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ONSOZ

Bu tez Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri birimi tarafindan desteklenmis bir
Yiksek Lisans tezidir. Tezde, vejetaryen/vegan beslenme tipini tercih eden ya da siit
alerjisi/laktoz intoleransi olan tiiketicilere yonelik literatiirde daha 6nce hig¢ kullanilmamais olan
Haematococcus pluvialis mikroalgi ve bu mikroalgden elde edilen astaksantin pigmenti ile
zenginlestirilmis fonksiyonel su kefiri ve vegan (soya siitii) kefir iiretilerek hayvansal siit
eksikliginden kaynakli protein, seker, mineral ve vitamin eksikliginin Kkarsilanmasi
hedeflenmektedir. Ayrica astaksantin pigmenti ile zenginlestirilmis su kefirinin mikrobiyal
cesitlilik, protein ve yag asidi agisindan analizleri gergeklestirilmis olup bir ¢alisma yapilmuistir.
Elde edilen veriler tezde sunulmaktadir.

Yiiksek lisans tez ¢alismamin her asamasinda bilgisini, ilgisini, katkisini, esirgemeden bana her
zaman yardime1 ve destek olan ve bana yeni bir bakis ag¢is1 kazandiran danisman hocam Sayin
Dog. Dr. Sevcan AYDIN’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Ogrenimim boyunca bana hem
maddi hem manevi bakimdan destek olan annem Nurten YILDIZ’a, babam Ali YILDIZ a,
ablalarim Sultan YILDIZ ve Sevde Nur YILDIZ’a aileme ¢ok tesekkiir ederim.
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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

ASTAKSANTIN ILE ZENGINLESTIRILMIS KEFIRLERIN MIKROBIiYAL
CESITLILIKLERININ ARASTIRILMASI

Siimeyye YILDIZ

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah

Danisman : Dog¢. Dr. Sevcan AYDIN

Gilinlimiizde, saglikli olan fonksiyonel igecek ve gidalar segme konusunda bilingli olan
tilketicilerin alternatif lirlinlere olan ilgisi, saglikli icecekler arasinda yer alan kefire olan ilgiyi
de giderek arttirmaktadir. Kefirin besinsel degeri yiiksek ve probiyotik mikroorganizmalarca
zengin, saglik lizerine antikanserojenik, bagisiklik ve sindirim sistemini diizenleyici, kolesterol
diistiriicti gibi 6zelliklerinin bulunmasiyla birgok tiiketici tarafindan tercih edilmektedir. Fakat
vejetaryan/vegan beslenme tipini tercih eden ya da hayvansal siite karsi alerjisi/intoleransi olan
tiiketiciler geleneksel hayvansal bazli siitle elde edilen kefirleri tiiketmek konusunda engellere
karsilagsmaktadirlar. Gida katki maddesi olarak dogal kaynakli biyoaktif bilesikler giderek artan
bir popiilerlik kazanmaktadir. Bahsi gegen bilesiklerin sahip oldugu yiiksek biyolojik aktivite
ve biyoyararlanim orani, saglik iizerindeki faydal etkileri ve kullanim giivenligi bu bilesiklerin
tercih edilme 6zelliklerden bazilaridir. Ayrica, diisiik iiretim ve isleme maliyetleri onlar1 daha
da ¢ekici kilmaktadir. Mikroorganizmalar yillardir gida, ilag, kozmetik ve enerji endiistrilerinde
kullanilmaktadir. Onlarin arasinda, mikroalglerin gida katki maddesi olarak kullanimi alternatif
gida sektoriiniin son yillarda iizerinde calistigi gézde alanlar arasinda yer almaktadir. Bu
dogrultuda, gergeklestirilen tezde vejetaryen/vegan beslenme tipini tercih eden ya da siit
alerjisi/laktoz intoleransi olan tiiketicilere yonelik literatiirde daha dnce hi¢ kullanilmamis olan
Haematococcus pluvialis mikroalginden elde edilen astaksantin pigmenti ile zenginlestirilmis
fonksiyonel su kefiri ve vegan (soya siitii) kefir iiretilerek hayvansal siit eksikliginden kaynakli
protein, seker, mineral ve vitamin eksikliginin karsilanmasi hedeflenerek; astaksantin pigmenti
ile zenginlestirilmis su kefiri ve soya siitii kefirinin mikrobiyal gesitlilik, protein, seker ve yag
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asidi acisindan analizleri gerceklestirilmistir. Bu calisma Istanbul Universitesi Bilimsel
Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir. Proje numarasi: FYL-
2022-38795"tir.
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

THE INVESTIGATION OF KEFIR FORTIFIED WITH ASTAXANTHIN IN
TERMS OF MICROBIAL DIVERSITY

Siimeyye YILDIZ

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Biology

Supervisor : Assoc. Prof. Dr, Sevcan AYDIN

Today, consumers who are conscious of choosing healthy functional beverages and foods are
interested in alternative products and the interest in kefir is increasing. Kefir is preferred by
many consumers due to its high nutritional value, probiotic microorganisms, anti-carcinogenic,
immune and digestive system regulatory, cholesterol-lowering properties. However, consumers
who prefer a vegetarian/vegan diet or have an allergy/intolerance to animal milk faced with
obstacles in consuming kefir produced with traditional animal-based milk. Bioactive
compounds of natural origin as food additives are gaining increasing popularity gradually. The
high biological activity, bioavailability ratio and their beneficial effects on health are some of
the preferred features of these compounds. Moreover, their low production and processing costs
make them more attractive. Microorganisms have been used for years in food, pharmaceutical,
cosmetic and energy industries. Among them, the use of microalgae as food additives has been
a rising topic in the alternative food industry in recent years. In the light of this information,
this thesis aims to produce functional water kefir and vegan (soy milk) kefir enriched with
astaxanthin pigment obtained from Haematococcus pluvialis microalgae for consumers who
prefer vegetarian/vegan diet or have milk allergy/lactose intolerance. Furthermore, it was aimed
to meet the protein, sugar, mineral and vitamin deficiencies caused by animal milk deficiency.
Lastly, water kefir and soya milk enriched with astaxanthin pigment were analyzed regarding
microbival diversity, protein, sugar and fatty acid compounds. This study was funded by
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1. GIRIS

Fonksiyonel fermente gidalarin ve i¢eceklerin gida endiistrisindeki rolii her gecen giin daha
fazla onem kazanmaktadir. Cesitli beslenme tiplerini benimseyen tiiketiciler probiyotik bazli
yapist ve bagisikligi destekleyici Ozellikleri nedeniyle fermente gida tiiketimini tercih
etmektedir. Siit lirtinlerine yonelik secenekler son yillarda tibbi tavsiyeler veya yasam tarzi
nedeniyle artmistir. Tipik olarak laktik asit bakterileri, asetik asit bakterileri ve maya gibi ¢esitli
simbiyotik tiirler tarafindan fermente edilen kefir, onemli fermente tiriinlerden biridir. Kefirin
faydali dogasi geregi kefir tiiketimi, sindirim sorunu, yiiksek kolesterol, obezite ve kanser gibi
farkli hastalik tiirlerini 6nlemeye yardimci olmaktadir. Kefir yapiminda genellikle inek siitii
kullanilsa da manda, keci ve koyun gibi diger siit hayvanlarinin siitleri de kullanilmaktadir. Bu
hayvansal kaynakl siitlere ek olarak kefir igeceklerinin iiretiminde soya siitii, hindistan cevizi
sttii, yulaf siitii, findik siiti ve piring siitii gibi bitkisel kaynakli siit {irlinleri de tercih
edilmektedir.

Vejetaryen/vegan tiiketicilere yonelik gida pazarlari, bir¢ok iilkede 6nemli bir biiylime
gostermistir ve tiiketicilerin yaklagik 9%20'si bitki bazli iriinlerin tiikketimini artirma
egilimindedir. Ayrica, fermente siit liriinii olmayan igecekler, siit proteinlerine asir1 duyarh
(Berciano ve Caro 2008), laktoz intoleransi olan tiiketicilerin beslenmesinde énemli bir rol
oynamaya baglamistir (Varela-Moreiras ve dig. 2013). Gida enddistrisi, bu tiiketicilere hitap
eden yeni trilinler ve icerikler gelistirmeye yardimci olan arastirma ve teknolojiler
gelistirmektedir. Bunlardan biri, fermente kefir tiretiminde siit iiriinli olmayan bir substrat (bitki
bazli siitler) kullanilarak hayvansal olmayan kefir iiretimidir. inek siitiine alternatif popiiler bir
stit Uirlinii olmayan soya siitii, besin lifi, izoflavonlar ve yiiksek kaliteli protein igermektedir.
Buna ek olarak, soya siitiinii laktik asit bakterileri ile birlestirmek, miisteri tercihlerini
karsilayan islevsel bir {irlin yaratmak i¢in uygun bir yoldur. Bitki bazl siit kullanmanin en

bliyiik dezavantaji ise inek siitliniin tiim temel bilesenlerini saglayamamasidir.

