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OZET

DOKTORA TEZi

KEFIR MiKROBiYOTASININ BELIRLENMESI VE ELDE EDIiLEN SUSLARLA
URETILEN KEFIiRLERIN BAZI KALITE PARAMETRELERININ TESPITi

Burcu BAZU CIRPICI
Damisman: Prof. Dr. Biilent CETIN

Amag: Bu calismada, Tiirkiye’nin ¢esitli bolgelerinden elde edilen 30 farkl kefir danesinin
mikrobiyotast belirlenmeye calisilmis ve toplam 501 sus izole edilmistir. Bu izolatlarin
teknolojik ve probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi amaglanmistir. Yapilan analizler sonucunda
kefir tiretiminde kullanilabilecek izolatlar belirlenerek bakteriler ve mayalardan olusan kefir,
sadece bakterilerden olusan kefir liretilmistir. Bu kefirlerin 21 gilinliik depolama siiresi boyunca
baz1 mikrobiyolojik, fizikokimyasal ve duyusal 6zellikleri incelenmistir.

Yontem: Kefir danelerinden elde edilen izolatlarin teknolojik (farklr sicaklik ve pH’da gelisim,
glikozdan gaz olusumu, arjinin hidrolizi, ekzopolisakkarit {iretimi) ve probiyotik (safraya
direng, simiile mide ortamina tolerans, antagonistik aktivite, oto-agregasyon ve ko-agregasyon,
hidrofobisite, antibiyotik direnci, viriilans faktor, hemolitik aktivite, safra tuzlarini hidrolize
etme yetenegi ve DNase aktivitesi) Ozellikleri incelenmistir. Yapilan analizler sonucunda
izolatlar arasindan starter kiiltiir olarak kullanilabilecek izolatlar secilmis ve 2 farkli kefir
iretimi gergeklestirilmistir. Boylece starter kiiltiir farkliligimin {iretilen kefirlerin bazi
ozellikleri tizerine etkisi 21 giinliik depolama boyunca incelenmistir.

Bulgular: Calismada izole edilen 463 kefir izolatlarindan, bakteri izolatlarindan 153{iniin,
maya izolatlarindan ise 78 izolatin safra tuzlarma direng gosterdigi bulunmustur. Bu
izolatlardan da 78 bakteri ve 46 maya susunun simiile mide sivisini tolere edip canli kalabildigi
tespit edilmistir. Mide sivisini tolere eden suslardan, bes farkli bakteri (Lb. kefiranofaciens 74,
Len. kefiri 34, Leu. mesenteroides 117, Lc. lactis 249 ve A. cibinongensis 286) ve iki farkli
maya izolatinin (Kluy. marxianus 502 ve Sacc. cerevisiae 568) kefir iiretimi i¢in uygun oldugu
belirlenmistir. Uretilen kefirlerin baz1 &zelliklerinin starter kiiltiir gesidi ve depolamayla
degistigi goriilmiistiir. Ek olarak kefir 6rneklerine yapilan duyusal analizler sonucunda, sadece
bakterilerden olusan kefirin panelistler tarafindan daha ¢ok begenildigi bulunmustur.

Sonuc¢: Yapilan calismada elde edilen izolatlarin probiyotiklik 6zelliklerinin giiclii oldugu
goriilmiistiir. Kefir danesinin patojen mikroorganizmalarla kontamine olmasi ihtimali
nedeniyle, starter kiiltiirlerle daha giivenilir kefirin {retilebilecegi goriilmiistiir. Ayrica,
caligmada iiretilen kefirlerin genel olarak kontrol kefir 6rneginden daha ¢ok begenildigi ve bu
izolatlarin tilkemiz endiistrisi i¢in degerli olabilecegi diistintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: kefir, kefir bakterisi, kefir mayasi, izolasyon, identifikasyon, probiyotik,
starter kiiltiir, iretim

Ocak 2024, 238 sayfa



ABSTRACT

DOCTORAL DISSERTATION

IDENTIFICATION OF KEFIR MICROBIOTA AND DETERMINATION OF SOME
QUALITY PARAMETERS OF KEFIRS PRODUCED WITH OBTAINED STRAINS

Burcu BAZU CIRPICI
Supervisor: Prof. Dr. Biilent CETIN

Purpose: Inthis study, the microbiota of 30 different kefir grains obtained from various regions
of Tiirkiye was attempted to be determined, and a total of 501 strains were isolated. The aim of
this study was to determine the technological and probiotic properties of these isolates. As a
result of the conducted analyses, isolates that can be used in kefir production were identified,
and kefir samples consisting of both bacteria and yeasts, as well as kefir composed solely of
bacteria, were produced. The microbiological, physicochemical, and sensory properties of these
kefirs were examined over a 21-day storage period.

Method: The technological (growth at different temperatures and pH, gas formation from
glucose, arginine hydrolysis, exopolysaccharide production) and probiotic (resistance to bile,
tolerance to simulated gastric juice, antagonistic activity, auto-aggregation and co-aggregation,
hydrophobicity, antibiotic resistance, virulence factor, hemolytic activity, bile salts hydrolyse,
and DNase activity) properties of the isolates obtained from kefir grains were investigated. As
a result of the analyses, the isolates that could be used as starter cultures were selected, and two
different kefir samples were produced. Therefore, the impact of starter culture diversity on
certain characteristics of the produced kefirs was examined during 21 days of storage.

Findings: In the study, it was found that out of the 463 kefir isolates, 153 bacterial isolates and
78 yeast isolates exhibited resistance to bile salts. It was also determined that out of these
isolates, 78 bacterial strains and 46 yeast strains could tolerate and remain viable in the
simulated gastric juice. It was further identified that five different bacterial (Lb. kefiranofaciens
74, Len. kefiri 34, Leu. mesenteroides 117, Lc. lactis 249, and A. cibinongensis 286) and two
different yeast isolates (Kluy. marxianus 502 and Sacc. cerevisiae 568), which can tolerate
simulated gastric juice, were suitable for kefir production. The study revealed that certain
characteristics of the produced kefirs changed with the type of starter culture and storage.
Additionally, sensory analysis of the kefir samples indicated that kefir composed solely of
bacteria was preferred by the panellists.

Results: The isolates obtained in the study were observed to have strong probiotic properties.
Due to the possibility of contamination of kefir grains with pathogenic microorganisms, it was
suggested that a more reliable kefir could be produced using starter cultures. In addition, the
kefirs produced in the study were generally more preferred than the control kefir sample, and it
is considered that these isolates could be valuable for our country's industry.

Keywords: kefir, kefir bacteria, kefir yeast, isolation, identification, probiotic, starter culture,
production

Ocak 2024, 238 pages



ICINDEKILER

KABUL VE ONAY TUTANAGI ....couoiiireiinesiiiesesissesssesssssssssssssssssssses s i
ETIK BILDIRIM VE INTIHAL BEYAN FORMU ........cccooisiiiiieiieiise e, i
TESEKKUR .....oooiteieteieete et tesee ettt tss s teses s ass st s s s e s st s s sas s sss st ssn st enaesensssen et ansnsensnsnes iii
OZET .ot iv
ABSTRACT s v
TABLOLAR DIZINI ....coiiiiiiiiiieieeses s iX
SEKILLER DIZINI......ciiiiiiiiiisiieieiissss ettt Xiii
KISALTMALAR VE SIMGELER DIZINT .....c.cccoeiiiiiiiiieccsise e XVi
(€3 028 £ TR 1
KURAMSAL TEMELLER ... 3
FREIL....... ... O . e 3
KETIT DANEST ...ttt 5
K eI IMIKTODIYOTASI.cuviivietiieiisiiesie ettt sttt et bt bbb esbenree s 7
Kefirin Fiziksel ve Kimyasal OZelliKIETi ........co.ccovvrvrveernrriseesiesieesseseesesiesesee e ssssssnes 15
KT UTEHIMI 1.vocveeceecticteecte ettt ettt sttt s st s st se st s st es st s sanees 16
Kefir Danelerinin Muhafazast ..o 19
Kefirin Saghk UzZerine BKiSi .....cccoveveveeiereieieiecesetee ettt 20
Kefir ile ilgili yapilan ¢aligmalar...........ccoooeiiiiiiiiieieeeeeeee s 25
MATERY AL Ve YONTEM ..ottt sttt 31
IMIBEEIYAL ...ttt 31
IMIBEOT ... 33
Kefir danesinde yapilan mikrobiyolojik analizler ..., 33
Muhtemel laktik asit, asetik asit bakterilerinin ve mayalarin izolasyonu............c.ccccue.... 34
[zolatlarin fenotipik KarakteriZasyonU .........cceveeurveeerreeessssesissssesessessesessesessssessssssssssssssenes 34
Izolatlarin genotipik karakterizasyonu ve tanilanmast.........ccoceeeevrerrerrerersesersesessesenenns 35
[zolatlarin Probiyotik KaraKterizasyOnU ........cocevueveureuiireiserisssssessesessssesesessssessessssssenens 41
Izolatlarin teknolojik dzelliklerinin belitleNmMesi ........evveevveevreeerieerieeieee et 47
Elde edilen suslarla Kefir Gretimi..........coccooiieiiieiiiiie e 48
Kefirlerin mikrobiyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi ..........ccccovvveieiiiiniicnccccens 52
Kefirlerin bazi fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi ...........ccoccoovniiiiiinenn, 52
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA ..o 56
Kefir Danelerinin Mikrobiyolojik Analiz SOnuGlart ..........cccooeveiiieieiencsceeeeees 56
Kefir Danelerinden Muhtemel Laktik Asit Bakterilerinin [zolasyonu ...........cccc.cuue... 59

