temel rol oynayan organlar

ise; agiz, mide, pankreas, safra kesesi ve ince bagirsaktir.
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Sekil 2.8: Insan sindirim sistemi (Guyton ve Hall, 1956a)

Sindirimde gorevli salgi bezlerinin baslica 2 ¢esit gorevi vardir. Bunlardan
birincisi, agizdan ileuma kadar pek c¢ok bdlgeden sindirim enzimlerini
salgilamalaridir. Ikincisi ise, agizdan aniise kadar uzanan mukoz bezlerin, sindirim
kanalinda gidalarin daha rahat hareketi igin kayganlastirilmasini saglayan mukus
maddesini salgilamalaridir. Sindirim salgilarinin  biiyiik bir ¢ogunlugu sindirim
kanalinda gida maddesi bulunmasi halinde salgilanir. Ayrica salgilanan sindirim
enzimlerinin tipleri ve igerikleri mevcut olan gidanin igerigine gore degiskenlik

gosterir (Jonhson ve Gerwin 2007).
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Tiikiirtik 2 ana tip protein salgilanmasi icerir: (1) nisastalarin sindirimini
saglayan enzim olan pityalin (a-amilaz) igeren serdz salgi ve (2) kayganlastirici ve
yiizey koruyucu 6zelliklere sahip olan miisin igeren mukus salgisi. Tikiirtiglin pH’s1
6,0-7,0 arasindadir. Yiiksek miktarda potasyum ve bikarbonat iyonlar1 igerir (Guyton
ve Hall 1956b). Kati1 gidalar mekanik bir pargalama olan ¢igneme eylemi sirasinda

bu enzim ve salgilar ile muamele olurlar.

Midede mukus salgilayan hiicre yapilarina ek olarak iki onemli tip tiibiiler
bez bulunur. Bunlar oksintik (mide bezleri) bezler ve pilor bezleridir. Oksintik (asit
olusturan) bezler hidroklorik asit, pepsinojen, intrensekfaktor ve mukus salgilarlar.
Pilor bezleri esas olarak pilor mukozasin1 mide asitinden koruyan mukus salgilarlar.
Bunlar ayn1 zamanda gastrin hormonu da salgilarlar. Pepsinojen sindirme
aktivitesine sahip degildir. Ancak, hidroklorik asitle aktif bir pepsin olusturmak
tizere aktiflesir. Pepsin, ortam pH’s1 1,8-3,5 iken etkin bir proteolitik enzim olarak

caisir. Ancak pH 5'den yiiksek oldugunda inaktif hale gelir (Tandler ve dig. 2001).

Pankreas asiniislerinden pankreas sindirim enzimleri salgilanirken,
asiniislerden ¢ikan kiigiik kanalciklardan ve daha biiyiik kanallardan bol miktarda
sodyum bikarbonat salgilanir. Pankrestan salgilanan sindirim enzimleri; proteinler,
karbonhidratlar ve yaglarin sindirimde rol alir. Bikarbonat iyonlar1 ise mideden
duodenuma bosalan asidik kimiisiin notralize edilmesinde rol oynar. Pankreastan
salgilanan ve proteinleri sindiren en Onemli enzimler; tripsin, kimotripsin ve
karboksipolipeptidazdir. Bunlar i¢inde en fazla bulunani tripsindir. Bu enzimler
pankreasta sentezlendiklerinde enzimatik olarak inaktif sekillerinde bulunurlar.

Bagirsak kanalina salgilandiktan hemen sonra aktiflesirler (Guyton ve Hall 1956b).

Safradaki enzimler yag sindiriminde gorev almazken; safra asitleri iki 6nemli
etki gosterir. Bunlardan birincisi; biiylik yag partikiillerinin kii¢iik pargalara
emiilsifiye edilmesine yardim ederek sindirilmesini kolaylastirir. ikinci olarak
yaglarin sindiriminden sonra tiriinlerinin tasinmasina ve emilmesine yardim ederler.
Safra kesesi depoladigi konsantre safrayr kolesistokine cevap olarak duodenuma
bosaltir. Kolesistokinin salgist ise temel olarak yagli besinler tarafindan uyarilir
(Guyton ve Hall 1956b). Calismamizda kullanilan enzim ve salgilar metabolizmanin

bu 6zellikleri g6z Oniine alinarak simiile edilmistir.
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2.7.1 Karbonhidratlarin Sindirimi

Yetigkin bir bireyin, gilinliikk kalori gereksiniminin yaklasik %40-50’si
karbonhidratlardan saglanmaktadir. Giinliik diyetimizde tiikettigimiz gidalar arasinda
ti¢ bliylik karbonhidrat kaynag1 vardir. Bunlar; seker kamisi olarak bilinen disakkarit
sukroz, siitteki disakkarit laktoz ve nisastadir. Giinde yaklasik 300 g karbonhidrat
almir. Bunu genel olarak nisasta (~160 g), sakkaroz (~120 g), laktoz (~30 g) ve
glukoz ile fruktoz (~10 g) olusturur. Daha az olan diger karbonhidratlar; amiloz,
glikojen, pektin, dekstrin, alkol, laktik asit ve selillozdur (Guyton ve Hall 1956a;
Akyliz ve dig. 2009).

Cigneme aninda besinler tiikiiriik sivisinda bulunan pityalin (a-amilaz) enzimi
ile karsilasir ve nisastay1 maltoza ve glikoz polimerlerine doniistiiriir. Gidalar agizda
cok kisa kalmakta ve karbonhidrat sindiriminin sadece %5°1 gergeklestirilmektedir.
Daha sonra amilazin aktivitesi mide salgisinin asitligi nedeniyle durur. Ancak
tamamen durana kadar sindirimin %40°1 gergeklesmis olur. Pankreas da tiikiiriik gibi
a-amilaz icermektedir. Boylece besinler mideden duedonuma bosaldiktan sonra 15-
30 dakika icinde sindirilir (Adibi 2003; Akylz ve dig. 2009, Altimisik 2017,
Lovegrove ve dig. 2017).

2.7.2 Proteinlerin Sindirimi

70 kg agirhiginda yetiskin bir insan i¢in yas, cinsiyet, fiziksel aktivite vb.
etmenelere bagli olarak giinde yaklasik 75 g kadar protein gerekmektedir. Hayvansal
gidalar ve baklagiller gibi bitkisel gidalarla alinan proteinler, midede 1s1 ve HCI

etkisiyle denatiire olarak sindirim baglamaktadir (Altinisik 2017).

Midenin 6nemli enzimi olan pepsin, pH 2-3’de en aktif, pH 5’in iizerinde
inaktif formdadir. Bu nedenle asidik bir ortamda olusturmak nedeniyle mideden HCI
salgilanmaktadir. Pepsin protein sindirimini baglatir ve genellikle protein
sindiriminin yaklasik %10-20’si gerceklesir. Pepsin; proteinleri, proteoz, pepton ve
polipeptidlere donistiiriir. Proteinlerin par¢alanmasi aminoasitlerin arasindaki peptid
baglarinin yikilmasi ile gerceklesir. Protein sindiriminin biiyiik bir kismi {ist ince

bagirsak, duedonum ve jejnumda, pankreas salgisinin proteolitik enzimleri sayesinde
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gerceklesir. Kismen pargalanmis proteinler mideden ince bagirsaga gecerken; tripsin,
kimotripsin, karboksipolipeptidaz ve proelastaz enzimleri ile karsilagir. Proteinlerin
son sindirimi ince bagirsak villuslarim kaplayan enterositler tarafindan
gergeklestirilir. Aminopolipeptidaz ve dipeptidaz enzimleri biiylik polipeptidleri;
tripeptid, dipeptid ve aminoasitlere kadar pargalar (Guyton ve Hall 1956d; Akyiiz ve
dig. 2009; Altinigik 2017).

2.7.3 Yaglarin Sindirimi

Giinliik diyetimizde tiikettigimiz yaglarin biiyiik bir boliimii trigliserit olarak
da bilinen notral yaglardir. Notral yaglar daha ¢ok hayvan kaynakli olup, kismen
bitkilerde de bulunabilir. Bunun yaninda az miktarda kolesterol, kolesterol esterleri

ve fosfolipidler de giinliik diyetimizde yer almaktadir.

Eser miktarda trigliserit agizda dilalt1 bezlerinden salgilanan ve tiikiiriikle
yutulan lingual lipaz tarafindan midede sindirilmektedir. Esas sindirim ince
bagirsakta gerceklesmektedir. Yag sindirilemeye baslamadan 6nce pargalanmasi
gerekmektedir (emiilsiyon). Bu parcalanma islemi midede baslar ve sonra
duedonumda; safra tuzu ve fosfolipid lesitin iceren safra salgist yardimiyla
gerceklesir. Yag damlaciklarinin  ince bagirsagin  karistirict  hareketleriyle
parcalanmasini  saglamaktadir. Trigliseritlerin sindiriminde en Onemli enzim,
pankreastan salgilanan pankreatik lipazdir. Bu enzim trigliseritleri serbest yag
monomerleri ve 2-monogliseritlere pargalanir. Sindirilen yaglarin yakinlarinda bu
parcalanma triinleri birikir ve trigliseritleirn sindirimini durdurur. Safra tuzlar1 bu
iriinleri tasiylp ortamdan uzaklastirarak, hem firgams1 epitel hiicrelerinin
kenarlarinda birikmesini engelleyerek, hem de emilimlerini saglayarak trigliserit
sindirimini hizlandirir (Adibi 2003; Lovegrove ve dig. 2017; Akyiiz ve dig. 2009;
Guyton ve Hall 1956d; Altinisik 2017).
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2.8 In Vitro Simiile Sindirim

Giliniimiizde biyoaktif molekiillerinin insan saglig1 iizerine etkileri genellikle
in vitro olarak c¢alisilmis olup, bu bilesiklerin insan viicudundaki metabolik

dontistimleri ¢ogunlukla goz ardi edilmistir (Giiven ve dig. 2010).

Gidalarin  biyoyararliligi in vivo ve in vitro olarak iki ydntemle
belirlenebilmektedir. Ancak in vivo yontemlerin; pahali, karmasik ve
uygulanabilirliginin zor olmasi ve etik nedenler bu calismalarin daha az ve en son
tercih edilmesine neden olmaktadir. In vitro deneyler bu agidan daha basit olup,
tekrarlanabilirligi daha kolaydir ve daha ucuz metotlardir. Ancak in vitro sonuglari
ile in vivo sonuclar1 birbirini desteklememektedir. Bunun baslica sebebi insan
viicudunda meydana gelen birgok biyokimyasal reaksiyondur. Bu reaksiyonlar ile
gidalar ¢ok farklt metabolitlere doniigmekte ve viicudun gereksinimlerine gore kana

karismakta ya da depo edilmektedir. (Bermudez-Soto ve dig. 2004; Sengiil 2013 ).

