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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

FARKLI KARBON KAYNAKLARINDA GELISTiRILEN KEFIiR DANESINDEN
ELDE EDILEN KEFiRAN YAPILARIN BELIRLENMESI

Omer Cagdas KOCAK

Siilleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Damigsman: Yrd. Dog. Dr. Tugba KOK TAS

Kefir danesinden elde edilen bakteriyel polisakkarit yap1 kefiran olarak
tanimlanmaktadir. Kefir danesinde bulunan Kkefiranin baz1 fonksiyonel
ozellikleri oldugu belirtilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda farkli karbon kaynaklarinda gelistirilen kefir danelerinde
bulunan bakteriyel polisakkarit yapilarin ekstraksiyonlar1 yapilarak, elde edilen
kefiran yapinin miktarlarindaki degisimin, reolojik 6zelliklerinin ve niikleer
manyetik rezonans (NMR) ile kimyasal yapilarinin belirlenmesi amaglanmistir.
Kefir danelerinin gelistirilmesinde ortam karbon kaynagi olarak glukoz (GLKG),
galaktoz (GAKG) ve laktoz (LKG) ile zenginlestirilmistir. Kontrol grubuna (CKG)
ise zenginlestirme uygulanmamistir. Tim Kkefir danelerinden alinarak kefiran
ekstrate edilmistir.

Farkli karbon kaynaklarinda gelistirilen kefir dane biyokiitlelerinde en fazla
artis GAKG orneginde tespit edilmistir. GAKG 6rneginden elde edilen kefiran
miktar1 en yliksek 610,96 mgL-1 laktoz esdegeri tespit edilmistir. CKG, GAKG,
LKG ve GLKG orneklerinde viskozite degerleri sirasiyla 17,9; 18,5; 14,6 ve 29,2
olarak belirlenmistir (66 1/s kayma hizi1). Liyofilize edilmis kefiranlarin
yapilarint belirlemek i¢cin numuneler NMR teknigi ile analiz edilmistir.
Olgiimler trifloroasetik asit (TFA) ¢6zeltisi kullanilarak 24 ve 65 °C’ de yapilmis
ve 13C velH spektrumlari elde edilmistir. Farkli karbon kaynaklarinda
gelistirilen kefir danesinden elde edilen kefiran NMR spektrumlari arasinda
onemli bir farklilik belirlenmemistir.

Bu ¢alisma dogal biyopolimer bir yap1 olan kefiran yapisinin belirlenmesiyle ve
gida sektoriinde ozellikle fermente siit trtnleri alaninda tekstiirel 6zellikleri
gelistiren kivam arttirici bir ajan olarak kullanilmasi yoniinde literatiire katki
saglamistir.

Anahtar Kelimeler: Kefir danesi, kefiran, biyopolimer, viskozite, niikleer
manyetik rezonans

2014, 74 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

DETERMINATION OF PHYSICAL PROPERTIES OF KEFIRAN PRODUCED BY
KEFIR GRAINS USING DIFFERENT CARBON SOURCES

Omer Cagdas KOCAK

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

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Tugba KOK TAS

Bacterial polysaccharide structure obtained from kefir grain is described as
kefiran. Kefiran structure found in kefir grain is stated to have a lot of functional
properties.

In this thesis study, kefir grains were growned in different carbon sources.
Extractions of bacterial polysaccharide in kefir grains was carried out. It was
aimed that determining rheological properties, the change in their mass and the
chemical structure of obtained kefiran with nuclear magnetic resonance. In the
development process of kefir grains, milk was enriched with glucose, galactose
and lactose as source of carbon. This enrichment was not implemented to the
control group. Kefiran of all kefir grains were extracted.

The significant increase in kefir grain biomass as determined in GAKG sample.
The amount of kefiran obtained from GAKG sample is determined the highest
610,96 mg L1 (Lactose equivalent). Viscosity rates in CKG, GAKG, LKG and GLK
samples are determined respectively as 17,9; 18,5; 14,6 and 29,2 (66/1 shear
rate). In order to determine the structures of lyophilised kefirans, samples were
analysed by means of Nuclear Magnetic Resonance (NMR) technique.
Measurements are carried out with trifloroasetik asit (TFA) solvent in 24 and 65
centigrade degrees and 13C and 'H spectrums are obtained. Kefiran structure
from kefir grains developed in different carbon sources were not determined as
significant.

This study will contribute to the literature by determination of kefiran structure
which is a natural biopolymer structure and use of it in the food sector
especially in the area of fermented dairy products developing texturized
properties as a stabilizer agent.

Keywords: Kefir grain, kefiran, biopolymer, viscosity, nuclear magnetic
resonance

2014, 74 pages
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1. GIRIS

Geg¢miste siitiin ¢cabuk bozulabilen bir gida oldugunu anlayan insanoglu siitiin
daha uzun siire bozulmadan kalmasi amaciyla ¢esitli geleneksel fermente siit
trinleri gelistirilmeye ¢alismistir (Farnworth, 2005). Bunun sonucunda bugiin
tiikettigimiz fermente siit Uriinleri olan yogurt, ayran, dahi, leban, busa, tarag,

kefir vb. iirtinler elde edilmistir (Tamime ve Robinson, 1999).

Kefir ylizyillar 6ncesine dayanan tarihi ile fermente bir siit iriintidir. Kefir,
diger fermente siit lirtinlerinden farkl olarak kefir danesi kullanilarak tretilen
bir Urilindiir. Kefir danesi kefiran olarak isimlendirilen polisakkarit bir yapi
icinde laktik asit bakterilerini (LAB), asetik asit bakterilerini, mayalar1 igceren
kompleks bir yapidir. Site Kkefir danelerinin ilavesiyle laktik-maya
fermantasyonu sonucunda Kkefir olusmaktadir (Glizel-Seydim vd., 2000a).
Kefirin saglik uzerine etkisini inceleyen pek c¢ok c¢alisma bulunmaktadir. Bu
kompleks yapinin icerigi saglik acisindan probiyotik ve prebiyotik o6zelligi,
kolesterol distriici, antikanserojenik ve antimutajenik 6zelligi, bagisiklik ve
sindirim sistemi lizerinde destekleyici etkileri oldugu uluslar aras1 diizeyde
yapilan bircok arastirma makalelerinde belirtilmektedir (Thoreux ve
Schmucker, 2001; Furukawa vd., 1992; Furukawa vd., 1996; Santos vd., 2003;
Vinderola vd., 2005; Liu vd., 2006; Shiomi vd., 1982; Murofushi vd., 1983;
Furukawa vd., 1993; Furukawa vd., 2000; Cevikbas vd., 1994; Liu vd., 2002;
Guzel-Seydim vd., 2006; Hertzler ve Clancy, 2003; Rodrigues, 2005; Guzel-
Seydim vd., 2011)

Ayrica bu mikrofloray1 birarada tutan polisakkarit yap1 lizerine de pek ¢ok
calisma bulunmaktadir. Son yillarda bakteriyel polisakkarit yapilara endiistriyel
uygulamada talep artmaktadir. Dolayisiyla mikroorganizmalarin iirettigi
ekzopolisakkarit (EPS) iretimine olan ilgi de artmistir. EPS'ler gida
endiistrisinde kivam artirici, pihti azaltici olarak kullanilmaktadir ve tip/
biyokimya alaninda ise tiimér olusumunu engelleyici, bagisiklik sistemini
destekleyici, makrofaj ve lenfosit aktive edici, kan kolesteroliinii disiiriicii

ozellikleri de bulunmaktadir (Karaca vd., 2010; Lin ve Chien 2007). Pek ¢ok



mikroorganizma ekstraseliiler polisakkarit sentezleme yetenegine sahiptir.
Bakteriler tarafindan iiretilen EPS'ler essiz fiziksel 0Ozelliklere sahip suda
¢oziinebilir gamlar olarak bilinmektedir. Farkli mikroorganizmalar tarafindan
uretilen EPS gida, ilag ve diger endiistriyel alanlarda genis kapsaml

uygulamalarda kullanilmaktadir (Midik, 2011).

Kefir danesi dogal bir bakteriyel polisakkarit yapidan olusan dogal bir
biyopolimerdir. Kefir danesine 6zgii baslica bakteriyel polisakkarite “kefiran”
denir. Kefiran D-glukoz ve D-galaktoz icerir. Kefiran, suda ¢6ziinebilen
glukogalaktan yapidadir. Yapilan ¢esitli arastirmalara gére antibakteriyel ve
antitimor aktivitesinin oldugu, bagirsak bagisiklik sistemini tesvik ettigi ve
Bacillus cereus’a kars1 epitel hiicreleri korudugu tespit edilmistir (Yokoi vd,
1991; Murifushi vd., 1983; Maeda vd., 2004; Rodrigues vd., 2005; Vinderola vd.,
2006; Medrano vd., 2008). Kefir danesinde bulunan ve 6zellikle EPS liretme
yeteneginde olan baslica mikroorganizmalar Lactobacillus kefiranofaciens, L.
kefir, L. kefirgranum ve L. parakefir bakteri tiirleridir (Kooiman, 1968; Kandler,
1983; Fujisawa, 1988; Yokoi vd., 1991; Takizawa vd., 1994; Cheirsilp vd., 2003;
Wang vd., 2008).

Bakteriyel polisakkarit olusumlar1 sicaklik, pH, uygun karbon kaynaklari,
fermentasyon zamani ve birbirleri arasindaki sinerjik iliskilerden
etkilenmektedir (De Vuyst ve Degeest, 1999; Petry vd., 2000; Mozzi vd., 2001),
pek cok bakteri tiirti veya susu gibi Lactobacillus casei CRL 87’nin polimer
uretimi icin, EPS sentezini diizenleyen biyosentetik enzim aktivitesinin arttigini
ve EPS tlretimini farkli seker kaynaklarinin (glukoz ve galaktoz) etkiledigini

belirtmektedir.

Kefir danesi mikroflorasinda EPS tretimi gerceklestiren pek c¢ok
mikroorganizma bulunmaktadir. Bu mikroorganizmalar farklh karbon
kaynaklarin1 kullanma yetenegindedirler. Mikroorganizmalar kullandiklari

karbon kaynaklarina gore farkli yapida EPS tretirler.



Tezin amaci farkli karbon kaynaklarinda gelistirilen kefir danelerinin tiretmis

oldugu toplam polisakkarit yapidaki degisimin belirlenmesidir.

Bu tezde kefir danesinde bulunan bakteriyel polisakkarit yapinin tretimini
tesvik etmek amaciyla farkl karbon kaynaklar1 kullanilmis ve degisimler tespit

edilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Fermente Siit Uriinleri

Siit, insanlar ve hayvanlar i¢in 6nemli bir gida ve miikemmel bir besin
kaynagidir. Eski zamanlarda sogutma teknolojisi gelismedigi icin ¢abuk bozulan
siitiin daha uzun siire muhafaza edilebilmesi amaciyla fermente siit triinleri

tretilmistir (Guzel-Seydim vd., 2010a).

Fermente siit irtinleri ¢ogunlukla Orta Asya kokenli olup zaman icerisinde
Avrupa’ya ve tiim diinyaya yayilmislardir. Avrupa ve Iskandinav iilkeleri de
fermente sut uriinleri tiiketiminde 6nemli bir ge¢mise sahiptir (Farnworth,

2005).

Fermentasyon sonucu lretilen metabolik iiriinler ve aroma bilesenleri siit
cesidine ve baskin mikroorganizma grubuna bagh degismektedir (Robinson ve
Tamime, 1990). Siitte bulunan besin maddelerini kullanan mikroorganizmalar,
temel metabolik faaliyetleri sonucunda cesitli metabolitler olusturmaktadir.
Boylece farkli mikrobiyolojik, kimyasal, duyusal ve tekstiirel 6zelliklere sahip

fermente siit triinleri elde edilmektedir.
Her fermente siit irini i¢in uriine ait spesifik mikroorganizmalarin
gelisebilmesi icin uygun kosullar gerekmektedir. Diinyada tiretilen bazi

fermente siit Urtinleri Cizelge 2.1'de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Diinyada tiretilen bazi fermente siit iirtinleri (Tamime ve Robinson,

1999)
Geleneksel isim Ulke
Yogurt, Ayran Tlrkiye
Busa Tirkistan
Leban/Laban Balkan Daglari
Zabayd/ Zabade Misir ve Sudan
Mast/Dough Irak
Dahi/Dahee Hindistan
Mazun/Matzoon Ermenistan




Cizelge 2.1. Dilinyada tiretilen bazi fermente siit iirtinleri (Devami)

Tarag Mogolistan
Shosim/ Sho Nepal

Gruzovina Yugoslavya

Viili Finlandiya
Mezzoradu Sicilya
Cieddu italya

Katyk Kafkasya
Donskaya Rusya
Yoghurt/yourt/yogur/yaort/yaghourt Farkl bolgeler

Fermente siit iiriinleri Ui¢ farkh tipte siniflandirilmistir (Tamime ve Robinson,

1999):

1- Laktik asit fermantasyonu ile elde edilen siit irtlinleri: Buttermilk, tafil,
filmjolk (mezofilikler), yogurt, zabadi, labneh, ayran, chakka (termofilikler),
bioyogurt, yakult, asidofilus stitii, biogarde, dahi (terapotik).

2- Alkol-laktik asit fermantasyonu ile elde edilen siit trtinleri: Kefir, kimiz,

asidofilus, maya siitii.

3- Kiif-laktik asit fermantasyonu ile elde edilen siit iirtinleri: Villi.

2.2.Kefir Tarihgesi

Doganin mucizesi olan Kefir ve yogurdun dogus noktasi Kafkasya-Kuzey
Kafkasya bolgesinde bulunan Elburz Dagidir. Tirkce dilinden tiiretilen kefir, ilk
olarak “keyif veren, memnun eden” anlaminda olan “kef”; yogurt ise ilk olarak

“yogurut” olarak kullanilmaktaydi (Tamime, 1995).

Kafkasya; cografi olarak Kuzey Kafkasya halklar1 ve Giiney Kafkasya halklari
olarak adlandirilir. Etnik ac¢idan, 6zellikle dil agisindan da Kafkasya yerlileri,
Hint-Avrupa kokenliler ve Tirk asilli halklar biciminde ti¢ 6bege ayrilirlar.,
Kafkasya'da yasayan Tiirk halklari; Ahiska Tiirkleri (Osmanh Tiirkleri), Azeriler,
Balkarlar, Karacaylar, Kumuklar, Nogaylar, Giircistan Kipcaklar1 olarak

belirtilmektedir. Karacay-Malkar Tirkleri ise; kafkas daglarinin en ytiksek




zirvesi Elbruz (Mingi Tav) ve cevresindeki yiiksek daghk arazide yasayan
Karagay-Malkarhlar, tarih boyunca Kafkasya'da hakimiyet kuran Kimmer, Iskit,
Hun, Bulgar, Alan, Hazar, Kipgak gibi proto-Turk ve eski Tirk kavimleri ile
cesitli Kafkas halklarinin etnik ve sosyo-kiiltiirel biitiinlesmesinden ortaya

¢cikmis bir Kafkasya halkidir (Tavkul, 2002).

Kefir, 21. yiizyilin yogurdu olarak tanimlanir (Frengova vd., 2002). Ancak kefir
danesi ya da kefirin ilk olarak ne zaman bulundugu bilinmemektedir. Kefir, kefir
daneleri kullanilarak iretilen bir fermente iriindiir. Bu fermente {rlniin
farkliligl danelerin stiziilerek tekrar kullanilmasidir. Kefir danelerinin olusumu
ile ilgili cesitli gorisler bulunmaktadir. Kefir daneleri ilk olarak keci tulumu
icinde inek siitiinlin sirden ile pihtilastirilarak tulumun i¢ ylizeyinde birkag
hafta icinde slingerimsi bir yapinin olusmasi, bu yapinin o boélgeden alinarak
kullanildig1 ve daha sonra inkiibasyon i¢in bu yapinin kullanilmasi ile kefir elde

edildigi bildirilmistir (Stepaniak ve Fetlinski, 2002).

Kefir danelerinin siite ilavesiyle fermantasyon sonucu kefir tretilir. Asidik, CO»
iceren, hafif alkolli bir tada sahiptir. Kefir danelerindeki bakteri ve mayalarin
farkl tiirlerinin metabolik aktiviteleriyle olusur. Diger fermente siit tiriinlerinde
yalnizca LAB'nin metabolik aktiviteleri s6z konusudur. Bu yoniyle diger
fermente siit urinlerinden farklilik gostermektedir. Gergek kefir organoleptik
ozelliklerini laktik asit ve alkol fermantasyonuna bor¢ludur ve hissedilir
diizeyde CO: icererek ferahlatici 6zelligi bulunan bir igecektir (Giizel-Seydim

vd., 2000a).