Vi



Muhtemel Asetik Asit Bakterilerinin IZolaSyONU...........ccccovevveeeieeeeiieceeeeeeeeee e 60

Maya Suslarinin 1ZolaSyOnU .........cccveueuriviieieiiieseie e 61
Izole Edilen Muhtemel Laktik ve Asetik Asit Bakterilerinin On Degerlendirilmesi...... 62
(11001 = T0) V7 11 T E PP P TSROSO 63
KAERIAZ TESTH ... 64
Izole Edilen Maya Suslarinin On Degerlendirilmesi ............ccoevriverereinerereieisesesesennns 69
Muhtemel Laktik ve Asetik Asit Bakterilerinin Molekiiler Olarak Tanilanmasit............ 70
Muhtemel Laktik ve Asetik Asit Bakterilerinin 16S-rRNA PCR ile Tanilanmasit ......... 71
Laktik Asit Bakterilerinin Tiire Spesifik Primerlerle Tanilanmast ..........cc.ccooevivninnenn. 77
Maya izolatlarinin Molekiiler Olarak Tanilanmasi ...........ccceeeeerreeereeesseesssessssssssesseneenns 78
Mayalarin 28S-rRNA PCR ile Tanilanmasi ........c.ccooviiiiiiiniiiine e 79
[zolatlarin Probiyotik KaraKterizasyOnU ........ccceuevueueurirerersisssessessssssessesessssessessssssenens 82
Safra tuzIarina tOlEIaANS. .......cveiieeiieee e 82
Mide ortamina dayantkIIIK..........ccooieieiiioiiieiee e 89
O10 VE KO-BQFEUASYON .....viveverieiisieietesteseeststeeesesieses e seesesseessessesesseseesessesessessesensessesensessenes 98
HIArOTODISITE ... 107
HemMOTIK aKEIVITE ... 111
DINGSE BKEIVITESI....c.cviiiiiiii i 114
Safra tuzu hidrolaz aKtiVIteSI ...........cvveeeeeiiiii e 115
ANLIDIYOLIK DIFEINCH ... 117
Kefir izolatlarinin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi............ccccooviiniinininns 126
Viriilans faktor genlerin tesSpiti.....ccvviiiiiiiiiiiiiic 132
Izolatlarin teknolojik 6zelliklerinin belirlenmesi ..........coccveevcueriirerecrrireieeieeiseese e, 134
Farkli sicaklarda gelisimin belirlenmesi .........ccocviieiiiiiiiiiie e 135
Farkli pH’larda gelisimin belirlenmesi ..........ccoovviiiiiicii 140
Glikozdan gaz OlUSUMU.........ccciiiiiii e 145
ATJININ NIAFOLIZE o e 148
[zolatlarin EPS iiretim yeteneginin belirlenmesi.........ccovvvurvererceerieesseeeseesssseseesseeenas 151
Uretimde Kullanilan SUSIarin SECIMi..........ccouueveverureeeueeeeeeecieeeiesesieseeeesstesessesessesessesenens 152

Elde edilen izolatlar kullanilarak kefir tiretimi ve tUretilen kefirlerin baz1 6zelliklerinin

INCEIBNMEST ..o s 152
Kefirlerin mikrobiyolojik OZEIITKIEIT . ....ccveviiiiiiiiiiiiiiis s 153
Kefirlerin fizikokimyasal 0ZIlKIErT ........cccoovririiiiii 161
DUYUSAL BNATIZ ... 181
SONUCLAR VE ONERILER ........ccoiiiiiiiiiiieieicissiese st sssse s s sssse s sssnsns 191



e S TR 216
EK-1. Duyusal Analiz i¢in Etik Kurul Onay Belgesi ........cc.ccvivriiiiiniiiinieseeneseeniees 216
EK-2. Calisma Kapsaminda Uretilen Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Bazi
Analiz Ozellikleri Arasindaki KOrelasyon.........ccocoeueierueuiinieeiseiissseseessssesssessssesans 217

(07Z€1 21011, 1 1T 218

viii



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1. Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi’ne Gére Kefirin Uriin

(077531113 15 TR 4
Tablo 2. Codex Alimentarius Standard’ina Gére Kefirin Uriin Ozellikleri.........ccco.ovuevcenneneee. 5
Tablo 3. Kefir Danesinde Bulunan Lactobacillus TUrleri.........ccccooviiiniiiiiiiiisccccs 9
Tablo 4. Kefir Danesinde Bulunan Diger Bakteri TUrIETT ........occovriiveirineiniciiscesceines 11
Tablo 5. Kefir Danesinde Bulunan Maya TUIIETT .......ooeiivieiiiiieceeeseee s 13
Tablo 6. Kefirde Bulunan Bazi Kimyasal Bilesenler ve Besinsel Deger..........coccevvvrvennienene. 15
Tablo 7. Calismada Kullanilan Kefir Danelerine Ait Genel Bilgiler .........c.ccooevviiiviiniinennnne. 31
Tablo 8. Calismada Kullanilan Primerler .........ccccocviiiiiiiiiic i 39
Tablo 9. Uretimde Kullanilan Inek Siitiiniin Baz1 Fizikokimyasal Ozellikleri ...........c.......... 51
Tablo 10. Calismada Kullanilan Duyusal Analiz Form Ornegi .......c.coceevvevrveriesrseecsseesnennns 54
Tablo 11. Kefir Danelerinin Mikrobiyolojik Analiz Sonuglari (log kob/gr) .......cccccvvvevrinnnnes 58
Tablo 12. Kefir Danelerinin Mikrobiyolojik Ozelliklerinin Istatistiksel Olarak

KarstlastirilmMast ..o...ccveciiciiccie e re e s nae e snne e 59
Tablo 13. Kefir Danelerinden Izole Edilen Muhtemel Laktik Asit Bakterilerinin Izolat

NUMATAST V& SAYISI .ovveiiiiiiiiiiiiisien e 60
Tablo 14. Kefir Danelerinden Izole Edilen Muhtemel Asetik Asit Bakterilerinin izolat

NUMATAST V& SAYIST 1vvvvirviariesiessiesiesuesseessesseessessesssessesssessesssesssessesssessesssessesssessesssesssnns 61
Tablo 15. Kefir Danelerinden Izole Edilen Mayalarin izolat Numarast ve Sayisi.........c......... 62
Tablo 16. Kefir Danelerinden Elde Edilen MRS Izolatlarinin Gram, Katalaz ve

MiKroskObik OZEITKIEI ....vucveveiecieceieiecicieie ettt 65
Tablo 17. Kefir Danelerinden Elde Edilen M17 Izolatlarinin Gram, Katalaz ve

MiKIOSKODIK OZELHKIETT ....v.ecveveceiceiecee sttt 66
Tablo 18. Kefir Danelerinden Elde Edilen GYC Izolatlarinin Gram, Katalaz ve