Son zamanlarda gastrointestinal kosullar1 taklit etmek amaciyla; hizli,
giivenli, in vivo metotlar gibi etik kisitlamasi olmayan in vitro sindirim ve diyaliz
yontemleri olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir (Kamiloglu ve dig. 2014). Bu
konuda 6zellikle Minekus ve dig. (2014) yapmis oldugu uluslararasi konsensusla
kabul edilen gidalarin in vitro simiilasyonunu anlatan detayli bir makale goze

carpmaktadir.

In vitro alternatifler, gida ve gida dis1 ya da lipid, karbonhidrat gibi makro
molekiillerin biyoerisilebilirliginin  belirlenmesinde ve bununla birlikte yeni
hipotezlerin taranmasi ve kurulmasinda &nemli rol oynarlar. [n vitro sindirim
prosesleri yaygin olarak gida veya farmasotiklerin, gastro-intestinal davranisini
incelemek i¢in kullanilir. Simiile sindirim yontemleri tipik haliyle; agiz, mide ve ince
bagirsak fazlar1 ve zaman zaman kalin bagirsak fermantasyonu icermektedir.
Calismamizda kullanilan bu yontemde sindirim enzimleri, pH, sindirim siiresi ve tuz
konsantrasyonu varliginda, in vivo olarak fizyolojik kosullar taklit edilmeye

calisilmaktadir.

Mikrobiyal cesitliligi ve saglik iizerine olumlu etkileri oldugu bilinen ve

fermente bir siit igecegi olan kefir pek ¢ok arastirmaya konu olmustur. Kefirin in
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vitro sindirim simiilasyonu ile izlenmesi; canli organizmada (in vivo) sindirim
prosesi boyunca hangi biyoaktivitelerin ne agamada olustugunu ortaya koyacaktir.
Bu nedenle tez konusu 6zgiin degere sahiptir ve ilgili biyoteknoloji alaninda yeni
veriler elde edilebilecektir. Bu tezin amaci kefir 6rneklerinin oncelikle in vitro
kosullarda sindirim simiilasyonuna tabii tutulmasi ve sindirim prosesi siiresince
kefirin; antihipertensif, antidiabetik, antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerinin
belirlenmesidir.
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3. MATERYAL METOT

3.1 Kefir Uretimi

Yerel marketten alinan pastorize edilmis 1 litre glinliik tam yaglh inek siitii
tizerine, yine yerel marketten alinan Endanem marka kefir danesinden 3 g ilave edilip
25°C’de 22 saat agzi1 kapali sekilde 1 L’lik cam sisede inkiibasyona birakilmistir.
Fermantasyon sonrasinda plastik silizekten plastik kaba slizme islemi yapilarak
analizlere baglanmistir. Antimikrobiyal madde analizleri ic¢in fermantasyon
isleminden Once pastorize siit kabinde agilarak kefir danesi inokiile edilmis ve sisenin
agiz kismina kapak yerine steril pamuk yerlestirilmistir. Fermantasyon sonrast siizme

islemi yine kabin iginde ve steril kosullarda yapilmistir.

3.2  Gastrointestinal Sindirim Simiilasyonu

Uluslar arasi bir konsensus referans alinarak uydulanan in vitro sindirim

simiilasyonu Tablo 3.7’de verilmistir (Minekus ve dig. 2014).

Tablo 3.7: Sindirim simiilasyonu stok sivilart (Minekus ve dig. 2014)

Simiile Gastrik Sivi (SGF) Simiile intestinal Sivi (SIF)
pH 3 pH 7
STOK STOK SGF STOK SIF
BILESEN | KONSANTRASYONU | HACMI | KONSANTRASYONU | HACMI | KONSANTRASYONU
g/L mol/L mi mmol/L ml mmol/L
KCI 37,3 0,5 6,9 6,9 6,8 6,8
KH2PO4 68 0,5 0,9 0,9 0,8 0,8
NaHCO3 84 1 12,5 25 42,5 85
NaCl 117 2 11,8 47,2 9,6 38,4
MgClz(H20)s | 30,05 0,15 0,4 0,1 11 0,33
(NH4)2COs3 48 0,5 0,5 0,5 - -
pH diizenleme
mol/L | ml mmol/L ml mmol/L
NaOH 1 - - - -
HCI 6 1,3 15,6 0,7 8,4
g/L mol/L mmol/L mmol/L
CaClz(H20)2 44,1 0,3 0,15 (0,075)* 0,6 (0,3)*

*Son sindirim karigimina karsilik gelen Ca konsantrasyonudur.
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Kefir stv1 bir gida oldugu i¢in simiilasyona oral faz dahil edilmemis ve ilk
olarak gastrik faz ile baglanmus, intestinal faz ile isleme devam edilmistir. Bu nedenle
analiz i¢in simiile gastrik sivi (SGS) ve simiile intestinal sivi (SIS) Tablo 3.7’den

yararlanarak hazirlanmstir.

3.2.1 Gastrik Faz Simiilasyonu

Gastrik faz igin 10 mL kefir iizerine 7,5 mL SGF ve 5 uLL CaCl; eklenip, 6 N
HCI ile pH 3’¢ ayarlanmistir. Son hacimde 2000 U/mL Pepsin (Sigma P7012)
eklenmistir ve toplam hacim 20 mL olacak sekilde ultrasaf su ile tamamlanmustir.
Tamamlanan karisim 150 rpm’de 37°C’de Innova 44 inkiibatorde 2 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda 4 pL Pefabloc (Sigma 76307) eklenerek reaksiyon
durdurulmustur. Gastrik faz sonundaki analizlerin yapilabilmesi i¢in bu deney 2 defa

tekrarlanmis olup 1 tanesi ayrilmis, digerine intestinal faz ile devam edilmistir.

3.2.2 Intestinal Faz Simiilasyonu

Gastrik faz tamamlandiktan sonra 20 ml’lik toplam hacmin hepsi 250 ml’lik
erlen i¢ine alinmustir. Uzerine 11 mL SIF ve 40 pL CaCl; eklenip, 1 M NaOH ile pH
7’ye ayarlanmigtir. Son hacimde 100 U/mL olacak sekilde pankreatin enzimi (Sigma
P1750) eklenmis ve 160 mM safra tuzu (Sigma B8631) ile karistirilmistir. Toplam
hacim 40 ml’ye ultrasaf su ile tamamlandiktan sonra karigim 150 rpm’de 37°C’de
Innova 44 inkiibatdrde 2 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda 8 uL
Pefabloc (Sigma 76307) eklenerek reaksiyon durdurulmustur. Sekil 3.9°da

gastrointestinal simiilasyon goriintiileri verilmistir.

30



Tiketime hazir
kefir

Simiile bagirsak
ortami ve
filtrasyondan
sonra elde edilen
kefir

Simiile mide
ortamindan ¢ikan

kefir .

Simiile bagirsak
ortamindan ¢ikan
kefir

Sekil 3.9: Gastrointestinal simiilasyon goriintiileri

Gastrointestinal simiilasyona alinan kefirin gastrik faz ¢ikisi, intestinal faz
¢ikist ve ardindan vakum altinda filtrasyondan sonra geriye kalan posast Sekil 3.9°da
gosterilmistir. Gastrik faz ¢ikisinda tipik bir bebek kusmugu kokusu, intestinal faz
cikisinda ve filtrasyon sonrast kalan posada tipik bir bebek gaita kokusu

hissedilmistir.

3.2.3 Santrifiigal Filtrasyon

Intestinal faz tamamlandiktan sonra &rnek vakum altinda Whatman No:1
filtre kagidindan gecirilmistir. Gastrik faz ve filtreden gecirilen intestinal faz
oncelikle 100 kDa’luk ultrafiltrasyon tiiptinde 10000 rpm’de 30 dakika boyunca
santrifiij edilmistir. Yukarida kalan retantat analizler i¢in ayrilmis ve altta kalan
permeat 50 kDa’luk ultrafiltrasyon tiiptine aktarilmistir. Ayni islem sirasiyla 50, 30,
10 ve 3 kDa’luk ultrafiltrasyon tiiplerinde (Sekil 3.10) yapilmistir. Bu tez
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kapsaminda tiim santrifiij islemleri Sigma 3-18K kullanilmis olup, falconlar igin

rotor olarak Sigma 19776, ependorf tiipleri i¢in Sigma 12154 kullanilmistir.

e

| |

Sekil 3.10: Ultrafiltrasyon ttpleri  (https://www.sartorius.co.uk/sartoriusUK/en/GBP/products/
laboratory/lab-filtration/ultrafiltration)

3.3  Kimyasal Kompozisyon
Kefir 6rnekleri in vitro gastrointestinal sindirim similasyonuna girmeden

Once; siitlin kalitesini ortaya koymak i¢in pH, laktik asit cinsinden titrasyon asitligi,

kiil igerigi, kuru madde igerigi, toplam azot ve yag igerigi analizleri yapilmistir.

3.3.1 pH Ol¢iimii

Orneklerin pH degerleri Isolab marka pH metre kullanilarak &l¢iilmiistiir.

3.3.2 Titrasyon Asitligi

Kefirden 25 mL alinip bir erlenmayere konulmustur. Uzerine %2’lik
fenolftalein indikatdriinden pastor pipeti ile 3 damla eklenmistir. Daha sonra 0.1 N
NaOH ile doldurulmus bir biiretten damla damla erlenmayere baz ilave edilerek agik
pembe renk sabitlesene kadar titrasyon yapilmistir (AOAC 1996). Sarf edilen NaOH
miktart kaydedilerek titrasyon asitligi, denklem (3.1) ile hesaplanmistir.

. V.N.E.1000
% Asitlik (g/l) = ———

(3.1)
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Denklem (3.1)’de yazan;

V: Titrasyonda harcanan alkali (ml), N: Alkalinin normalitesi, E: Organik

asidin miliekivalan agirhigi,

3.3.3 Kiil Tayini

Porselen krozeler 105°C’de 24 saat etiivde bekletildikten sonra daralar1 alindi.
Daralar1 aliman krozeler iizerine 2 gr kefir eklenerek 105°C’de 24 saat etiivde 6n
1sitma islemi yapilmistir. Ardindan sirasiyla 250°C’de 30dk, 350°C’de 30 dakika ve
550°C’de 4 saat kil firininda kalacak sekilde kademeli yakma iglemi
gergeklestirilmistir (Anonim 2005). Yakma isleminden sonra son tartim yapilip,
sonuglar denklemde (3.2) yerine konulmustur.