Mikroalgler, besin degeri yiiksek kaliteli gidalarin iiretiminde fonksiyonel icerik olarak
kullanilabilir. En dikkate deger mikroalglerden biri olan Haematococcus pluvialis astaksantin
adi1 verilen en zengin dogal antioksidan kaynagi olarak bilinmektedir. Astaksantin insan

sagligina olduk¢a faydalidir, bu yiizden insanlarin tiiketimi i¢in c¢esitli gida iriinlerine



eklenebilir (Guerin ve dig. 2003; Higuera-Ciapara ve dig. 2006; Martinez ve dig. 2019).
Haematococcus pluvialis yiiksek 1s1k, tuzluluk ilavesi, azot ve fosforun ortamdan ¢ekilmesi gibi
stres kosullart altinda hiicre i¢inde biriktirdigi kuru agirliginin %2-5’1i arasinda degisen
astaksantin pigmenti iretmesi ile 6nem tasimaktadir. H. pluvialis mikroalg tiirii dogal
astaksantinin en iyi kaynaklarindan biri olarak nutrasotik pazarinda talep artisina sahip olan bir
antioksidandir ve insan saglig1 i¢in besleyici gida destegi olarak tiiketimi ve pazarlanmasi
Avrupa iilkelerinde de onaylanmistir. Dogal antioksidan maddeler araciligi ile beslenme
yaklagimi bagisiklik sistemini giiclendirerek kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi bir¢ok

farkli hastaligin 6nlenmesinde ve tedavisinde 6nemli bir rol oynamaktadir.

Gergeklestirilen ¢alismada ilk kez Haematococcus pluvialis mikroalgi ve bu mikroalgden izole
edilen astaksantin pigmenti ile zenginlestirilmis fonksiyonel su kefiri ve vegan (soya siitii) kefir
tiretilerek hayvansal siit eksikliginden kaynakli protein, seker, mineral ve vitamin eksikliginin
karsilanmas1 hedeflenerek; astaksantin pigmenti ile zenginlestirilmis su kefiri ve soya siitii
kefirinin mikrobiyal ¢esitlilik, protein ve yag asidi acisindan analizleri gergeklestirilmistir.
Ayrica gergeklestirilen tezde astaksantin pigmenti ilave edilerek yapilan kefir fermentasyonu
sonucunda ilave edilmeyen kontrol kefir numunesi ile metagenomik analizler kullanilarak
mikrobiyal cesitlilik {izerinde etkisi tlir diizeyinde kiyaslanmistir. Bu sayede kefir
fermentasyonu sirasinda kullanilan astaksantin pigmentinin kefirde yer alan mikrobiyal
cesitlilige katkist ve hangi probiyotik tiirler lizerinde nasil bir etki yaptigiin incelenmesi
yapilmistir. Bu ¢alismanin amaci, vegan kefir olarak adlandirilan bitkisel bazli soya siitii kefiri
ve su Kefiri; protein igerigi yliksek, gesitli vitamin ve mineralleri igeren hatta gii¢lii bir
antioksidan olan astaksantin pigmenti ile zenginlestirmektir. Bu ¢alisma ile, vejetaryen/vegan
beslenme tipini benimsemis ya da hayvansal kaynakli fermente iiriinlere kars1 intolerasi/alerjisi
olan tiiketicilere fonksiyonelligi, besleyiciligi ve mikrobiyal c¢esitliligi arttirllmis vegan kefir

tiretimi amaglanmaktadir.



2. GENEL KISIMLAR

Gliniimiizde insanlarin saglik ag¢isindan faydali olan gida iriinlerinin tiiketimine olan
yonelimleri artmaktadir. Lif ve protein igerigi alimini artirmak igin farkli alternatifler en
onemlisi gida alternatifleri dikkat ¢ekmektedir. Bu anlamda kefir tiiketimi konakgiya saglik
yararlar1 saglayan canli mikroorganizmalardan olusan probiyotik bir iiriin oldugu igin, diyetin
besin icerigini artirmaya yoOnelik bir se¢enektir (De Sainz ve dig. 2020); bu nedenle tiiketimi
saglik yararlar ile iliskilidir. Genel olarak kefir taneleri %10'dan daha az yag icerir ve laktik
asit bakterilerinin varligi yagin azalmasini destekler. Yapilan bir ¢alismada kefirde bulunan
laktik asit bakterilerinin yag asitlerini metabolize edebildigi belirtilmistir (Ahmed ve dig. 2013).
Ayrica kefir fermantasyonu sirasinda proteinler, asit pithtilasmasi ve proteolize sahip olarak
kolayca sindirilebilir hale gelmektedirler. Kefirin besin degeri ve mikrobiyal bilesimi,
tanelerinin orijini ve mikrobiyolojik tiir ¢esitliligi, fermantasyon, depolama siiresi ve sicakligi
gibi bir¢ok faktore gore dnemli 6lgiide degismektedir (Blasche ve dig. 2021; Guzel-Seydim ve
dig. 2021).

Su kefiri, kuru meyvelerin eklendigi sakkaroz ¢ozeltisinin su kefiri taneleri ile fermente
edilmesiyle tretilen, kopiiklii, hafif asidik, fermente edilmis bir icecektir. Bu icecek, tipik
olarak siit kefiri taneleri kullanilarak sigir siitii ile iiretilen siit veya siit kefirine benzer ancak
ondan farkli 6nemli faydali 6zellikler tasimaktadir. Su kefirinin jelatinimsi taneleri, birincil
olarak polisakkarit matrisine gomiilmiis farkli bakteri ve maya tiirlerinden olusan simbiyotik
bir karisimdir. Bu mikroorganizmalar arasinda laktik asit bakterileri, mayalar ve asetik asit
bakterileri en One ¢ikan mikroorganizmalardir. Bu mikroorganizmalarin ¢ogunlugunu
probiyotik mikroorganizma olusturmaktadir. Bu durum da i¢ecegin insan saglig1 ve bagisiklik
sistemi tizerinde olumlu bir etki yaratmasini saglamaktadir (Gulitz ve dig. 2011; Martinez-
Torres ve dig. 2017). Diger yandan bu fermante i¢ecek bir siit iriinii igermediginden veganlar
ve siit iirlinlerine alerjisi olanlar icin oldukg¢a yararli probiyotik ve prebiyotik kaynagi
konumuna gelerek daha genis bir tiiketici ¢esitliligine hitap etme avantaji vardir (Sanchez ve
dig. 2019). Su kefiri su kefiri taneleri kullanilarak iiretilen bir fermentasyon iriiniidiir. Ana
substrat bir siikroz ¢ozeltisidir. Bu su fermentasyonuna azot kaynagi olarak kuru meyve veya
meyve Ozleri gibi ¢ok c¢esitli substrat alternatifleri ile fermente edilebilmektedir. Su kefiri
taneleri, 5 ila 20 mm ¢apinda ve diizensiz, karnabahar benzeri bir sekle sahip jelatinimsi yap1

gostermektedir (Waldherr ve dig. 2010). Fermantasyonlar, su kefiri tanelerinin, kurutulmus