MiKroskObik OZEIIKIEI ....cvucvevereciiceiieieeiciece ettt 68
Tablo 19. Kefir Danelerinden Elde Edilen MRS Izolatlarinin 16S-rRNA PCR ile Tani

SOMUGTATT .t b e b e b e e e b e e b nnes 72
Tablo 20. Kefir Danelerinden Elde Edilen M17 Izolatlarinin 16S-rRNA PCR ile Tan

Y0 811 o] F2 o ST 73
Tablo 21. Kefir Danelerinden Elde Edilen GYC izolatlarinin 16S-rRNA PCR ile Tam

SOMUGTATT ..ttt b e e e bt sb e e nre e e nnes 75



Tablo 22. Kefir Danelerinden Elde Edilen PDA Izolatlarinin 28S-rRNA PCR ile Tan
SOMUGTATT .t b e b e b e e e b e e b nnes 80
Tablo 23. izole Edilen Kefir Bakterilerinin MRS Broth Besiyerinde Safra Tuzlarindaki
L€ 1<) 1131 oV ST 83
Tablo 24. izole Edilen Kefir Bakterilerinin M17 Broth Besiyerinde Safra Tuzlarindaki
GRIISTIM 1.ttt bbbt e bt sb e b e et bt e bt nbe e b nnes 85
Tablo 25. Izole Edilen Kefir Bakterilerinin SM Broth Besiyerinde Safra Tuzlarindaki
L] 113 15 1Y OSSR 86
Tablo 26. izole Edilen Kefir Mayalarinin YPD Broth Besiyerinde Safra Tuzlarindaki
L 1<) 1131 o | ST 87
Tablo 27. MRS Besiyerinden Izole Edilen Muhtemel Probiyotik Izolatlarin Simiile Mide
Ortamina TOleranSIar ........cveiieiiiiieeee e 90
Tablo 28. M17 ve GYC Besiyerinden Izole Edilen Muhtemel Probiyotik izolatlarm
Simiile Mide Ortamina Toleranslart ..........cccoovivieiiinin e 93
Tablo 29. PDA Besiyerinden Izole Edilen Muhtemel Probiyotik izolatlarin Simiile Mide
Ortamina ToleranSIarT .......ccveiiiiiiieee e e 95
Tablo 30. Bakteri Izolatlarinin Oto-agregasyon YUzdeleri........ccooovrverveesrirrseinessecissiessseneenan, 99
Tablo 31. Maya Izolatlarinin Oto-agregasyon YUzZdeleri .....ccocvvevrrrireurrseseerssessseesssessnenns 100
Tablo 32. Bakteri Izolatlarinin Ko-agregasyon Yizdeleri.........cccocvvuererirerrirererciseeseennns 103
Tablo 33. Maya izolatlarinin Ko-agregasyon YUzdeleri.........cooouevivereiercreieneciseseseeeinns 105
Tablo 34. Bakteri Izolatlarinin Hidrofobisite YUzZdeleri........coovvevreerercicieieieecieeesee s 109
Tablo 35. Maya izolatlarnin Hidrofobisite YUZAEleri.......occoueverrerririrereiriieieneiseesssesse s 110
Tablo 36. Bakteri ve Maya izolatlarinin Hemolitik AKtiviteleri.......co.ocvrevervvrereeeerreeirrennnns 113
Tablo 37. Bakteri ve Maya izolatlarinin DNase AKHVESi.......cecoveveveerieeerireeriesssesssesssseseneens 115
Tablo 38. Bakteri ve Maya izolatlarimin Safra Tuzu Hidrolaz AKtVitesi.......co.ocvevrvverrerrennens 117
Tablo 39. Bakteri Izolatlarinin Antibiyotik Direnci Inhibisyon Zon Caplar ...............cc....... 119
Tablo 40. Maya izolatlarinin Antifungal Direng Inhibisyon Zon Caplari ...........ccceeeveerrnene. 121
Tablo 41. Bakteri izolatlarinin Antibiyotik Direng Profili ve MAR Indeksleri ..........o.......... 124
Tablo 42. Maya izolatlarimin Antifungal Direng Profili ve MAR Indeksleri ............ccoevnnnee. 125
Tablo 43. Muhtemel Probiyotik Bakteri Izolatlarinin Antimikrobiyal Aktivite Ozellikleri
(InhibiSyon Zon ap1, MIM)™ .......ccciieriiiiiiinie i e eae e 128
Tablo 44. Muhtemel Probiyotik Maya izolatlarmin Antimikrobiyal Aktivite Ozellikleri
(inhibisyon zon ¢apt, MM)™........cooiiiiiiiieeee s 130
Tablo 45. Bakteri izolatlarinin Viriilans FaktSr Genleri........ccccouevreeeureeeureeeesseeeseeiseeissessnenes 133
Tablo 46. Izole Edilen Kefir Bakterilerinin Farkli Sicakliklarda GeliSimi........c..cccvvrveenne 137

X



Tablo 47.

Tablo 48.

Tablo 49.

Tablo 50.

Tablo 51.

Tablo 52.

Tablo 53.

Tablo 54.

Tablo 55.

Tablo 56.

Tablo 57.

Tablo 58.

Tablo 59.

Tablo 60.

Tablo 61.

Tablo 62

Tablo 63.

Tablo 64.

Tablo 65.

Tablo 66.

Tablo 67.

Izole Edilen Kefir Mayalarmin Farkli Sicakliklarda GeliSimi .........c..ccovvvevvervennenn. 139
Izole Edilen Kefir Bakterilerinin Farkli pH Degerlerindeki Geligimi.................... 142
izole Edilen Kefir Mayalarinin Farkli pH Degerlerinde Gelisimi.............cccovu..... 144
Bakteri Izolatlarinin Glikozdan Gaz Olusturma Yetenegi........ccoovvvvvvvevervrrernnn. 146
Bakteri izolatlartnin Arjinin Hidrolizi.........c.cceueiveieicunieeieieissese e, 149
EPS Uretimiyle I1gili Genlerin Taranmasl..........cccooevueveurerereerersssesessssssessesesenns 151
Calismada Uretilen Kefir Cesitleri ve Kullanilan Izolatlar............ccococeveeveveieeenne. 153

Kefir Orneklerinin Depolama Siiresince Mikrobiyolojik Ozellikleri

(10G KOB/ML) .o 154
Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Mikrobiyolojik Ozelliklerine Ait

Varyans Analiz SONUGIATT.........ccocviiiiiiiiiiii e 155
Kefir Orneklerine Ait Laktik Basil Sayim Sonuglar1 Ortalamalarinin Duncan

Coklu Karsilastirma Test SONUGIATT .........ccviiiiiiiieiie e 156
Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Laktik Basil Sayim Sonuglari
Ortalamalarinin Duncan Coklu Karsilastirma Test Sonuglart........c.ccocvveiiiiinennns 156
Kefir Orneklerine Ait Laktik Kok Sayim Sonuglari Ortalamalarmim Duncan

Coklu Karsilastirma Test SONUGIATT ......ccccoviiiiiiiciic e 157
Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Laktik Kok Sayim Sonuclari
Ortalamalarinin Duncan Coklu Karsilagtirma Test Sonuglari........c.ccoocvveeiinienens 158
Kefir Orneklerine Ait Maya Sayim Sonuglar1 Ortalamalarinin Duncan Coklu
Karsilastirma Test SONUGIATIT ........ccviiiiiiiiciic e 159
Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Maya Sayim Sonuglar1 Ortalamalarinin

Duncan Coklu Karsilastirma Test SOnuGlart .........ccocvveeiiiiiiinienine e 159

. Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca pH, Asitlik, Su Tutma Kapasiteleri ve

SErum AYITIMAST ..c.ooviiiiiiieee 162
Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Fizikokimyasal Ozelliklerine Ait Varyans
ANAIIZ SONUGIATT.....eiiiiieiiccie et sraeeneas 163
Kefir Orneklerine Ait pH Degerlerinin Ortalamalarinin Duncan Coklu
Karsilagtirma Test SONUGIATT .....c..oiieiiiiiiiiiie s 164
Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca pH Degerlerinin Ortalamalarimin

Duncan Coklu Karsilastirma Test Sonuglart .........cccovevveeviiiiiiieecic e 164
Kefir Orneklerine Ait Asitlik Degerlerinin Ortalamalarinin Duncan Coklu
Karsilagtirma Test SONUGIATT .....c.oiieiiiiiiicie s 166
Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Asitlik Degerlerinin Ortalamalarinin

Duncan Coklu Karsilagtirma Test SOnuGlart ..........ccoccvvvvereninniinie i 167

Xi



Tablo 68.