2.3. Kefir Danesinin Mikroflorasi

Kefir daneleri; mezofilik laktokoklar ile homofermentatif ve heterofermantatif
termofilik laktobasilleri kapsayan LAB, asetik asit bakterilerini ve mayalar
iceren kompleks bir mikrofloraya sahiptir (Tamime ve Marshall, 1997; Wouters
vd., 2002). Asetik asit bakterileri Ispanyol kefirlerinde bir kontaminant olarak

kabul edilirken, baska bir arastirmada Acetobacter aceti ve A. rasens’in kefirin



tat, aroma ve konsistensi iizerine olumlu etkisi oldugu bildirilmistir (Tamime ve

Marshall, 1997).

Kefir danelerinin dis yiizeylerinde laktobasillerin hakim floray1 olusturdugu,
dane merkezine dogru ise mikrofloranin blyik b6liminii mayalarin
olusturdugu bildirilmistir (Wouters vd., 2002). Tiirk kefir danelerindeki LAB/
maya orani 106/10° olarak belirlenmistir. Taramali elektron mikroskobu (SEM)
ile incelendiginde, maya kolonizasyonu kefir danelerinin ytlizeyinde ve orta
kisimlarinda go6zlemlenmistir. Mayalarin aerobik olmalarindan dolay1 dane
ylzeylerinde yogunlasmalar1 beklenen bir sonugtur. Kisa, uzun ve kivrik
laktobasiller danede hakim mikroflora olarak go6zlenmistir. Laktokoklar
mikrobiyal sayimlarda tespit edilmesine karsin SEM de g6zlenememistir; bunun
nedeninin SEM oOncesi uygulanan islemler esnasindaki kayiplar oldugu

distintilmistiir (Giizel-Seydim vd., 2005a).

Simova vd. (2002), Kkefir danelerindeki mikrofloranin %83-90'n1 LAB’In
olusturdugunu, laktobasiller igerisinde ise termofilik homofermantatif turler
Lactobacillus bulgaricus ve Lactobacillus helveticus'un hakim oldugunu
bildirmislerdir. Kefir danelerindeki hakim maya tirleri Kluyveromyces
marxianus, Candida kefir, Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces
delbrueckii’dir. Mayalar mikroorganizmalar arasindaki simbiyoz iligkinin
saglanmasinda, CO: liretiminde ve karakteristik tat ve aroma gelisiminde 6nemli
rol oynamaktadir (Wouters vd., 2002). Cizelge 2.2’de kefir danesinin

mikroflorasini olusturan bakteri ve mayalar sunulmustur.



Cizelge 2.2. Kefir danesinin mikroflorasini olusturan mikroorganizmalar
(Simova vd., 2002; Wouters vd.,2002)

Laktobasiller Koklar Asetik asit bakterileri
(106-107) 106 103-104

Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus lactis
Lactobacillus casei
Lactobacillus brevis
Lactobacillus buchneri
Lactobacillus kefiranofaciens
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus parakefiri

Streptococcus lactis

Streptococcus lactis
subsp. cremoris Acetobacter aceti

Streptococcus lactis | Acetobacter rasens
subsp. diacerylactis

Streptococcus durans

Mayalar
106-108 Leukonostoklar

Candida kefir

Candida pseudotropicalis
Kluyveromyces marxianus
Kluyveromyces bulgaricus

Saccharomyces unisporus Leuconostoc kefir

Saccharomyces exiguus

Saccharomyces cerevisiae Leuconostoc mesenteroides subsp.
Candida tenuis dextranicum

Candida kefir

Issatchenkia orientalis
Torulaspora delbrueckii
T. kefiri

Garrote vd. (1998), 1, 10, 20, 50 ve 100 g/L1 oranlarinda kefir danesi
kullanarak ve 20 °C’de 48 saat inkiibasyon kosullariyla yapilan arastirmada 100
g/L oraninda inokiilasyonla asitligin en hizli gelistigini ve laktokok igeriginin en
yuksek diizeyde oldugunu tespit etmistir. Ayrica 1, 10, 20, 50 ve 100 g/ L1 kefir
danesi ile tiretilen kefirlerin viskozite degerleri sirasiyla; 9,5; 29,4; 24,0; 27,0 ve

12,7 mPas olarak tespit edilmistir.

Irigoyen vd. (2005) %1 ve %5 Kkefir dane inokiilasyon oranlari kullanarak
25°C’de 24 saat inkiibasyon sonrasi iki tiriinde de mikrobiyal iceriklerinin LAB

haricinde onemli seviyede degismedigini bulmustur. Vizkozite degerleri %1



kefir dane ile iiretilen kefirde 425-188 mPas, %5 kefir dane ile iiretilen kefirde

ise 501-327 mPas olarak tespit edilmistir.

2.4. Kefir Uretimi

Kefirin ticari tretimi genellikle inek siitiinden yapilmakla birlikte kegi, koyun ve
deve siitleri de kullanilabilmekte; bunun yaninda hindistan cevizi, piring ve
soya siitiinden de kefir iiretilebilmektedir (Mann, 1985; Otles ve Cagindi, 2003;
Powell, 2006).

Yogurt, ayran, labneh ve yakult gibi fermente siitii Uriinleri prokaryotik
mikroorganizmalar tarafindan gerceklestirilirken; kefir, kimiz gibi fermente siit
uriinleri ~ okaryotik ve  prokaryotik  mikroorganizmalar tarafindan

gerceklestirilmektedir (Seydim, 2001).

Gida Tarim Orgiitii (GTO) ve Diinya Saghk Orgiitii (DSO) tarafindan olusturulan
Codex Alimentarius’da kefir daneleri, Lactobacillus kefiri ve Leuconostoc,
Lactococcus ve Acetobacter cinsinin tiirlerinden olusan gii¢lii, 6zel bir iliskide
geliserek hazirlanan starter Kkiiltiir olarak tanimlanmistir. Codex Alimenterius’a

gore kefirin bilesimi Cizelge 2.3’de verilmistir.

Cizelge 2.3. Kefirin Bilesimi (http://www.fao.org/docrep/015/i2085e/i2085e00.pdf)

BILESEN MIKTAR (minimum)
Siit proteini (%ow/w) 2,7
Siit yag1 (%m/m) <10
Titrasyon asitligi (%laktik asit,%m/m) 0.6
Icerdigi toplam bakteri (kob/ml) Min 107
Maya (kob/ml) 104

Kefir iiretimi geleneksel olarak evlerde yaygin olarak yapilmaktadir. Evde
geleneksel olarak kefir yapiminda sit kaynatildiktan sonra yaklasik 25°C’ye
sogutulan siite yaklasik %3 kadar kefir danesi ilave edilmektedir. Oda

sicakliginda fermantasyon sonrasi siit 18-24 saat sonra pihtilasarak kefir olusur.




Steril sartlar altinda siitten daneler ayrilir. Kefirin geleneksel tliretim akim

semasl Sekil 2.1’de gosterilmistir.

Cig sutiin 1s1tilmasi (85-90 °C)

J

Sogutma (20-25 °C)

J

Kefir danelerinin ilavesi (%3)

J

Fermantasyon (25 °C de 18-24 saat)

J

Kefir danelerinin aseptik kosullar altinda ayrilmasi

J

Sogukta depolama (4 °C)
Sekil 2.1. Geleneksel kefir tiretiminin akim semasi

2.5. Kefirin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Kefir danelerinin cografik dagilimi, farkl tlkelerde hatta aym iilkede farkl
bolgelerde iiretilen kefirde gesitli farkliliklara neden olabilmektedir. Dolayisiyla
kefir danelerinden tretilen kefirlerin duyusal 6zellikleri, kefir danelerinin elde
edildigi kaynaga, tlretim yontemlerine, icerdigi mikrobiyal cesitlilige, siit
bilesenlerine ve benzeri faktorlere bagimli olarak farklilik gostermektedir

(Giizel-Seydim vd., 2000a).

Fermantasyon siiresince homofermantatif laktik streptokoklar hizla geliserek
laktik asit olusur ve asitlik azalir. Streptokok cinsi bakteri sayilarinin azalmasina
sebep olur. Heterofermantatif LAB aroma olusumunu tesvik eder. Fermantasyon
stiresince aroma maddelerinin olusumunda LAB gelisiminin etkisi maya ve
asetik asit bakterilerine oranla daha fazladir (Koroleva, 1982). Fermantasyonun
en Oonemli son trinleri laktik asit, asetaldehit, asetoin, diasetil, etanol ve
karbondioksittir. Kefirin bilesiminde %1 kadar laktik asit (Marshall ve Cole,
1985; Karagozli, 1990) ve %0.5-2.0 diizeyinde etil alkol bulunmaktadir
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(Marshall ve Cole, 1985; Duitschaever vd., 1987, Wszolek vd., 2001). I¢erdigi
CO2 nedeniyle kopiiren bir yapiya sahip olan kefirin (Marshall ve Cole, 1985;
Duitschaever vd., 1987; Karagozli, 1990) pH’s1t yaklasik 4 civarindadir
(Duitschaever vd., 1987). Karbondioksit kefirin essiz ferahlatici 06zelligine
katkida bulunmaktadir. Laktik asit hafif eksimsi tadi olusturur, onun etanol ve
diger lezzet iirtinleri ile karisimi kefirin egzotik, farkl tat ve aromasini meydana

getirir (Marshall, 1984; Giizel-Seydim vd., 2000a).

2.6. Kefir Danesi

Kefir daneleri minyatiir karnabahara veya patlamis misira benzeyen kiiciik, 3-
20 mm capinda, diizensiz sekilli, sarims1 beyaz renktedirler (Sekil 2.2). Kefir
danesi, LAB'ni, asetik asit bakterilerini mayalari ve kefiran polisakkaritini igeren

ag yapisiyla olusmaktadir (Glizel-Seydim vd., 2000a).

Sekil 2.2. Kefir danelerinin goriintisi
(Omer Cagdas KOCAK tarafindan fotograflanmistir.)

Kefir danelerinin mikrobiyal icerigiyle ilgili ilk c¢alismalarda 1sik
mikroskobundan faydalanilmis, ilerleyen teknolojiyle yapilan arastirmalarda
elektron mikroskobu kullanilmistir (Bottazzi ve Bianchi, 1980; Molska vd.,
1980; Marshall vd., 1984; Duitschaever vd., 1988b; Toba vd., 1990; Neve, 1992;
Bottazzi vd., 1994; Rea vd., 1996; Guzel-Seydim vd., 2005).

Kefir daneleri, elastiki olmali, yapiskan ve yumusak olmamalidir. Kefir danesi,

bakteri ve mayalarin icine yerlestigi kefiran olarak isimlendirilen polisakkarit
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matriksten meydana gelir. Kefiranin LAB ve mayalarla olan simbiyotik iliskileri
kefire essiz 0Ozellik kazandirir. Lactobacillus kefir'in Kkefiran iiretiminden
sorumlu oldugu bildirilirken diger arastirmacilar bu bakterilerin kefiran
uretmedigini bildirmisler. Diger yazarlar ise baslica kefiran ireticisinin
Lactobacillus kefiranifaciens oldugunu bildirmislerdir. Boylelikle Kkefir
danesindeki kefiran tretiminden sorumlu mikroorganizma hakkinda kesin
karara varllamamakla beraber kefirin danesinin karakteristik
mikroorganizmast olan L. Kkefiranofaciens baslica ireticisi olarak

diistiniilmektedir (Frengova vd., 2002; Guzel-Seydim, 2000a).

2.7. EPS ve Kefiran

2.7.1. EPS uiretimi

Mikrobiyal polisakkaritler, ilk kez 19. Yilzyll ortalarinda Louis Pasteur
tarafindan ortaya konulmus, sarapta bulunan dekstran, mikrobiyal bir iiriin
olarak kesfedilmistir. Van Tiegham tarafindan, dekstran olusumunda
Leuconostoc mesenteroides bakterisinin sorumlu oldugu belirtilmistir. Bu kesfi,
1886 yilinda, bakteri tarafindan seliiloz tiretildiginin bulunmasi takip etmistir.
Bu EPS'lerin kesfinden ¢ok kisa bir zaman sonra, ilk intraseliiler depo polimer
kesfedilmistir. Intraseliller depo polimerlere siyanobakterlerin iirettigi
siyanofisin ve kirk yil sonra da Bacillus megaterium tarafindan tretilen
polihidroksibutirat 6rnek olarak verilmektedir. Yirminci yilizyll basindan
ortasina kadar endistriyel ve medikal olarak 6nde gelen alginat, ksantan ve
polifosfat gibi diger bakteriyel polimerler bulunmustur. Bu c¢esitli
biyopolimerlerin kesfinden kisa siire sonra, biyosentez enzimlerinin aktiviteleri
tanimlanmis ve oOncii maddeler kullanilarak, biyopolimer olusumu icin

metabolik yollar hakkinda baz bilgiler aciga kavusturulmustur (Rehm, 2010).

Polisakkarit tiretim yetenegi, 6zellikle prokaryotlar olmak tizere, mikrobiyal
tlrler arasinda yaygin olarak bulunmaktadir. Cok sayida bakteriyel polisakkarit
bu potansiyele sahiptir, fakat bakteriyel polisakkaritlerin olduk¢a az bir kismi

ticari Urlin olarak benimsenmistir. Bu durumun nedenleri; bakterilerin
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patojenik olabilmesi, EPS iiretim masraflarinin ¢ok yiiksek olmasi, iiretim
verimliliginin diisiik olmasi, muhafazasinin zor olmasi ya da ruhsatlandirilmasi
konusundaki sorunlardir. Tim bu nedenlerle birlikte, en yaygin neden hala
yeterli piyasa talebinin olmamasidir. EPS tretimi i¢cin Xanthamonas campestris,
Pseudomonas, Azotobacter, Sphingomonas, Alcaligenes cinslerinin iyesi suslar

kullanilmaktadir (Sutherland, 2001; Bejar vd., 1998).

1878 yilinda, seker pancarinda ve seker kamisi surubunda kivamlasma ve
jellesmeden sorumlu olan Leuconostoc mesenteroides bulunmustur. Gida
triinlerinde kullanimina izin verilen ilk mikrobiyal polisakkarit ise Xanthmonas
campestris tarafindan tretilen ksantandir. Ksantan, 1969 yilinda US Food and
Drug Administration tarafindan onaylanmistir. Saccharomyces elodea tarafindan
uretilen gellan da son zamanlarda ticarilesmistir. Genel olarak giivenilir kabul
edilen (GRAS) bakterilerden olan LAB'de yeni nesil biyokivamlastiricilari
olusturmaktadir (De Vuyst ve Deegest, 1999).

Endistriyel olarak 6nemli mikrobiyal EPS’lere 6rnek olarak; dekstran, ksantan,
gellan, pullulan ve alginat 6rnek verilebilir. Bakteriyel polisakkaritlerin varlhigi
ve rolleri ilk olarak tibbi incelemelerde ortaya konulmustur. Ancak, EPS’lerin
varlig1 sadece viruluent karakterli bakterilere 6zgt degildir. LAB' leri gidalarda
glivenilir olarak kullanilabilen mikroorganizmalardir ve tiim diinyada siit, et ve
sebze gibi pek cok cesit liriiniin korunmasi, duyusal 6zellikleri ve beslenme
degerini gelistirmek icin kullanilmaktadir. LAB'leri hiicrelerin tutunmasi ve
korunmasi igin ¢ok cesitli EPS yapilar iiretmektedir. Endiistride, bugiine kadar
EPS'lerin fizikokimyasal 6zellikleri ile ilgilenilirken, bugiinlerde beslenme ve

saglik uygulamalarindaki potansiyelleri tizerine ilgi artmaktadir (Midik, 2011).

Mikroorganizmalarin hiicre duvarinin disina salgillanan polisakkarit yapiya
“EPS” adi verilir. Okaryotlar ve prokaryotlar tarafindan iiretilen EPS’lerin
kompozisyonlarindaki farkhlik pentoz sekerlerinin varhgdir. Okaryotik
polisakkaritler D-riboz veya D-ksiloz gibi pentozlar1 igerebilirler, fakat
prokaryotlar tarafindan tretilen ekstraseliiler polisakkaritlerde bu pentozlarin

olusumu yaygin degildir (Badel vd., 2011).
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Biyolojik kivamlastiricilara alternatif bir grup da mikrobiyal EPS'lerdir (De
Vuyst ve Deegest 1999). Mikrobiyal polisakkaritler suda ¢oziinebilen, iyonik
veya iyonik olmayan biyopolimerlerdir. Tekrarlanan tniteleri glikozit baglari ile
birlestirilmis, diizenli, dallanmis veya dallanmamis yapidadirlar (Kumar vd.,

2007).