Son Tartim — Dara

Kiil Igerigi (%) = Srmek Mk X100

(3.2)

3.3.4 Kuru Madde Tayini

Kurutma kaplar1 105°C’de 24 saat etiivde bekletildikten sonra daralari alindi.
Daralar1 alinan kurutma kaplar1 {izerine 5 gr kefir eklenerek sirasiyla 75°C’de,
85°C’de ve 105°C’de 24 saat kademeli olarak kurumaya birakilmistir (AOAC 1996).
Kurutma iglemi sonrasinda son tartim yapilip, sonuglar asagidaki denklemde (3.3)
yerine konulmustur.

Son Tartim — Dara

Kuru Madde Igerigi (%) = FRpy—— (Y

3.3)
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3.3.5 Yag icerigi

Gerber siit biitirometresinin iizerine 10 mL H>SO4 (d=1,82 g/mL) konulup
tizerine 11 mL siit/kefir 6rnegi eklenip 1 mL amil alkol ilave edilerek biitirometrenin
agz1 lastik tipayla kapatilip 10 dakika siiresince santrifiij edilmistir. Santrifiij

isleminden sonra biitirometre skalasindan % olarak yag icerigi tespit edilmistir
(Anonim 2006).

3.3.6 Toplam Azot igerigi Tayini (Kjeldahl)

2 mL kefir kjeldahl tiiplerine aktarildi. 15 g potasyum siilfat uygun miktarda
katalizor (0,3 g bakir (II) oksit), 25 mL siilfiirik asit (d = 1,84 g/mL) eklenip
karistirildi. Kjeldahl balonu 150°C’den 450°C’ye kadar kademeli olarak 3,5-4 saat
boyunca isitildi. Cozelti berraga yakin bir renk oldugunda iki saat daha kaynatmaya
devam edildi, ardindan sogumaya birakildi. 75 mL saf su eklenen tiipler distilasyon
cihazina takildi. Cihaza damitma islemi icin % 40’lik NaOH ve saf su ¢ozeltileri de
yerlestirildi. Toplama beher igerisine % 4’likk borik asit hazirlandi ve azot igeren
damitigin toplama erleni i¢inde yogunlagmasi saglandi. Baglangigta pembe olan renk
yesile doniince islem sonlandirilir. Borik asit icine biriken azot miktarini belirlemek
icin 0,1 N HCI ile yesil renk tekrar pembe rengi alincaya kadar titrasyon yapilir
(AOAC 2000). Sonuglar denklemde (3.4) yerine konulur.

(A-B).N .1,4
w

Azot Icerigi (%) =

(3.4)
A: Omnek i¢in harcanan HCI,
B: Blank i¢in harcanan HCI,

N: HCI normalitesi

W: Ornek miktar
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Bu analizlerinin ardindan 6rnekler in vitro sindirim simiilasyonu ile sindirime
basglatilmigtir. Sindirim prosesi uygulanirken Oncelikle gastrik fazdan ardindan

intestinal fazdan analizler i¢in numune alinmistir.

3.4  ACE inhibitor Aktivitesi

ACE inhibitér aktivitesi i¢in; ACE Kit-WST A502 (Dojindo Molecular
Technologies, Inc., Japonya) kullanilmstir.

Kit icerisinde yer alan enzim B tiipi 2 mL ultrasaf su ile ¢oziindiiriilerek bu
soliisyondan 1,5 mL alinip enzim A izerine eklenerek enzim A’nin ¢dziinmesi
saglanmistir. Son olusan enzim A; deneyde kullanilan enzim soliisyonu olmustur. Kit
igersinde yer alan Enzim C ve koenzim 3 mL ultrasaf su ile ayr1 ayr1 ¢oziindiiriilmiis
ve her ikisinden de 2,8 mL alinarak indikator soliisyonu iizerine eklenmistir. Bu son
olusan soliisyon deneyde indikator olarak kullanilmistir. Analizde kullanilacak olan

substrata hicbir islem yapilmayip direkt kullanilmigtir.

Analizde her bir 6rnek i¢in asagidaki gibi 3 farkli ependorf hazirlanmastir.

Asample = 20 pL 6rnek + 20 pL substrat + 20uL enzim
ABiankt =20 pL su + 20 pL substrat + 20pL enzim
ABglank2 = 40 pL su + 20 pL substrat

Hazirlanan ependorf tiipleri 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Ardindan
askida katt maddeden kurtulmak i¢in 12000g’de 10 dakika santifiij edildi ve her bir
ependorftan yaklasik 55 uL alinip 96 mikroplate aktarildi. Her birinin {izerine 200
uL indikator soliisyonu eklenip oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. Okuma 450

nm’de yapildi. Elde edilen sonuglar denklemde (3.5) yerine konulmustur.

Ablank1—-Asample

e o
ACE inhibitdr aktivitesi (%) ADlankl—Ablanio

X100

(3.5)
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3.5  DPPIV inhibitor Aktivitesi

Oncelikle analiz siiresince kullanilacak olan Tris-HCI tamponu pH 8.0 olacak
sekilde hazirlandi. Analizde enzim olarak dipeptidyl peptidase IV human (DPPIV)
(D4943 Sigma) kullanilirken, substrat olarak Gly-Pro p-nitroanilide hydroChloride
(G0513 Sigma) kullanilmistir. Bu analiz i¢in Yogisha ve Raveesha (2010) referans

alinmistir. Analizin yapilabilmesi i¢in 3 farkli ependorf hazirlandi. Bunlar;

DPPIV enzimi Tris-HCI (pH 8) ile agilip, 5 mU/100 uL olacak sekilde
pasajlanmistir. Kullanilacak substrat yine Tris-HCI (pH 8) ile agilip 10 mmol/100 pL

olacak sekilde pasajlanmistir.

A100 = 100 uL enzim + 100 uL substrat + 100 uL tampon
Ao =100 pL 6rnek + 200 pL tampon
As =100 uL 6rnek + 100 uL substrat + 100 puL enzim

Tiim ependorflar 37°C de 15 dakika inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda
reaksiyon 100 pL asetik asitle ile durdurulmustur. Ependorflar karistirildiktan sonra
iyice vortekslenerek 9000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Sonrasinda mikroplate
kiivetlerine aktarilmis ve 405 nm’de okutulup, asagida yer alan denklemde (3.6)

yerine konulmustur.

DPPIV inhibitér aktivitesi (%) =1 - ((As — Ag)/A100) X 100
(3.6)

3.6 Antioksidan Madde Tayini

3.6.1 DPPH Aktivite Tayini

Analize baslamadan Once sar1 151k altinda metanol ile 0,02 mM DPPH
¢ozeltisi hazirlanmigtir. Kefirden 200 pL alinip ilizerine 600 uL. DPPH eklenip
ependorflar icerisinde 30 dakika siiresince karanlik bir ortamda oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmistir. Ayni islem kefir yerine saf su konularak blank ol¢iimii
icin yapilmistir. Ardindan tiim ependorflar 9000 rpm’de 10 dk santrifiij edilip
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stipernatantdan 200 pL ependorflardan alinip microkiivetlere aktarilarak 571 nm’de
Olgtimii yapildi (Aytekin ve dig. 2011). Hesaplamada kullanilan denklem (3.7)

asagida yer almaktadir.

Ornek Absorbansi
Blank

(%) Aktivite =1- ( ) X 100

3.7)

3.6.2 Indirgeme Giicii Antioksidan Aktivite Tayini

Bu metodun esas1 dogal antioksidantlarin ve standart antioksidant maddelerin
[KsFe(CN)g] igindeki Fe*® iin Fe*?’ye indirgenmesi esasina dayamr. 50°C’de 20
dakika inkiibasyondan sonra indirgeme reaksiyonu sonucu olusan prusya mavisi
renkli kompleks 700 nm’de maksimum absorbans gostermektedir. Absorbans artisi

indirgeme giiciiniin yiiksek oldugunun belirtisidir (Benzie ve Strain, 1996).

Analize baglamadan 6nce; sodyum fosfat tamponu (0,2 M pH 6,6), potasyum
ferrisiyanidin ( %1 (w/v), trikloro asetik asit ( %10 (v/v) ve demir (III) kloriir ( % 0,1

(W/v) ¢ozeltileri hazirlanmustr.

1 mL kefir alinarak tizerine 1 mL sodyum fosfat tamponu eklenip, iyice
karistirilmistir. Reaksiyonun basglamasi igin lizerine 1 mL potasyum ferrisiyanidin
eklenmistir. 50°C’lik sicak su banyosunda 20 dakika bekletilmis ve su banyosundan
cikarillan 6rneklere 1 mL trikloro asetik asit eklenerek reaksiyon durdurulmustur.
Ardindan 9000 rpm 10 dakika boyunca santrifiij edilmis ve 1 mL siipernatant farkl
tiiplere alinip iizerlerine 1 mL saf su eklenerek seyreltilmis ve 0,2 mL demir (I11)
kloriir eklenmistir. Oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakilarak 700 nm’de
Ol¢timil yapilmistir (Aytekin ve dig. 2011).
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3.7  Toplam Fenolik Madde Tayini

Folin CioCalteu (FC) yontemi fenolik bilesiklerin molibdenyum’a elektron
transfer edilmesine dayanmaktadir. Mavi renkli kompleks olusumu 750-765 nm’de
spektrofotometrik olarak belirlenir. Gallik asit standart bilesik olarak siklikla
kullanilir ve sonuglar gallik asit esiti (mg/L) olarak verilir. Bu yontem fenolik madde
miktar1 deneylerinde siklikla kullanilmaktadir (Albayrak ve dig. 2010).

Folin Ciocalteu 1:10 (v/v) oraninda su ile seyreltilmistir. Ardindan sodyum
karbonat 75g/L. olacak sekilde su ile hazirlanmigtir. Standart kalibrasyon egrisi
¢iziminde kullanilacak olan gallik asit ise 500 mg/L konsantrasyonunda metanol:su

(70:30; v/v) ile hazirlanmstir.

Tablo 3.8: Gallik asit standard1 hazirlama tablosu

Gallik asit miktari Su miktari
(uL) (nL) Gallik Asit - Su Orani
500 2000 1:4
400 2800 1:7
300 2700 1:9
200 3800 1:19

Hazirlanan 500 mg/L gallik asit konsantrasyonu Tablo 3.8’deki belirtilen
miktarlarda su ile karistirilarak 4 farkli oranda gallik asit- su karigimi elde edilmistir.
Hazirlanan standartlar gallik asit cozeltileri kullanilarak lineer regresyon egrisi
¢izilmistir. Buna gore Tablo 3.9’de miktarlar1 verilen ¢6zeltilerden dnce 6rnek, sonra
folin eklenmistir. Yaklagik 2 dakika sonra (en fazla 8 dakika) sodyum karbonat

eklenmistir.