Tablo 69.

Tablo 70.

Tablo 71.

Tablo 72.
Tablo 73.

Tablo 74.

Tablo 75.

Tablo 76.

Tablo 77.

Tablo 78.

Tablo 79.

Tablo 80.

Tablo 81.

Tablo 82.

Tablo 83.

Kefir Orneklerine Ait Su Tutma Kapasitesi Ortalamalarinin Duncan Coklu
Karsilagtirma Test SONUGIATT .....c.oiieiiiiiiiiiiec s 168
Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Su Tutma Kapasitesi Ortalamalarinin
Duncan Coklu Karsilastirma Test Sonuglart .........cccoevvvveeviciii e 169
Kefir Orneklerine Ait Serum Ayrilmasi Ortalamalarinin Duncan Coklu
Karsilagtirma Test SONUGIATT .....c.eiieiiiiiiiiie s 170
Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Serum Ayrilmasi Ortalamalarinin Duncan
Coklu Karsilastirma Test SONUGIATT ......cccveiiiiieiiiieiesie e 171
Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Viskozite Degerleri ...........ccooeueverreunnnn., 173
Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Viskozite Degerlerine Ait Varyans Analiz
SONUGIATT .ttt be e sreeenae b e 174
Kefir Orneklerine Ait Viskozite Degerlerinin Ortalamalarinin Duncan Coklu
Karsilastirma Test SONUGIATT ........ccviiiiiiiiciic e 174
Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Viskozite Degerlerinin Ortalamalarinin
Duncan Coklu Karsilagtirma Test Sonuglart ........cocecvvveiiniininiiniiecceee 175
Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Kivam Katsayilar1, Akis Davranis
Indeksleri ve Regresyon Katsayist (R2) .......ccvvcvvenreenseissiessesssssesssessssesssssssssnes 177
Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Kivam Katsayis1 Degerlerine Ait Varyans
ANANZ SONUGIATT...c.eiiiiiiieie e e 178
Kefir Orneklerine Ait Kivam Katsayisi Ortalamalarinin Duncan Coklu
Karsilastirma Test SONUGIATIT ........ccviiiiiiiiciic e 178

Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Kivam Katsayisi Ortalamalarmin Duncan

Coklu Karsilagtirma Test SONUCIATT .......ccvvviiiiiiiieiire e 179
Kefir Orneklerinin Depolama Siiresince Gergeklestirilen Duyusal Analiz Sonuglari
.................................................................................................................................... 182
Kefir Orneklerinin Depolama Siiresince Gergeklestirilen Duyusal Analiz
Sonuglarina Ait Varyans Analiz SONUGIart ........cccecvviiiiiinii i 184

Kefir Orneklerine Ait Duyusal Analiz Sonuglarinin Ortalamalarinin Duncan Coklu
Karsilagtirma Test SONUGIATT .....c..oiieiiiiiiiiiie s 188
Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Duyusal Analiz Sonuglarinin

Ortalamalarinin Duncan Coklu Karsilastirma Test Sonuclart..........c.cccceeevevieennens 188

Xii



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1. Kefir danesinin taramal1 elektron mikroskobu gorintiisii ..........coveevvvriniiniennenieiennnn, 7
Sekil 2. Kefirin Uretim YONtEMIETT ...o.uvvviiieiiiieiisiesie e sne e 18
Sekil 3. Kefirin metabolizma ve saglik tizerine probiyotik etkileri..........ccccoovniniiiiininnnnn. 20
Sekil 4. Calismada kullanilan bazi kefir daneleri ..o 32
Sekil 5. ClearBand DNA Marker 100bp-Green fragment boyutlart..........ccccoeeveieiinencienenene 37
SekKil 6. Kefir Giretim SEMAST .....cciviiiiiiiiiiiesiie sttt st s sae b sbeesnbeenbeesrneens 50
Sekil 7. Kefir tiretiminin fermantasyon a$amasl ..........cceiverereerieniennesieeseeseesesseesieesee e sieseens 51
Sekil 8. Uretilen kefirlerin buzdolabinda depolanmast .............ccc.cveureeeieererreeresciseiesesesenns 52
Sekil 9. Bakteri izolatlarinin Gram boyama ile mikroskop gorintiler: .........ccooovvviiiiiicinenn. 63
Sekil 10. Hafnia paralvei 221 numarali izolatin pozitif katalaz teSt SONUCU ...........c.cccevvrvenee, 64
Sekil 11. Maya izolatlarinin basit boyama gorintileri........cccuovvvvriniiiiinienienenee e 69
Sekil 12. Kefir danesi bakteri izolatlarinin (GTG)s rep-PCR profillerinin

gruplandirilmasinin DNA parmak izi goriintiileri (M: Marker; G: Grup)............... 70
Sekil 13. Kefir danesi bakteri izolatlarinin 16S-rRNA geninin ampilifikasyonunu gosteren

jel gortintiisii (M: Marker; G: Grup; K: Negatif kontrol) ..........ccccocvviiiiiiiininnns 71
Sekil 14. Lb. kefiranofaciens izolatinin spesifik LK1-2F ve LK1-2R primerleri ile

gergeklestirilen PCR jel goriintiisii (M: Marker, K: Pozitif Kontrol)..........c.c......... 77
Sekil 15. Lc. lactis subsp lactis spesifik primeri ile gergeklestirilen PCR jel goriintiisii

(M: Marker, K: KONIOL) .....oovoeeicceeee e 78
Sekil 16. Lc. lactis subsp cremoris primeri ile gergeklestirilen PCR jel goriintiisii

(I IVIBEKET) .ttt bbbttt 78
Sekil 17. Kefir danesi maya izolatlarinin M13 RAPD-PCR profillerinin gruplandirilmasinin

DNA parmak izi goriintiileri (M: Marker; G: Grup)......ccccoevviiiinininnies 79
Sekil 18. Kefir danesi maya izolatlarinin 28S-rRNA geninin ampilifikasyonunu gosteren

jel goriintiisii (M: Marker; G: Grup; K: Kontrol) ..o, 79
Sekil 19. Safraya tolerans gosteren iZolat SAYIST ....c.oiveiviiiieriiiiieiisie e 89
Sekil 20. Simiile mideyi ortamini tolere eden izolat say1lart ..o 97
Sekil 21. Hemolitik aktiviteye sahip Staphylococcus aureus ATCC 29213 Susu .......coveee. 112
Sekil 22. Hemolitik aktiviteye sahip olmayan Kluyveromyces marxianus 548 susunun

kanli Columbia agar ve YPD agar tizerindeki gorintiisii.......cccoovrvvvrenieeriesienrnnnnn 112
Sekil 23. Kluyveromyces marxianus 624 susunun (A) ve pozitif kontrol olarak kullanilan

Staphylococcus aureus ATCC 29213 susunun (B) DNase agar’daki gelisimi ..... 114

Xiii



Sekil 24.

Sekil 25.
Sekil 26.
Sekil 27.
Sekil 28.
Sekil 29.
Sekil 30.
Sekil 31.

Sekil 32.
Sekil 33.

Sekil 34.

Sekil 35.

Sekil 36.

Sekil 37.

Sekil 38.

Sekil 39.