Mikrobiyal polisakkaritler, akiskan 0zellige sahiptirler. Mikrobiyal
polisakkaritler genel olarak c¢ogunlukla monosakkaritlerden; D-glukoz, D-
galaktoz, D-mannoz, L-fruktoz ve L-ramnoz ve genellikle, N-asetil hekzozamin,
N-asetil-D-glikozamin ve N-asetil-D-galaktoz icermektedir. Bu polisakkaritler,
diger bilesenler ile beraber hiicre duvarinda (LPS), kapstl halinde hiicrelere
baglanmis (CPS) veya hiicre disina salgilanmis (EPS) halde bulunurlar.
Mikrobiyal polisakkaritlerde bunlarin disinda bir¢cok seker bulundugu yapilan
yeni calismalarla belirlenmektedir (Demir, 2007).

Mikrobiyal polisakkaritlerin gida katki maddesi olarak kullanilmasi icin izin
verilmesi gidanin nerede iretildigine ve nerede satildigina baghdir. Ksantan
gam, jellan gam, kurdlan ve pullulan Birlesik Devletler'de GRAS olarak
belirlenmistir. Belirtilen gida katkilari, Kore Gida Katkilar1 Kodu ve Codex
Alimentarius Genel Standartlar’'nda da izin verilenler listesinde yer almaktadir.
Avrupa Birligi'nde ksantan, gellan ve pullulan gamlarina izin verilmekteyken,
Kanada, Avusturalya ve Yeni Zellanda yirirlikteki gida yonetmeliklerinde
sadece ksantan ve gellan gamlarina izin verilmektedir. Japonya gida
yonetmeliklerinde, Birlesik Devletler'de izin verilmis bu dort mikrobiyal
polisakkaritin yaninda agrobakteri suksinoglikan, levan ve basillus natto,
makrofomopsis, rhamsan, sklero ve welan gamlarinin kullanimlarina da izin

verilmektedir (Auld, 2010).

Ulkemizde Tiirk Gida Kodeksi (TGK) Katki Maddeleri Yénetmeliginde ksantan
gam E415, jellan gam E418, Pullulan E1204 kodu ile isimlendirilmistir.
Gidalarda kullanilabilecek maksimum miktar1 (qantum satis) belirlenmemistir.

Ancak jelatinli mini kiiplerde ve yenilmesi sirasinda tekrar sulandirilacak olan
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suyu alinmis gidalarin tiretiminde kullanilamadigi belirtilmistir. TGK Kodeksi
“Regel, Jole, Marmelat ve Tatlandirilmis Kestane Piiresi Tebligi"nde tanimlanan
recel, jole, marmelat ve tatlandirilmis kestane piiresinde ksantan gam ve jellan
gam maksimum miktar1 10.000 mgL! (veya mg/kg)'dir. TGK “Bal
Tebligi’nde ise ksantan gam ve jellan gam maksimum miktar
belirlenmemisr. Enzim preparatlarindaki maksimum miktarlari, son iiriinde

maksimum miktarlar: (i¢ecekler harig), iceceklerde maksimum miktarlari

icin bir sinir belirlenmemistir.

Son yillarda, GRAS LAB tarafindan iiretilen EPS olan ilgi artmaktadir (De Vuyst
ve Marshall, 2001). EPS genel terimi Sutherland (1972) tarafindan onerilmis
olup, hiicre duvar1 disinda bulunan biitiin bakteriyel polisakkarit yapilar icin
kullanilmaktadir. EPS, tekrar eden seker ve seker tiirevi tinitelerinin dallanmus,
uzun zincirli polisakkaritlerden olusmaktadir. Bu seker birimleri farkh
oranlarda bulunan, cogunlukla glukoz olmak iizere galaktoz ve ramnozdur
(Welman ve Maddox, 2003). Bunun yaninda az miktarda fruktoz, mannoz ve

galaktozaminden olusmaktadir (Yang, 2000).

EPS’ler dallanmis tekrarli seker birimlerini ve seker tilirevlerini iceren uzun
zincirli polisakkaritlerdir. Cesitli mikroorganizmalardan EPS elde edilmektedir
ve biiylik cogunlugunu LAB'leri grubu olusturmaktadir. Farkli LAB’lerinden
tiretilen EPS’ lerin kompozisyonlary, ti¢ boyutlu yapilar, sertlikleri, biyokimyasal
ve biyofiziksel o6zellikleri, seker baglari, polimer uzunluklari, seker igerikleri,
polimer dallanmalari, proteinlerle iliskileri de birbirinden farkhidir (Badel vd.,
2011, Welman vd. 2003). Mikrobiyal kaynaklardan elde edilen EPS' ler
homopolisakkaritler (HoPS) ve heteropolisakkaritler (HePS) olmak iizere iki
grupta siniflandirilmaktadirlar. HoPS bir tip monosakkaritin tekrarlanan
birimlerini icermekte olup glukanlar ve fruktanlar olmak iizere 2 biiyiik gruba
ayrilmaktadir. Leuconostoc mesenteroides gibi bazi mikroorganizmalar
tarafindan uretilmektedirler. HePS ise oligosakkaritlerin ¢oklu kopyalarindan
yapilmis olup her bir tekrarli birimde iki ya da daha farkli monosakkarit

icermekte ve L. lactis subsp. lactis, Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus,
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Streptococcus thermophilus  gibi bircok LAB tarafindan iiretilmektedirler

(Karaca vd., 2010).

2.7.2. EPS ¢esitleri

EPS, salgilanan iki tiir polisakkarit tiiriinii tanimlamak icin kullanilmaktadir.
Birinci tiir mikroskobik olarak tanimlanmis hiicre duvarina kovalent baglarla
(genelde fosfodiester veya lipit bagh) kapsil halinde iken (kapsiler
polisakkaritler, CPS, K-antigenleri), ikinci tiir ise gevsek serbest bir materyal
seklinde olup, siwrasiyla, kapsiiler ve yapiskan (slime) EPS olarak
adlandirilmaktadirlar. Bunlara ek olarak, hiicre duvar1 bileseni olan
polisakkaritler de mevcuttur. Hiicre duvari bileseni polisakkaritleri ve kapsiiler
polisakkaritler, genellikle, tliretici bakterilerin patojenitesini belirlemektedir.
EPS' lerin gida endiistrisinde genis bir kullanim alani bulunmaktadir. Ancak LAB
gibi GRAS mikroorganizmalardaki kapsiiler ve yapiskan EPS' ler, iiretiminde rol
aldiklar1 gidalara arzu edilen 6zellikleri kazandirmaktadir. Bazi tiirler iki EPS
cesidini de tiretirken, bazilar1 sadece tek ¢esit EPS liretmektedir (De Vuyst ve
Deegest 1999; Deegest vd. 2001; Tok, 2007). EPS iireten LAB' den Lactobacillus,

Lactococcus ve Streptococcus cinsleri Cizelge 2.4’ de verilmistir.

Cizelge 2.4. EPS iiretim yetenegine sahip LAB' leri (Hayaloglu ve Erginkaya,

2001)
Lactobacillus cinsi Streptoccus Cinsi
Lactobacillus hilgardii Streptoccus mutans
Lactobacillus casei Streptoccus sobrimus
Lactobacillus helveticus Streptoccus salivarius ssp. thermophilus

Lactobacillus delbrueckii spp. lactis | -
Lactobacillus delbrueckii spp.

bulgaricus
Lactococcus Cinsi Leuconostoc Cinsi
Lactococcus lactis spp. Lactis Leuconostoc mesenteriodes spp.

cremoris

LAB tarafindan uretilen EPS, HoPS ve HePS olmak tizere iki alt sinifa

ayrilmaktadir. HoPS tek tip monosakkaritlerden (D-glukopiranoz ve D-
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fruktofuranoz) olusmaktadir. HoPS’e seliiloz, dekstran, pullulan, levan ve
kurdlan polisakkaritleri 6rnek olarak verilebilir (Sutherland 1972). Genellikle
HoPS molekiiler agirliklar1 4.0x10% ile 6.0x106 Da araligindadir. Lactobacillus
suslar tarafindan salgillanan monosakkarit olarak glukoz ve fruktoz iceren
HoPS, sirasiyla, glukanlar ve fruktanlar olarak siniflandirilmaktadir (Cizelge
2.5). Bu 2 alt familya spesifik baglanma tipleri, molekiler agirlik, uzunluk ve

kimyasal yapisina gore ¢ok cesitli polisakkaritler icermektedir (Badel vd., 2011).

Cizelge 2.5. LAB' leri tarafindan iiretilen HoPS 'ler (Ruas-Madeido vd., 2002)

EPS | LAB
alfa-D-glukanlar
Dekstran Leuconostoc mesenteriodes ssp.
mesenteriodes
Leuconostoc mesenteriodes ssp .
dextranicum
Mutan Streptococcus mutans
Streptococcus sobrimus
Alternan Leuconostoc mesenteriodes
Beta-D-glukanlar Pediococcus spp.
Streptococcus spp.
Fruktanlar
Levanlar Streptococcus salivarius
Iniilin benzerleri Streptococcus mutans
Poligalaktanlar Lactococcus lactis ssp. lactis H414

HePS tekrar eden alt birimleri temelde, dallanmis (C2, C3, C4 veya C6
pozisyonlarindan) veya dallanmamis, t¢-sekiz monosakkarit, monosakkarit
tirevleri veya monosakkarit ikamelerinden meydan gelmektedir. Doco vd,,
Streptococcus thermophilus tarafindan tiretilen, HePS’ in tekrar eden {linite yapisi
ilk kez 1990 yilinda belirlemislerdir (De Vuyst vd., 2001). HoPS ile
kiyaslandiginda LAB HePS' leri ¢cok daha az miktarlarda (60 ile 400 mgL-1)
uretilmektedir (Yang, 2000). HePS’ e gellan ve ksantan polisakkaritleri 6rnek
olarak verilebilir. HePS' ler bir oligosakkaritin ¢ok sayida kopyasindan
olusmaktadir. Oligosakkaritler, ti¢ ile yedi birimden olusmakta olup iki veya
daha fazla farkli monosakkarit cesitlerine sahiptir ve cogunlukla farkli baglanma

modelleri gostermektedir (Laws vd., 2001).
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2.7.3. EPS biyosentezi

Bakteriyel EPS biyosentezi komplekstir ve ¢ok sayida gen yapisinin birlikte
hareket etmesini icermektedir. EPS sentezi i¢in gerekli enzimler ve diizenleyici
proteinler Lactococcus gibi mezofilik LAB suslarinin plazmid kaynakl genleri ve
Streptococcus, Lactobacillus gibi termofilik suslarin kromozoma dayali genleri
tarafindan kodlanmaktadir. LAB suslarinin EPS iiretebilme yetenegi kararsiz
olarak kabul edilmistir. Mezofilik LAB suslar i¢in, EPS sentezinin kararsiz yapisi
bagh plazmitte olan EPS sentezi genleri ile bagintihdir. Termofilik LAB
suslarinin EPS iretim karakterinin kaybolmasinin, genetik degiskenliklerden
kaynakli kopmalar ve yeniden diizenlemelerden dolay1 olustugu ileri
surilmektedir. EPS 06zel gen irilinlerine ilaveten, biyosentetik izyolu seker
niikleotidlerinin hazirlanmasinda oldugu gibi gerekli birtakim referans
enzimlerine dayanmaktadir (Laws vd., 2001). Sekil 2.3' te laktoz, galaktoz ve

glukozun EPS’ ye ¢cevrimi gosterilmistir.

Biyosentetik izyol 4 ayr1 reaksiyon boliimiine ayrilabilir. Bunlar; (Laws vd.,

2001)

1- Sitoplazma icinde seker transferi ile ilgili reaksiyonlari,

2- Seker-1-fosfatlarin sentezini,

3- Sekerlerin aktiflestirilmesi ve eslestirilmesini,

4- EPS molekiiliiniin disar1 aktarilmasi islemini icermektedir.
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Sekil 2.3. Laktoz, galaktoz ve glukozun EPS’ ye cevrimi (Welman ve Maddox,
2003)

Hiicre dis1 veya hiicre duvarina bagh glikansukrazlar substrat olarak sakaroz
kullanarak HoPS sentezler. Glikoziltransferazlar D-glikozilpironozil birimlerinin
sakkarozlardan alici molekiillere transferini katalizlerler. HoPS senteziyle
kiyaslandiginda HePS biyosentez mekanizmasi daha komplekstir. HePS
olusturan tekrarlanan birimler, sitoplazma icinde seker niikleotidlerinin 6ncii
molekiiller gibi kullanilmasiyla sentezlenir. Bunlar glikoziltransferazlar
tarafindan lipid tasiyict {izerinde sabitlenen uzayan zincirlere seker

niikleotidlerinin ardisik dizilimiyle polimerizasyonun meydana geldigi hiicre
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zarmin diger tarafina yer degisimini saglar ve en sonunda EPS ortama serbest

birakilir (Patel vd., 2011).

Dekstran, alternan, mutan ve levan gibi ¢cok az sayidaki HoPS'lerde, 6zel seker
olarak sakkaroz gerektiren ekstraseliiler (hiicre dis1) biyosentez prosesi
goriilmektedir. Ozel glikozil transferaz enzimleri (dekstran ve levan biyosentezi
icin dekstran ve levan sukraz enzimleri) polimerizasyon reaksiyonlarinda yer
alir. Polimerizasyon i¢in gerekli enerji sakkarozun hidrolizinden gelmektedir.
HePS' ler, sitoplazma icinde tekrarlanan polimerize olmus o©ncii madde
birimlerinden olusturulmaktadir. Ozellikle EPS olusumuna 6zgii olmayan cok
sayilda enzim ve/veya protein, heterotip EPS iretimi ve salgilanmasina
katilmaktadir.  Seker-1-fosfatlardan elde edilen seker niikleotidleri,
monosakkarit polimerizasyonunda gerekli seker ara ¢evrimlerinde
(epimerizasyon, dekarboksilasyon, dehidrojenasyon) oldugu gibi seker
aktivasyonundaki rolleriyle HePS' lerin biyosentezinde elzem bir role
sahiptirler. Seker aktiflestirilmesi ve modifikasyon enzimleri birlikte, temel
yapilarin olusumunda ve bu sayede son EPS olusumunda Kkritik bir rol

oynamaktadirlar (De vuyst ve Deegest, 1999).

Kefir danesinde bakterilerin yanisira mayalar da bulunmaktadir. Baslica maya
cesidi olarak S.cerevisia ve K. marxianus belirtilmektedir (Simova vd., 2002;
Wouters vd.2002). Kefir icerisinde bulunan mikroorganizmalar oOncelikle
laktozu LAB' nin igerdigi galaktosidaz enzimi ile glukoz ve galaktoz

monosakkaritlerine parcalamaktadir (Welman ve Maddox, 2003).

Mayalarin etanol ve asetik asit olusumunda ksiloz ve riboz yolunu kullandigi
belirtilmektedir. Ortamda glukoz bulundugunda asetik asit iiretimi S. cerevisia
tarafindan etanol fermantasyonu ve asetik asit tiretimi gozlenmektedir (Vanzyl
vd., 1993). D-glukozdan D-riboz iiretiminin gerceklesmesinde pentoz fosfat yolu

kullanildig1 belirtilmektedir (Wulf ve Vandamme, 1997).
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2.7.4. EPS uiretimini etkileyen faktorler

EPS iretimini etkileyen faktorlerle ilgili ¢ok sayida arastirma yapilmistir.
Bakteriler tarafindan tretilen EPS’ lerin teknolojik olarak olumsuz olan yoni
diisiik miktarlarda tretilmesidir. Bu arastirmalarda EPS iiretimini artirmak
amaciyla EPS iiretimini etkileyen faktorler degistirilerek optimize edilmesi
amaclanmistir. EPS iretimi bakteri susuna bagh oldugu kadar gelisim
kosullarindan da etkilenmektedir. EPS {iretimi iizerine etki eden en 6nemli
faktorler inkiibasyon sicakligi ve siiresidir. Ortam pH’ s1, mineral maddelerinin
(fosfatlar, CaClz, MnSO4) ¢esit ve miktari, oksijen, karistirma hizi, karbonhidrat
kaynagi, azot kaynagi, C/N orani ve bazi bilesenler (tuzlar, vitaminler) ise diger
etkili faktorlerdir (Gamar vd., 1998; Gorret vd., 2001; Duboc ve Mollet, 2001;
Deegest, 2002; Hoa vd., 2003; Ashim vd., 2005a; Velasco vd., 2006; Yilmaz, 2006;
Wu vd. 2008; Kuntiya vd., 2010).