Tablo 3.9: Toplam fenol lineer regrasyon tablosu i¢in hazirlanan ¢6zeltiler

Folin Sodyum Karbonat
Ayarlanan Konsantrasyon (nL) (uL)
100 pL su 200 800
100 uL 1:4 200 800
100 uL 1:7 200 800
100 uL 1:9 200 800
100 uL 1:19 200 800

Tablo 3.9’e gore hazirlanan yeni tiipler vorkteslenmis ve 2 saat boyunca

karanlikta bekletilerek reaksiyon gerceklestirilmistir. 2 saatin sonunda 9000 rpm’de
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10 dk santrifiij edilmis ve siipernatant 765nm’de okuma yapilmis ve sonuglar ile

lineer regresyon egrisi ¢izilmistir.

Kefir igin 100 pL 6rnek, 200 pL folin ve 800 uL sodyum karbonat
karigtirilmistir. Hazirlanan 6rnek 2 saat karanlikta bekletilmis ve ardindan 765nm de

okuma yapilmistir. Sonuglar okunan deger tizerinden degerlendirilmistir.

3.8  Antimikrobiyal Aktivite

Analizde kullanilacak olan  mikroorganizmalar;  Escherichia  coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus niger ve Candida
albicans’dir. Bakteriler Nutrient Agar (NA) besiyerinde 37°C’de, maya ve Kiif,
Potato Dextrose Agar (PDA) besiyerinde 30°C’de gelistirilmistir.

Antimikrobiyal aktivite tayininde bakteriler i¢in Nutrient Agar (NA), maya ve
kiif icin Potato Dextrose Agar (PDA) hazirlanmis ve petri kabina yaklasik 15cm
kalinliginda olacak sekilde dokiilerek dondurulmustur. Petri kaplarina steril swap ile
mikroorganizma inokiilasyonu ¢izme ekim usulii yapilmistir. Ornekler Oxoid marka
blank disk iizerine aktarilmistir. Bakteri bulunan petrilere pozitif kontrol olarak,
otoklavlanmis saf su emdirilen Oxoid marka Ofloxacin disk; maya ve kiif bulunan
petrilere pozitif kontrol olarak, otoklavlanmis saf su emdirilen Oxoid marka Nystatin
disk yerlestirilmistir. Inkiibasyon sonunda olusan zon ¢aplar1 kumpas ile dlgiilerek
pozitif kontrol ile karsilagtirilarak antimikrobiyal aktivite belirlenmistir (Bauer,
1996).

3.9 Protein Miktari

Kefir ve ultrafiltrasyondan ¢ikan 6rneklerin protein kiti (Pierce BCA Protein
Assay Kit) ile protein miktarlar 6l¢iilmiistiir. Kit i¢inde bulunan soliisyon hazirlanip,
25 pL ornek iizerine 200 pL soliisyon ilave edilerek, 37°C’de 30 dakika inkiibe

edilmistir. Inkiibasyon sonunda &rnekler 562 nm’de okunmustur.
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3.10 Sodyum Dodesil Siilfat — Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE)
SDS-PAGE i¢in elekroforez camlar1 isopropanol (2-propanol) ile
temizlendikten sonra klipsleri takilmis ve stand iizerine oturtulmustur. Klipsler ile
arasinda ince bir bosluk kalan bu iki elektroforez cam arasina Oncelikle Tablo
3.10’da belirtilen sekilde hazirlanan ayirma jeli dokilmistiir. Ayrima jeli gradiyent
olarak en alta %21’°lik olacak sekilde sirasiyla %18, %15 ve %12’lik ayirma jeli
dokiilmiistiir. Her ayirma jeli tizerine 2-propanol eklenerek polimerizasyon i¢in 15 dk
beklenmistir. Gradiyent ayirma jeli tamamlandiktan sonra 2-propanol geri alinip ve
Tablo 3.11°da belirtilen sekilde hazirlanan 6n ayirma jeli dokiilmiistiir. Polimerize

olmadan hizlica taraklar yerlestirilmistir.

Tablo 3.10: Ayirma jeli karisimlari

Ayirma Jeli 10% 12% 15% 18% 21%
4X ayirma tamponu (ml) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
%30 akrilamid (ml) 3,3 4 5 6 7
H20 (ml) 41 3,4 2,4 14 0,4
%10 APS (ml) 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
TEMED (ml) 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005
Tablo 3.11: On ayirma jeli karigimlari

On Ayirma Jeli 5 ml

4X 6n ayirma tamponu (ml) 1,25

% 30 akrilamid (ml) 0,85

H20 (ml) 2,85

% 10 APS (ml) 0,75

TEMED (ml) 0,005

%30’luk akrilamid karisimi ig¢in; 29 g akrilamid ve 1 g N,N’-metilen
bisakrilamid 100 mL suya tamamlanmistir. Yiirtitme tamponu i¢in; 30 g trizma base,
144 g glisin, 10 g SDS karigimi 1 litre suya tamamlanmgtir. On ayirma jeli tamponu
icin; 0,5 M tris-HCI (pH 6,8) ve % 0,4 (w/v) SDS ile karigtirilmistir. Ayirma jeli
tamponu i¢in; 1,5 M tris-HCI1 (pH 8,8) ve % 0,4 (w/v) SDS ile karistirilmistir.
%10’luk APS i¢in; 0,1 g APS tartilip, 1 mL suda ¢ozdiiriilmiistiir. 4X 6rnek yiikleme
tamponu; 2 mL 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 0,8 g SDS, 4 mL gliserol, 0,4 mL B-
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mercaptaetanol, 1 mL 0,5 M EDTA, 8 mg bromophenol blue ve 2,6 mL H20

karigtirilmastir.

Polimerizasyon sonunda jel kasetleri yliriitme tankina yerlestirilmis ve
yiirlitme tamponu ile doldurulmustur. Taraklar ¢ikarilmis ve her bir kuyuda 200 pg
protein olacak sekilde &rnekler yerlestirilmistir. Orneklerin protein miktari
belirlenmis ve 200 ug protein tasiyacak sekilde ornekten alinip temiz bir ependorf
i¢ine pipetlenmistir. Uzerine 24 uL’ye tamamlanacak sekilde ultrasaf su eklenmistir.
Son olarak her bir ependorfa 5 pL yiikleme tamponu eklenerek 95°C’de 5 dakika
denatiirasyon gercgeklestirilmis ve buz igine alinmistir. Ardindan her bir kuyuya
sirastyla Ornekler yiiklenmistir. Bantlara referans olmasi i¢in bir kuyuya marker
(Thermo Fisher Scientific, 10-180 kDa pageruler prestained protein ladder 26616)
yiiklenmistir. Yiikleme islemi tamamlandiginda 80 V ile baglayip 120 V ile bitecek

sekilde elektrik akimi verilerek yiirlitme islemi tamamlanmustir.

Yiiriitme bittikten sonra jeller camlar arasinda dikkatlice ¢ikarilarak fiksasyon
sollisyonuna alinmistir. Fiksasyon soliisyonu; % 10 (v/v) asetik asit, % 25 (v/v) 2-
propanol ve % 65 ultrasaf su ile hazirlanmistir. Fiksasyon igin 15 dakika
beklenmistir. Ardindan boyama soliisyonuna alinmig ve yaklastk 10 dakika
boyamaya tabi tutulmustur. Boyama soliisyonu i¢in; 1 g Coomassie blue R-250, 40
mL etanol, 10 mL asetik asit ve 50 mL ultrasaf su karigtirllmistir. Boyama islemi
bittikten sonra yikama soliisyonu ile boyama tamamen akitilana kadar yikanmustir.
Yikama soliisyonu i¢in; 40 mL metanol, 10 mL asetik asit ve 50 mL ultrasaf su

karistirilmistir. Ardindan jellerin goriintiisii alinmistir (Laemmli 1970).

41



4. BULGULAR

4.1  Kefirin Kimyasal Kompozisyonu

Tiirk Gida Kodeksi Fermente Uriinler Siit Tebligi'ne gore (Teblig No:
2009/25) kefirde; siit yag1 agirlikga (%) en fazla 10, titrasyon asitligi laktik asit

cinsinden agirlik¢a (%) en az 0,6 olmas1 gerekmektedir.

Tablo 4.12: Analitik analiz sonuglari

pH 4,59 + 0,007
Titrasyon Asitligi (%0) 0,71 + 0,003
Kiil icerigi(%) 0,623 + 0,001
Kuru Madde icerigi (%) 11,1 +0,07
Yag (%) 2,5+0,07
Azot Miktar1 (%0) 0,500 + 0,004

Tablo 4.12°de goriilen ¢alisma sonuglarina gore iiretimi yapilan kefirin, laktik
asit cinsinden yiizde titrasyon asitligi % 0,71 ve yag miktart %3 bulunarak kodekse
uygun oldugu goriilmistiir. Kefirin pH degeri 4,59, kuru maddesi %11,1, kiil miktar1

%0,623 ve toplam azot miktar1 %0,5 olarak bulunmustur.