meyve veya meyve 6zleri olsun veya olmasin, bir siikkroz ortamina yerlestirilmesiyle 21 ila 30
°C sicaklikta 30 saat ile 2 giin arasindan degisen fermentasyon bekletmek siireleriyle
gerceklestirilebilir. Su kefiri taneleri, fermente edilmis sividan siiziilerek geri kazanilabilir ve
sekerli su iceren saklama ortaminda bekletilerek yeniden kullanilabilir. Karbon kaynagi olarak
sofra sekeri veya esmer seker (sakkaroz) kullanilirken, azot kaynagi olarak taze veya kuru
meyveler eklenir. Bu amagla limon dilimleri, taze veya kuru incirler en yaygin sekilde
fermentasyon ortamina eklenmektedir. Meyvenin tamaminin eklenmesi yerine meyve dzlerinin
hazirlanmasi1 tercih edilebilir; bu tiir ekstraktlar standart bir sekilde hazirlanabilir ve
pastorizasyon miimkiindiir. Aksi takdirde, meyvenin cinsine, nasil islendigine (6rnegin
kurutulmus), nasil paketlendigine (6rnek olarak koruyucu 6nlemli veya koruyucu dnlemsiz) ve
su kefiri iiretim siirecine (6rnegin meyvelerin hazirlanmasi sirasinda haglanmasi) bagl olarak,
meyveden su kefirine (potansiyel olarak istenmeyen) Ornegin Enterobacteriaceae ve/veya
Pseudomonas gibi mikroorganizmalarin mikrobiyal komiinite i¢inde ¢ogalmasina sebep
olabilir (Randazzo ve dig. 2016). Incir gibi meyveler tipik su kefiri fermantasyon substratlar
olarak kullanilirken; havug, zencefil, rezene ve sogan gibi sebzeler, siit tiriinleri substratlarda
farkl1 calismalarda denenmistir (Fiorda ve dig. 2017). Incir kullanilarak hazirlanan su kefiri ile
ilgili literatiirde bir¢ok bilimsel ¢alisma yer almaktadir (Gulitz ve dig. 2011; Laureys ve de
Vuyst 2014; Verce ve dig. 2019). Yapilan bir c¢aligmada incirin diger meyvelerle
karsilastirildiginda en optimum su kefiri fermentasyonu saglandigini bulmuslardir (Reifl, J.
1990). incirin fermentasyon prosesinden ¢ikarilmasmin glikoz tiiketimini ve dolayisiyla
fermantasyon hizin1 énemli 6l¢iide yavaglattigini; kuru {iziim, hurma ve erik gibi diger kuru
meyveler kullanilarak su kefiri fermentasyonunun elde edilmesinin ise fermantasyon prosesi

sirasinda laktik asit ve asetik asit iiretim hizim1 degistirdigi bulunmustur.

Uretilen su kefirinin kalitesinin kontroliinde kullanilan tipik parametreler arasinda pH, titre
edilebilen asitlik (TTA), seker konsantrasyonu ve alkol bulunur. Ayrica bir¢ok ¢aligmada bu
analizlere ilave olarak organik asit ve seker tiirevleri yiiksek performansl sivi kromatografisi
(HPLC) veya yiiksek performansli anyon degistirme kromatografisi (IC) ile dlgiilmektedir.
Ayrica lezzet ve aroma bilesikleri, kiitle spektroskopisi (GC—MS veya LC-MS) ile birlestirilmis
gaz veya sivi kromatografisiyle dlgiilerek kontrol edilebilir (Corona ve dig. 2016; Randazzo ve
dig. 2016; Laureys ve De Vuyst, 2017). Su kefirinin pH'min fermantasyonunun baslangicinda
tipik olarak pH 4,5'in altinda olmas1 ve genellikle sonrasinda daha da diismesi laktik asit ve

asetik asit tiretimine eslik etmistir (Laureys ve de Vuyst, 2014; Laureys ve dig. 2018, 2019).



Bu diisiik pH degerlerinde istenmeyen mikroorganizmalarin tireme riski diisiiktiir (De La
Fuente-Salcido ve dig. 2015). Bu pH degisimi 6zellikle kuru incir kullanirken gozlemlenmis
olup; farkli meyve tiirlerinin kullanimi1 bu kadar diisikk bir pH ve dolayisiyla koruma
saglamayabilir (Randazzo ve dig. 2016). Su kefiri tiiketici aligkanliklarinin degistigi ve siit
trlinlerinin tiiketiminin azaldigr bir donemde siit kefirine umut verici bir alternatif teskil
etmektedir. Su Kefirinin bilimsel ve ticari potansiyelinden tam olarak yararlanmak i¢in
mikrobiyal bilesiminin dinamiklerinin ve tiretim siireclerinin kapsamli bir sekilde anlagilmasi

gerekmektedir.

Son yillarda bitki bazli proteinlerin tiiketimine olan ilgi 6nemli dl¢iide artmistir. Ayrica buna
bagh olarak probiyotikle zenginlestirilmis bitki bazli siit {iriinlerine olan talep her gecen giin
hizla artmaktadir. Birgok bitki bazli siit ¢esidi olmasina ragmen, soya siitii, piring siitii ve
hindistancevizi siitii probiyotik gida gelistirmede kullanilan ana tasiyict matrislerdir. Genel
olarak, bu iirlinler tiiketim icin gilivenlidir ve iiriinliin raf émrii boyunca yeterli probiyotik
seviyelerini koruma yeteneklerinden dolay1 probiyotiklerin ¢ogalmas1 i¢in uygun bir arag
olarak kabul edilebilir. Bununla birlikte, bu tiriinlerdeki probiyotiklerin fonksiyonel etkinliginin
gastrointestinal ~ ortamda  varligin1  siirdiirmesi, bagirsak  epiteline  yapisma  ve
immiinomodiilasyona olan etkilerinin degerlendirilmesine yonelik ¢alismalar olduk¢a azdir ve
bu yonlerin daha fazla ¢alismada bilimsel olarak degerlendirilmesi gerekmektedir. Bitkisel
bazli siitler inek siiti ile karsilagtirildiginda, bilesimlerinin oldukg¢a farklilik gosterdigi
goriilmektedir. Ornegin, siit laktozu, kalsiyum ve diger minerallerin biyoyararlanim yetenegini
arttirirken; glikoz, siikroz, maltoz ve nigasta gibi yaygin olarak bulunan diger gida sekerleri bu
yetenege sahip degildir. Ayrica kazeinler, kalsiyumun biyoyararlanimmni artirip fosforu
stabilize ederek bagirsak emiliminin artmasina neden olmaktadir. Vegan siitlerde laktoz ve
kazein bulunmadigindan bu o&zelliklerden yoksundur. Fakat fermantasyon prosesi, besin
maddelerinin igerigini ve biyoyararlanimimi artirarak vegan siitlerinin besinsel 6zelliklerini
iyilestirmede umut verici bir yaklagim olarak goriilmektedir (Kaczmarska ve dig. 2018; Pam
Ismail ve dig. 2020; Sa, Moreno ve Carciofi 2020).

Mikroalgler, gelecegin 6nemli bitkisel protein kaynagi igeren gida alternatifleri olarak dikkat
¢ekmektedir. Giiglii karbon tutma kabiliyetleri, yiiksek fotosentez verimliligi gibi avantajlara
sahip olduklarindan yakin gelecekte yeni gida tedarik sisteminde ve diinya karbon nétrlesme

stirecinde 6nemli bir rol oynayacaklar1 6ngdriilmektedir. Mikroalgler, dogada fotosentetik



etkinligi en yiiksek olan organizma tiiriidiir. Mikroalglerin fotosentetik etkinligi %10-20 iken
bu da ¢ogu karasal bitkiden (%1-2) ¢ok daha fazladir (Singh ve Ahluwalia 2013). Son yillarda,
mikroalglerin kullanildig1 gida uygulamalari giderek daha fazla ilgi ¢ekmektedir. Mikroalgler
bircok farkli besin kaynagi i¢cermeleriyle farkli gida tiriinlerinin besin degerini artirmak i¢in
kullanilabilme potansiyelleri tasimaktadirlar (Bernaerts ve dig. 2018). Mikroalgleri insan
beslenmesi agisindan 6zellikle ilging kilan, sadece protein veya lipit igerikleri degil, iirettikleri
protein ve lipitlerin kalitesi ve ayrica saglig1 gelistirici ozelliklere sahip biyoaktif bilesikler
tiretme ve biriktirme potansiyelleridir. Mikroalgler, gida i¢in dogal antioksidanlar saglayabilir.
Gidalarda artan dogal antioksidan icerigi ile iligkili potansiyel saglik yararlar1 da vardir.
Giderek daha fazla deneysel kanit, bu bilesiklerin insan hastaliklarin1 6nlemede 6nemli bir
koruyucu rol oynayabilecegini gostermektedir (Guedes ve dig. 2011; Li ve dig. 2019). Bazi
aragtirmacilar ayrica mikroalglerin probiyotiklerin biiyiimesini destekleyebilecegini ve
fermente gidalara mikroalglerin eklenmesinin probiyotiklerin canliligini artirabilecegini ve
fermantasyon siiresini kisaltabilecegini gostermektedir (Barkallah ve dig. 2017). Mikroalgler;
karotenoidler, fenolik bilesikler, vitaminler ve fitosteroller dahil olmak {izere dogal
antioksidanlar agisindan zengindirler. Mikroalglerin yiiksek antioksidan igcermeleri ile gida
tirtinlerine ilavesinin gida tiriinlerinin raf émriiniin uzamasinda en 6énemli nedeni olarak kabul
edilir (Velazquez ve dig. 2021). Ayrica mikroalgler, gida iiriinlerinin su tutma kapasitesini ve
yag tutma kapasitesini onemli 6lgiide iyilestirebilen diyet lifi agisindan zengindir (Ben Atitallah
ve dig. 2019). Bu da fermente gidalardaki probiyotik ¢esitliliginin saglanmasinda ve depolama
sirasinda canliligini arttirabilmesinde 6nem tasimaktadir (Bianco ve dig. 2022). Mikroalgler
giiclii fotosentetik kapasiteleri ile hizli biiyiime avantajlarina sahip olmalariyla yakin gelecekte

ekonomik ve ¢evre dostu bir gida kaynagi olacaklar1 6ngoriilmektedir.