Zajsek vd. (2013); kefir danesinde bulunan LAB ile yaptiklar1 bir seri deney
calismasinda fermantasyondaki sicaklik, calkalama hizi, eklenmis olan C ve N
kaynaklari, vitaminler ve minerallere bagh olarak kefiran tretimini etkiledigi
sonucuna ulasmislardir. Calismanin ana amaci, 6zellestirilmis siit kullanilan
fermantasyon ortaminda EPS iiretimini artirma hedefi ile bu kiiltiirtin kosullari
kontrol edilerek ve fermantasyon ortami kosullari (@rn: C, N, mineral vitamin
kaynagi) modifiye edilerek oOnemli o6lgiide EPS miktarini artirabilecegi
bulunmustur. Kefiran iiretiminde, dane gelisimi 24 saatlik yetistirme
kosullarindaki sicaklik ve karistirma hizi belirlenerek en iyi sekildeki kosullar
sirasiyla 25 °C ve 80 rpm de olmustur. Ayrica ek besinlerin etkisiyle optimize
edildiginde, %5 laktoz, %0,1 tiamin ve %0,1 FeClz eklenmesiyle maksimum EPS
tretimine sebep oldugu bulunmustur. Bu sonuglar besinlerin EPS miktarini
artirmada faydali hale getirebileceginin belirtisidir. Ancak kefir danelerinin
artmasi, ylksek EPS iiriin veriminde bir belirleme faktorii olarak

belirtilmemistir.

Wu vd. (2008), tarafindan yapilan bir calismada, %?2.5 yeast exract iceren

besiyeri bilesimine fruktoz, galaktoz, glukoz, laktoz ve sakkaroz gibi karbon
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kaynaklar1 farkli konsantrasyonlarda ilave edilerek Pleurotus citrinopileatus
tizerinden EPS f{retimini artirmak amaglanmistir. Monosakkaritler (fruktoz,
galaktoz ve glukoz) ve disakkaritler (laktoz ve sakkaroz) olmak tlizere farkli
karbon kaynaklarinin hiicre kiitlesi ve EPS liretimine etkisi incelenmis olup,
monosakkaritlerin disakkaritlerden daha ytiksek hiicre olusum verimi sagladigi
belirtilmistir. Bu denemelerin sonucunda, en yiiksek biyokiitle ve EPS verimi
fruktoz besiyeri ile elde edilmistir. Fruktozun optimum konsantrasyonu %4
oldugunda en yiiksek biyokiitle % 45,25+2,00 ve EPS 1,87 gLl olarak
belirtilmistir. Karbon kaynaklarinin yiiksek EPS verimi icin optimum
konsantrasyonlari sirasiyla, %4 fruktoz, %5 galaktoz , %4 glukoz, %5 laktoz ve
%2 sakkaroz seklindedir. EPS kompozisyonunun ise bakteri susuna ve karbon
kaynaklarina gore degistigi belirtilmistir. Ayn1 zamanda, karbon kaynaginin

konsantrasyonu da EPS iceriginde etkili bulunmustur.

Kefiran tiretiminin, farkli kaynaklardan saglanan kefir danelerinden izole edilen
cesitli bakteriler tarafindan iretilebildigi goriilmektedir (La Riviere ve
Kooiman, 1967; Toba vd., 1987; Mukai vd., 1990; Hosono vd., 1990; Yokoi vd.,
1991; Pintado vd., 1996; Mitsue vd., 1999; Micheli vd., 1999; Santos vd., 2003).
Uygun ortam ve sartlarda kefiran tretilerek bir¢ok alanda kullanilmistir (Toba
vd., 1987; Yokoi vd., 1990; Yokoi ve Watanabe, 1992; Micheli vd., 1999; Mitsue
vd., 1999). Micheli vd. (1999) calismasinda modifiye edilmis MRS besiyeri
kullanmis ve 2 g/L kefiran iiretimi saglamistir. Mitsue vd. (1999), kefiran {lireten
bakteri L. kefiranofaciens ile Torulaspora delbrueckii mayasini kombine ederek
en iyi kefiran dtretimini gerceklestirmistir. 50 L’ lik bir geri-beslemeli
fermentorde bu iki mikroorganizma kullanilarak 7 giinde 3740 mgL-1 kefiran
elde edilmistir. Inek siitiinden yapilan kefir ve soya siitiinden yapilan kefir
arasindaki polisakkarit tiretimi degerlendirilmis ve soya siitiinden yapilan
kefirin polisakkarit igeriginin inek stitiinden elde edilen kefire gore yaklasik iki

kat oldugu bulunmustur (Abraham ve De Antoni, 1999).

Rimada ve Abraham (2001), 10 g ve 100 g kefir danesini 1 litre siite inokiile
ederek iirettigi kefirlerden, besinci giin sonunda sirasiyla 57,2 ve 103,4 mgL-1

EPS tespit etmistir. Rimada ve Abraham (2003), EPS miktarinin belirlenmesinde
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farkli yontemler kullanmistir. Kefir danelerinin 30 ve 50 gLt laktoz igeren sivi
besiyeri icerisinde gelistirilmesiyle, ilave ettikleri farkli %10 deproteinize
peynir alt1 suyunda (PAS) iiretilmis ve EPS tretimi tespit edilmistir. Kullanilan
100 g kefir danesinin siit icinde fermentasyon sonrasi EPS miktar1 218 mgL-1,
deproteinize PAS icinde fermentasyonu sonrasi EPS miktar1 247 mgL1 olarak
hesaplanmistir. Soya siitline ilave edilen kefir danesi ile yapilan kefirde D-
glukoz ve D-galaktozdan olusan EPS kompozisyonunun oranlar1 1:0,43 ve

molekil agirliginin 1,7x10¢ Da oldugu tespit edilmistir (Liu vd., 2002).

Rimada ve Abraham (2001), PAS' nun kefir dane gelisimini tesvik ettigini
yeteneginde oldugunu tespit etmislerdir. 1 litre siite 100 g kefir danesi ilave
etmisler ve 43 °C’ de 120 saat fermantasyon ile 103 g/L kefiran lretiminin

oldugunu tespit etmislerdir.

Cheirsilp vd. (2003b), L. kefiranofaciens tarafindan iretilen kefiran ile L.
kefiranofaciens ile S. cerevisiae tarafindan birlikte iiretilen kefiran miktarini
karsilastirmistir;  S. cerevisiae ile birlikte anaerobik ortamda gelistirilen
kiltirtin - kefiran miktarinin daha fazla oldugu tespit edilmistir. L.
kefiranofaciens kiltliriiniin ve L. kefiranofaciens ile S. cerevisiae karisim
kiltlriniin Urettigi kefiran miktarlari sirasiyla; 25 ve 49 mgL-1 olarak tespit

etmisgtir.

Kefir danesinde bulunan maya ve LAB’ ler arasindaki olumlu iliski ¢esitli
arastirmalara gore, S. cerevisiae’ nmin laktik asit miktarini azaltigi, L.
kefiranofaciens igin inhibitér olan hidrojen peroksitin S. cerevisiae katalaz
aktivitesiyle parcalandigl ve L. kefiranofaciens’ nin gelisimini devam ettiren
uyaricilari olusturdugu belirtilmistir (Challinor vd., 1954; Essia vd., 1992; Leroi
vd., 1993; Cheirsilp vd. 2003b).

Bakteriyel polisakkarit sentezi sicaklik, pH, uygun karbon kaynaklari,
fermentasyon zamani ve birbirleri arasindaki iliskilerden etkilenmektedir (De
Vuyst ve Degeest, 1999; Petry vd., 2000). Streptococcus thermophilus tarafindan
EPS 50-350 mgL-! olarak tiretilmekte (Cerning, 1995), en yiiksek EPS sentezi 42
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oC’ de, pH 6,2’ de gerceklesmektedir (De Vuyst vd. 1998). Streptococcus
thermophilus’ un karbon kaynagi olarak glukozdan laktozlu ortami tercih ettigi

belirtilmistir (Degeest ve De Vuyst, 2000).

Looijesteijen vd., (1999) Lactobacillus lactis spp. cremoris B40 tarafindan
sentezlenen EPS i¢in substrat olarak glukozu fruktoza gore daha fazla trettigini

belirtilmistir.

Mozzi vd., (2001) Lactobacillus casei CRL 87’ in polimer tretimi i¢in, EPS
sentezini diizenleyen biyosentetik enzim aktivitesinin arttigini ve EPS tretimini

farkl seker kaynaklarinin (glukoz ve galaktoz) etkiledigini tespit etmislerdir.

2.7.5. EPS akis davranislari

Reoloji, maddenin akis ve deformasyon o6zellikleri lizerine yapilan ¢alismalar
olarak tanimlanabilir. Deformasyon dogadaki kati maddeler i¢in kullanilirken,

akis ise dogadaki akiskan maddeler i¢in kullanilir (Bourne, 1982).

Duyusal tekstiir 6zelliklerinin gidanin mekanik ve reolojik 6zellikleri ile iliskili
oldugu cok iyi bilinmektedir. Reolojik 6zellikler gidalarin tekstiirel 6zelliklerinin
bir bileseni olarak disiintilebilir. Ciinkii tekstiiriin duyusal algis1 icin reolojik
ozelliklere ilave faktorler etkilidir (Daubert ve Foegeding, 1998). Gida
teknolojisinde reoloji 6zellikle goriiniis, dokunma ve agiz dolgunlugu agisindan
cok Onemlidir. Gorilnis, reolojinin kiiciik bir tamamlayicisidir, ¢iinkii bazi

gidalarin mekaniksel ve yapisal 6zellikleri goriiniis tarafindan belirlenir.

Lezzet, reoloji ile direkt ilgili degildir. Gidanin agizda dagihmi lezzet
bilesenlerinin ortaya ¢ikmasimi etkiler (Bourne, 1982). Yeme-icme sirasinda
gida matriksinden tat ve koku bilesenlerinin a¢iga ¢ikma mekanizmasi duyusal

tat ve koku algisini kontrol eder (Escher vd., 2003).

Gerilim, her zaman kuvvetin bir Ol¢lisiidiir. Alana (m?%) uygulanan kuvvet

(Newton) olarak tanimlanir ve genellikle Paskal (Pa) birimi ile ifade edilir. Etki
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edilen yiizeye karsi kuvvetin yonu gerilim tipini belirler. Yiizeye dogrudan dik
(disey) kuvvet uygulandiginda normal gerilim meydana gelirken, kayma
gerilimi kuvvet ylizeye paralel yonde hareket oldugunda meydana gelmektedir.
Hamur yogurmak ya da sakiz ¢ignemek normal gerilime 6rnek olustururken,
ekmege tereyagi sirmek ya da kahve karistirmak kayma gerilmesinin
ornekleridir. Gidaya gerilim uygulandiginda gida sekil degistirir ya da
akmaktadir. Deformasyon (strain) maddenin nispi sekil degistirmesini ifade
eden boyutsuz bir degerdir. Maddeye uygulanan gerilim tipi deformasyon tipini
belirler. Madde yilizeyine normal gerilim uygulaniyorsa normal deformasyon
meydana gelir. Maddelere baski uygulandiginda ya da c¢ekildiginde normal
deformasyon meydana gelir. Ornek kayma gerilimine ugradiginda, érnegin
domates salcasi pompalandiginda, kayma deformasyonu meydana gelecektir

(Daubert ve Foegeding, 1998).

Cesitli gidalarin reolojik 6zellikleri arastirmalarla belirlenmistir (Rao ve Steffe,
1992; Steffe, 1996; Steffe vd., 1986; Weipert vd., 1993). Reoloji bilimi, gida
isletmelerinde, gidalarin iiretiminde ve gidanin tiim alanlar icinde pek ¢ok
uygulamada yer almaktadir (Barbosa-Canovas vd., 1996). Gida reolojisi, gida
endiistrisinde ham madde ile iliretim sirasindaki ve son iriniin akis1 ve

deformasyonuyla ilgilenir (White, 1970).

Gidalar, maddenin degisik hallerini icerebilen kompleks yapilardan olusur. Kat1
ve sivi karakteristikler gosterebilirler ve reoloji gidalarin bu 6zelliklerini
belirler. Kazein jelleri, siit iirtinlerinin jellesme, kirilma ve sikilik gibi pek ¢cok
reolojik  6zelliginden sorumludur ve reolojik calismalar hem sit
isletmelerindeki teknikler icin hem de bilimsel ¢alismalarda tiriin yapisini

belirlemek i¢in 6nemli olmaktadir (Tunick, 2000).

EPS tireten bakteriler bulunduklari dogal ortama dayanan farkl ekolojik yasam
alanlarinda kusursuz bir role sahiptirler. EPS' lerin fonksiyonlarinin ¢ogu
kendilerinin  koruyucu dogalarina baglanmaktadir. Mikroorganizmalar
kendilerini yliksek derecede hidratlanmis EPS tabakasiyla sararak kuruma ve

tek hiicreliler tarafindan zarar vermelerine karsi korumaktadir. Ayrica, hiicre
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etrafindaki jel polisakkarit tabakasinin varlig1 diflizyon 6zellikleri tizerinde hem
hiicre icine hem hiicre disina olacak sekilde iistiin etkiler saglamaktadir. Ornek
olarak; polimer matriks icine yerlesmis hiicreler antibiyotikler tarafindan
ulagilamazdir. Anyonik EPS toksik metal iyonlarina baglanarak hiicre
ylzeyinden gecisine engel olurlar. Bu tip etkilesimler metalik yilizeylerdeki

korozyonlar agisindan pratikte 6nemli kabul edilmektedir (Kumar, 2007).

Son yillarda pek cok cesit endiistriyel uygulamada dogal polimerlere olan
talebin artmasi mikroorganizmalarin EPS tiretimine olan ilgiyi de artmistir. Pek
cok mikroorganizma ekstraseliiler polisakkarit sentezleme yetenegine sahip
olup, suda c¢ozilinebilir veya suda c¢oziinmeyen polimerleri hiicre disina
salgilamaktadir. Bakteriler tarafindan iiretilen EPS essiz fiziksel ozelliklere
sahip suda c¢ozlnebilir gamlar olarak bilinmektedir. Gida, ila¢ ve diger
endustriyel alanlarda genis kapsamli uygulamalarda kullanilmaktadir. Pek ¢ok
gram negatif ve gram pozitif bakteri cesidi, bazi mantarlar ve algler EPS
uretebilme yetenegine sahiptir. Endistriyel polimerik materyaller olarak,
piyasada deniz algleri ve bitkilerden elde edilen dogal gumlar ile bakteriyel
polisakkaritler arasinda basa bas giden bu miicadelede bakteriyel

polisakkaritler her gecen giin daha da 6nem kazanmaktadir (Midik, 2011).

Bakteriyel polisakkaritler yeni islevsellikleri ile pek ¢ok ilging fiziki, kimyasal ve
reolojik ozelliklerinden dolay1 yeni biyomateryaller gibi davranmaktadirlar.
Tekstil, deterjan, yapistirici, mikrobiyal olarak zenginlestirilmis petrol
iyilestirmeleri, atik su iyilestirmeleri, dere yatagi temizlemeleri, mayalanma,
akarsu isleme siirecinde, kozmetik, eczacihik ve gida katki maddesi olarak

oldukca genis kullanim alanlarina sahiptirler (Sutherland vd., 1972).

Motedayen vd. (2013), yaptiklar1 ¢alismada pargalanmis kefiran ile misir
nisastasindan hazirlanmis yeni kullanilabilir (yenilebilir) karisik film elde
etmistir. Film olusumunu, farkl oranlardaki kefiran ve misir nisastas1 (100/0,
70/30, 50/50, 30/70) soliisyonlarinda oda sicaklifinda dokerek
olusturmuslardir. Nisasta eklenmesinin filmin fiziksel, mekanik ve su buhari

gecirgenlik ozelligine etkileri arastirlmistir. Nisasta iceriginin artmasi ile
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%0-%50 arasinda filmin su buhar1 gecirgenligi azalmistir. Bununla beraber
daha fazla nisasta arttirma islemi ile su buhari gecirgenligini arttirmistir. Ayrica
nisasta iceriginin artmasi karisik filmin ¢ekme direnci ve uzatilabilirligi
artirmistir. Bununla beraber yiiksek nisasta iceriginde mekaniksel 6zellikler
azalmistir. Dinamik mekanik termal analiz (DMTA) egrisi nisastanin eklendigi

tiim seviyelerde filmin parlakliga gecis sicakligini artirmistur.