4.2  Santrifugal Filtrasyon

Gastrik ve intestinal faz tamamlandiktan sonra bu 6rneklerden analiz i¢in 3’er
mL alinmis ve geri kalan1 santrifiigal filtrasyon islemine tabi tutulmustur. Sekil
4.11°de ¢alismada kullanilan santrifiigal filtrasyon isleminin akisi ve ultrafiltrasyon

filtrelerinin molekiil biiyiikliikleri ve deney iginde isimlendirilmeleri verilmistir.
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GR,, IR,

Sekil 4.11: Santrifiigal filtrasyon islem akis semas1.(GR: Gastrik retentat, GP: Gastrik permeat, IR:

Intestinal retentat, IP: Intestinal permeat)

Santrifiigal filtrasyon sonrasi gastrik fazdan; 100 kDa iizerinde kalan retantat
GR1, 50 kDa fizerinde kalan retantat GR2, 30 kDa iizerinde kalan retantat GR3, 10
kDa iizerinde kalan retantat GR4, 3 kDa iizerinde kalan retantat GRS ve 3 kDa
altinda kalan permeat GP5 olarak isimlendirilmistir. Santrifij islemi tamamladiginda
elimizde Tablo 4.13’de gorildiigi gibi GR1, GR4, GRS ve GP5 kalmustir.
Ultrafiltrasyon sonrasi intestinal fazdan; 100 kDa iizerinde kalan retantat IR1, 50
kDa iizerinde kalan retantat IR2, 30 kDa iizerinde kalan retantat IR3, 10 kDa
tizerinde kalan retantat IR4, 3 kDa iizerinde kalan retantat IRS ve 3 kDa altinda kalan
permeat IP5 olarak isimlendirilmistir. Santrifiij islemi tamamladiginda elimizde iR1,

IR2, IR4, IRS ve IP5 kalmistir (Tablo 4.13). 1 ml’den az kalan drnekler saf su ile

100 kDa

GP,, Ip, \1, 7 GR.,, IR,
50kDa

GP,, IP; i P GR;, IR;
30 kDa

GP;, IP; ¢ A GR., IR,
10kDa

GPs, IP, ‘L 7 GR;, IR;
3kDa

GP:, iP:

seyreltilmis ve analiz sonuglar1 seyreltme faktorii ile carpilmistir.
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Tablo 4.13: Ultrafiltrasyon sonrasinda kalan 6rnekler ve miktarlari

Srnek GR1 | GR4 | GR5 |GP5| iR1 | iR2 | iR4 iR5 iP5
rne

(ml) | (uL) (uL) | (ml) | (ml) | (ml) | (uL) (uL) | (ml)
Kalan Miktar 6 440 | 1030 8 10 6 | 550 | 1100 8

4.3  ACE inhibitor Aktivitesi

Kefirin antihipertansif 6zelliginin belirlenebilmesi i¢in yapilan ACE inhibitor
aktivitesinin sonuglari Sekil 4.12°de verilmistir. Kefirin ACE inhibitor aktivitesi
sindirim simiilasyonuna girmeden once %9,91 olarak bulunmustur. Sindirim
simiilasyonuna tabi tutulduktan sonra gastrik faz ¢ikisinda % 21,16 iken intestinal faz
sonunda %98,88 oldugu goriilmektedir. Bu durum Kefirin antihipertansif etkisinin,
sindirim ile arttiginin bir gostergesidir. Protein sindirimi midede baglar ancak midede
yapilan sindirim bagirsak sindirimine gore oldukca kisitlidir. ACE sonuglarinin bu

durumdan etkilendigi diisiintilm{istiir.

100 -+
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -

ACE Inhibitor Aktivitesi (%)

Sekil 4.12: Kefir ve ultrafiltrasyon 6rneklerin ACE inhibitor aktivitesi sonuglar1 (%) (GR1>100 kDa,
GR4=10-30 kDa, GRs=3-10 kDa, GPs< 3 kDa, IR;> 100 kDa, IR,= 50-100 kDa, IR4=10-30 kDa,
IR5=3-10 kDa, IPs< 3 kDa)

Sekil 4.12°deki sonuglara gore kefirin antihipertansif 6zelliginin biyiik bir
kisminin, bagirsakta pankreatin ve safra tuzu ile reaksiyonuyla agiga ¢ikan biyoaktif

molekiillerden kaynaklandigi sdylenebilir.
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Ultrasantifiij sonrasinda, gastrik fazda elde edilen 6rnegin yaklagik %80’ni
olusturan ve 100kDa’dan biiyiik biyoaktif molekiilleri iceren GR1 fraksiyonunda
ACE inhibitér aktivitesi belirlenmemistir. 30-10 kDa arasinda kalan GR4
fraksiyonunda % 85,95 ile en yiiksek deger goriilirken GR5 ve GP5 fraksiyonlarinda
aktivitenin yaklasik ayni degerleri verdigi gozlenmistir. Bu durum ACE inhibitor
aktivitesine sahip ve 3-30kDa molekiil agirligi araligindaki biyoaktif molekiillerin
gastrik fazda seyreltik durumda iken konsantre oldugunu goéstermektedir. Protein
sindiriminin tamamlandigr yer olan bagirsaklar1 simiile ettigimiz intestinal fazda
gastrik fazdaki toplam ACE inhibitor aktivetesinin yaklasik 5 kat1 fazla bir miktar
goriilmektedir. Intestinal fazda elde edilen fraksiyonlarda 30-10 kDa arasinda kalan

IR4 6rneginde % 92,74 ile en yiiksek deger goriilmektedir.

Hernéndez-Ledesma ve dig. (2004) simiile gastrointestinal sistem ile ACE
inhibitor aktivitesini arastirmislar ve arastirma sonuglarina gore fermente siit
iriiniinde sindirim olmadan Onceki aktiviteyi %50’nin altinda bulurken, sindirim
sonras1 aktiviteyi %80 bulmuslardir. Ayni ¢aligmada 3 kDa biiyiikligiindeki
peptidler igin tekrar Slgiim yapmiglar ve sindirim Oncesinde aktivite % 15 civari
bulunurken, sindirim sonrasi aktivitenin %80’e kadar ulastigin1 rapor etmislerdir.
Abd El-Fattah ve dig. (2017) siit proteinlerini proteaz, pepsin, tripsin ve papain
kullanarak hidrolize etmis ve bu hidrolizatlarda ACE inhibitor aktivitesini
incelemislerdir. Arastirma bulgular1 %0,01 konsantrasyona sahip pepsin ve tripsin ile
hidrolize edilmis orneklerde ACE inhibitor aktivitesinin yaklasik olarak sirasiyla
%80 ve %70 oldugunu gostermektedir. Yine bagka bir calismada kefirin ACE
inhibitor aktivitesi Olgiilmiis ve ICso degeri 0.365 + 0.029 mg/mL olarak
bulunmustur. Ayn1 Ornek ultafiltrasyon islemine tabii tutulmus ve molekiil
biiyiikliigii 3 kDa altinda kalan permeatin ICso degeri 0.380 £+ 0.023 mg/mL iken
retantantin  1.25 + 0.063 mg/mL olarak bulunmustur (Quiros ve dig. 2005).
Tagliazucchi ve dig. (2017) kegi siitiiniin sindirim prosesi sonrasinda ACE inhibitor
aktivitesini incelemisler ve 3 kDa {iizerindeki peptidlerde herhangi bir aktivite
gbzlenmezken, 3 kDa altinda kalan peptidlerde 1156.3 £+ 10.5 pg/mL bulmuslardir.
Yapilan arastirmalar ve analiz sonuglar1 6zellikle ACE inhibit6r aktivitesi gosteren
biyopeptitlerin kisa peptit dizileri olabilecegini ve 3 kDa altinda yogunlastigini
gostermektedir. Gelecek c¢alismalarda fraksiyonlara yapilmasi planlanan dizi

analizleri ile peptitlerin yapisal tanimlamalart yapilarak dizileri aydinlatilacaktir.
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4.4  DPPIV inhibitor Aktivitesi

Kefirin antidiyabetik 6zelliginin belirlenebilmesi igin yapilan DPPIV
inhibitér aktivitesinin sonuglar1 Sekil 4.13’te verilmistir. Kefirin, sindirim
simiilasyonuna girmeden 6nce DPPIV inhibitor aktivitesinin 6l¢timii yapilmis ancak
aktivite belirlenememistir. Sindirim simiilasyonuna tabi tutulduktan sonra gastrik faz
cikisinda % 42,62 iken intestinal faz sonunda %19,11 oldugu goriilmektedir.
Intestinal fazda goriilen diisiis DPPIV inhibitdr aktivitesi gdstermesi muhtemel
biyomolekiillerin ~ pankreatin ~ tarafindan  pargalanmis  olma  ihtimalini
disiindiirmektedir. Ayn1 zamanda intestinal fazda ultrafiltrasyon islemi ile 100
kDa’dan 3 kDa’a kadar gittik¢e artan bir inhibitor aktivitesi goriilmektedir. Bu sonug
inhibitér aktiviteye sahip biyomolekiillerin 3 kDa altinda kalanlardan
kaynaklanabilecegini gostermektedir. Bu nedenle ultrafiltrasyon islemi devam ettikge

inhibitor etkinin arttig1 gérilmiistir.

100 ~
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 A
10

DPPIV inhibitor Aktivitesi (%)

Sekil 4.13: Kefir ve ultrafiltrasyon orneklerinin DPPIV inhibitor aktivitesi sonuglar1 (%)(GR1>100
kDa, GR4=10-30 kDa, GRs=3-10 kDa, GPs< 3 kDa, IR1> 100 kDa, IR,= 50-100 kDa, IR4=10-30 kDa,
IRs=3-10 kDa, IPs< 3 kDa)

Sekil 4.13°deki sonuglara gore kefirin antidiyabetik 6zelliginin biiyiikk bir
kismmin, midede pepsin ile reaksiyonuyla aciga c¢ikan biyoaktif peptidlerden
kaynaklandig1 soylenebilir. Lacroix ve dig. (2012) siit proteini, peynir alti suyu
proteini, sodyum kazeinat ve yagsiz siit tozu ile yaptiklari bir ¢alismada, DPPIV

inhibitor aktivitesini simiile gastrointestinal sistem ile incelemislerdir. Bu g¢alisma
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sonuclarma gore DPPIV inhibitdr aktivitesi sindirim Oncesi anlamli bir sonug
vermemis Ve gastrik faz sonunda, intestinal faza gore aktivitenin daha yiiksek ya da
ayni oldugu goriilmiistiir. Peynir alt1 suyunun gastrik fazda aktivitesi yaklasik %72
iken, intestinal faz sonunda yaklasik %60 oldugu goriilmiistiir. Bu durum sindirim
sirasinda DPPIV inhibitorlerinin pankreatin tarafindan pargalanabilecegi sekilde
yorumlanmistir. Nongonierma ve dig. (2017) siit proteini izolatlar1 ile yaptiklart
calismada sindirilmemis izolatlarda ICso degeri 2.7 mg/mL’den biiytik bulunurken;

sindirime ugramis izolatlarda bu deger 0,65 + 0.06 mg/mL olarak bulunmustur.

Kefirin sindirimi ile ger¢eklesen protein pargalanmasi ve buna bagli birgok
biyoaktif bilesenin agiga ¢ikmasi; kefirin ACE inhibitor aktivitesinde oldugu gibi
DPPIV inhibitor aktivitesini de arttirdigini géstermektedir. DPPIV inhibitor aktivitesi
icin ultrafiltrasyon sonrasinda, gastrik fazda 10 - 3 kDa arasinda kalan Ornekte
DPPIV inhibitor aktivitesi % 76,47 ile en yiiksek deger olarak goriiliirken, intestinal
fazda da 3 kDa altinda kalan 6rnekte % 90,16 ile en yiiksek deger goriilmektedir. Bu
sonuclar DPPIV inhibitor aktivitesi gdsteren biyoaktif molekiillerin hidrolize olmus
peptidler olabilecegi ve bu peptitlerin 3 kDa altinda yogunlasmis olabilecegini isaret
etmektedir.