Astaksantin bilinen diger dogal bilesiklerden ¢ok daha yiiksek orandan antioksidan kapasitesine
sahiptir. Mikroalg tiirevi astaksantin, gida ve hayvan yemi iiretiminde, ayrica kozmetik ve
farmasoétik iriinlerde pigment olarak kullanilmaktadir. Astaksantin, kimyasal sentez ve
Haematococcus pluvialis gibi mikroalg tiirlerinin biyokiitlesinden ekstraksiyon yoluyla iiretilen
yiiksek degerli bir karotenoiddir. Chlorella zofingiensis gibi diger mikroalglerde astaksantin
kaynagi olarak kullanilma potansiyeline sahiptir. Sentetik ve mikroalg tiirevli olarak {iretilen
astaksantinin  biyoaktivitelerinde Onemli farkliliklar bulunmaktadir (Lafarga, 2019).
Astaksantin, bagisiklik sisteminin gii¢lendirilmesinde 6nem tasimaktadir (Turrin ve Rivest

2006). Kontrolsiiz inflamasyon reaksiyonlari, konak hiicre ve dokularda hasara neden olur ve



bircok norodejeneratif durumda 6nemli bir rol oynar. Astaksantin inflamasyonun baslamasini
durdurabilir ve bu nedenle merkezi sinir sistemi bozukluklarinin énlenmesinde 6nemli bir rol
oynayabilecegi goriilmektedir (Grimmig ve dig. 2017; Galasso ve dig. 2018). Astaksantin
tiiketimi, diger bozukluklarin yan1 sira Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi, depresyon ve

noropatik agriy1 hafifletmek i¢in potansiyel bir strateji olarak rol oynayacag: diistiniilmektedir
(Fakhri ve dig. 2018).

Bu dogrultuda, gerceklestirilen ¢alismada; vegan kefir olarak adlandirilan bitkisel ve su bazl
kefiri; protein igerigi yiiksek, gesitli vitamin ve mineralleri i¢ceren mikroalg ve giicli bir
antioksidan olan mikroalg tiirevli astaksantin pigmenti ile zenginlestirmektir. Boylelikle,
vejetaryen/vegan beslenme tipini benimsemis ya da hayvansal kaynakli fermente {iriinlere kars1
intolerasi/alerjisi olan tiiketicilere fonksiyonelligi, besleyiciligi ve mikrobiyal ¢esitliligi
arttirtlmis vegan kefir alternatifleri iretilmesi hedeflenmistir. Haematococcus pluvialis’in
projede es zamanli olarak bitkisel bazli kefir ve su kefirine inokiilasyonu gerceklestirilecek
olup, proje sonucunda elde edilecek olan farkli kefirlerin fizikokimyasal, biyokimyasal ve
mikrobiyal komite analizleri sonucunda aralarindaki anlamli farkliliklar ve benzerlikler
degerlendirilmistir. Gergeklestirilen ¢alisma ile besin degerleri agisindan tiiketicinin saglikli
secimler yapmasin1 desteklemek, ¢esitli beslenme tiplerinden kaynakli {iriin skalasini
genisletmek ve probiyotik ve prebiyotik 6zelligi yiiksek yeni fermentatif icecek alternatifleri

saglanacaktir.



3. MALZEME VE YONTEM

3.1.HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS MiKROALGLERININ KULTURE ALINMASI
VE LIiYOFILIZASYON iSLEMLERI

H. pluvialis (SCCAP 34/7), isko¢ Deniz Enstitiisii'nden (Iskogya, Birlesik Krallik) alinip 3N-
BBM+V besiyeri kullanilarak fotobiyoreaktdrde kiiltiire edilmistir. 20 gilinlik inkiibasyon
periyodundan sonra mikroalg kiitlesi toplanarak kurutulmustur. Mikroalg kiitlesi daha sonra bir
havanda toz haline getirilmis ve daha sonraki calismalarda kullanilmak iizere -20 °C'de
saklanmistir. Mikroalg tiirevli astaksantin, besin yokluguna yol acan stres kosullar

olusturularak mikroalgal hiicrelerinden izole edilmistir.
3.2. KEFIR FERMANTASYONU

Soya siitii Istanbul’daki yerel bir marketten bitki bazli kefir kiiltiirii ve su mayasi kiiltiirii

Danem Siit ve siit tirlinleri Ltd. Sti’den temin edilmistir.

Su kefiri tiretimi i¢in 500 mL suya, 4 gr su kefiri tanesi, 10 gr esmer seker, 5 gr incir kurusu
kullanilarak Sekil 3.1°de belirtildigi gibi hazirlanmistir. Su kefiri iiretiminde takviye i¢in H.
pluvialis'in liyofilize formu ve astaksantin pigmentinin farkli konsantrasyonlar1 eklenerek su
kefiri fermentasyonu gerceklestirilmistir. Su kefiri fermantasyonunda W (Kontrol), W1 (% 0.25
oraninda mikroalg ilavesi), W2 (% 0.50 oraninda mikroalg ilavesi ), W3 (seker ilavesiz % 0.50
oraninda mikroalg ilavesi), W4 (seker ilavesiz %0.50 oraninda astaksantin ilavesi) olarak 4
farkli kombinasyonda iiretilmistir. Inkiibasyon 25 °C' de 30 saat olarak gergeklestirilmis ve

daha sonra analize kadar 4 °C'de saklanmistir.



Sekil 3.1: Su kefiri yapim1

Soya siitii ile bitkisel bazli kefir tiretiminde S (Kontrol), S1 (% 0.25 oraninda mikroalg ilavesi),
S2 (% 0.50 oraninda mikroalg ilavesi), S3 (%0.50 oraninda astaksantin ilavesi) olarak 3 farkli
kombinasyonda iiretilmistir Sekil 3.2’de belirtildigi gibi gerceklestirilmistir. Haematococcus
pluvialis yukarida bahsedilen oranlarda pastorize soya siitiine eklendikten sonra, bitkisel bazli
kefir kiltiirii inokiilasyonu gerceklestirilmistir. Pastorize soya siitine H. pluvialis ilave
edilmistir. Orneklere bitki bazli kefir kiiltiirii (4 g:100 ml, kefir taneleri: soya siitii) eklenip cam
kaplara aktarilmistir. Inkiibasyon 25 °C' de 24 saat gerceklestirilmis ve daha sonra analize kadar

4 °C'de saklanmustir.

Sekil 3.2: Soya siitii kefir yapimi1
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3.3.FIZIKOKIMYASAL OLCUMLER

Mikroalg ve astaksantin pigmenti ile zenginlestirilmis soya siitli ve su kefiri 6rneklerinin pH
degeri kalibrasyonu yapildiktan sonra pH metre (NMKL 179, 2005) ile ol¢iilmiistiir.
Numunelerin toplam titre edilebilir asitlik degerleri TS 1330 standartlarina gore belirlenmis ve

sonuglar laktik asit iginde g/100 mL olarak ifade edilmistir.
3.3.1. pH ol¢iimlerinin yapilmasi

Mikroalg ve astaksantin pigmenti ile zenginlestirilmis vegan ve su kefiri orneklerinin pH
degerleri, pH degeri kalibrasyonu yapildiktan sonra, su igeren veya suyla karistirilabilen tim
gidalarin pH'im1 6lgmek igin kullanilan ‘pH. Determination in foods. (NMKL 179, 2005)’

yontemi ile 6l¢iilmiistiir.
3.3.2.Toplam titre edilebilir asitlik (TTA) tayini

Mikroalg ve astaksantin pigmenti ile zenginlestirilmis vegan ve su kefiri drneklerinin titre
edilebilir asitligi, elde edilen kefir 6rneklerinin 0.1 M NaOH c¢o6zeltisi ile titre edilerek sonuglar

yiizde seklinde ifade edilmistir.
3.4.BIYOKIMYASAL OLCUMLER
3.4.1.Toplam protein icerigi analizi

Astaksantin pigmenti ile zenginlestirilmis soya siitii ve su kefiri 6rneklerinin protein igerik
analizleri Domas yontemi (ISO/TS 16634-2:2009) kullanilarak yapilmistir (Termo bilimsel flag
EA1112 CHNS-O element analiz cihazi). Sonuglar ‘% Ham Protein’ olarak hesaplanmistir.