Ghasemlou vd. (2011), yaptiklari ¢alismada kefir danesinden elde edilen EPS
yapisinin yeni film materyali olarak kullanilma elverisliligini incelemistir.
Calismada film matriksi icindeki gliseroliin birlesme etkisinin filmdeki fiziksel,
mekanik ve termal ozellikleri arastirilmistir. Gliserol konsantrasyonundaki
%15-35’lik artisin uzatilabilirligi arttirdigini ancak ¢ekme kuvvetini azalttigini
tespit etmislerdir. Gliseroliin etkisi plastiklesme ile polimer zincirinde yiiksek
hareket saglamistir ve plastiklestirici icerigindeki artma ile film su buhan
gecirgenligi arttigt bulunmustur. Gliserol igerigi artiginda plastiklesmenin
sonucu olarak camsiliga gecis sicakligl azalmistir. Filmlerin 6zelligi elektron
mikroskobu ile gorintilenmistir. Bodylece filmlerin gida teknoloji

uygulamalarinda 6nemli bir faktor oldugu gozlenmistir.

Rimada vd. (2006), kefirandan jel olusturarak reolojik 06zellikleri ve
viskozitesini arastirmistirlar. Kefiran icermeyen jel pseudoplastik tiksotropik
davranis gostermistir. Kefiran iceren jelin viskozitesinde 6nemli diizeyde artis
tespit edilmistir. Sonucta, dogal bir polisakkarit oldugundan siit {riinlerinde
kullanilabilecek 6nemli bir alternatif kivam artiricidir. Bakteriyel polisakkaritler
yeni fonksiyonel ozellikler ile yeni biyopolimer kaynaklarindan biri olarak
belirtilemektedir. Bakteriyel polisakkaritlerin énemli bir avantaji, kimyasal ve
fiziksel ozelliklerin, materyal kaynaginin diizenli ve tekrarlanabilir olmasidir.
Dezavantaji ise; elde edilmesi, tanimlanmasi ve liretim icin yasal izinlerin

alinmasi seklinde belirtilebilir.

Yang vd. (1999), yaptig1 bir calismasinda Finlandiya fermente siitii viili' den
izole edilen L. lactis ssp. cremoris suslarini (ARH55, ARH74, ARH 84, ARH 87 ve
B 30) yagsiz sut kiltirinde EPS iiretmek icin gelistirmistir. EPS yapi
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trikloroasetik asit (TCA) ile muamele edilerek, etanol ¢oktiirme ve dializ ile
ayrilmis ve saflastirilmistir. Tiim EPS 6rneklerinin anyonik ve benzer oranlarda
glukoz, galaktoz ve ramnozdan olustugu tespit edilmistir. Seyreltik sulu
cozeltilerinde EPS yapinin polielektrolite etki gosterdigi ve viskozitelerinin
farkhlastig1 gozlenmistir. EPS yapinin viskozitesinin konsantrasyon, sicaklik, pH
ve tuz ile olan ilgisi arastirllmistir. Yapilan deneyde %1 EPS' nin (w/v) yagsiz
siite ilavesi ile kayda deger bir viskozite artis1 oldugu ve 40 °C' de jel formuna
dontstigu belirlenmistir. Kefiran eldesinde yapmis oldugu baska ¢alismada
yagsiz siitteki L. lactis'in gelisiminden sonra bu kiiltiire son konsantrasyonu %4
olana kadar TCA eklenmis ve elde edilen kefiran dondurularak kurutulmustur.
D20 c¢ozeltisi icindeki NMR spektrumlart 65°C'de kaydedilmistir. Kimyasal
kaymalar, sodyum 3-trimethylsilyl-2,2,3,3-2H4 propanata gore ppm olarak
verilmis ve EPS yapinin reolojik 6zellikleri 0,01 ile 0,1 g dL-! arasinda degisen
seyreltilmis c¢ozeltilerde 25 °C' deki termostatik banyoda o6lg¢lilmiistiir.
Sicakligin, pH ve tuzun EPS soliisyonlarinda reolojik davranislarini etkiledigi
belirlenmistir. Viskozimetrik ol¢iimler 5, 25, 40 ve 60°C' de 29 adimda 291 s'!
artis ile gerceklestirilmistir. Yapilan ¢alismanin sonuglarinda Lactococcus lactis
ssp. cremoris suslarinin (ARH55, ARH74, ARH 84, ARH 87 ve B 30) %4 TCI
ilavesi ve diger islemler sonucunda 164-263 mgL-! EPS iirettikleri, liretilen bu
EPS yapilarin icerisinde ramnoz, glukoz ve galaktozun benzer molar oranlarda
bulunduklari, H NMR spekturumlarinda suslarin zincirlerinin baska
calismalarda belirlenen yapilarla da olduk¢a benzer olduklari belirtilmistir.
Suslardan ARH53'den elde edilen EPS ile yapilan deneyde ayni pH derecelerinde
(pH: 4, 5, 6.5 ) sicakhigin 5 °C' den 60 °C'ye ¢ikarilmasiyla viskozitenin azaldigi
belirtilmistir. 5 °C ile 25 °C arasinda pH 6,5 ten 4' e dustriildiigiinde viskozitede
acik bir degisim olmadig1 tespit edilmistir Su icindeki EPS viskozitesi yagsiz siit
icerisindeki EPS viskozitesinden daha diisiik oldugu tespit edilmistir. EPS
yapinin sulu ¢ozeltilerindeki keskin viskozite azalmasi ve kayma hizinin artmasi

bu yapinin Newtonian olmayan akis 6zelligi gosterdigini belirtmektedir.
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2.7.6. EPS yapilarin NMR analizi ile belirlenmesi

NMR c¢alismalarinin temeli, ¢ekirdegin manyetik 6zelliginden faydalanmaya
dayanmaktadir (Balci, 2004). Elektrik akimi, ¢evresinde manyetik bir alan
olusturur. Ekseni etrafinda donen bir atom cekirdegi de, icerisinde elektron
bulundurdugu igin, cevresinde bir manyetik alan olusturur. Teknik olarak
manyetik rezonans, miknatislanma 6zelligine sahip olan atomlarin ¢ekirdeginin
davranislarini inceler (Sandalci vd., 2007). NMR, numunenin etrafin1 saran
bobinden verilen radyo frekans (RF) enerjisinin absorbe edilmesiyle bazi
kimyasal elementlerin (1H, 13C, 19F, 15N, 31P) nicel olarak gozlendigi bir

yontemdir (Rollas vd., 2005).

NMR spektrometreleri temel olarak dort ana béliimden olusur. Bunlar; kutup
uclar1 arasinda yiliksek derecede homojen manyetik alan iceren miknatis, ¢ok
kararh bir radyo frekans vericisi, radyo frekans alicisi, kaydedici (Monitor)'diir.
Bir organik molekiil ¢cok sayida H atomu ve dolayisiyla proton igerir ve bu
protonlarin kendi etrafinda dénmeleri sonucunda olusturduklar1 bir manyetik
alanlar1 vardir. S6z konusu molekiildeki protonlar H=14000 Gauss'luk bir dis
alanda farkl iki enerji seviyesinde bulunacak sekilde yonelirler. Molektiller
lizerine gonderilecek uygun frekanshh radyo dalgalarinin absorplanmasi ile
manyetik alanla ayni yonde yonlenmis protonlar manyetik alanlarini dis alanla
zit olacak sekle gecirirler. Dis manyetik alanin etkisiyle ortaya ¢ikan enerji
yarilmasi, molekiile radyo frekansi bolgesindeki elektromanyetik radyasyonu
absorplayabilme 06zelligi kazandiririr. Bu da NMR spektroskopisnin temelini

olusturur (Sener vd., 1986).

NMR spektrometresinde kullanilan miknatis elektromiknatis veya siirekli
miknatislardir.  Elektromiknatisin manyetik alan degeri daha kolay
degistirilebildiginden hem manyetik alan taramasi hem de birka¢ ¢ekirdegin
aynt spektrometre ile incelenebilmesi miimkiin olmaktadir. Ancak
elektromiknatisin a¢iga ¢ikan 1s1 nedeniyle ¢ok iyi sogutulmasi gerekmektedir.
Ayrica elektromiknatisin kararliligi kolay saglanmamaktadir. 220 MHz ve daha

biiylik degerleri uygulayan aletlerde stiper iletken miknatislar kullanilmakta ve
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bunlarin sivi helyum sicakliginda (4 K) c¢alistirilmasi gerekmektedir. Miknatisin
kutuplar: arasinda 2-3 cm lik bir uzaklik bulunmaktadir. Isik kaynagi olarak bir
RF jeneratorii kullanilmaktadir. RF 1s1n1 6rnege manyetik alan yoniine dik
olacak bicimde uygulanimaktadir. Normal uygulamalarda RF jeneratériiniin
yaydig1 frekansinin sabit kalmasi saglanmakta ve manyetik alan degeri uygun
bir elektronik devre yardimi ile degistirilmektedir. Cift rezonans yonteminin
uygulandig1 durumlarda ise manyetik alan degeri sabit tutulmakta ve ana radyo
frekans kaynaginin yaydigi 1sinin frekansi taranmaktadir. Bu sirada ikinci radyo
frekans kaynagi ise secilen belli bir cekirdegi 1sinlamakta kullanilmaktadir.
Spektrometrenin  dedektérii  olarak bir radyo frekans dedektori
kullanilmaktadir. Rezonans oldugu zaman dedektor bu olay bir gerilim diismesi
olarak algilamaktadir. NMR spektrometrelerinde ayrica piklerin altindaki
alanlar1 o6lcebilmek icin pik alanlarini integre edecek elektronik bir devre

yerlestirilmistir (Rollas vd., 2005).

NMR spektrumlari genel olarak oda sicakliginda alinmaktadir. Bir bilesigin NMR
spektrumunu yiliksek sicaklikta da kaydetmek miimkiindiir. NMR spektrumu
kaydedilecek madde, herhangi bir ¢6ziicii icerisinde ¢oziinebilmekte ve sonra
spektrum kaydi yapilmaktadir. Bazi numunelerde diisiik sicaklik ¢oziiniirliik
problemi c¢ikarabilmektedir. Coziliciiniin diisiik sicakliklarda donmasi da sorun
yaratabilmektedir. Numune icerisinde var olan dinamik dengelerin (bag
donmesi, halka cevrilmesi v.s gibi) statik hale gelmesi ve NMR spektrumlarinin
gorinumini etkileme gibi problemlere yolacabilmektedir (Unal, 2008; Balc,

2004; Sandalc1vd., 2007).

Valerin ve arkadaslar1 (2000), S. thermophilus EU20 susunun yagsiz slitte
gelistirildiginde yiiksek molekiil agirhginda EPS salgiladigini ve polisakkarit
yapinin 2:3:2 mol oraninda glukoz, galaktoz ve ramnozdan olustugunu tespit
etmistir. Kimyasal tekniklerle ve 1D-2D NMR spektroskopisiyle (1H ve 13C),
polisakkaritlerin tekrarlanan heptasakkarit (iinitelerine sahip olduklarini
belirtmistir. Bu EPS yapinin NMR analizi spekturumlarindan ortamda tek
polisakkarit oldugunu belirtilmistir.  Cesitli nitrojen kaynaklar1 ile

zenginlestirilmis et suyu takviyeli yagsiz siitte gelistirilen suslarin urettigi EPS
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yapi da ekstrakte edilerek monomer analizi yapilmistir. Polisakkaritlerin glukoz,
galaktoz ve ramnozdan olustugu tespit edilmistir. L. lactis subsp. cremoris B39%7
susundan izole edilen EPS yapinin monomerleri ayni olmasina ragmen NMR
analizlerinde yapilarinin ¢ok farkh oldugu belirtilmistir. Ornek olarak 400 MHz
TH NMR ile 70 °C de D20 ile S. thermophilus EU20 susunun metilasyon analizinde
ana urtinlerden birisi 1,5-Di-O-acetyl-2,3,4-tri-O-methyl-rhamnitol ve baglanma
tipi; t-Rhap iken diger ana iurinlerin 1,2,3,5-tetra-O-acetyl-4-0O-methyl-
rhamnitol ve baglanma tiplerinin; 1,2,3-Rhap oldugu belirtilmistir. Metilasyon
analizleri sonucunda 'H NMR spektrumlari, EPS yapi igeriginin tekrar eden
heprasakkarit birimlerinden olustugunu ve tekrar eden bu birimlerin dallanmig
oldugunu gostermistir. L. lactis subsp. cremoris B39 ve S. thermophilus 0R901
benzer yapilara sahip oldugu ve bunlar arasindaki farkin dallanma yerinden
kaynaklandig1 belirtilmektedir (3-D- Gap-(1--->4)- B-D-ciep ile B -D- Gap-(1 ---
>6)- [-D-cicp)- TH NMR ve 13C NMR kimyasal analizlerinden galaktofuranoz
kalintilar1 haricinde monosakkaritlerin hepsinin piranoz halka formunda oldugu

belirtilmistir.

Ghasemlou vd. (2012), polisakkaritlerin karakterlerini arastirma amaciyla
yaptigl bir ¢alismada saflastirllimis 30 mg kefirani liyofilizasyon yontemi ile
kurutarak D20 icinde ¢O6zmiistiir. 1H ve 13C spektrumlarin1 27 °C'de NMR
spektrometresi ile kaydetmistir (1H NMR icin 500,13 MHz; 13C NMR icin
125,75 MHz). HMBC (Heteroniikleer Coklu Bag Korelasyonu) deneyi ile
titresimleri kaydetmistir. Suda ¢oziinen EPS yap1 olan kefirani jel gecirim
kromatografisi kullanarak saflastirmistir. Saflastirilmis EPS yapinin Brodford
metoduna olumsuz tepki verdigini ve 280-260 nm' de (UV) hi¢bir absorpsiyon
spektrumu saptanamadigini belirtmistir. Protein ve niikleik asit bulunmadigini
ve kefiranin toplam seker iceriginin fenol stlfiir metodu ile belirlenerek %97,8
oldugunu tespit etmistir. Jel filtrasyon kromatografisinde yapinin kisa
molekiiler agirhik dagilimi gosterdigini belirtmistir. Dekstran standartlari
kurvelerinin kalibrasyonu ile kefiran molekiil agirhiginin 1.35x10¢ Da oldugunu
bulmustur. Saflastirlmis EPS TFA ile hidrolize edilerek tek tek
monosakkaritlerine ayrilmis ve GC i¢in ayrica asitle par¢alanmistir. Sonugta EPS

yapinin glukoz ve galaktozdan olustugunu (Molar Orani 1:1,1) gostermistir.

31



Kefiranin (04,4-5,5) anomerik bolgesindeki NMR spektrumlarinda 6 sinyal
bulunmus ve bunlardan 5 tanesinin biiylik, 1 tanesinin kigik oldugu tespit
edilmistir. Bunlar 4,80; 4,69; 4,62 (minor sinyal); 4,53; 4,52; 4,48'dir. Sirasiyla
baglarin  -D- Gjep-(1->, -->2,6)- -D- Gaip-(1 -- >, --->6)-8 -D- Gaip-(1 --- >, -->4)-
-D- Gip-(1 --- >, ==>3)-B -D- Galp-(1 --- >, -->6)-B -D- Giep-(1 --- > oldugu tespit

edilmistir. 5,16 bolgesinin anomerik proton sinyallerinden bagin 4)-a -D- Gap-(1

oldugu bulunmustur. C NMR spekturumlarinda 95-110 anomerik bolgesinde 6
sinyal gozlenmistir (Cizelge 2.6). Bir sinyalin a-hekzapiranoz kalintis1 (o 99),
bes sinyalinde (- hekzapiranoz kalintis1 oldugu tespit edilmistir (o 105.4). C-1
sinyal varliginda belirtilen tiim sekerler piranoz formda olmasi, furanoz form
rezonansl ise 107-109 ppm de olmasi gerektigi belirtilmistir. o 82,2 ve C-2' de
kaymalarin -->2,6)-8 -D- Gap-(1 ve o 81,3 ve C-3' te kaymalarin -->3)-f8 -D- Galp-

(1 varlig gosterilmistir. Diger 6 seker kalintisinin THNMR'da azalan miktardaki
kaymalar1 A-F ' ye alfabetik sekilde tanimlanmistir. Kefir danelerinden elde
edilen kefiranin dondiiriim giicii (rotatif giic) a D + 64° bulunmustur. Bu deger

yayinlanan diger (Wang, 2008; Yokoi ve Watanable, 1992) sonuclara benzerdir.

Cizelge 2.6. Kefir danesinden izole edilen kefiranin 13C NMR kimyasal kaymalari
(Ghasemlou vd., 2012).