4.5 Antioksidan Madde Miktari

45.1 DPPH Aktivitesi

Organik bir bilesik olan DPPH’in mor renginin antioksidanlar ile agilmasina

dayanan bu analizde % DPPH aktivitesi Sekil 4.14’te verilmistir.
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Sekil 4.14: Kefir ve ultrafiltrasyon orneklerinin DPPH aktivitesinin sonuglart (%)(GR1>100 kDa,
GR4=10-30 kDa, GRs=3-10 kDa, GPs< 3 kDa, IR;> 100 kDa, IR,= 50-100 kDa, IR4=10-30 kDa,
IRs=3-10 kDa, IPs< 3 kDa)

Sekil 4.14’deki sonuglara gore kefirin DPPH aktivitesi gastrointestinal
simiilasyonu sonunda artmaktadir. Kefirin sindirim simiilasyonundan 6nceki DPPH
aktivitesinin % 4,2 iken; gastrik faz ¢ikis1 % 45,37 ve intestinal faz ¢ikist % 63,06
olarak bulunmustur. Hogan ve dig. (2009) siit proteini hidrolizatlar1 ile yaptiklart
calisgmada DPPH aktivitesinin 3,1 — 35,4 umol TE (Trolox Ekuvalant)/g arasinda
degistigini ve en yiliksek degerine 10-3 kDa arasindaki siit proteini izolatlarinda
ulastigin1 gozlemlemislerdir. Abd El-Fattah ve dig. (2017) siit proteinlerini proteaz,
pepsin, tripsin ve papain kullanarak hidrolize etmis ve bu hidrolizatlarda DPPH
aktivitesini incelemislerdir. Arastirma bulgular1 %0,01 konsantrasyona sahip pepsin
ve tripsin ile hidrolize edilmis 6rneklerde DPPH aktivitesini sirasi ile 73,43+0,81 ve
75,42+0,91 olarak bulmuslardir. Bunun yanisira Rodriguez-Roque ve dig. (2013)
sindirim Oncesi soya siitiiniin DPPH aktivitesini % 17, gastrik faz sonrasin1 % 30 ve

intestinal faz sonrasini % 13 olarak bulmuslardir.

Brezilya kefirinden elde edilen S.cerevisiae suslarinin gastrointestinal
sindirim sonrast DPPH aktiviteleri arastirilmis ve suslara bagl olarak %30 (ScN,
ScP) ile %90 (Scl, ScZ) arasinda degisen DPPH aktivitesi goriilmiistiir (de Lima ve
dig. 2017).

Sekil 4.14 incelendiginde DPPIV inhibitér aktivitesi ve ACE inhibitor
aktivitesi sonuglarindan farkli olarak GR1 (%38.,2) ve IR1 (%61,62) 6rneklerinde
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dikkate deger bir oranda DPPH aktivitesi tespit edilmistir. Biiyiikk kismi protein
hidrolizine yonelik enzimler iceren bir gastointestinal siiregten ¢iktiktan sonra bu
siirecten etkilenmeden c¢ikabilen ve yiiksek molekiil agirligima sahip bu
biyomolekiiliin Leuconostoc mesenteroides, Lactoccous lactis, L. acidophilus, L.
delbrueckii subsp. bulgaricus (L. bulgaricus), L. helveticus gibi mikroorganizmalar
tarafindan fermantasyon esnasinda iiretilen ekzopolisakkaritler (EPS) olabilecegi
distintilmistiir. EPS’ler suda ¢oziinebilir ve genellikle 10 kDa ile 200 kDa arasinda
bulunmaktadirlar. Bu iirlinler gastrointestinal sistemde pargalanamayip prebiyotik
ozellik gostermektedir (Salazar ve dig. 2008; Soyugok ve dig. 2016). Frengova ve
dig. (2002) kefir danesindeki suslarin EPS sentezini incelemisler ve L. bulgaricus
tirtinde yiiksek oranda EPS sentezi rapor etmislerdir. Chen ve dig. (2015) Tibet
kefiri ile yaptiklari ¢aligmada EPS’nin konsantrasyonunun artmasiyla (0,09-1,73
mg/mL) DPPH aktivitesininde arttigin1 (20-60 umol TE/L) g6zlemlemislerdir. Bu
sonuglar kefir tarafindan sentezlenen biyomolekiillerin kullandigimiz dane
yapisindaki ~ mikroorganizmalara bagli  olarak  farkliliklar  igerebilecegini

gostermektedir.

45.2 Indirgeme Giicii

Bu analizde muhtemel antioksidanlarin, ortama ilave edilen yiikseltgen bir
madde olan demir (111) ¢6zeltisini demir (II)‘ye indirgeme giicti degeri dl¢iilmektedir.
Analiz sonucunda yiiksek absorbans, yiiksek indirgeme potansiyelini gosterir. Sekil
4.15°de kefir ve ultrafiltrasyondan ¢ikan Orneklerin indirgeme giicli sonuglari

gorilmektedir.
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Sekil 4.15: Kefir ve ultrafiltrasyon orneklerinin indirgeme giicii sonuglari (nm) (GR:>100 kDa,
GR4=10-30 kDa, GRs=3-10 kDa, GPs< 3 kDa, IR;> 100 kDa, IR,= 50-100 kDa, IR4=10-30 kDa,
IR5=3-10 kDa, IPs< 3 kDa)

Kefirin sindirim simiilasyonundan 06nceki indirgeme giicliniin optik
yogunlugu 1,118 iken; gastrik faz ¢ikist 0,235 ve intestinal faz ¢ikis1 0,278 olarak
bulunmustur. Abd El-Fattah ve dig. (2017) siit proteinlerini proteaz, pepsin, tripsin
ve papain kullanarak hidrolize etmis ve bu hidrolizatlarda RP aktivitesini
incelemislerdir. Arastirma bulgular1 %0,01 konsantrasyona sahip pepsin ve tripsin ile
hidrolize edilmis orneklerde RP aktivitesini sirasi ile 0,193+0,001 ve 0,197+0,01
olarak bulmuslardir. Ultrafiltrasyon sonrasi orneklere bakildiginda en yiiksek
indirgeme gliciiniin gastrik fazda 30-10 kDa arasindaki biyomolekiillerde oldugu
goriilmiistiir. Ancak genel anlamda degerler birbirine yakin olup, kefirdeki indirgeme
giiciine sahip biyomolekiillerin sindirilmeden 6nce yaklasik 5 kat daha fazla oldugu
goriilmektedir. Sindirim siireci ile antioksidan miktarlarinda goriilen azalma kefirde
baslangicta elde edilen ve yiiksek indirgenme giiciine sahip oldugu goriilen
antioksidanlarin sindirim ile birlikte kaybedildigini gostermistir. Bu bilgi kefirin

biyolojik yararliligini irdelemek i¢in 6nemli bir bulgudur.

Yapilan ¢alismada DPPH inhibisyonu ve indirgeme giicii arasinda ters oranti
oldugu goriilmektedir. Zhang ve dig. (2015) fenolik antioksidanlarin, DPPH ve
indirgeme giictini karsilastirmiglar. Bu karsilastirmada; siringik asit (SA), tersinir
biitil hidrokinon (TBHQ) ve resveratrol (RSV)’un DPPH ve indirgeme giicii arasinda
diger antioksidanlara gore ters orant1 oldugu goriilmiistiir. Melek otu kokiiniin sulu

ekstrakt1 ile yapilan diger bir calismada da DPPH inhibisyonunun ICso degeri % 0,39
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iken indirgeme giicii ICso degeri %5,62 olarak bulunmustur (Li ve dig. 2009). Bu
calismalar baz1 antioksidanlarin aktiviteleri arasinda ters bir iliski olabilecegini
gostermektedir. Calismamizin  devaminda bu antioksidanlarin  analizlerinin

gergeklestirilmesi planlanmaktadir.

4.5.3 Toplam Fenol Miktari

Yapilan ¢aligmalar antioksidan miktar1 ile toplam fenolik madde miktar

arasinda yakin bir iliski oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.16: Kefir ve ultrafiltrasyon 6rneklerinin toplam fenol miktarlart GAE (mg/l) (GR1>100 kDa,
GR4=10-30 kDa, GRs=3-10 kDa, GPs< 3 kDa, IR;> 100 kDa, IR,= 50-100 kDa, IR4=10-30 kDa,
IR5=3-10 kDa, IPs< 3 kDa)

Sekil 4.16’daki sonuglara gore kefirdeki toplam fenolik madde miktar1 43,76
GAE (mg/L) olup; sindirim simiilasyonu sonrasi toplam fenolik miktari artmaktadir.
Gastrik faz sonrast 516,12 GAE (mg/L) olan toplam fenolik miktari, intestinal faz
sonrast 668,16 GAE (mg/L)’dir. Ultrafiltrasyon ile yapilan fraksiyonlama sonucu
elde edilen en yiiksek toplam fenolik madde miktar1 gastrik fazda 1535,51 GAE
(mg/L) olup 30-10 kDa arasindaki biyoaktif molekiillerde goriilmiistiir. Intestinal
fazda ise 100 kDa iizerindeki biyoaktif molekiillerde 760 GAE (mg/L) olarak

bulunmustur ve fraksiyonlar arasinda fark goriilememektedir.
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Aragtirmalarda fenolik bilesiklerin biliylik kisminin hiicre duvarlarina
Ozellikle antosiyaninlerin makro molekiillere bagli oldugu ve sindirim siirecinde
maruz kaldig1 gastrik ve intestinal enzimlerin hidrolizi ile serbest hale gectigi rapor
edilmistir (Chunchom ve dig., 2017). Fernandes ve dig. (2017) yaptiklar1 benzer
calismada fermente soya siitliniin toplam fenol miktarini 3.68 = 0.05 mg GAE/g,
sindirim sonrasi toplam fenol miktarin1 ise 29.85 + 0.09 mg GAE/g olarak
bulmuslardir. Bir diger ¢alismada da yine fermente soya siitiiniin toplam fenol
miktarin1 614 + 1.2 mg/L, gastrik faz sonrasi 703 + 1.8 mg/L ve intestinal faz
sonrasint 698 + 1.7 mg/L olarak bulmuslardir (Rodriguez-Roque ve dig. 2013). Bu
sonuclar gastrik sindirimin siit matrisindeki fenolik bilesiklerin salinimini arttirdigini
disiindiirmektedir. Gastrik fazin pH degeri ve enzimatik aktivitesi diger gida
bilesenlerindeki bazi bagl fenoliklerin hidrolizinin baglamasina neden olabilir. Bu

durum gastrik fazda artan toplam fenolik miktarini agiklamaktadir.