3.4.2.Toplam Yag Analizleri

Kefir orneklerinin toplam lipid icerigi analizleri NMKL 160 Gravimetrik Ydntem ile
belirlenmistir. Bu yontemde kefir 6rnekleri, bagli yaglar serbest birakmak ve yag asitlerinin
tuzlarini serbest asitlere doniistiirmek i¢in seyreltik hidroklorik asitte kaynatilmistir. Filtreleme
ve kurutmadan sonra tortu, yag eteri veya heksan ile 6ziimlenmistir. Coziicii damitilip tortunun

kiitlesi belirlenmistir. Numunelerin yag icerigi ‘% Lipid’ olarak belirtilmistir.
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3.4.3.Sekerlerin HPLC analizi

Kefir numunelerinin seker igerik analizleri, ISO 22662:2012 standartlarina uygun olarak
yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile belirlenmistir. Kefir numunelerindeki
sekerler, bir kirilma indisi dedektorii (RID 10A) kullanilarak tespit edilmistir. Mobil faz olarak
asetonitril ve su (75:25, v/v) kullanilmis ve ayirma 30°C'de, 1.1 mL/dk sistem akisinda, 20 uL
enjeksiyon hacminde ve 20°C'lik bir calisma siiresinde gerceklestirilmistir. Orneklerin seker

(laktoz) miktarlar1 ‘%, Kuru Agirlik’ olarak verilmistir.
3.4.4.GC-MS analizi ile kefirin ucucu-organik bilesik profilinin ¢ikarilmasi

Ugucu organik bilesikler bir gaz kromatografi (Agilent 8890-5977B GC-MS) {izerinde ayrilmis
ve Agilent 19091S 433U1 HP-5ms ultra inert silika kapiler kolonu (30 m x 0.25 pm x 0.25 pm)

kullanilmistir.
Ayirma, asagidaki sicaklik programi kullanilarak gerceklestirilmistir:

[k 1 dakika ile 40°C, daha sonra her bir dakikada 10°C arttirilarak 240°C'ye yiikseltilip 1
dakika tutulmustur. Toplam g¢aligma siiresi ise 27.1 dakika olarak kaydedilmistir. Enjektor
sicakligr 240 °C'de tutulmus ve enjeksiyon hacmi siireksiz modda 1 pL ve toplam akis 16
mL/dakika olarak kaydedilmistir. Tasiyic1 gaz olarak, 1.0 mL/dk sabit akis hizinda ve 7 pst'

basicinda helyum gazi kullanilmigtir. MS parametreleri agsagidaki gibidir:

650 dakikalik ¢alisma zamaninda m/z 40-600'den taranan normal tarama modu kullanilmustir.

Iyon kaynag sicakligi, 70 eV'lik bir iyonlastirici enerji ile 230°C olarak kaydedilmistir.

Ugucu organik bilesiklerin tanimlanmasi, Ulusal Standartlar ve Teknoloji Enstitiisii (NIST)
referans kitaplig1 kullanilarak ve alikonma siirelerinin ve standartlarin kiitle spektrumlarinin

karsilastirilmasiyla belirlenmistir.
3.4.5.Yag asidi profilinin GC-MS analizi

Yag asidi profili, gaz kromatografi (Agilent 8890-5977B GC-MYS) ile analiz edilmis ve Agilent
19091S-433Ul HP-5ms ultra inert silika kapiler kolonu (30 m x 0.25 pum x 0.25 pm)

kullanilmistir. Serbest yag asitleri, asagidaki sicaklik programu ile sabit akista ayrilmistir:
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(1) 1 dakika boyunca 100 °C’de, (2) her bir dakikada 10°C arttirilarak 180°C'de 1 dakika, (3)
her bir dakikada 2 °C arttirilarak 220 °C'de 1 dakika , (4) her bir dakikada 30 °C arttirilarak 270
°C'de 7 dakika boyunca tutulmustur. Toplam ¢alisma siiresi 34.3 dakika olarak kaydedilmistir.
Enjektor sicakligi 250 °C'de tutulmus ve siireksiz modda enjeksiyon hacmi 1 pL ve toplam akis

19 mL/dk olarak kaydedilmistir.
3.5. MIKROBIYAL TOPLULUK ANALIZI
3.5.1. Molekiiler numune hazirlama ve siralama

DNA ekstraksiyonu ve analizi icin W, W1, W2, W3, W4 ve S, S1, S2, S3 olarak isimlendirilen
farkli fermentasyon siselerinden kefir drnekleri alimmustir. Ureticinin talimatlaria gore tiim
genomu izole etmek icin Genomik DNA izolasyon Kiti (Norgen Biotek. Corp., Kanada)
kullanilmistir. 16S rRNA'y1 ¢cogaltmak i¢in farkli bolgelerin genleri (Bakteri 16S rRNA, V1-
V9 bolgesi, 1400 bp) hedeflenmistir. Oxford Nanopor teknolojisi ile olusturulan kiitiiphanenin
Nanopor barkod DNA dizileri, hedefe 6zel primer ¢iftlerinin 5' ucuna eklenmistir. 16S rRNA'ya
ozgi hedefe ozgi primer-konnektor sekanslari, ileri primer igin
TTTCTGTTGGTGCTGATATTGC - AGRGTTTGATYHTGGCTCAG -3' ve ters primer i¢in
5-ACTTGCCTGTCGCTCTCTATCTTC - TACTTGTTAYGACTT -3' seklindedir. Ilk PCR,
DNA Polimeraz 2x Reaksiyon Karigimi ve her bir primerden 200 nm kullanilarak

gerceklestirilmistir. PCR cihazinda asagidaki termal dongii programi izlenmistir:

95°C'de 3 dakika; 95°C'de 30 saniye, 55°C'de 30 saniye ve 72°C'de 90 saniye 25 dongii;
72°C'de 5 dakika. PCR firiinli, boyutunu (~1450 bp) dogrulamak i¢in agaroz jel iizerinde

yiiriitiilmiistiir ve PCR {iriinii saflastirma kiti kullanilarak saflastirilmastir.

SQK-LSK108; amplikon kitapliklart olusturmak igin Oxford Nanopor Teknolojileri Ligasyon
siralama kiti 1D kullamilmistir ve amplikon kitapligt MinlON'a (Oxford Nanopore
Technologies) yiiklenmistir. Adaptor ligasyon asamasi i¢in toplam 0.2 pmol ug¢ hazirlanmistir,
50 pl Blunt/TA ligaz master karisimma (New England Biolabs) DNA eklenmistir ve 20 pl
adaptor karigimi ilave edilerek oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir. DNA kitapligini
elde etmek icin son saflastirma, Adaptor Bead Binding tamponu (SQK-LSK108 kitinde
saglanir) ve 0.5X Agencourt AMPure XP boncuklar1 (Beckman Coulter) kitleri kullanilarak
tamamlanmistir. MinlON™ kontrol yazilimi, MinKNOW™ siiriim 0.46.1.9 (R9.4) kullanilarak
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48 saatlik (R9.4) bir siralama protokolii uygulanmistir. Okuma verileri 1.2.2 rev 1.5 is akisina

ve yazilim Metrichor™ aracisina (stiriim 0.16.37960) dayali olarak elde edilmistir.
3.5.2. Biyoinformatik analizi

Diziler kimerik yapilardan saflastirilip, hizalanmis ve benzerlik matrisi ile aralarindaki
mesafeler Olgiilerek okumalarin %99'dan fazla benzerlikle kiimelenmesiyle OTU'lar
olusturulmustur. Olusturulan OTU'lar RDP 16S rRNA veri tabanina gore karsilastirilarak
taksonomik agiklamalar yapilmis ve ayni cins olarak tespit edilen OTU'lar iliskilendirilerek
istatistiksel sonuglar elde edilmistir. Minitab ve R programlar1 kullanilarak cesitli istatistiksel

analizlerle grafikler olusturulmustur.
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4. BULGULAR

4.1.TOPLAM PROTEIN, LiPIiD, PH VE TITRE EDILEBILIR ASITLIK TAYIN
SONUCLARI

Proteinler biiylime, gelisme, hiicrelerin onarimi1 ve saglikli yasam icin gerekli olan besin
ogelerindendir. Bitkisel protein kaynaklarin zengin besleyici igerigine sahip olmasi, vegan,
vejetaryen gibi 6zel tiiketici gruplari tarafindan tercih edilmesi, ucuz ve kolay ulasilabilir
olmasi, bitkisel proteinlerin gida uygulamalarinda kullanilmasi igin iyi bir alternatif kaynak
olmasimi saglamistir. Tablo 4.1°de kefir tanelerinin biyokiitlesindeki protein, yag, pH ve titre

edilebilir asitlik tayin sonuglar1 yer almaktadir.