Seker Baglari Kimyasal Kaymalar o (ppm)

Kalintilari C-1 [c2[c3]|c4]C5]cCe
A -->4)-a -D- Gap-(1 99 | 71.7 | 742 | 82.7 | 73.3 | 63.3
B B -D- Gicp-(1 --- > 1054 | 763 | 78.7 | 71.8 | 78.9 | 63.7
C -->2,6)-p -D- Gap-(1 --- > 1054 | 82.2 | 753 | 71.6 | 769 | 72.8
D -->4)-f3 -D- Giep-(1 --- > 1054 | 75,5 | 77.8 | 82.1 | 77.5 | 63.4
E -->3)-B -D- Gap-(1 --- > 1054 | 72 | 813 | 68 | 77.3 |63.8
F -->6)-B -D- Giep-(1 --- > 1054 | 75.6 | 781 | 71.7 | 77.8 | 71.6

HMBC spekturumunda 6 ¢apraz pik;

F ve C kalintilar1; H-1-C-6

C ve A kalintilary; C-1-H-4

B ve C kalintilari; H-1-C-2
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A ve E kalintilari; H-1-C-3

E ve D kalintilary; H-1-C-4

D ve F kalintilar;; H-1-C-4 seklinde glikozidik baglarla baglanmistir. Sirasiyla
F (1-->6)C, C (1-->4)A, B (1-->2)C, A (1-->3)E, E (1-->4)D ve D (1-->6)F
seklindedir (Sekil 2.4). Metilasyon analizi, peroksit oksidasyon, Smith yikimi,
kismi hidroliz analizleri sonucunda NMR analizi ile birlikte kefiranin yapisi
ortaya ¢ikarilmistir. Bu ¢alisma lor peynirinde gelistirilen yiiksek maya iceren
kefir danesinden elde edilen kefiran yapiy1 gostermistir. Kefiranin liretiminde
kiltir kosullar; laktoz konsantrasyonu 67 gL-1, maya ekstrakt1 13 gL-1, pH: 5,7
ve sicaklik 24 °C olacak sekilde RSM (response surface method) tarafindan
optimize edilmistir. Kefiran yapinin molar oraninin 1:1,1 oldugu ve
heteropolisakkarit glukoz ve galaktozdan meydana geldigi ispat edilmistir

(Ghasemlou vd., 2012).

F C A E D
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Sekil 2.4. Kefiranin NMR analizi ile kimyasal yapis1 (Farnworth, 2005)

2.7.7. Kefiran

Kefir danesine 6zgi baslica EPS yapiya “kefiran” denir. Cesitli arastirmalarda

kefiranda D-glukoz ve D-galaktoz bulundugu belirtilmektedir. Kefiranin
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kimyasal yapis1 NMR ile belirlenmistir. Sekil 2.5’teki yap1 hekza-heptasakkarit
tekrarlanan birimi ile dallanmistir. Bir ya da iki seker tUnitesi ile penta sakkarit
birimi bilesigiyle rastgele baglanmistir (Kooiman, 1968; Micheli vd., 1999).
Metilasyon/hidroliz ¢alismalar1 kefiranin kompleks yapisinm1 gostermektedir
(Mukai vd., 1988; Mukai vd., 1990). Metilasyon ve NMR analizi, yeni bakteri
tiirleri tarafindan iiretilen kefiranin dogrulanmasinda kullanilmaktadir (Yokoi
vd., 1991). Mukai vd. (1990), bu arastirma teknikleri ile aslinda birbirine ¢ok
benzer kimyasal yapida olan EPS varligi oldugunu belirlemistir. Baska bir
calismada ise ayni bakteri tiirtiniin farkli ortamlarda, farkli EPS'ler irettigi

tespit edilmistir (Grobben vd., 1995; Van Geel-Schutten vd., 1999).

[6)—B—D—GF{1+2[6))— B-D-Guy-(1 —4)- a-D- Gap-(1— 3)- B-D- Gup-(1—+4)- [S—D—GF—[l]

6(2)

|

1

E_D_GF

Sekil 2.5. Kefiranin kimyasal yapis1 (Farnworth, 2005)

Baslica kefir danesine 6zgii bakteriler L. kefiranofaciens, L. kefir, L. kefirgranum
ve L. parakefir bakteri tiirleri tarafindan iretilmektedir (Kooiman, 1968;
Kandler, 1983; Fujisawa, 1988; Yokoi, 1991; Takizawa vd., 1994; Cheirsilp vd.,
2003; Wang vd., 2008).

Yapilan c¢alismalara bakildiginda, kefiran iretiminin, farkli kaynaklardan
saglanan kefir danelerinden izole edilen c¢esitli bakteriler tarafindan
uretilebildigi goriilmektedir (La Riviere ve Kooiman, 1967; Toba vd., 1987;
Mukai vd., 1990; Hosono vd., 1990; Yokoi vd., 1991; Pintado vd., 1996; Mitsue
vd., 1999; Micheli vd., 1999; Santos vd., 2003). Cizelge 2.7'de bazi LAB'In

trettikleri EPS miktarlar1 verilmistir. Uygun ortam ve sartlarda kefiran
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tiretilerek bir¢ok alanda kullanilmistir (Toba vd., 1987; Yokoi vd., 1990; Yokoi
ve Watanabe, 1992; Micheli vd., 1999; Mitsue vd., 1999).

Cizelge 2.7. Baz1 LAB' nin turettikleri EPS miktarlari

Kefir Danesi (mgL-1) | Kaynaklar

S. thermophilus SY 152 Ricciardi vd., 2000

S. thermophilus ChH. YC-380 600 Ludbrook vd., 1997

Lc. lactis subsp. cremoris LC330 25 Marshall vd., 1995

Lc. lactis subsp. cremoris B891 80 Ruas-Madiedo vd., 2002

L.delbrueckii subsp. bulgaricus 2- 540 Frengova vd., 2000

11

L.delbrueckii subsp. bulgaricus 170 Petry vd., 2003

CNRZ416

L. rhamnosus R 495 Pham vd., 2000

L. helveticus ATCC15807 549 Torino vd., 2001

L. paracasei Type V 85 Dupont vd., 2000

L. reuteri LB121 9800 |Van Geel-Schutten vd,
1999

L. sakei 0-1 1580 Degeest vd., 2001

L.kefiranofaciens ZW3 1215 | Wangvd., 2008

Micheli vd. (1999), arastirmasinda modifiye edilmis MRS besiyeri kullanarak
2 gL1 kefiran Uretimi saglamistir. Mitsue vd. (1999), kefiran ureten bakteri L.
kefiranofaciens ile Torulaspora delbrueckii mayasint kombine ederek en iyi
kefiran iretimini gerceklestirmistir. Geri-beslemeli 50 litre kapasiteli
fermentorde bu iki mikroorganizma kullanilarak 7 giinde 3740 mgL-1 kefiran
elde edilmistir. Inek siitiinden yapilan kefir ve soya siitiinden yapilan kefir
arasindaki polisakkarit tiretimi degerlendirilmis ve soya siitinden yapilan
kefirin polisakkarit igeriginin inek siitiinden elde edilen kefire gore yaklasik iki

kat oldugu bulunmustur (Abraham ve De Antoni, 1999).

Rimada ve Abraham (2001), arastirmalarinda 10 g ve 100 g kefir danesini 1 litre
siite inokiile ederek trettikleri kefirlerde, besinci giin EPS miktarini sirasiyla
57,2 ve 103,4 mgL-! olarak tespit etmislerdir. Rimada ve Abraham (2003), EPS
miktarinin belirlenmesinde farkli yontemler kullanmistir. Kefir danelerinin 30
ve 50 gL-1 laktoz iceren sivi besiyeri icerisinde gelistirilmesiyle, ilave ettikleri
farkli %10 deproteinize PAS'da tretilmis ve EPS olusumu tespit edilmistir.

Kullanilan 100 g kefir danesinin siit icinde fermentasyon sonrasi EPS miktari
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218 mgL1, deproteinize PAS icinde fermentasyonu sonrasi EPS miktar1 247
mgL-1 olarak hesaplanmistir. Soya siitline ilave edilen kefir danesi ile yapilan
kefirde D-glukoz ve D-galaktozdan olusan EPS kompozisyonunun oranlarinin
1,00:0,43 ve molekul agirhiginin 1,7x10% Da oldugu tespit edilmistir (Liu vd,,
2002).

Rimada ve Abraham (2001), PAS'in kefir danelerini gelistirme yeteneginde
oldugunu tespit etmislerdir. 1 litre siite 100 g kefir danesi ilave etmisler ve 43
oC’'de 120 saat fermantasyon ile 103 gL-1 kefiran tretiminin oldugunu tespit
etmislerdir. Cheirsilp vd. (2003b), L. kefiranofaciens tarafindan tretilen kefiran
ile L. kefiranofaciens ile S. cerevisiae tarafindan birlikte tretilen kefiran miktarini
karsilastirmistir; S. cerevisiae ile birlikte anaerobik ortamda gelistirilen kiltiriin
kefiran miktarinin daha fazla oldugu tespit edilmistir. L. kefiranofaciens
kiltiriunin ve L. kefiranofaciens ile S. cerevisiae karisim kiltiriiniin irettigi
kefiran miktarlarim1 sirasiyla; 25 ve 49 mgL! olarak tespit etmistir. Kefir
danesinde bulunan maya ve LAB arasindaki olumlu iliski ¢esitli arastirmalara
gore, S. cerevisiae'nin laktik asit miktarin1 azalttify, L. kefiranofaciens igin
inhibitor olan hidrojen peroksitin S. cerevisiae katalaz aktivitesiyle parcalandigi
ve L. kefiranofaciens’'nin gelisimini devam ettiren uyaricilar1 olusturdugu
belirtilmistir (Challinor vd., 1954; Essia vd., 1992; Leroi vd., 1993; Cheirsilp vd.
2003b).

Nakajima vd. (1992), L. lactis spp. cremoris SBT 0495 tarafindan iiretilen EPS
yapinin tekrarlanan birimlerinin bilesiminde galaktaz, glukoz, ramnoz ve fosfat

oldugunu tespit etmistir.

Streptococcus thermophilus ve L. bulgaricus ve mezofilik L. lactis spp. cremoris
sut urtnleri alininda ¢ok yaygin kullanilmaktadir. LAB'1n trettigi EPS yapilar
trinlere uygun kivam saglamaktadir. EPS'nin seker komponentinin galaktoz,

glukoz ve siklikla da ramnoz oldugu belirtilmektedir (Cerning, 1990).

Valerin vd. (2000), tarafindan S. thermophilus EU20'den izole edilen EPS yapinin

13C spektrumu incelenmistir. 42 ayr1 karbon rezonansi tespit edilmistir. Iki
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yluksek alan rezonansi, ramnoz metil gruplar1 ve yedi anomerik boélgeyle
baglantili oldugu ve yapilan ¢alismalardan farkli olarak diisiik alanda bir franoz
sekeri olan C-1 franoz sekeri tiiredigi belirtilmistir. EPS yapilarin 1H-NMR
analizinde (400-Mhz, D;0, 70°C ) anomerik boélgede gozlenen yedi proton
rezonansl ile heptasakkarit tekrar birimi tutarll ¢ikmistir. Seker kalintilarinin
kimyasal degisimleri A-G arasindaki harfler olarak tanimlanmistir. E, F ve G
olarak tanimlanan anomerik protonlarin konfigiirasyonlar1 onlarin eslesme
katsayiyla (3]1,2) alakali kaymalar vermistir. Sirasiyla E seker kalintis1 4.53 ppm
(B-D-ciep ,3J12 8.1 Hz'de), F seker kalintis1 4.49 ppm (B-D-ciep ,3J12 8.1 Hz'de), G
seker kalintis1 4.45 ppm (B-D-clap ,3J1,2 8.1 Hz'de) de sinyal vermistir ve hepsi
beta (B) konfiglirasyonlar1 gostermistir. A, B, C, D kalintilan ise alfa (a)
konfigiirasyonlar1 gostermistir. A kalintis1 5.27 ppm (a -L-Rnap, 3] vc 173
Hz'de), B kalintis1 5.15 ppm (o -D-Ghap, 3] 1,2, 3.4, Y uc 170 Hz'de) ve C
kalintis1 5.08 ppm (« -D-Gnap, 3] 12, 1.8, 1 uc 173 Hz'de) de sinyal vermistir
(Sekil 2.6).

{3 -konfigiirasyon
a-konfiglirasyon I

Sekil 2.6. S. thermophilus EU20' den izole edilen EPS' nin 400 MHz, 70 °C, D20,
IH NMR spektrumu
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2.7.8. Kefiranin saglik iizerine etkileri

Kefiran, suda ¢oziinebilen glukogalaktan yapidadir. Yapilan cesitli aragtirmalara
gore antibakteriyel ve antitiimor aktivitesi olan kefiranin, bagirsak bagisiklik
sistemini tesvik eden ve Bacillus cereus’a karsi epitel hiicreleri korudugu tespit
edilmistir (Yokoi vd., 1991; Murifushi vd., 1983; Maeda vd., 2004; Rodrigues vd.,
2005; Vinderola vd., 2006; Medrano vd., 2008).

Kefir fermente iceceginin insan sagligina bir¢cok olumlu etkisi bulunmaktadir.
Antimikrobiyal, antikanserojenik, probiyotik ve prebiyotik o6zelligi, sindirim
sistemine olumlu etkisi, kolesterol dustriici, laktoz intoleransina ve bagisiklik

sistemine etkisi bulunmaktadir (Giizel Seydim vd.,2010b).

LAB'lar yararli mikroorganizmalar olarak tanimlanirlar ve fonksiyonel EPS
treticisi olarak simiflandirilirlar (Welman vd., 2003, Meulen vd., 2007). EPS
uretiminin gida endustrisinde kullanimlar;; kivam artirici, pihti azaltic
seklindedir. Tip biyokimya alaninda ise tim6r olusumunu engelleyici, bagisiklik
sistemini destekleyici, makrofaj ve lenfosit aktive edici, kan kolesteroliinii

diistiriicti 6zellikleri de bulunmaktadir (Karaca vd., 2010; Lin ve Chien 2007).

Probiyotik gidalarin giinlik hayatimizda kullanimi olduk¢a fazladir ve bu
gidalara giin gectikce talep artmaktadir. Probiyotik gidalar probiyotik 6zellikte
(saghga yararl) mikroorganizmalar icermektedir. Intestinal sistem
arastirmalarinda probiyotiklere ilgi biuyiiktir. Probiyotik o6zellige sahip
mikroorganizmalarin en yaygin olarak kullanilani ve bilineni LAB' dir. LAB' leri
genellikle siit ve sit Uriinlerinde bulunmasina ragmen, cesitli yiyeceklerde de
(hayvansal et ve bitkiler) bulunabilirler. LAB’lar yararli mikroorganizmalar
olarak tanimlanirlar ve fonksiyonel EPS freticisi olarak smniflandirilirlar

(Welman vd., 2003, Meulen vd., 2007).

LAB'’in anti-kanser 6zelliklerinin oldugu yapilan ¢alismalar ile ortaya konmustur
(Rafter, 2002). LAB suslar1 gastrik, bagirsak patojenleri ve diger

mikroorganizmalara karsi mikrobisidal bazi metabolitler tretir ya da hiicre
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ylizeyi ve musin (mucin) baglayici bolgelere baglanmak icin rekabet ederler

(Ljungh vd., 2006).

Kefirden izole edilen EPS’ in, 5x103 hiicre sayisina sahip Caco-2 hiicreleri
lizerine sitotoksik etkisinin belirlenmesi i¢cin hiicreler 24 ve 48 saat EPS ile
muamele edilmistir. 24 saatlik deney sonucunda hiicre canlihiginda azalma
gozlemlenmemistir. Fakat 48 saatlik deney sonucunda hiicre canliliginda doza
bagh olarak diisiis g6zlemlenmistir. Bu sonug¢lardan yola ¢ikarak, bu maddeleri
iceren gidalar tretilip piyasaya siiriilebilir ve insan metabolizmasinda 48 saat
boyunca duramayacag i¢in giinlik tiiketilip gida takviyesi olarak
kullanilabilecegi ve kolon kanseri riskini azaltabilecegi belirtilmektedir (Altug,

2013).

Kitazawa vd. (1998), EPS yapilarin probiyotik acidan o6nemli bir kriter
olabilecegini giindeme getirmislerdir ve EPS yapilarin antitiimoér aktivitesi,
antimutajenik aktivitesi, makrofaj aktivitesi gibi bazi immunolojik etkileri
oldugunu belirtmislerdir. Ayrica, LAB' nin hiicre duvarinda bulunan
peptidoglikan ve polisakkaritlerin nitrozamin gibi kansorejen etkili maddelerle
kimyasal baglar olusturarak onlar etkisiz hale getirdigi ileri siirmektedir. EPS
yapinin bakterinin ylizeye tutunmasinda yapistirici 0zellige sahip olmasi
biyofilm olusturmasinda etkili olmaktadir. Bu sayede, EPS iireten bakteri baskin
olarak kolonize olur ve bulundugu ortamda stabil olarak kalabilir. Ayrica
mikroorganizmalarin ¢evrelerine salgiladiklar1 EPS molekiilleri faj ataklarina,
organizmadan sitokinin salgilanmasina, antibiyotiklere karsi koruyucudur

(Aslim vd., 2005a).