Lactococcus lactis 252 susunun (A) ve pozitif kontrol olarak kullanilan Lcb. caseli

ATCC 393 ve Lcb. casei strain Shirota suslarinin (B) Bile Esculine Agar

UZETINAEKT ZEIISIMI .ueivviivieiiiieie et 116
Lactococcus lactis 207 numarali izolatin antibiyotik direnci........c.ccooevvvvivrieiirennns 118
Kazachstania unispora 510 numarali susun antifungal direnci ..........cccocervevrvrnenne. 118

Lactococus. lactis 246 izolatinin Listeria monocytogenes ATCC 7644 patojeni
tizerine antimikrobiyal etKisi.........coviiiiiiiiiiiiicice e 127

14,75 ve 76 numarali izolatlarin asal virtilans faktor geni PCR jel goriintiisti (M:

IVIBTKET) ettt 134
96-kuyucuklu plakanin kullanildigi 45°C’de izolatlarin gelisimi..........ccocvvvenenens 135
[zolatlarin 96-kuyucuklu plaka kullanilarak farkli pH’lardaki gelisimi .................. 140
Gaz olusumu gosteren (A) ve gosteremeyen 1zolatlar ..., 145
Pozitif (A) ve negatif (B) arjinin hidrolizi..........ccccocovivviiiiiiiiienin e 148

Kefir 6rneklerinin depolama siiresi boyunca laktik basil sayim sonucu (Kj:
Bakterilerden ve mayalardan olusan kefir; K>: Sadece bakterilerden olusan kefir;
C: Kontrol Kefir OTNEE1) ....cvvevveeeiiiiiieisisieeeee et 157
Kefir 6rneklerinin depolama siiresi boyunca laktik kok sayim sonucu (Ki:
Bakterilerden ve mayalardan olusan kefir; K2: Sadece bakterilerden olusan kefir;
C: Kontrol Kefir OTNEE1) ...vvvevveeieiieieeeieisee e 158
Kefir 6rneklerinin depolama siiresi boyunca maya sayim sonucu (K1: Bakterilerden
ve mayalardan olusan kefir; K2: Sadece bakterilerden olusan kefir; C: Kontrol
KETIT OTTIEE) oot 160
Kefir 6rneklerinin depolama siiresi boyunca pH degerleri (K1: Bakterilerden ve

mayalardan olusan kefir; K2: Sadece bakterilerden olusan kefir; C: Kontrol kefir

Kefir 6rneklerinin depolama siiresi boyunca % asitlik degerleri (K1: Bakterilerden
ve mayalardan olusan kefir; K2: Sadece bakterilerden olusan kefir; C: Kontrol
KEEIT OTTICET) cvveveivveitieiie sttt sttt bbbttt be e 168
Kefir 6rneklerinin depolama siiresi boyunca su tutma kapasitesi degerleri (K:
Bakterilerden ve mayalardan olusan kefir; K>: Sadece bakterilerden olusan
kefir; C: Kontrol Kefir OINEGi) ...cvviveiiiieiiiieiinie e s 170
Kefir 6rneklerinin depolama siiresi boyunca serum ayrilmasi degerleri (Kj:
Bakterilerden ve mayalardan olusan kefir; Ko: Sadece bakterilerden olusan

kefir; C: KOntrol Kefir Ornegi)....cc.covvereieieiineee e 172

Xiv



Sekil 40. Kefir 6rneklerinin depolama stiresi boyunca 20 rpm (A) ve 50 rpm (B)’de
viskozite degerleri (K1: Bakterilerden ve mayalardan olusan kefir; Ko: Sadece
bakterilerden olusan kefir; C: Kontrol kefir 6rnegi) ......ccoccvvvvvieviiininiiniieniennieneenns 176
Sekil 41. Kefir 6rneklerinin depolama siiresi boyunca kivam katsay1 degerleri (Kj:
Bakterilerden ve mayalardan olusan kefir; Ko: Sadece bakterilerden olusan
kefir; C: Kontrol Kefir GTNeZ1) .......ccvvviiiiiiiiiiiiieeceeeeeeeeeee e 180
Sekil 42. Kefir drneklerinin depolama siiresi boyunca duyusal analiz 6zellikleri (A: 1. giin,

B: 7. glin, C: 14. glin, D: 21. gliN)..cccooviiiiiiiici 189

XV



Kisaltmalar

AAB
ATCC
BHI
BSH
CFS
DNA
DRBC
EFSA
EPS
FAO
GYC
LAB
LiOAc
MAR
MRS
NCBI
PBS
PCR
PDA
RAPD-PCR
rep-PCR
RNA
Rpm
rRNA
RSM
SDS
SEM
SM
uv
WHO
YPD

KISALTMALAR VE SIMGELER DiZiNi

- Asetik Asit Bakterisi

: American Type Culture Collection

: Brain Heart Infusion

: Safra Tuzu Hidrolaz Aktivitesi

: Hiicre Igermeyen Siipernatant

: Deoksiribo Niikleik Asit

: Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar
: Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (European Food Safety Authority)
: Ekzopolisakkarit

: Gida ve Tarim Orgiitii

: Glukoz-Yeast extract-Calsium carbonat

- Laktik Asit Bakterisi

- Lityum asetat

: Coklu Antibiyotik Direnc Indeksi (Multiple Antibiotic Resistance Index)
: De Man, Rogosa and Sharpe Agar

: Nation Center for Biotechnology Information

: Fosfat Tamponlu Tuz

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Potato Dextrose Agar

: Random Amplified Polymorphic DNA

: Repetitive Element Sequence-based PCR

: Riboniikleik Asit

: Dakikadaki Devir Sayisi

: Ribozomal Riboniikleik Asit

- Rekonstitlie Yagsiz Siit

: Sodyum Dodesil Siilfat

: Taramal1 Elektron Mikroskobu

: Sodyum Dodesil Siilfat

: Ultraviyole

: Diinya Saglik Orgiitii

. Yeast Extract Peptone Dextrose

XVi



Simgeler
o

p

v

%
°C
ng
pL
pm
bp
CO2
cP
dk

mm
mM

NaCl
NaOH
nm

O2
Pa.s
pH
ppm
RZ

sn

. Alfa

: Beta

: Gama

- Yiizde

: Santigrat Derece

: Mikrogram

: Mikrolitre

: Mikrometre

: Baz Cifti

: Karbondioksit

: Centipoise

: Dakika

: Etidyum Bromiir

: Gram

:Su

: Hidrojen Peroksit
: Hidroklorik Asit

: Uluslararasi Birim
: Koloni Olusturan Birim
: Logaritma

: Molarite

: Miligram

: Mililitre

: Milimetre

: Milimolar

: Normalite

: Sodyum Kloriir

: Sodyum Hidroksit
- Nanometre

: Oksijen

: Paskal Saniye

. Asitlik Bazlik Birimi
: Parts Per Million

: Regresyon katsayisi
: Saniye

Xvii



wiv : Agirlik/Hacim
\% : Volt

xviii



GIRIS

Son yillarda tiiketicilerin beslenme konusunda daha da bilinglenmeye baslamasi
sonucunda beslenmeye yonelik talepler giivenilir ve insan sagligina olumlu etkiler saglayan,
hastaliklardan koruma potansiyeli olan fonksiyonel gidalara ulagma istegini arttirmaktadir.
Kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve obezite gibi kronik bulasici olmayan hastaliklarda
gbzlenen artis, uzun ve saglikli yasam istemi bu artan ilginin 6nemli bazi nedenlerindendir.
“Fonksiyonel gida” terimi, viicutta belirli islevlere katkida bulunan besinleri ve bilesenleri
iceren gidalar1 kapsamaktadir (Egea vd., 2022). Kefir, fonksiyonel gidalarda probiyotik igerigi
acisindan 6nemli bir yere sahip olan, igerisinde bir¢ok faydali bakteri ve maya bulunduran, son

yillarda gittikge popiilaritesi artan fermente bir siit Giriintidiir (Kéroglu vd., 2015).

Probiyotikler, prebiyotikler ve fonksiyonel gida iiriinlerine olan talep, giiniimiizde hizla
artmaktadir (Tomar vd., 2017). Kefir sahip oldugu dogal probiyotik mikroorganizmalar nedeni
ile 6nemli bir probiyotik liriin olarak diisiiniilmektedir (Otles ve Cagindi, 2003, Farnworth,
2005). Probiyotikler, sagliga yararli olan canli bakterileri igeren gidalardir (Otles ve Cagindi,
2003). “Probiyotik” kelimesi Yunancadan “yasam i¢in” kelimesinden tiiretilmistir (Fooks vd.,
1999). 2001 yilinda, Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ve Diinya Saghk Orgiitii
(WHO) tarafindan ifade edilen ve en yaygin kabul edilen tanim, probiyotiklerin, yeterli
miktarlarda tiiketildiginde konakg¢iya saglik yarari saglayan canli mikroorganizmalar oldugu
seklindedir (FAO/WHO, 2001). Giiniimiizde yaygin olarak bilinen probiyotik bakteriler,
Lactobacillus ve Bifidobacterium cinslerine aittir (Prasad vd., 1998). Ayrica, Saccharomyces,
Enterecoccus, Lactococcus ve Propionibacterium cinsleri de probiyotik mikrrorganizmalar
olarak dikkate alinmakta ve Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ve Streptococcus

thermophilus da probiyotik olarak kabul edilmektedir (Vinderola ve Reinheimer, 2003).