Tablo 4.1: Kefir tanelerinin biyokiitlesindeki protein, lipid, pH ve titre edilebilir asitlik tayin

Fermentasyon Protein (%) Lipid (%) pH Asitlik
Taru
Soya siti 2,89 1,99 4,70 0,65
kontrol (S)
Soya sutl %0.25 2,98 1,44 4,41 1,04
mikroalg (S1)
Soya st %0.50 3,52 1,31 4,64 0,74
mikroalg (S2)
Soya stl %0.50 3,18 0,75 4,70 0,65
Astaksantin (S3)
Su kefiri kontrol 0,36 0,39 3,67 0,9
(W)
Su kefiri %0.25 ND 0,10 3,28 0,50
mikroalg (W1)
Su kefiri %0.50 0,57 0,09 3,51 0,38
mikroalg (W2)
Su kefiri ND 0,05 3,39 0,49
sekersiz %0.50
mikroalg (W3)
Su kefiri %0.50 ND 0,08 3,94 0,14
Astaksantin
(W4)

pH, etkili bir asitlik tayinidir yani; asitlik derecesini, bagka bir ifade ile asitligin giiciinii

tanimlamak i¢in kullanilir. pH bir ¢ozeltideki aktif hidrojen iyonlar1 konsantrasyonunu verir.
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Soya siitii kefirleri kendi ¢esitleri ile karsilastirildiginda kontrol grubu 4.70 pH degerine sahip
iken S1, S2, S3 degerleri sirasiyla 4.41, 4.64, 4.70 pH verileri saptanmistir. Kontrol grubundaki
pH’a en yakin deger %0.50 astaksantin ekledigimiz S3 kefir numunesi olmustur. Hazirlanan
farkli su kefirlerinin pH degerlerini karsilastirdigimizda ise kontrol grubunun pH degeri 3.67
iken W1, W2, W3, W4 pH degerlerinin sirasiyla 3.28, 3.51, 3.39, 3.94 seklinde oldugu
bulunmustur. Olgiilen pH degerlerine bakildiginda kontrole en yakin pH degeri %0.50 mikroalg
ilaveli W2 su kefiri numunesi oldugu gorilmiistir. Gidalarda bir¢cok organik asit
bulunmaktadir. Bunlar, ya dogal olarak yapisal bir bilesik halinde gidalar da bulunur ya da
fermantasyon yoluyla olusurlar. Gidalardaki organik asitler, bazi gidalarin tat-aroma, renk
parlakligi, stabilite ve kalitesinin korunmasinda onemli bir rol almaktadirlar. Fermente
gidalarin  fonksiyonel oOzellik ve davraniglarini tayin etmek amaciyla asitlik tayini
yapilmaktadir. Titre edilebilir asitlik, asidin zayif veya kuvvetli olduguna bakilmaksizin toplam
asit miktarini gosterir. Titre edilebilir asitlik tayini analiz sonuclar1 degerlendirildiginde soya
siitii ile hazirlanan titrasyon asitligi kontrolde 0.65 olarak belirlenmistir. Farkli konsantrasyonda
mikroalg ve astaksantin ilave ederek yaptigimiz deneyde soya siitiiniin titrasyon asitliginin S1,
S2, S3 kefir numuneleri i¢in sirasiyla 1.04, 0.74, 0.65 oldugu goézlemlenmistir. Su kefiri ile
yapilan analiz sonuglarinda su kefirinin titrasyon asitligi kontrolde 0.9 olarak bulunmustur.
Yaptigimiz deneyde su kefirinin titrasyon asitliginin W1, W2, W3, W4 kefir numuneleri i¢in
sirastyla 0.50, 0.38, 0.49, 0.14 oldugu analiz edilmistir.

4.2.YAG ASIDi PROFILiNIN GC-MS ANALIiZ SONUCLARI

Temel gida bilesenlerinden olan yaglar, sadece yiiksek enerji kaynagi olmayip, icerdikleri yag
asitlerinin ozelliklerine bagli olarak beslenme ve saglik lizerinde ¢ok 6nemli rollere sahiptir.
Tablo 4.2°de yag asidi ve ugucu-organik bilesikler profilinin GC-MS analiz sonuglar1 yer

almaktadir.
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Tablo 4.2: Yag asidi profilinin GC-MS analiz sonuglari

Yag asidi S S1 S2 S3 W wi W2 w3 w4
bilesikleri
Tetradekanoik | 0,83 0,17 0,49 - 1,65 | 0,572| 1,059 - -
asit
Palmitoleik 0,092 | 0,801 | 1,061 0,15 - 3,187 | 2,379 | 1,774 | 0,349
asit
Cis-10- 0,284 | 0,441 0,316
Heptadekenoik - - - - - -
asit
Heptadekanoik | 0,062 | 0,103 | 0,099 | 0,061 - - - - -
asit
-Linolenik asit - 2,171 | 3,244 - - 6,525 | 3,88 | 3,299 -
(2,2)-9-12 43,824 | 35,852 | 35,462 | 1,722 | 6,096 | 3,484 | 3,003 | 5,309
Oktadekanoik -
asit
Oleik asit 15,348 | 17,724 | 13,918 | 12,432 | 3,256 | 1,511 | 1,415 | 1,657 | 4,057
Elaidik asit 1,077 1,243 | 1,011 | 0,888 | 0,658 | 0,65 | 0,415 | 0,518 | 0,297
Oktadekanoik | 2,635 2,888 2,26 1,731 | 1,622 | 1,501 | 1,469 | 1,211 | 0,996
asit

Gida iirlinlerinde yer alan y-Linolenik Asit varligi ve miktar1 beslenme agisindan onem
tagimaktadir. %0.25 mikroalg ilaveli su kefirinde (W1) en yiiksek oranda iiretildigi
gozlenmistir. (Z,Z)-9,12- Oktadekadienoik asit doymamuis bir yapidadir. %0.25 mikroalg ilaveli
soya siitiinde (S1) en yiiksek oranda sentezledigi goriilmiistiir. En yliksek yag asidi tiretim
sonucu %0.25 mikroalg ilaveli soya siitii ile yapilan kefirde ve su kefirinde ger¢eklesmistir. Bu
coklu doymamis yag asitleri, hiicre zar1 fosfolipidlerinin 6nemli bilesenleridir ve hiicresel
fiziksel 6zelliklerin diizenlenmesi ile iligkilidir. Birkag ¢oklu doymamis yag asidinin kanser
hiicrelerine karsi sitotoksisite gosterdigi bildirilmistir. Palmitoleik asit olarak da bilinen
Omega-7, yag orani yiiksek, bazi gidalarda bulunan bir yag asitidir, kolesterolii diistirmek gibi
insan sagligina bir¢ok yarar1 bulunmaktadir. Su kefirleri arasinda en iyi sonucu W1 ile ifade
edilen %0.25 mikroalg ilaveli numunede g6zlenirken soya siitii kefirleri arasindan en iyi sonucu
S2 vermektedir. Palmitoleik asit gruplarinda toplam kolesterol, LDL seviyelerinde artig, HDL
diizeylerinde azalma s6z konusudur. Oleik asit, dogada pek ¢ok bitki yaginda ve % 30 oraninda

hayvansal yaglarda gliserin esteri olarak bulunan tekli doymamis yag asitidir. Yapilan
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arastirmalar da elaidik asit ve oktodekanoik asitin tekli doymamis yag asidi olarak yiiksek
tansiyon riskini azalttigi, kolesterolii dengeleyerek kalp ve damar hastaliklarina kars1 koruma
sagladig: tespit edilmistir. Ayrica seker hastalarinin insiilin ihtiyacin1 azaltmakta ve kanser
tiirlerine kars1 koruyucu etki yapmaktadir. Bu yag asitleri yine en yliksek %0.25 mikroalg
ilaveli su kefiri (W1)’de, soya siitii kefirleri arasindan ise S1’dedir. Su ve soya siitii ile
hazirlanan kefir 6rneklerine baktigimizda en iyi sonu¢ %0.25 mikroalg ilaveli W1 ve S1

numunelerinde oldugu gézlenmistir.