Japonya’da Shiomi ve arkadaslar (1982), kefir danesinden izole ettikleri, suda
cozunebilir bir polisakkarit olan KGF-C’yi, saflastirarak ve bunu oral yoldan
farelere vermislerdir. KGF-C deney farelerine icme suyunda %0.02-0.1 oraninda
ya da intraperitoneal olarak (hastanin karin bolgesine enjekte edilmesi) giinde
0.05-2 mg verildiginde Ehrlich carcinoma hiicrelerinin (deneysel maksatla en
yaygin olarak kullanilan ascitic timorler) gelismesini %40-64 oraninda ve

Sarcoma 180 kanser hiicrelerinin gelismesini de %20-90 oraninda
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engellemistir. Bununla birlikte in vitro (laboratuvar ortami) testlerde, KGF-C,
Ehrlich carcinoma hiicrelerine 42 saatlik inkiibasyondan sonra orta dereceli
sitotoksisite gostermis ve Sarcoma 180 hiicrelerine inkiibasyon boyunca 66 saat
bir sitotoksisite gdstermemistir. Bu polisakkarit dogrudan kanser hiicrelerini
etkilememis ancak canli viicudunda ise immin sistemi gii¢lendirerek ve

destekleyerek kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini 6nlemistir.

Baska bir c¢alismada suda ¢o6ziinebilir, kefir danesinden elde edilmis olan
polisakkarit (KGF- C), 5-200 mg/kg oraninda gastrik inkiibasyon ya da
%0.0015 veya %0.03 oraninda igme suyu ile birlikte farelere verildiginde,
farelerde %5 picryl chloride duyarlihgin arttigi ve Ehrlich carcinoma
hiicrelerinin azaldig1 gérilmiustir. Duyarhiliga cevap ile tiimor agirlig1 arasinda

negatif bir korelasyon oldugu goériilmustir (Murofushi vd., 1983).

KGF-C oral yoldan alindiginda timér biiyiimesini geciktirici o6zellik
gostermektedir. Bunun yaninda KGF-C'nin, oral yoldan alinmasindan sonra
gecikmis-tip hiper-duyarlilik (delayed-type hypersensitivity: DTH) tlzerine
etkisi de farelerde test edilmistir. KGF-C viicudun DTH tepkisini artirmistir.
Saglikli farelerde DTH tepkisi ile anti-tiimor aktivitesi arasinda 6nemli bir

baginti oldugu gozlenmistir (Zubillaga vd., 2001).

L. kefiranofaciens tarafindan iiretilen EPS' nin bagisiklik sistemini diizenleyici,
disiik tansiyon, yiiksek kolesterol hastalarinda saghgin gelismesine katkida
bulunan etkileri oldugu belirtilmistir. Ayrica antijen ile uyarilan mast
hiicrelerinin aktivasyonu iizerine bir calisma yapmislardir. Kefiranin mast
hiicrelerin degraniilasyonunu bastirdigi, Akt (Protein Kinaz B) ve ERK yollarini
inhibe ederek sitokin turettigini ve antiflamatuar etki gosterdigi tespit edilmistir

(Furuno ve Nakanishi, 2012).

Yapilan bir calismada kefiran farelere oral yollarla verilmis ve farelerin
bagisiklik hiicrelerine etkileri incelenmistir. 6 haftalilk BALB/C farelerine
300mgL-1 kefiran 0,2 ve 7 giin siire ile verilmistir. Kefiran verilenlerde IgA+

hiicre seviyesinin arttig1 bulunmustur. Mezenterik lenf hiicrelerinde (2 giin) ve
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Peyer Plakalarinda (7 giin) B220+/ MHCII hiicrelerinin yiizdesi kefiran
muamelesine tabi tutulmayan kontrol grubuyla karsilatinlmistir. Lamina
propria ve periton boslugunda makrofajlarda bir artis gozlenmistir (2. ve 7.
giinlerde). Buna karsin Peyer Plakalarinda makrofaj populasyonu 7 giin
sonunda azalmistir. Bu sonuglar, kefiranin bagirsak mukozasinda bagisiklik
hiicrelerinin dengesini degistirme yetenegi oldugunu géstermektedir. Bu 6zellik
kefire atfedilen probiyotik etkisinin anlasilmasi i¢in 6nemlidir (Medrano vd,,

2011)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Kefir liretiminde rekonsitiite siit iiretimi i¢in yagsiz siit tozu Pinar A.S. (Izmir,
Tiirkiye) den, kefir daneleri Danem Siit ve Siit Uriinleri Ambalaj Gida Egitim
Danismanlik Sanayi ve Tic. Ltd. Sti. (Isparta, Tiirkiye) den temin edilmistir. Bu
tez calismas1 Siileyman Demirel Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida

Miihendisligi Boliimii laboratuvarinda ytrutilmistr.

3.2. YOntem

3.2.1. Kefir danesinin farkli karbon kaynaklari ile zenginlestirilmesi

Kefir danesinin farkli karbon kaynaklariyla (Glukoz, Galaktoz, Laktoz; Sigma,
Almanya) zenginlestirilmesi islemi icin 6ncelikle danelerin konulacagi ortam
olan rekonstitiie siit (%12) hazirlanmistir. Rekonstitiie siit hazirlanirken CKG
ornegi icin 12 g siit tozu (Pmar A.S.) tartilarak 100 ml' ye tamamlanmistir.
Kontrol grubunda (CKG) siite zenginlestirme yapilmamistir. GLKG, GAKG ve
LKG o6rneklerinin herbiri i¢in 10'ar g siit tozu tartilmis ve lizerlerine sirasiyla
glukoz, galaktoz ve laktozdan 2'ser g eklenerek 100 ml'ye tamamlanmistir.
Hazirlanan rekonstitlie siitlere, 85 ©°C'de 20 dakika pastorize islemi
uygulanmistir. Pastorize siitler 24 °C’ye sogutularak, aseptik kosullar altinda
%3 oraninda kefir danesi ilave edilerek, 24 °C’'de 22 saat fermente edilmistir
(Sekil 3.1). Tum oOrneklerde fermantasyon pH 4,6'da sonlandirilmistir.
Fermantasyon sonucunda daneler aseptik olarak steril kabinde ayrilmis ve
steril su ile yikanmistir. Bir sonraki inokiilasyona kadar 4 °C’ de muhafaza
edilmistir. Uretim dokuz giin boyunca devam etmistir. Bu iiretim ii¢ kere

tekrarlanmis ve analizler i¢in 6rnekler alinmistir.
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Kefir Danesi
(%3)

Glukoz (%2)
+

Kefir Danesi
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Galaktoz (%2)
+

Kefir Danesi
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Laktoz (%2)
+
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(%3)

I

L

24 oC' ye pastorize rekonstitilie
stitiin sogutulmasi

24 oC’de fermentasyon

Kefir
danesinin
ayrilmasi

(CKGQ)

Kefir
danesinin
ayrilmasi

(GLKG)

Kefir
danesinin
ayrilmasi

(GAKG)

Kefir
danesinin
ayrilmasi

(LKG)

3.2.2. Kefir danelerinde biyokiitle artisinin belirlenmesi

Kefir daneleri glukoz, laktoz ve galaktoz karbon kaynaklari iceren siit icerisinde
dokuz giin silresince gelistirilmistir. Her ti¢ giinde bir dane biyokiitle
agirlhiklarinin artis1 (g) hassas terazide (And, A&D Company Ltd., Japonya)
belirlenmistir. Her karbon kaynaginda gelistirilen daneler fermentasyon
sureleri sonunda steril siizgecle alinmis, steril pedler iizerinde belli bir siire

bekletilmis ve agirliklar1 o6l¢tilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.1. Deneme plani

Kefir orneklerinin pH

degerleri pH metre (Schotlab, Almanya) kullanilarak belirlenmistir.
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Sekil 3.2. Farkl karbon kaynaklarinda gelistirilen kefir daneleri

(Omer Cagdas KOCAK tarafindan fotograflanmistir)

3.2.3. Kefir danesinde bulunan polisakkarit yapmnin (Kkefiran)

ekstraksiyonu

Zisu ve Shah (2003)'in EPS ekstraksiyonu modifiye edilerek uygulanmistir.
Orneklerden birer gram kefir danesi tartilip falcon tiiplerine konularak, lizerine
9 mL kaynamis su ilave edilmis ve 30 dakika siirekli karistirilmistir. Ornekler,
bakteri hiicreleri ve proteinlerin ¢oktiiriilmesi amaciyla 20 °C 20 dakika
10.000xg de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda siipernetantlar 25 ml falcon
tiiplerine alinarak tizerine %96 (v/v)’lik soguk etanolden 2’ser mL ilave edilmis
ve -20°C de 1 giin bekletilmistir. Ertesi giin 6rnekler ¢éziinduriltp EPS yapilarin
coktiiriilmesi amaciyla 10.000 x g' de 30 dakika stireyle santriftij edilmistir. Elde
edilen peletler sicak su ile 3 kez yikanmistir. Cozelti daha sonra sicak su
icerisinde ¢oziindirtp, liyofilize (Xianou-12N Freeze Dryer, Nanjing Xianou
Instruments Manufacture Co., Ltd, China) edilerek kurutulmustur.

Liyofilizasyon -55 °C'de (0,987 atm) 24 saat siire boyunca uygulanmistir.

3.2.4. Kefiran miktarinin belirlenmesi

Dubois vd. (1956)'nin fenol-stlfirik metoduna gore farkli standartlar
kullanilarak (laktoz, glukoz ve galaktoz) toplam EPS miktar1 belirlenmistir. EPS
miktar1 belirleme arastirmalarinda farkl standartlar kullanilmistir (De Vuyst ve

Degeest, 1999; Petry vd., 2000; Cerning, 1995; De Vuyst vd., 1998, Looijesteijen
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vd., 1999). Bu projede karsilastirilmak amaciyla standart olarak ti¢ farkl seker
kullanilmistir. Glukoz, galaktoz ve laktoz standartlar1 kullanilarak standart

kalibrasyon dogrularn cizilmistir.

Laktozdan 100 mg hassas terazide tartilarak icine 100 ml su ilave edilmis ve
iyice karistirilmistir. Her bir konsantrasyon i¢in hazirlanan deney tiiplerine
farkl konsantrasyonda her standart ¢ozeltileri konup, tizerine énce 500 p fenol
ve 4 mL H2S04 eklenmistir. 10 dakika beklenip tiipler vortekslenmistir. 35 °C ’lik
etiivde 15 dakika  bekletilip, hazirlanan tiiplerin  absorbanslari
spektrofotometrede (UV 1700, Shimadzu, Japonya) 492 nm’de okunmustur.
Kalibrasyon dogrusu c¢izilip egimleri belirlenmistir. Galaktoz ve glukoz
cozeltileri icinde aym islemler tekrarlarak standart kalibrasyon dogrulari

cizilmistir.

3.2.5. Reolojik 6zelliklerin belirlenmesi

Farkli karbon kaynaklar ile dokuz giin aktiflestirilen kefir danelerinden elde
edilen kefiranlar cam tiiplere 2 g tartilmistir. Uzerine 7 mL saf su eklenmistir.
Cam tiipler beher icerisindeki sicak su icerisinde bekletilerek ve vortekslenerek

kefiran ornekleri ¢ozlindiirilmesi saglanmistir.

Kefiranlarin reolojik 0zellikleri bakimindan karsilastirilmasi amaciyla
Brookfield Rotational Rheometer (Brookfield Engineering Laboratories, model
DV-II Pro LV, USA) viskozimetre cihazi kullanilmistir. Viskozite, kayma gerilmesi
ve deformasyon hizlar1 spindle SC4-18 (small sample adapter) ile 6l¢iilmiistiir.
Olgiimlerin bigisayara kaydedilmesi grafiklerin cizilebilmesi icin yazilim
(Rheocalc Application Software V3.2 Build 47-0; Brookfield Engineering

Laboratories) kullanilmistir.

Bu calismada kefiran 6rneklerinde (70,5 mL) viskozite, kayma gerilmesi ve
deformasyon hizlar1 spindle SC4-18 (small sample adapter) daldirilarak
belirlenmistir. Reolojik 6l¢timler 25 °C sicaklikta 6rnegin RPM’de kademeli hiz

artirllarak hazirlanan programlarda gerceklestirilmistir. Kefiran 6rneklerinde
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(7£0,5 mL) viskozite, kayma gerilmesi ve deformasyon hizlar1 spindle
daldirilarak belirlenmistir (Kok-Tas ve Guzel-Seydim, 2010; Ertekin ve Guzel-
Seydim, 2010). Ol¢iimlerin bigisayara kaydedilmesi grafiklerin cizilebilmesi i¢in
yazilim kullanilarak degerlendirilmis ve reogramlar1 hazirlanmistir. Reolojik
Olciimler 6rnegin viskozitesine uygun RPM’ de hizin belirlenerek hizin kademeli

olarak artirilmasi seklinde hazirlanan programlarda gercgeklestirilmistir.

Dokuz giin farkli karbon kaynaklar ile aktiflestirilen kefir danelerinden elde
edilen kefiranlar cam tiiplere 2 g tartilarak iizerlerine 7 mL saf su eklenmistir.
Cam tiipler beher icerisindeki sicak su da bekletilerek ve vortekslenerek kefiran
ornekleri ¢oziindirilmiustir. Céziinen ornekler viskozimetre cihazinin tiipiine
konulmustur. Orneklerin sicakliklar1 dlgiildiikten sonra élgiimler yapilmistir.
Olgiimler yapilmadan énce belirtilen degerler sistemde secilmistir. SSN: 50 RPM
hiz (devir sayisi1), LSC: 10 (6l¢me sayis1), SSI: 10 (aralik degeri-10’ar artirarak),
WTI: 5 (5 saniyede 1 6l¢im).

3.2.6. Niikleer manyetik rezonans (NMR) analizi ile Kkefiran yapinin

belirlenmesi

NMR spektrumlarinin kaydedilmesinde numune hazirlanmasi 6nemlidir.
Numunenin hazirlanmasinda gosterilecek 6zen, iyi bir spektrum alabilmek i¢in
aranan sartlardan birisidir. Numunelerimiz TFA ¢6ziicliide ¢éziilmiistiir. Bruker
marka 400 MHz cihazda 'H NMR i¢in 10-20 mg, 13C NMR i¢in 40 mg numune
yeterlidir ve 1 mL d-¢éziicii icerisinde hazirlanmahdir. Olgiim siiresi ¢ozeltilere
gore degiskenlik gosterebilmektedir. NMR tiipii 18 cm boyunda 0,5 cm capinda
ozel bir camdan imal edilmistir. Ol¢iilecek numunenin ¢ozeltisi hazirlandiktan
sonra 0zel cam krozeden siziliir. Ortamda herhangi bir yabanci maddenin
olmamas1 6nemlidir. Ozellikle ¢6zelti icerisinde yiizen, ¢iplak gozle zor goriilen
cok kiiciik parcaciklar (6rnegin; filtre kagidinin tiiyleri)  manyetik alanin

homojenligini bozar ve pikler genislemektedir.

Secilecek olan ¢o6ziliclide aranacak bazi oOzelliklerin olmasi gerekir. Coziicl

pikleri, numune pikleri ile ¢akisacak ve spektrum yorumu yapmasini
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engeleyecek  sekilde  olmamhdir. Coéziici ya  proton icermemeli
(karbontetrakloriir, tetrakloretilen, karbondisiilfir gibi), ya da ¢o6zici

protonlar1 déteryum (D) ile degistirilmelidir.