Tablo 4.14: Antioksidan madde miktar1 ve toplam fenol miktariimn karsilastirilmasi (GRs=10-30 kDa,
GPs< 3 kDa, IR;> 100 kDa)

Kefir | Gastrik faz | intestinal faz Ultrafiltrasyon
DPPH (%) 4,2 45,37 63,06 GPs - IRy
Indirgeme Giicii (nm) 1,188 0,235 0,278 GR4 - IR;
Toplam Fenol 43,76 516,12 668,16 GR4 - IRy

Tablo 4.14’e bakildiginda toplam fenolik madde miktarinin DPPH miktar ile
yakindan iligkili oldugu goriilmektedir. Toplam fenol miktar1 ve DPPH aktivitesi
intestinal fazda, gastrik faza gore daha yiiksek olmakla birlikte indirgeme giicii
gastrointesinal siirecte aktivitesini onemli Olgiide kaybetmistir. Ultrafiltrasyondan
cikan orneklere bakildiginda antioksidan aktivitenin; gastrik fazda 30 kDa altindaki,
biyoaktif molekiillerden kaynaklandigi goriilmektedir.

Baublis ve dig. (2000), mide sindiriminin asidik kosullarinin, hazir kahvaltilik
tahillarin suda ¢oziinlir diisiik molekiil agirlikli antioksidanlarin aktivitesini,
kompozisyonunu ve konsantrasyonunu degistirdigini ve antioksidan aktivitesinde
onemli bir artis meydana getirdigini bildirmistir. Noguer ve dig. (2008), sindirim
esnasinda kirmizi sarapta, gastrik sindirimden sonra 100-1000 kat daha fazla
antioksidan kapasite goézlemlemistir. Bu sonuclar gastrointestinal siirecin kefirin

sahip oldugu antioksidan kapasitesini arttirabilecegini desteklemektedir.
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4.6  Antimikrobiyal Aktivite

Antimikrobiyal aktivite  Escherichia coli,  Staphylococcus — aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus niger ve Candida albicans suslari igin
yapilmis olup; gastrointestinal siirecten gegirilen kefir Orne8inin yalnizca
Escherichia coli icin antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir. lgili

orneklerin diskleri Sekil 4.17°de gosterilmistir.

Sekil 4.17: Kefir ve ultrafiltrasyonden ¢ikan oOrneklerden E.coli igin antimikrobiyal aktivite
gosterenlerin disk goriintiileri (P.K: Pozitif Kontrol, 1: GR1, 2: GPS5, 3: IR1, 4: IR2, 5: iP5)

Resim 4.4°de goriilen disklerin ¢aplar1 P.K, GP5, iR1, IR2, IP5 sirasiyla; 28,
16, 18, 19 ve 18 mm’dir. GR1 fraksiyonundan elde edilen disk i¢in antimikrobiyal
aktivite goriilmemistir. Antimikrobiyal aktivitenin 6zellikle intestinal fazda ve Gram-
negatif bir bakteri olan E. coli igin oldugu goriilmektedir. Ancak elde edilen zon
berrak bir zon degildir. Bu durum antimikrobiyal etkinin E.coli bakterisine
bakteriosidal bir etkisinin olmadig1 ancak bakteriostatik bir etki gosterdigini igaret
etmektedir. Czamanski ve dig. (2004) kefirin, Gram-negatif organizmalara karsi
yiiksek bir bakteriostatik etkiye sahipken Gram-pozitif organizmalara karsi daha iyi
bir bakterisidal etki gosterdigini bildirmislerdir. Garrote ve dig. (2000) kefirin Gram-

negatif ve Gram-pozitif bakteriler tizerindeki etkisini incelemisler ve E.coli’ye karsi
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inhibisyon zonu goriilmiis. Bu durum fermanatasyon sirasinda tiretilen asetik asit ve
laktik asitle aciklanmustir. Kefir siipernatantlari nutrient broth iginde E.coli
bliylimesine izin vermezken, yapay olarak asitlendirilmis siit ve yogurt
stipernatantlar1 E.coli gelisimine izin vermistir. Organik asidin inhibitor etkilerden
sorumlu olan tek ajan olup olmadigini degerlendirmek igin yapay olarak
asitlendirilmis stipernatanlar hazirlanmis ve denenmis ancak sadece laktik asit ile
ayarlanan siitte inhibisyon goriiliirken, diger asitlerde goriilmemistir. Bu nedenle
pH’mm inhibisyonda bir etkisinin olmadig1 6ne siirtilmiistiir. Elde ettikleri sonuglar
kefir'in E. coli {izerindeki etkisinin bakteriostatik oldugunu ve esas olarak
fermantasyon islemi sirasinda iretilen organik asitlerden kaynaklandigini
gostermektedir. GR4, GR5 ve GP5 6rneklerinde herhangi bir zon goriilmemistir. Bu

durum bu 6rneklerde antimikrobiyal aktivite olmadigini géstermektedir.

Yapilan bir ¢alismada kefir danelerinin kefirden daha yiiksek antibakteriyel
etkinlige sahip oldugu gosterilmistir. Bu, 6zellikle stafilokoklar da dahil olmak iizere
Gram-pozitif koklara ve Gram-pozitif basillere karsi goézlenmektedir (Farnworth
2005). Kefir danelerinin antimikrobiyal etkisi ozellikle Salmonella, Shigella,
Staphylococcus, Helicobacter pylori, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes,
Proteus vulgaris, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Listeria monocytogenes,
Streptococcus pyogenes ve ayn1 zamanda Candida albicans gibi mikroorganizmalar
tizerinde gozlemlenmistir (Rosa ve dig. 2017). Ulusoy ve dig. (2007), kefirin gida
kaynakl1 patojenlere kars1 antimikrobiyal etkisini arastirdiklar1 bir calismada kefirin;
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella enteritidis, Listeria
monocytogenes ve Escherichia coli'ye karsi antibakteriyal etki sunduklarini
gozlemlemislerdir. En kuvvetli antimikrobiyal etkinin 21.4 ve 21.1 mm’lik etki alan1
yari ¢aplariyla Staphylococcus aureus'a karsi oldugunu bildirmislerdir. Silva ve dig.
(2009), ¢esitli seker cozeltileri i¢inde kefir fermantasyonu yapmislar ve kefirin
Candida albicans, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi ve
Shigella sonnei'ye karsi antimikrobiyal aktivitesi oldugunu bildirmistir. Hindistan
cevizi sltliinden yapilan kefirin antimikrobiyal etkisinin arastirildigi bir baska
calismada; hem Gram-negatif bakterilere (Escherichia coli, Salmonella typhi) hem
de Gram-pozitif bakterilere (Staphylococcus aureus) karsi antimikrobiyal etki
goriilmistiir. Hindistan cevizi siiti kefiri, 8 mm'den 39 mm'ye kadar degisen

genislikte inhibisyon zonu olusturarak Gram-negatif bakterilere kars1 daha kuvvetli
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bir antimikrobiyal etki gdstermistir. Buna kiyasla, Gram-pozitif bakteriler tizerindeki
anti-mikrobiyal etki, 5 mm'den 10 mm'ye kadar degisen bir inhibisyon zonu ile daha
diistik bir etki gostermistir (Lakshmi 2017).

Kefir siipernatantinin organik asitler, hidrojen peroksitler, etil alkol, diasetil,
peptidler ve muhtemelen bakteriosinler gibi ¢esitli metabolitleri ve engelleyici
bilesikleri icerdigini gbz Oniine alarak, bu bilesiklerin antimikrobiyal etkilerini
arttirmak veya antagonize etmek i¢in birbirleriyle etkilesim kurduklar1 varsayilabilir.
Orneklerde, bazi bakteriyosinlerin antimikrobiyal aktiviteleri, organik asitler veya
enzimatik bozunum ile inaktive olabilir. Bu nedenle kefirin antimikrobiyal aktivitesi
her fermantasyon asamasinda farkli anahtar bilesiklerden tiiretilebilmekte ve zamanla

tutarsiz antimikrobiyal zonlar ile karsilasilmaktadir (Kim ve dig. 2016).

4.7 Protein Miktar1 ve SDS-PAGE Jel Goriintusii

Kefir ve ultrafiltrasyon isleminden sonra elde edilen fraksiyonlarin protein
profilini ortaya koymak i¢in SDS-PAGE elektroforezi yapilmistir. Elektroforeze
yiikleme yapmadan 6nce protein miktarlar1 BCA protein kiti ile 6l¢iilmiis ve Tablo

4.15’de verilmistir.

Tablo 4.15: Kefir ve ultrafiltrasyon 6rneklerinin protein miktarlar1 (mg/mL) (GR;>100 kDa, GR4=10-
30 kDa, GRs=3-10 kDa, GPs< 3 kDa, IR;> 100 kDa, IR,= 50-100 kDa, IR4=10-30 kDa, IRs=3-10
kDa, IPs< 3 kDa)

) Toplam Protein Ornek hacmi (ml)
ORNEK Miktar1 (mg)
Kefir 1011 -
Gastrik Faz 172,4 20
GR1 138,3 6
GR4 17,20 0,44
GR5 37,51 1
GP5 25,12 8
Intestinal Faz 4958 40
IR1 143,2 10
IR2 117 6
IR4 39,18 0,55
IR5 6,08 1,10
IP5 8,08 8

Tablo 4.15°de goriildigii gibi sindirim prosesine girmeden once kefirde

toplam protein miktar1 1011 mg iken gastrik fazda 172,4 mg ve intestinal fazda 495,8
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mg’dir. Kefirde bulunan proteinin biiyilk bir boliimii gastrik fazda sindirime
ugramistir. Elde edilen sonuglarda intestinal fazda, gastrik faza gore daha fazla
protein bulunmasinin sebebi olarak birden fazla enzim igeren ve gastrik fazdan sonra
sisteme eklenen pankreatin gosterilebilir. Kefir, gastrik faz, intestinal faz ve
ultrafiltrasyon ile fraksiyonlanmis 6rneklerin SDS jel goriintiileri asagida Sekil 4.18
ve Sekil 4.19°da verilmistir.

KDa M G GR1 GR2 GR4 GR5 GP5 K
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Sekil 4.18: Kefir, gastrik faz ve ultrafiltrasyon edilmis gastrik fazin SDS-jel goriintiisii (M: Marker, K:
Kefir, G: Gastrik faz, GR;>100 kDa, GR2= 30-50 kDa, GR4=10-30 kDa, GRs=3-10 kDa, GPs< 3
kDa)
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Sekil 4.19: Kefir, intestinal faz ve ultrafiltrasyon edilmis intestinal fazin SDS-jel goriintlisi (M:
Marker, P: Pankreatin, I: Intestinal faz, IR;> 100 kDa, IR,= 50-100 kDa, IR4=10-30 kDa, IRs=3-10

kDa, IPs< 3 kDa)
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Sekil 4.18’e bakildiginda gastrointestinal siirece girmemis olan kefir
orneginde farkli molekiil biiyiikliiklerinde protein bantlar1 goriilmektedir. En fazla
protein yogunlugu ise 20-30 kDa arasindadir. En yiiksek protein bandi 180 kDa’da
gortliirken, gastrik faz sonunda en yiiksek bandin 40 kDa oldugu goriilmektedir. Bu
sonu¢ protein kiti ile yapilan Ol¢iimii desteklemekte ve proteinin parcalandigi

goriilmektedir.