4.3. FARKLI FERMANTASYON TURLERi VE KOSULLARINDA DEGIiSEN
MIKROBIYAL TOPLULUK ANALIZ SONUCLARININ
DEGERLENDIRILMESI

Su kefiri ve bitkisel temelli siitlerden olan soya siitiinden tiretilen kefirin mikrobiyal popiilasyon
yapisi tizerindeki etkileri yeni nesil dizileme yontemlerinden Nanopor Dizileme Teknolojisi

kullanilarak analiz edilmistir.
4.3.1. Su kefiri fermentasyonu sirasinda degisen mikrobiyal komiinite analiz sonug¢lari

Su kefiri fermentasyonu sonrasinda alinan 6rneklerdeki mikrobiyal komiinite degisimi Nanopor

Dizileme Teknolojisi kullanilarak gergeklestirilip sonuglar1 Sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1: Su kefiri ile yapilan kefire mikroalg ve astaksantin ilave edilmesi sonucunda mikrobiyal
komiinitede olusan Filum, Sinif, Takim ve Aile dagilimlari

Analiz sonuglarinda Firmicutes ve Proteobacteria bakteriyel filumlarinin en yaygin olarak
bulundugu goézlenmistir. Su kefiri ile yapilan literatiirdeki ¢aligmalarla bu sonuglar benzerlik
tasimakta olup bu baskin filumlara ek olarak Actinobacteria ve Pseudomonadota (agirlikli
olarak Zymomonas) filumlarinin igerdigini gosterilmistir (Marsh ve dig. 2013; Gulitz ve dig.
2013; Yerlikaya ve dig. 2022). W1, W2, W3 ile isimlendirilen su kefiri numunelerindeki
genetik analiz sonuglar1 bakteri toplulugu esas olarak % 67, % 72, % 83 olan Firmicutes
filumundan olusurken, W ve W4'teki toplulugun c¢ogunlugu sirasiyla %88 ve %68
Proteobacteri’lerden olustugu bulunmustur. Mikroalg ve mikroalg tiirevli astaksantin ilavesiyle
Proteobacteri’ler azalirken, Firmicutes W'de W1, W2 ve W3'e kiyasla 6nemli 6l¢iide (p< 0.05)
artis gosterdigi gorilmektedir. Firmicutes, agirlikli olarak Lactobacillales takimindan olan
gram pozitif bakteriler icermektedir. Ayrica bu filumun lignoseliilozik biyokiitlenin
pargalanmast ile ilgili seliilolitik enzimler tirettigi bilinmektedir. Kontrol grubunda (W) ve %
0.50 astaksantin (W4) ilavesi ile gerceklestirilen su kefiri tiretiminde Gammaproteobacteria
smifinda 6nemli bir artis meydana gelmis olup nispi bollugu simiflarin kontrolde %86,3 ve
W4’de %65,8'e ulastigi gozlenmistir. Enterobacteriaceae hem W (% 78) hem de W4'te (% 61)
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baskin aile iken, Lactobacillaceae ve Streptococcaceae W1 (% 47, % 18), W2 (% 41, % 26),
W3'te (% 65, % 13) baskin aile olarak goriilmektedir. Ayrica, Enterococcaceae familyast W1
(% 2), W2 (% 5), W3 (% 5)'de ¢ok az miktarda yer aldigi bulunmustur.
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Sekil 4.2: Su kefiri ile yapilan kefire mikroalg ve astaksantin ilave edilmesi sonucunda mikrobiyal
komiinitede olusan cins diizeyindeki dagilimlar

Sekil 4.2°de su kefiri 6rneklerinde alinan baskin cins dagilimlar1 gostermistir. Mikroalg ve
mikroalg tiirevli astaksantin eklendiginde mikrobiyal komiinitenin cins diizeyindeki dagilimlar
onemli 6lgtide degisti gozlenmistir. Liquorilactobacillus yapilan W1 (%42,4), W2 (%33,7), W3
(%55,3) ve W4'te (%27,0) numelerinde mikrobiyal komiinitede baskin cins olmasina ragmen
kontrol W numesinde Enterobacter’in %32.9 ile baskin cins olarak yer aldigi bulunmustur.
Liquorilactobacillus, W'de %8.6 nispi bollukta mevcut iken seker ilavesi yapilmaksizin %0.50
mikroalg ilave edilen W3'te %55.3 ile mikrobiyal komiinitedeki oraninin biiyiik 6l¢iide arttig
bulunmustur. Lactococcus, W1 (%17,2), W2 (%25,3), W3 (%11,9)'de en ¢ok bulunan ikinci
cinsti; ancak kontrol olarak hazirlanan W (%2) ve sekersiz astaksantin ilavesi ile hazirlanan
W4'te orani biiyiik 6l¢iide (%0,7) azalmistir. Kontrol numunesindeki (W) mikrobiyal komiinite

de Enterobacter %32 oraninda baskin cinsi olustururken farkli miktarlardaki mikroalg ve
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astaksantin ilave ile baskinliginin 6nemli 6l¢iide azaldigr W1 (18.1%), W2 (16.8%), W3 (9.6%)
ve W4 (22%) gortlmistiir. Ayrica Leclercia (19%) ve Klebsiella (11%) yiizdesi W ve W4’de
benzer oranlarda bulunurken W1(1.2%; 5.1%), W2(1.3%; 3.5%) ve W3(0.4%; 1.4%)

numunelerinde nispi bolluklar1 anlamli bir sekilde (p < 0.05) azaldig1 gézlenmistir.
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Sekil 4.3: Su kefiri ile yapilan kefire mikroalg ve astaksantin ilave edilmesi sonucunda mikrobiyal
komiinitede olusan tiir diizeyindeki dagilimlar

Mikroalg ve mikroalg tiirevli astaksantin pigmentinin su kefirine ilavesi bakteri taksonlarinin
tiir diizeyindeki nispi bollugunda anlamli degisiklikler yarattig1 Sekil 4.3'te gosterilmektedir.
Liquorilactobacillus nagelii tirtt W1 (% 33,8), W2 (% 27,3) ve W3 (% 46,6)’den alinan
orneklerinde baskin olarak yer alirken W (%8) ve W4 (%18) orneklerindeki mikrobiyal
popiilasyondaki yiizdesinin 6nemli Olglide azaldigr (p < 0,05) gorilmiistir. L. nagelii
ekzopolisakkarit biyosentezi gergeklestiren bir tiir olup gida biyoteknolojisinde olduk¢a 6nem
tasimaktadir. Yapilan farkli g¢alismalar bu laktik asit bakterileri tarafindan {iretilen
ekzopolisakkaritlerin prebiyotik ve antioksidan 6zellige sahip olabilecegi gosterilmistir. Bu
laktik asit bakteri tiirleri insan saglhigi acisindan giivenli olduklarindan risk tasimadan
ekzopolisakkarit iiretme yetenegindedirler. Ayrica {liretilen bu ekzopolisakkarit sentezi
antikanser ve immiin modiilator etki gostermektedirler (Bechtner ve dig. 2021). Lactococcus
lactis, W2 (% 20.034), W1 (% 13.8) ve W3 (% 9.181) numunelerinde yiiksek bir nispi bolluga
sahip iken kontrol (W) (%1.52) ve W4 (%0.77) 6rneklerinde 6nemli oranda azalan bir degisim
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gostermistir.  Lactobacilli, antimikrobiyal maddeler salgilayarak patojen biiylimesini

baskilamaktadir.

4.3.2. Soya siitii kullamlarak hazirlanan Kefir fermentasyonu sirasinda degisen

mikrobiyal komiinite analiz sonuclar:

Bitkisel temelli soya siitii ile hazirlanan kefir fermentasyonu sonrasinda alinan 6rneklerdeki
mikrobiyal komiinite degisimi Nanopor Dizileme Teknolojisi kullanilarak gerceklestirilip

sonuglart Sekil 4.4’te verilmistir.
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Sekil 4.4: Soya siitii ile yapilan kefire mikroalg ve astaksantin ilave edilmesi sonucunda mikrobiyal
komiinitede olusan tiir diizeyindeki dagilimlar