Siit Uriinlerinin her biri i¢in, intestinal mikrobiyotanin farkli bilesenleri arasindaki
dengeyi iyilestirme, bagirsak bagisiklik sistemini diizenleme veya dogal bariyeri destekleme
gibi faydali etkilere sahip oldugu iddia edilmektedir (Morelli, 2007). Bu nedenle Ghoddusi ve
Hassan (2011), probiyotik iiriinlerde 108-108 CFU/mL probiyotik konsantrasyonunun olmasi
gerektigini ve diizenli olarak tiiketimini tavsiye etmistir. Bakteri ve mayalarin probiyotik
karisiminin iyi bir 6rnegi kefirdir (Lopitz-Otsoa vd., 2006). Kefir, patojenik organizmalarin
tistesinden gelmek, sindirim sistemini yeniden olusturmak ve sindirime yardimci olmak igin

gliclii mikroorganizma suslarindan olusan canli aktif kiiltiirleri igerir (Otles ve Cagindi, 2003).



Kefir, 21. yiizyilin yogurdu olarak tantmlanmaktadir ve yogurttan sonra 6nemli bir yere
sahip olan ve herkes tarafindan sevilerek tiiketilen fermente siit tirtiniidiir (Simova vd., 2002,
Yiiksekdag vd., 2004, Tomar vd., 2017). Kefirin 6nemi, 1920'li yillarda Rus bilim insanlarinin
kefirde probiyotik bakterileri incelemeleri sirasinda, yogurtta bulunan probiyotik bakteri
sayisinin iki tane iken kefirde 25-30 tane olmasinin fark edilmesiyle anlasilmis ve bu kefirin
zaman i¢inde insanlar tarafindan tercih edilen bir icecek haline gelmesine katki saglamistir

(Tomar vd., 2017).

Kefir, sirasiyla mezofilik bakteriler ve mayalar tarafindan laktik asit ve alkol
fermantasyonu (laktik asit, CO, etanol ve diger lezzet olusturucu iiriinler) ile iiretilen eski bir
fermente siit icecegidir (Yiiksekdag vd., 2004, Diosma vd., 2014). Kefir, siitiin liyofilize kefir
starter kiiltiirleri, geleneksel kefir daneleri ve kefir danelerinin ¢ikarilmasindan sonra kalan {iriin
ile fermente edilmesiyle tiretilebilmektedir (Prado vd., 2015). Kefir daneleri, Bifidobacterium
bifidum, Lactobacillus acidophilus gibi dogal probiyotikler ile laktik asit bakterileri (LAB),
asetik asit bakterileri (AAB), mayalar ve flamentli kiifler de dahil olmak iizere genis ve
degisken bir mikrobiyota igerir (Bensmira vd., 2010, Pogacic vd., 2013, Koéroglu vd., 2015).
Laktik asit bakterileri, asetik asit bakterileri ve mayalarin kefir tiretiminde beraber kullanimi
kaliteyi renk, kopiirme, lezzet, koku, asitlik ve viskozite acisindan olumlu etkilemektedir
(Assadi vd., 2000). Asetik asit bakterileri, kefirin duyusal 6zelliklerini ve diger mikroflorasini
olumsuz yonde etkilemeden, ekzopolisakkarit olusumuna ve kefir danesi biyokiitlesinin
artmasina katkida bulunmaktadir (Ozdemir vd., 2015, Sindi vd., 2020). Yararli bakteri ve
mayaya ek olarak, kefir 6zellikle kalsiyum, magnezyum, fosfor, A vitamini, B2 ve B12, K
vitamini ve D vitamini gibi bircok vitamin, amino asit, mineral, kolay sindirilebilen tam

proteinleri ve enzimi igerir (Oner vd., 2010, Gaware vd., 2011).

Bu calismada, iilkemizin cesitli bolgelerinden elde edilen 30 farkli kefir danesinin
mikrobiyotasi belirlenmeye calisilmis ve toplam 501 sus izole edilmistir. Bu izolatlarin starter
(farklh sicaklik ve pH’da gelisim, glikozdan gaz olusumu, arjinin hidrolizi, ekzopolisakkarit
tiretimi) ve probiyotik (safraya direng, simiile mide ortamina tolerans, antagonistik aktivite, oto-
agregasyon ve ko-agregasyon, hidrofobisite, antibiyotik direnci, viriilans faktor, hemolitik
aktivite, safra tuzlarini hidrolize etme yetenegi ve DNase aktivitesi) ozellikleri arastiril migtir.
Yapilan analizler sonucunda kefir iiretiminde kullanilabilecek izolatlar belirlenerek
bakteriler+mayalardan olusan kefir, sadece bakterilerden olusan kefir iiretilmis ve bu kefirlerin
21 giinliik depolama siiresi boyunca bazi mikrobiyolojik, fizikokimyasal ve duyusal 6zellikleri

incelenmistir. Boylece, depolamanin 6rnekler tizerindeki etkisi aragtirilmustir.



KURAMSAL TEMELLER

Kefir

Geleneksel ve popiiler bir igecek olan kefir binlerce yildir tiiketilen Kafkasya orjinli siit
trtintiidiir (Motaghi vd., 1997, Otles ve Cagindi, 2003). Kefirin anavataninin Kafkas Daglari
oldugu ve Kafkasya’da Elbruz Daglar eteklerinde yapilip, yapiminin gizli oldugu ancak
Rusya’da yayinlanan “Kefyr” kitabinin 1984 yilinda Moritz Schulz tarafindan Almanca’ya
cevrilmesi ile Avrupa’da tanindigi arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Yiksekdag ve
Beyatli, 2003). Kefir, kefir danelerinin igerisinde bulunan bakteri ve mayalarin etkisiyle
iretilen fermente bir siit igecegi olup, kendine 6zgii bir tada ve benzersiz 6zelliklere sahiptir ve
saglig1 gelistirici 6zelliklerinden dolay1 insan beslenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir

(Farnworth, 2005, Nejati vd., 2020).

Tiirkge’ de costuran, hos tat, keyif veren, glizel hissettiren, mest eden anlamlarina gelen
‘keyf” sozciigiinden geldigi diistiniilen kefir; kefer, Kipi, kepi, knapan, kephir ve kiaphur gibi
isimlerle de bilinmektedir (Ding, 2008, Sabir vd., 2010, Ahmed vd., 2013a, Nielsen vd., 2014).
Kefirin kokenine dair efsane vardir ve bu efsaneye gore orijinal kefir daneleri, Hz. Muhammed
(SAV) tarafindan bolgedeki Ortodoks Hristiyanlara bagkalariyla asla paylagsmamalart yoniinde
kesin bir talimatla verilmistir (Nielsen vd., 2014). Bu nedenle kefir daneleri "Peygamber darist"
olarak da adlandirilmaktadir (Sarkar, 2008, Pogacic vd., 2013). Kefir, Rusya, Kuzey Afrika,
Dogu ve Kuzey Avrupa, Orta Dogu, Japonya, Kuzey Amerika ve Giineybati Asya da dahil
olmak iizere diinyanin ¢esitli yerlerinde beslenme ve tedavi edici 6zellikleri nedeniyle 6nem
kazanmus, diyetetik bir igecek olarak tiiketilmesi tavsiye edilmistir (Sarkar, 2008). Antioksidan,
antiinflamatuar, antihipokolesterolemik, antihipertansif, antimutajenik, antikanserojenik ve
noroprotektif 6zellikler gibi ¢ok cesitli saglik yararlar1 nedeniyle de diinya ¢apinda biiyiik bir
popiilerlik kazanmistir (Culpepper, 2022, Yegin vd., 2022).