Bu calismada NMR analizi ODTU Merkez Arastirma Laboratuvari'nda (Ankara,
Tiirkiye) ve Hacettepe Merkez Arastirma Laboratuvari'nda (Ankara, Tiirkiye)
gerceklestirilmistir. Orneklerin analizinde ¢oziicii olarak TFA céziicii (Sigma,
Almanya) kullanilmistir. Analiz oda sicakliginda ve 65 °C'de uygulanmistir. Her

iki sicaklikta da ayni1 pikler gozlemlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Farkli Karbon Kaynaklarinda Gelistirilen Kefir Danelerinin Biyokiitle

Artis1 Sonuglari

Kefir danelerinin farkli karbon kaynaklar1 iceren siit icerisinde dokuz giin
stiresince gelistirilmesi ile biyokiile artiglar1 Sekil 4.1’de belirtilmistir. Ttim kefir
daneleri 3 gr olarak tartimi alinarak baslanmis ve dokuzuncu giin sonunda CKG,
GAKG, GLKG, ve LKG ornekleri sirasiyla; 7,04; 7,33; 7,11 ve 6,14 gram olarak
belirlenmistir. Uger giin periyotlarla agirhiklari belirtilen danelerin dokuz giin
sonundaki agirhik artislarn karsilastirildiginda GAKG (galaktozda gelistirilen
kefir danesi) 6rneginde en fazla artis belirlenmistir. Bu agriliklari sirasiyla GLKG
(glukozda gelistirilen kefir danesi), CKG (karbon kaynagi kullanilmayan kefir
danesi) ve LKG (laktozda gelistirilen kefir danesi) izlemektedir. Karbon
kaynaklar1 ile zenginlestirilmis kefir dane artislar1 kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak fazla oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Ancak diger uygulama
orneklerindeki artis oranlart da GAKG'nun agirhk artisina benzerlik

gostermistir.

Bakteriyel polisakkarit sentezi sicaklik, pH, uygun karbon kaynaklari,
fermentasyon zamani ve birbirleri arasindaki iliskilerden etkilenmektedir (De

Vuyst ve Degeest, 1999; Petry vd., 2000).
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Sekil 4.1. Dokuz gtin siiresince farkli karbon kaynaklarinda gelistirilen kefir
danelerindeki % agirlik degisimi
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Glizel-Seydim ve arkadaslar1 (2011) kefir danelerinin biyokiitle artisina
etkilerini arastirmak icin siite PAS protein izolat1 , modifiye peynir alt1 suyu
proteini ve inolin ilavesi (INU) ve ortam kosullarini degistirerek kefir
danelerindeki biyokiitle artislarini gozlemislerdir. Atmosfersiz kosullarda
yaptiklari deneyde en fazla biyokiitle artisinin WPI iceren besiyerinde oldugunu
tespit etmisler. WPI iceren kosullarda danelerin baslangi¢ miktarina gore %392,
MPI icerenlerde %223, INU icerenlede %129,5 ve kontrol grubu atmosfersiz
ortamda %98.5 artis gerceklesmistir. %6 CO2 uygulamasinin biyokttle artisina

herhangi bir etki etmedigi belirlenmistir.

Schoevers ve Britz (2003) calismada diisiik yagh site triptoz aminoasit
ilavesinin (25 °C de 130 rpm' de ¢alkalama) yiiksek biyokiitle artis1 meydana
getirdigini belirtmistir.

Farkli karbon kaynaklarinin dane biyokiitle artisi iizerine etkisinin protein

kokenli bilesenlerin etkisi kadar olmadig tespit edilmistir.

4.2. Kefiran Miktarlarinin Degerlendirilmesi

Kefir danelerinden ekstrakte edilen kefiran Orneklerinin miktar1 farkl
standartlar kullanilarak (laktoz, glukoz ve galaktoz) UV-sektrofotometrik
yontem ile belirlenmistir. Farkli standartlar kullanma amacimiz
mikroorganizmalarin karbon kaynaklarindan farkl sekillerde yararlanmalar ve
buna bagl olarak degisik miktarlarda ve cesitli metabolit tiretmeleridir. Bunun
icin oncelikle kalibrasyon dogrular cizilmistir. Laktoz, galaktoz ve glukoz

standartlari ile ayr1 ayri karsilastirilmistir (Sekil 4.2; 4.3; 4.4).
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Sekil 4.4. Laktoz i¢cin kalibrasyon dogrusu

Laktoz standardi ile belirlenen kefiran ornekleri arasinda galaktoz kullanilarak
gelistirilen kefir danesinden elde edilen kefiran (GAKG) 610,96 mgL-! olarak,
kontrol kefir danesi (CKG) 6rnegine gore 99,52 mglL-1 daha fazla polisakkarit
yapinin arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.5). Tiim standartlara gore belirlenen EPS
miktarlar1 (mgL1) Cizelge 4.1' de laktoz, glukoz, galaktoz esdegeri cinsinden

verilmistir.
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Sekil 4.5. Farkli karbon kaynaklarindan elde edilen kefiran ekstraksiyon
miktarlari

Glukoz standardi ile belirlenen kefiran 6rnekleri arasinda galaktoz kullanilarak

gelistirilen kefir danesinden elde edilen kefiran (GAKG) 561,74 mgL! olarak

belirlenmistir. Galaktoz standardi ile belirlenen kefiran 6rnekleri arasinda

GAKG 541,14 mgL! olarak belirlenmistir. Tiim standartlarda da diger 6rneklerle

GAKG 6rnegi arasinda 6nemli farklilik belirlenmistir (P<0,05).

Cizelge 4.1. Farkl karbon kaynaklari kullanarak elde edilen kefiran miktarlari

Standartlar Uygulama 0OD4s0 EPS (mgL1)
CKG 0,3197 511,442
Laktoz GLKG 0,3348 535,692
GAKG 0,3818 610,96
LKG 0,3317 530,782
CKG 0,2828 452,552
Glukoz GLKG 0,2995 479,162
GAKG 0,3511 561,74b
LKG 0,2961 473,772
CKG 0,2715 434,34
Galaktoz GLKG 0,2877 460,362
GAKG 0,3382 541,14b
LKG 0,2844 455,092

ab Ornekler arasinda belirtilen a,b degeri istatistiksel olarak énem derecesini
belirtmektedir (P<0.05.)

Micheli vd. (1999), modifiye edilmis MRS besiyeri kullanmis ve 2 g/L kefiran
tretimi saglamistir. Mitsue vd. (1999), kefiran tlireten bakteri L. kefiranofaciens

ile Torulaspora delbrueckii mayasin1 kombine ederek en iyi kefiran tiretimini
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gerceklestirmistir. 50 L’ lik geri-beslemeli fermentérde bu iki mikroorganizma
kullanilarak 7 giinde 3740 mgL-1 kefiran elde edilmistir. Kefir danelerinin 30 ve
50 g/L laktoz iceren sivi besiyeri icerisinde gelistirilmesiyle, ilave ettikleri farkl
%10 deproteinize PAS' da tliretilmis ve EPS olusumu tespit edilmistir. Kullanilan
100 g kefir danesinin siit icinde fermentasyon sonrasi EPS miktar1 218 mgL-1,
deproteinize peynir alti suyu icinde fermentasyonu sonrasi EPS miktar1 247
mgL1 olarak hesaplanmistir. Streptococcus thermophilus EPS 50-350 mgL-1
olarak iiretmekte (Cerning, 1995), en yiiksek EPS sentezi 42 °C'de, pH 6,2’ de
gerceklesmektedir (De Vuyst vd., 1998). S. thermophilus karbon kaynagi olarak
glukozdan laktozlu ortami tercih ettigi belirtilmistir (Degeest ve De Vuyst,
2000). Mozzi vd., (2001) Lactobacillus casei CRL 87’in polimer liretimi icin, EPS
sentezini diizenleyen biyosentetik enzim aktivitesinin arttigini ve EPS iiretimini

farkl seker kaynaklarinin (glukoz ve galaktoz) etkiledigini tespit etmislerdir.

4.3. Kefiran Orneklerinin Akis Davranislarinin Belirlenmesi

Farkli karbon kaynaklarindan elde edilen EPS viskozite-kayma hiz1 reogrami
Sekil 4.6’da verilmistir. GLKG 6rnegi viskozite degeri 29,2 mPas en yiliksek
olarak belirlenmistir. GAKG, CKG ve LKG 6érneklerinde 66 birim kayma hizinda

viskozite degerleri sirasiyla 17,9; 18,5 ve 14,6 birim olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.6. Farkhi karbon kaynaklar1 kullanilarak kefir danelerinden elde edilen
EPS yapilarinin kayma hizi ve viskozite reogrami
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Bakteriler bulunduklar1 ortamda kullandigi karbon igerigine gore cogalma
gosterirler. EPS icerigindeki azalmanin bazi bakterilere ait enzimlerin EPS
yapisinl daha kiiciik pargalara ayirarak viskoziteyi azaltmasindan kaynaklandigi
diistinilmektedir. Kefir danesi kompleks bir mikrofloraya sahiptir. Glukoz
kullanimi ile elde edilen EPS viskozitesinin yiiksek olmasi icerdigi
mikroorganizmalarin uygun karbon kaynagini kullanmamasi ya da EPS yapiya

etki eden enzimleri icermemesinden kaynaklandig1 diisiintilmektedir.

Farkli karbon kaynaklarindan elde edilen EPS kayma gerilmesi-kayma hizi
reogrami Sekil 4.7° de verilmistir. Orneklerin EPS kayma hiz1 arttik¢a viskozite
degerinin dismesi degerlendirmesi ile tim oOrneklerin pseudoplastik akis

davranisi oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.7. Farkli karbon kaynaklar1 kullanilarak kefir danelerinden elde edilen
EPS yapilarinin kesme gerilimi ve kayma hiz1 reogrami

Rimada vd. (2006), kefirandan jel olusturarak reolojik o6zellikleri ve
viskozitesini arastirmistirlar. Kefiran icermeyen jel pseudoplastik tiksotropik
davranis gostermistir. Kefiran iceren jelin viskozitesinde 6nemli diizeyde artis
tespit edilmistir. Sonucta, dogal bir polisakkarit oldugundan siit iiriinlerinde

kullanilabilecek 6nemli bir alternatif kivam artiricidir.
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Glukoz ve galaktoz iceren kefiran yapi, siitiin jel olusumunda viskoelastik

ozellikleri ve viskoziteyi iyilestirebilir (Piermaria vd., 2009).

4.4. NMR Analizi Sonuclari

TFA ¢ozeltisi kullanillarak oda sicakliginda 13C ve H spektrumlar elde
edilmistir. Bu tezin devami olan Tiibitak-1120872 nolu projede elde edilen

kefiran yapilarin monosakkarit icerigi belirlenmistir.

CKG 6rneginden elde edilen kefiranin TFA ortaminda alinan 'H-NMR spektrumu
(Sekil 4.8) incelendiginde; spektrum da 5.57 ve 4.9 ppm’de st Uste ¢akismis
olarak gortilen pik degerlerinin glukoz ve siikroza, 3.13 ppm'de goriilen pikin
galaktoza, 2.6, 2.19 ve 1,33 pmm’de gozlenen pik degerlerinin riboza ait oldugu

diistiniilmektedir.

11.701

METU CENTRAL LABORATORY

11867-06-TFA- 1H NMR | | |

Sekil 4.8. Kefir danesinden elde edilen kefiran yapi (CKG) 1H-NMR spektrumu
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Kefiran yapida tespit edilen glukoz, galaktoz, riboz, ksiloz, arabinoz ve stlikroz
sakkaritlerinin genel olarak rezonansa gelme araligr 5,6-1,24 ppm degerleri
arasindadir. Bu durum ise spektrumlar1 yorumlamay: gii¢clestirmektedir. GLKG
orneginden elde edilen kefiranin TFA ortaminda alinan 'H-NMR spektrumu
degerlendirildiginde; monosakkaritlerin farkli konfiglirasyonlara sahip
olmalari, hemen hemen ayni boélgelerde rezonansa gelmeleri ve saflastirma
isleminde karsilasilan zorluklardan dolay: spektrumda piklerin st iiste ¢akistigi
veya dublete-triplete yarildig1 gorilmiistir. Diger taraftan 5,11-5,07 ve 5,04
ppm’de gozlenen piklerin yapidaki monosakkaritleri nanomerik protonlarina ait
oldugu diistintilmektedir. 4,72-4,46 ve 4,24 ppm’de Ust lste ¢akismis olarak
gozlenen piklerin; glukoz ve siikroza; 2,01-1,98 pmm’deki piklerin riboza; 3,63-
3,48 pmm’de gozlenen piklerin ise galaktoza ait oldugu diisiiniilmektedir (Sekil

4.9).
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Sekil 4.9. Glukoz ile gelistirilen kefir danesinden elde edilen kefiran yap1 (GLKG)
IH-NMR spektrumu
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GAKG orneginden elde edilen kefiranin TFA ortaminda aliman !H-NMR
spektrumuna gore, GLKG i¢in gecerli olan durumlar GAKG i¢in de gecerlidir.
Spektrumda 5,29-4,66-4,43-3,83-3,24-2,84 ve 1,54 ppm’'de gozlenen pik
degerlerden 3,83-3,24 pmm’de gozlenen piklerin galaktoza ait oldugu

distinilmektedir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Galaktoz ile gelistirilen kefir danesinden elde edilen kefiran yapi
(GAKG) 'H-NMR spektrumu

LKG 6rneginden elde edilen kefiranin TFA ortaminda alinan 'H-NMR spektrumu

(Sekil 4.11) incelendiginde; spektrum da 5.25 ve 4.57'de ust liste cakismis
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olarak goriilen pik degerlerinin glukoz ve siikroza, 2.82, 2.25, 1.88 ve 1,47

pmm’de gozlenen pik degerlerinin riboza ait oldugu dustinilmektedir.
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Sekil 4.11. Laktoz ile gelistirilen kefir danesinden elde edilen kefiran yap1 (LKG)
1H-NMR spektrumu

Okaryotlar ve prokaryotlar tarafindan iiretilen EPS’ lerin kompozisyonlarindaki
farklilik pentoz sekerlerinin varhgidir. Okaryotik polisakkaritler D-riboz veya D-
ksiloz gibi pentozlar icerebilirler, fakat prokaryotlar tarafindan iretilen
ekstraseliiler polisakkaritlerde bu pentozlarin olusumu yaygin degildir. Kefiran

yap1 Uzerinde mayalarin da etkili oldugu diistiniilmektedir.
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Tlim o6rneklerden elde edilen kefiran yapilarin TFA ortaminda alinan 13C-NMR

spektrumlari sekil 4.12'de belirtilmektedir.

Kefir danelerine farki karbon kaynaklarinin uygulanmasi polisakkarit yapiy1

etkilemedigi ve kimyasal yapiy1 degistirmedigi tespit edilmistir.

GLKG GAKG

‘
AL l “ ‘
™ W w W w1

o o®w @ @ A 0

CKG LKG

Sekil 4.12. Tiim 6rneklerden elde edilen kefiran yapilarin TFA ortaminda alinan
13C-NMR spektrumlari
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5. SONUC VE ONERILER

Bakteriyel polisakkarit sentezi sicaklik, pH, uygun karbon kaynaklar,
fermentasyon zamani ve birbirleri arasindaki iliskilerden etkilenmektedir.
Galaktoz ile zenginlestirilmis siit ortaminda gelistirilen kefir danesi O6rnegi
biyokiitle artis1 diger karbon kaynaklari ile zenginlestirilen 6érneklerin biyokiitle
artisina benzer oranda g¢ikmistir. Laktoz standardi ile belirlenen Kkefiran
ornekleri arasinda galaktoz kullanilarak gelistirilen kefir danesinden elde edilen
kefiran (GAKG) 610,96 mgL-! olarak, kontrol kefir danesi (CKG) 6rnegine gore
99,52 mgL-! daha fazla polisakkarit yapinin gelistigi belirlenmistir. GLKG 6rnegi
viskozite degeri 29,2 mPas en yliksek olarak belirlenmistir. GAKG, CKG ve LKG
orneklerinde 66 1/s kayma hizinda viskozite degerleri sirasiyla 17,9; 18,5 ve

14,6 olarak belirlenmistir.

Kefir dane mikroflorasi ¢ok kompleks bir yapidadir. Kefir dane biyokiitle
artisina ve polisakkarit miktarina galaktoz karbon kaynaginin etkili oldugu
tespit edilmistir. Kefir danesi icerisinde bulunan 6zellikle Lactobacillus spp.
tiirlerinin karbon olarak galaktoz ile zenginlestirilmis ortamda tesvik olduklari
ve polisakkarit {Uretim miktarim1  artirdiklar1  belirlenmistir.  Dane
mikroflorasinin pek ¢ok bakteri icerigi sebebiyle hangi mikroorganizmanin
buna sebep oldugu baska arastirmalarda uygulanabilinir. Farkli karbon
kaynaklarinda  kefir = danesinin  gelistirilmesinde  6nemli  farkhliklar

belirlenmemistir. Polisakkarit yap1 hakkinda literatiir bilgisi saglanmistur.
Gida sektoriinde kullanilmak iizere, kefir danesi c¢cok kiymetli bir yapi

oldugundan bu polisakkarit yapinin eldesinin saglanmasinin uygun olacagi

disiintilmektedir
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