S (Kontrol) numunesindeki mikrobiyal komiinite S1 (% 0.25 oraninda mikroalg ilavesi), S2 (%
0.50 oraninda mikroalg ilavesi) ve S3 (%0.50 astaksantin ilavesi) ile karsilastirildiginda 6nemli
miktarda farkliliklar gozlendigi goériimektedir. Kontrol numunesi olarak hazirlanan S'nin
mikrobiyal bilesimi Leuconostoc lactis (%31,98), Lactococcus lactis (%23,68), Leuconostoc
mesenteroides (%19,72), daha diisiik miktarlarda Lactococcus cremoris (%4,55) vardir.
Kontrol soya siitii kefirinde ayrica diisiik oranda faydali olmayan bagisiklik sistemi diisiik
hastalarda hastaliga sebep olabilecek firsat¢1 patojen bakteri tiirlerini de igerdigi goriilmektedir.
Kontrol de bu oran %4,32 olarak belirlenmistir. Farkli oranlarda ilave edilen mikroalg ve

astaksantin konsantrasyonlart S1, S2 ve S3 kefir numunelerindeki firsatg1 patojenlerin
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kolonizasyonunun 6nlenmesinde etkili oldugu gozlenmektedir. Astaksantin ilavesi anlamli bir
sekilde Lactococcus lactis miktarina etki ettigi gozlenmistir. Astaksantin ilave edilen soya siitii
kefiri numunelerinde (S3) L. lactis % 68.797 oraninda yiiksek bir nispi bolluga sahip iken
kontrol (S) (%23.67), S1 (%16.64) ve S2 (%15.96) orneklerinde S3 ile kiyasla azalan bir
degisim gostermistir. S1'in mikrobiyal bilesimi S ile benzer faydali mikrobiyal tiirlere sahip
oldugu goriilmektedir. S1 kefirine % 0.25 mikroalg ilavesiyle Leuconostoc mesenteroides
miktarinin ~ anlamli  miktarda  arttigi  (%46.06)  gozlenmistir.  Bakteriyosinler,
Leuconostocmesenteroides tarafindan {retilen ribozomal olarak iiretilen antimikrobiyal
peptidlerin veya proteinlerin biiyiik ve cesitli bir grubudur. Gida sirketleri, giday1
kontaminasyona kars1 koruyabilen ve/veya bakteri liremesini dnleyebilen mikroorganizmalar
tarafindan bakteriyosinlerin sentezi ile ilgilenmektedir. % 0.50 mikroalg ilave edilen S2 kontrol
ve S1 ile kiyaslandiginda daha zengin bir mikrobiyal ¢esitlilik icerdigi gozlenmistir. S2 kefir
numunesi Liquorilactobacillus nagelii (%32,70), Lactococcus lactis (%15,96), Enterococcus
faecium (%15,29), Lacticaseibacillus paracasei (%5,22), Leuconostoc mesenteroides (%4,42),
Lactococcus cremoris (%3,73) icermektedir. S2'deki Enterococcus faecalis bakteri
miktarindaki artig S ve S1 kefirlere gore oldukga fazladir. Enterococcus faecalis, sahip oldugu
ozelliklerden dolay1 fermente siit ve et {iriinlerinin olgunlagsmasi sirasinda diger laktik asit

bakterileriyle birlikte baslangic kiiltiirii olarak 6nem tasimaktadir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Fermente gida iirlinleri, saglik agisindan 6nemli olan laktik asit bakterilerinin tiir ¢esitliligi
acisindan zengin bir kaynak olusturmaktadir (You ve dig. 2022). Metagenomik dizileme ve
biyoinformatik teknolojisindeki ilerlemeler sayesinde fermentasyon sirasinda yer alan
mikrobiyal bilesimi, bunlarin saglik a¢isindan 6nemi, farkli fermentasyon siirecleriyle tiretilen
gidalarin Ozellikleri ve bunlarda yer alan Onemli aktif bilesikleri daha iyi anlamamizi
saglamistir. Yeni mikrobiyal kaynaklarin kesfi ve izolasyonu, farkli fermente gida iiriinlerinde
yer alan mikrobiyal gesitliligin yeni nesil dizileme analizleri ile incelenmesiyle daha ¢ok
anlasilir hale gelmistir (Alejandra Villarreal-Soto ve dig. 2020). Haematococcus pluvialis
mikroalg ve bu mikroalg tiiriiniin iirettigi astaksantin pigmenti takviyesi, su kefiri ve soya siitii
kefiri 6rneklerinde mikrobiyal komiiniteyi probiyotikler yoniinden tesvik edici ve yer alan
mikrobiyal komiinitenin sentezledigi bilesenlerle prebiyotik bir etkiye sahiptir ve vegan
kefirlerin besleyici ve biyoaktif Ozelliklerini arttirmaktadir. Ayrica yapilan ¢alismada
Haematococcus pluvialis mikroalgi ve bu mikroalgin iirettigi astaksantin pigmentinin farkli
fermentasyon lirtinlerine eklenmesi, iiretilen fonksiyonel kefirin mikrobiyal topluluk yapisini
onemli 6lgiide degisimine yol agmustir. Ozellikle su kefiri ve soya siitii kefirine ilave edilen
mikroalg konsantrasyonu fermentasyonda yer alan Liquorilactobacillus nagelii miktarini
anlaml bir sekilde artisini saglayarak farkli fiziko-kimyasal 6zelliklere sahip dekstranlar {ireten

laktik ait bakterileri i¢in 6nemli bir kaynak yaratmaktadir.

L. nagelii bu farkli yapidaki ekzopolisakkarit biyosentezi saglik agisindan énem tagimaktadir.
Yapilan farkli ¢alismalar bu laktik asit bakterileri tarafindan {iretilen ekzopolisakkarit
biyosentezinin prebiyotik ve antioksidan Ozellige sahip olabilecegi gosterilmistir.
Ekzopolisakkaritler, dogada yaygin olarak bulunur ve bakteri, maya, mantar, kiif ve mavi-yesil
algler dahil olmak tizere cesitli mikroorganizmalar tarafindan iretilir. Fakat bu laktik asit
bakteri tlirleri insan saghig agisindan giivenli olduklarindan risk tasimadan ekzopolisakkarit
tiretme yetenegindedirler (Bechtner ve dig. 2021; Tan ve dig. 2022; Yetimen ve Ortak¢1 2022).
Fiziksel-kimyasal ¢aligma, dekstranin yiiksek konsantrasyonda, diisiik sicaklikta ve asidik pH'ta
olaganiistii termal stabiliteye ve yiiksek viskoziteye sahip oldugunu ortaya ¢ikarmis olup, bu da
onu termal olarak islenmis gidalar ve asidik gida fermantasyonunda kullanim i¢in dikkat gekici
kilmaktadir. Ayrica mikroalg ilavesi ile artan laktik asit bakterileri antimikrobiyal maddeler

salgilayarak patojen biiylimesini baskilamaktadir. Bu da fermentatif iirlinlerin mikrobiyal
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florasinda bulunmasi olasi olan firsat¢1 patojen tiirlere kars1 savunma sagladigi goriilmiistiir. Su
kefiri mikroalgleri ve mikroalglerden iiretilen astaksantin kullanimi ile 6zellikle firsatgi
patojenleri igerme olasilig1 yiliksek fermentatif gidalarin yaslilar ve bagisiklik sistemi
baskilanmis hastalar tarafindan giivenle tiiketilebilecegini gostermektedir. Ayrica bitkisel
kaynakl1 kefir {iretimine saglikli bir alternatif olarak, %0,50 Haematococcus pluvialis mikroalg
biyokiitlesi ile zenginlestirilmis soya siitii kefiri, daha yiiksek mikrobiyal ¢esitlilik, protein
indeksi ve daha diisiik yag profili icermesi nedeniyle popiilasyonun rutin olarak tiikettigi diyet
alimin1 iyilestirmek igin uygulanabilir bir segenektir. Astaksantin ilave edilen soya siitii kefiri
numunelerinde (S3) L. lactis % 68.797 oraninda yiiksek bir nispi bolluga sahip iken kontrol (S)
(9%23.67), S1 (%16.64) ve S2 (%15.96) orneklerinde S3 ile kiyasla azalan bir degisim
gostermistir. Buna ilave olarak yag asidi lretim sonuglart eklenen mikroalg miktar ile
degismekte olup, en yiiksek yag asidi liretimi %0.25 mikroalg ilaveli soya siitii ile yapilan
kefirde ve su kefirinde gerceklesmistir. Fonksiyonel gidalarin saglikli beslenme agisindan
degeri dogrultusunda bu alanda yeni calismalarin gerceklestirilmesi Oonem tasimaktadir.
Mikrobiyal cesitlilik ile zenginlestirilmis fonksiyonel gidalarinda saglikli beslenmeye destek
saglayacagi bilinmektedir. Gergeklestirilen tez ¢aligmasi literatiire ve yenilik¢i fonksiyonel
gidalarin gelistirilmesi siirecinde beslenme ve gida alanlarina katki saglayacak bir ¢alismadir.
fleriki ¢alismalarda farkli fermente iiriinleri farkli 6zellikte mikroalg tiirleri ile fermente
edilerek mikrobiyal cesitlilik tizerindeki etkilerinin incelenmesinin yer alan mikrobiyal
floradaki probiyotik tiirler ve bunlarin trettikleri ekzopolisakkaritlerin incelenmesi agisindan
anlaml farkliliklar tasiyacagi diisliniilmektedir. Ayrica mikroalg tlirevli astaksantin gibi
mikroalglerin rettigi farkli biyoaktif ve antioksidan degeri yiiksek bilesikler fermentatif
gidalarin fermentasyon siirecindeki sagliga etkisinin arttirllmasi amaciyla incelenmesi

oOnerilmektedir.
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