Kefir; inek, keci, manda, kisrak, deve ya da koyun siitiinlin kefir daneleriyle
inkiibasyonu sonucu hazirlanmais, asidik, egzotik eksi ve hafif alkollii bir tada sahip ferahlatici,
fermente bir siit igecegidir (Riviére vd., 1967, Guzel-Seydim vd., 2000, Farnworth, 2005, Sabir
vd., 2010, Karatepe ve Yal¢in, 2014, Azizkhani vd., 2021, Biger vd., 2021). Kefirin aromasi ve
bilesimi siitiin tiiriine, teknolojik prosese ve kefir danesinin kaynagina bagl olarak degiskenlik
gostermektedir (Ertekin ve Guzel-Seydim, 2010). Giizel-Seydim vd. (2000), kaliteli bir kefirin
kopitiklii, dokiilebilir bir kivama sahip oldugunu belirtmektedirler. Laktik asit bakterileri ve



mayalar tarafindan siitiin fermente edilmesiyle olusan kefir; CO2, 6zellikle bakteriyosinler, az
miktarda etil alkol (%0,5-2 diizeyinde), laktik asit (%1 kadar), siiksinik, formik ve
propiyonikasitler, dogal biyoaktif bilesikler, asetik asit, antibiyotikler ve aromatik maddelerden
(asetaldehit ve aseton gibi) olusur (Guzel-Seydim vd., 2000, Otles ve Cagindi, 2003, Giiven
vd., 2003, Karatepe ve Yalcin, 2014, Azizkhani vd., 2021). Kefirin muhafazasi esnasinda CO»,
alkol ve asitlik miktar1 artis gosterdigi icin tatli, orta sert, sert ve ¢ok sert kefir olarak

gruplandirilmaktadir (Karatepe ve Yalgin, 2014).

Geleneksel kefir, Kuzey Kafkasya bolgesindeki ¢obanlardan gelen fermente bir siit
icecegidir ve bir kapinin yaninda asili deri ¢antalarda yapilirdi. Siit ve kefir danelerinin iyice
karigsmasini saglamak i¢in kapidan gegen herkes tarafindan deri ¢antaya carpilirdi (Gaware vd.,
2011). Kefir iiretiminde hindistancevizi, ceviz, yer fistigi, piring ve soya siitii de kullanilabilir,

ancak genellikle inek siitii kullanilmaktadir (Otles ve Cagindi, 2003, Nielsen vd., 2014).

Tiirk Gida Kodeksi 30.11.2022 tarih ve 32029 say1, 2022/44 No’lu Tiirk Gida Kodeksi
Fermente Siit Uriinleri Teblii’'ne gore kefir “Fermantasyonda, kefir danesine &zgii
karakteristik mikroorganizmalar olan Lactobacillus kefiri, Lactobacillus kefiranofaciens,
Lactobacillus kefirgranum’dan en az ikisini, laktozu fermente eden mayalardan Kluyveromyces
marxianus ve etmeyen mayalardan Saccharomyces spp.’yi zorunlu olarak igeren bunun yaninda
Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus, Acetobacter ve benzeri bakteri cinslerine ait tiirler
ile farkli maya tiirlerini de bulundurabilen kefir danelerinin veya starter kiiltiirlerin kullanildig1
fermente siit iiriinii” olarak tanimlanir (Anonim, 2022b). Tiirk Gida Kodeksi, 2022/44 No’lu

Fermente Siit Uriinleri Tebligi’ne gore kefirin iiriin dzellikleri Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi’ne Gére Kefirin Uriin Ozellikleri
(Anonim, 2022b)

Bilesen Miktar
Siit Proteini (Kiitlece %) Enaz 2,7
Siit Yagi (Kiitlece %) En fazla 10
Titrasyon Asitligi (Laktik asit olarak kiitlece %) Enaz 0,6

Etanol (%hacim/agirlik) -

Toplam Spesifik Mikroorganizma (kob/g) Enaz 10’
Etikette Belirtilen Toplam Ilave Mikroorganizma (kob/g) Enaz 108
Maya (kob/g) Enaz 103




Codex Alimentarius Anonim (2022a)’ma gore kefir daneleri, Lactobacillus kefiri,
Lactococcus, Leuconostoc ve Acetobacter cinsi tiirlerinden hazirlanan starter kiiltiirdiir. Kefir
daneleri hem laktozu fermente eden mayalar1 (Kluyveromyces marxianus) hem de laktozu
fermente etmeyen mayalar1 (Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces exiguus ve
Saccharomyces unisporus) icermektedir. Codex Alimentarius Anonim (2022a)’1na gore kefirin

tiriin 6zellikleri Tablo 2°de verilmistir.

Tablo 2. Codex Alimentarius Standard’ina Gére Kefirin Uriin Ozellikleri (Anonim, 2022a)

Bilesen Miktar
Stit Proteini (% m/m) Enaz 2,7
Siit Yagi (% m/m) En fazla 10
Titre Edilebilir Asitlik, % Laktik asit olarak (% m/m) Enaz0,6
Etanol (% vol./w) -
Toplam Spesifik Mikroorganizma (kob/g, toplam) Enaz 10’
Etikette Belirtilen Toplam Ilave Mikroorganizma (kob/g) Enaz 10°
Maya (kob/g) Enaz 104
Kefir Danesi

Kefir daneleri 5 ile 20 mm c¢aplar1 arasinda degisen, minyatiir karnabahar ¢igeklerini,
patlamis musir1 ve pismis pirinci andiran jelatinimsi, sarimsi beyazimsi, diizensiz ve yapisik
fakat sert graniillerdir (Cevikbas vd., 1994, Garrote vd., 2001, Sabir vd., 2010, Miguel vd.,
2010, Ahmed vd., 2013a). Bu graniiller, protein ve kefiran denilen suda ¢oziinebilen bir
polisakkarit ile agliitine edilmis laktik asit bakterileri ve mayalardan olusur (Cevikbas vd.,
1994, Garrote vd., 2001, Magalhdes vd., 2011b). Kefiran iiretimine yol acan metabolik yollar
tam olarak anlasilamamistir; ancak kefiramn Lactobacillus kefiranofaciens (Lb.
kefiranofaciens) tarafindan iiretilen, esas olarak glikoz ve galaktozdan olusan dalli heksa ve
heptasakkaritlerin tekrar eden birimlerinden olustugu bilinmektedir (Guzel-Seydim vd., 2005,
Lopitz-Otsoa vd., 2006). Kefiranin fizikokimyasal 6zellikleri; kivam arttirici, stabilizator ve
emiilgatdr, yag ikamest, film olusturucu veya jellestirici olarak kullanilabilmesine olanak saglar

(Hamet vd., 2013).

Kefir danelerinin mikrobiyal igerigi, kefir danelerinin kaynagi ve mensei tilkesi, dane-
siit oran1, mikroorganizma sayisi ve tiirlerin birbirlerine orani, inkiibasyon stiresi ve sicakligi,
kefir danelerinin ayrilmasi sirasindaki sanitasyon, danelerin yikanmasi ve sogukta muhafaza

edilmesi triin kalitesini ve kefir danelerinin mikroflorasin1 biiyiik Ol¢lide etkilemektedir



(Guzel-Seydim vd., 2005). Ayrica kefirin lezzet ve igerigi, tiretimde kullanilan siitiin kaynagina
ve siitiin bilesimine de baglidir (Zourari ve Anifantakis, 1988). Hamet vd. (2013), danelerin
mikrobiyal gesitliliginin esit dagilmadigi, i¢ kisimlarin dis kisimlara kiyasla daha fazla gesitlilik
gosterdigi ve fermente kefir siitinden farkli oldugunu tespit etmislerdir. Buna gore daneler,
maya ve LAB’ler disinda AAB ve kiifleri igeren degisken ve karmasik bir mikrobiyal bilegime
sahiptir ve mikrofloranin %65-80 oraninin laktobasiller olusturmaktadir (Witthuhn vd., 2005a).

Kefir danelerinin yiizeyindeki baskin mikrofloranin laktobasillerden, i¢ kisminin ise
agirlikli olarak mayalardan olustugu gézlemlenmistir. Mayalar, kefirde karbondioksit iiretimi,
kendine 0zgili tat ve aroma olusumu ile mikroorganizmalar arasinda simbiyotik iliskinin
kurulmasinda belirgin bir rol oynamaktadir. Kefirdeki mikroorganizmalar farkli katmanlara
dagilmistir. Kefir danesinin alt kisminda laktozu fermente edemeyen mayalar bulunurken orta
katmanda laktozu fermente edebilen mayalar bulunur. Danenin yiizeyinde mezofilik laktik asit
bakterileri, streptokoklar ve termofilik laktobasillerin yani sira AAB’lerde bulunmaktadir
(Tomar vd., 2017).