Sekil 4.19’da goriilen P sembolii pankreatin olup, intestinal faz bantlarinda
sadece kefirden gelen proteinlerin degil aym1 zamanda pankreatinden gelen
proteinlerin oldugu da gosterilmek istenmistir. Bu nedenle gastrik faz ile

karsilastirildiginda daha biiyiik molekiil agirligina sahip bantlar goriilebilmektedir.

Kopf-Bolanz ve dig. (2014) siit iiriinlerinin sindirimi sonrasinda agiga ¢ikan
peptidler i¢in SDS-Page yapmislar ve bu ¢alismada oldugu gibi bant yogunlugunun
intestinal fazda daha fazla oldugunu gézlemlemislerdir. Bununla birlikte 26-37 kDa
arasinda a-kazein, B-kazein, k-kazein bantlarmin oldugunu, 15 kDa civarinda f-

laktoglobulin ve a-lactalbumin oldugunu bildirmislerdir.

El ve dig (2015) kefirin sindirimi ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada ayn1 molekiil
agirliklarina sahip bantlar tespit etmisler ve bu bantlar1 intestinal pankreatinden gelen
amilaz lipaz ve proteaz enzimleri oldugunu bildirmislerdir. Sanchon ve dig. (2017),
kazeinin gastrointestinal sindirimini inceledikleri bir caligmasinda; pankreatinin
yaklasik 50 kDa agirliginda net bir bant verdigini ve kazeinin 25-37 kDa arasinda bir
kasis yaptigimi vurgulamislardir. Kazeine denk gelen bantlar 30 dakikalik gastrik

fazdan sonra goriinmez hale gelmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu caligmada geleneksel yontemlerle kefir tiretimi yapilmis veliretim sonrasi
yapilan analitik analizlerde triiniin pH’s1 4,59, titrasyon asitligi %0,71, yag igerigi
%2,5, azot igerigi %0,5, kuru madde igerigi %11,1 ve kil igerigi %0,623 olarak
belirlenmistir. Bu bulgularin Tiirk Gida Kodeksi Fermente Uriinler Siit Tebligi’ne ve

kefir ile ilgili yapilan diger aragtirmalara uygun oldugu goriilmektedir.

Analitik analizlerin ardindan kalan kefir in vitro gastrointestinal sindirim
simiilasyonuna tabi tutulmustur. Gastrik ve intestinal faz sonrasinda 6rneklere 100
kDa, 50 kDa, 30 kDa, 10 kDa ve 3 kDa’luk ultrafiltrasyon tiiplerinde santrifugal
filtrasyon yapilmistir. Filtrasyon sonrasinda elde edilen tim fraksiyonlara ACE
inhibitor aktivitesi, DPPIV inhibitor aktivitesi, toplam fenolik madde miktar1 tayini,
DPPH antioksidan aktivitesi, indirgeme giicii analizi, antimikrobiyal aktivite, protein
miktart ve SDS-jel elektroforezi uygulanarak tiiketilen kefirin biyolojik yararliligt

konusunda fikir edinilmistir.

Gastrointestinal sindirim sonrasinda analiz sonuglart sindirim prosesine
girmemis tiikketime hazir geleneksel kefir ile karsilagtirllmistir. ACE inhibitor
aktivitesi kefirde %3,90, gastrik faz sonras1 %21,16 ve intestinal faz sonras1 %98,88
olarak bulunmustur. Kefirin antihipertansif 6zelliginin biiyiik bir kisminin, bagirsakta
pankreatin ve safra tuzu ile reaksiyonuyla agiga ¢ikan biyoaktif molekiillerden
kaynaklandig1 goriilmektedir. Ultrasantifiij sonrasinda, 100kDa’dan biiyiik biyoaktif
molekiilleri iceren GR1 fraksiyonunda ACE inhibitor aktivitesi belirlenmemistir.
Ancak gastrik fazda 30-10 kDa arasinda kalan 6rnekte % 85,95 ile en yiiksek deger
goriilmiistiir. Bu biyoaktif molekiillerin gastrik fazda seyreltik durumda iken
konsantre oldugunu gostermektedir. Intestinal fazda, gastrik fazdaki toplam ACE
inhibitor aktivitesinin yaklasik 5 kati fazla bir miktar goriilmekte ve 30-10 kDa
arasinda kalan Ornekte % 92,74 ile en yliksek deger goriilmektedir. Bu sonuglar
yapilan literatiir taramasi ile birlikte ACE inhibit6r aktivitesinin 30-3 kDa arasindaki
biyomolekiillerden kaynaklandigin1 gostermektedir. Gelecek calismalarda yapilmasi
planlanan dizi analizleri ile hangi peptit dizilerinin ve aminoasitlerin sorumlu oldugu

belirlenecek ve bu durum aydinlatilacaktir.
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DPPIV inhibitor aktivitesi sindirim prosesine girmemis kefirde tespit
edilememistir ancak gastrik faz sonrasi %42,62 ve intestinal faz sonrasi %19,11
olarak bulunmustur. Kefirin antidiyabetik 6zelliginin biiyiik bir kisminin, midede
pepsin ile reaksiyonuyla aciga c¢ikan biyoaktif peptidlerden kaynaklandig
soylenebilir. Intestinal fazda goriillen bu diisiis sindirim sirasinda DPPIV
inhibitorlerinin  intestinal ~ enzimler  tarafindan  pargalanabilecegi  sekilde
yorumlanmustir. Ultrafiltrasyon sonrasinda, gastrik fazda 10 - 3 kDa arasinda kalan
ornekte DPPIV inhibitor aktivitesi % 76,47 ile en yiiksek deger olarak goriiliirken,
intestinal fazda da 3 kDa altinda kalan oOrnekte % 90,16 ile en yiiksek deger
goriilmektedir. Bu sonuglar ve yapilan literatiir taramasi, DPPIV inhibitor aktivitesi
gosteren biyoaktif molekiillerin hidrolize olmus peptidler olabilecegini ve bu

peptitlerin 3 kDa altinda yogunlasmis olabilecegini isaret etmektedir.

Kefirdeki toplam fenolik madde miktar1 43,76 mg GAE/l, gastrik faz sonrasi
516,12 mg GAE/], intestinal faz sonras1 668,16 mg GAE/l olarak bulunmustur. Bu
sonuclar gastrik sindirimin siit matrisindeki fenolik bilesiklerin salinimini arttirdigini
gostermektedir. DPPH aktivitesi kefirde %4,20, gastrik faz sonrasi %45,37 ve
intestinal faz sonrast %63,06 olarak bulunmustur. Ultrafiltrasyon islemine tabi
tutuldugunda gastrik fazdaki bu yiikselisin 3 kDa (GPS5) altindaki biyoaktif
molekiillerden kaynaklandig1 ve bununda % 48,14 oldugu gériilmektedir. Intestinal
fazda ise 100 kDa iizerindeki biyoaktif molekiillerde (IR1) %61,62 ile en yiiksek
degere ulastigi goriilmiistiir. DPPIV inhibitor aktivitesi ve ACE inhibitor aktivitesi
sonuclarindan farkli olarak GR1 (%38,2) ve IR1 (%61,62) orneklerinde dikkate
deger bir oranda DPPH aktivitesi tespit edilmistir. Bu biyomolekiillerin sindirimden
etkilenmeyen EPS’ler olabilecegi diisiinilmektedir. Protein profilini ortaya koymak
icin yaptigimiz SDS-PAGE elektroforezindeki jel goriintiileri sindirimden sonra
100kDa fizerinde protein bandi vermedigi i¢in GR1 ve IR1 orneklerinin EPS
icermesi ihtimali kuvvetlenmektedir. Toplam fenol miktarindaki artigin temel
nedeninin ortamdaki asitlik nedeniyle gida matrisindeki antioksidanlarin serbest
kalmasindan dolay1 oldugu calisma sonuglarina ve literatiir taramalarina gére one
striilmiistiir. Kefirin sindirim simiilasyonundan 6nceki indirgeme giiciiniin optik
yogunlugu 1,118 iken; gastrik faz ¢ikist 0,235 ve intestinal faz ¢ikist 0,278 olarak
bulunmustur. Ultrafiltrasyon sonrasi Orneklere bakildiginda en yiiksek indirgeme

giictiniin gastrik fazda 30-10 kDa arasindaki biyomolekiillerde oldugu goriilmiistiir.
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Yapilan calismada DPPH inhibisyonu ve indirgeme giicii arasinda ters oranti oldugu
goriilmektedir. Literatiir arastirmasi yapildiginda bazi antioksidanlarin ters orantiya
sahip olabilecegini goriilmektedir. Ilerleyen c¢alismalarda bu antioksidanlarin

analizlerinin ve karsilastirmasinin yapilmasi konuya agiklik getirecektir.

Sindirim prosesine ugramammis kefir ve sindirim sonrasi fraksiyonlarinda
antimikrobiyal etki arastirilmis ve elimizdeki mevcut kefirde antimikrobiyal etki
goriilmezken; pozitif kontrolde, 3 kDa iizerindeki GP5, 100 kDa iizerindeki IR1, 50
kDa iizerindeki IR2 ve 3 kDa altindaki iP5 fraksiyonlarinda E.coli’ye kars1 sirastyla;
28, 16, 18, 19 ve 18 mm’lik zonlar goriilmiistiir. Bu zonlarin kefirin E. coli lizerine
olan bakteriostatik etkisinden kaynaklandigi yapilan literatiir taramasiyla

belirtilmistir.

Sindirim prosesine girmeden once kefirde protein miktart 101,14 mg/mL
iken; gastrik fazda 8,62 mg/mL ve intestinal fazda 12,39 mg/mL’dir. Proteinlerin ¢ok
biiyiik bir boliimii gastrik fazda sindirime ugranustir. Intestinal fazdaki artis birden

fazla enzim igeren pankreatinden kaynaklanmaktadir.

Bu sonuglar gastrointestinal sindirim sonrasinda, agiga ¢ikan biyoaktif
molekiillerin, Sindirim Oncesine gore daha aktif oldugunu ve kefirin sindirim

sonrasinda biyoyarayisliliginin genel olarak arttigini géstermektedir.
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