0%85-90 oraninda su, kuru maddesinde ise %57 karbonhidrat, %45,7'si
mukopolisakkarit, %34,3"li toplam protein (%1,6's1 ¢dziiniir, %27'si ¢oziinmez ve %5,6's1
serbest amino asit), %4.,4 yag ve %12,1 kiil, Ca, Mg ve P mineralleri, B ve K vitaminleri ve
triptofan bulunan kefir danesi, kefir iiretimi sirasinda dogal bir starter kiiltiir rolii iistlenir ve
fermantasyon isleminden sonra siitiin stiziilmesiyle geri kazanilir (Rattray ve O’Connell, 2011,
Kesenkas vd., 2013, Rosa vd., 2017). Siit igine tekrarlanan inokiilasyon ile yaklagik 20 saatte
kefir daneleri kiitlelerini yaklagik %25 oraninda artirir ve karakteristik bir kokuya sahip olur
(Farnworth, 2005, Pogacic vd., 2013). Eski ve kurutulmus kefir danelerinin ¢ogalma yetenegi
cok az oldugundan veya hi¢ olmadigindan, kefir danelerinin canliliklarin1 korumak i¢in bu

sekilde ¢ogaltilmasi gerekir (Farnworth, 2005).

Ideal bir kefir danesi, elastik bir yapiya sahip olmali ve yapiskanlik veya yumusaklik
gostermemelidir. Bu dane, temizlik ve dikkatli bakim kosullarina uyuldugunda uzun bir 6mre
sahiptir. Kefir daneleri, kaynatilmis ve sogutulmus suyla yikandiktan sonra 1slak bir durumda
8-10 giin boyunca aktivitelerini siirdiirebilir. Uzun siireli saklama diistiniildiigiinde, daneler oda
sicakliginda kurutularak soguk ve kuru bir ortamda 12-18 ay boyunca muhafaza edilebilir.
(Crray, 2017). Kefir daneleri geleneksel olarak evden eve ve nesilden nesile aktarilabilmektedir

(Liu vd., 2022).

Wang vd. (2012), kefir danesi olusumunu agiklamak i¢in bir hipotez 6nermislerdir. Bu
hipoteze gore, kefir laktik asit ve maya suslarinin hiicre ylizeyi 6zellikleri, oto-agregasyon

yetenegi, ko-agregasyon yetenekleri, biyofilm olusumu ve SEM (taramali elektron mikroskobu)
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gozlemi bir biitiin olarak ele alinmistir. Baslangigta, Lb. kefiranofaciens ve Kazachstania
turicensis (Kaza. turicensis) kiigiik graniiller olusturmak {izere kendi kendine ve birlikte
toplanmaya baglar. Biyofilm {iireticileri Lentilactobacillus kefiri (Len. kefiri), Kluyveromyces
marxianus (Kluy. marxianus) ve Pichia fermentans (Pich. fermentans) daha sonra hiicre yiizey
ozellikleri ve giiclii ko-agregasyon yetenekleri nedeniyle bu kiiglik graniillerin ylizeyine
yapisarak ince biyofilmler olustururlar. Biyofilm olusumundan sonra kefir mayalar1 ve LAB,
granill suslar ile birlikte agregasyona devam eder ve graniil biyofilm ile birleserek ii¢ boyutlu
bir mikro koloni haline gelir. Kefir mayasi ve LAB'nin biiylimesine bagli olarak hiicre
yogunlugu arttik¢a, s1vi fazda bulunan hiicreler ve siit bilesenleri graniil yiizeyinde birikerek
kefir daneleri olusur (Wang vd., 2012, Nejati vd., 2020). Alt kiiltiirden sonra, daha fazla sus
danelere yapisir ve birikerek dane biiylimesine neden olur. Kefir danelerinin ve karisik suslu
biyofilmin SEM gézlemi, yukaridaki hipotezde agiklanan siirece paraleldir. Kisa zincirli
laktobasiller, Len. kefiri yiizeyi kaplarken, uzun zincirli laktobasiller Lb. kefiranofaciens kefir

danelerinin merkezinde toplanmis olarak bulunur (Sekil 1) (Wang vd., 2012).

Sekil 1. Kefir danesinin taramali elektron mikroskobu gériintiisii (Wang vd., 2012)

Kefirin Mikrobiyotasi

Kefir daneleri ve kefirdeki mikroorganizmalarin izolasyonu ve tanimlanmasi, uygun
bliylime ortaminin se¢imine baglidir ve son zamanlarda sofistike tanimlama yontemleri
kullamlmaktadir. Kefir, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Acetobacter ve
Streptococcus bakterileri ile Kluyveromyces, Candida, Pichia, Torula ve Saccharomyces
mayalarmin karmagsik bir mikrobiyal simbiyotik karisimi ile fermente edilmesiyle iretilir
(Rodrigues vd., 2005, Miguel vd., 2010). Mikrobiyal tiirlerin mevcudiyetine gore, kefir danesi
yaklagik 10° laktokok, 107-108 arasinda Leuconostoc tiirii, 107-108 termofil laktobasil, 104-10°

maya ve 104-10° asetik asit bakteri ve filamentli kiifler arasindan Geotrichum candidum (Geot.
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candidum) igerir (Pogacic vd., 2013). Tablo 3’de kefir danelerinde bulunan Lactobacillus
tirleri, Tablo 4’de kefir danelerinde bulunan diger bakteriler bulunurken, Tablo 5’de kefir

danelerinde bulunan maya ¢esitliligi gosterilmistir.



Tablo 3. Kefir Danesinde Bulunan Lactobacillus Tiirleri

Lactobacillus tiirleri

Kaynaklar

Lentilactobacillus kefiri
(Lactobacillus kefiri)

Lactobacillus
kefiranofaciens subsp.
kefiranofaciens

Lactobacillus
kefiranofaciens subsp.
kefirgranum

Lentilactobacillus
parakefiri (Lactobacillus
parakefiri)

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus amylolyticus
Lactobacillus amylovorus

Lactobacillus apis
Levilactobacillus brevis
(Lactobacillus brevis)

Lactobacillus buchneri

Lactobacillus caucasicus
Lacticaseibacillus casei
(Lactobacillus casei)

Lactobacillus cellobiosis
Lactobacillus citreum
Lactobacillus crispatus

Lactobacillus curvatis
Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus

Angulo vd. (1993), Kwak vd. (1996), Farnworth (2005), Lopitz-Otsoa vd. (2006),
Guzel-Seydim vd. (2011), Leite vd. (2012), Kesenkas vd. (2013), Pogacic vd.
(2013), Prado vd. (2015), Garofalo vd. (2015), Walsh vd. (2016), Gao ve Li
(2016), Dertli ve Con (2017), Plessas vd. (2017), Tomar vd. (2017), Plessas vd.
(2017), Rosa vd. (2017), Slattery vd. (2019), Nejati vd. (2020), Kalamaki ve
Angelidis (2020), Ilikkan ve Bagdat (2021), Yilmaz vd. (2022), Wang vd. (2022),
Walsh vd. (2023)

Kwak vd. (1996), Farnworth (2005), Lopitz-Otsoa vd. (2006), Guzel-Seydim vd.
(2011), Leite vd. (2012), Kok Tas vd. (2012), Kesenkas vd. (2013), Pogacic vd.
(2013), Nalbantoglu vd. (2014), Prado vd. (2015), Garofalo vd. (2015), Bourrie
vd. (2016), Walsh vd. (2016), Gao ve Li (2016), Dertli ve Con (2017), Tomar vd.
(2017), Plessas vd. (2017), Rosa vd. (2017), Slattery vd. (2019), Nejati vd.
(2020), Kalamaki ve Angelidis (2020), Yilmaz vd. (2022), Walsh vd. (2023)

Farnworth (2005), Lopitz-Otsoa vd. (2006), Sarkar (2008), Guzel-Seydim vd.
(2011), Leite vd. (2012), Kok Tas vd. (2012), Pogacic vd. (2013), Gao ve Li
(2016), Bourrie vd. (2016), Tomar vd. (2017), Plessas vd. (2017), Rosa vd.
(2017), Slattery vd. (2019), Yilmaz vd. (2022)

Farnworth (2005), Lopitz-Otsoa vd. (2006), Sarkar (2008), Guzel-Seydim vd.
(2011), Leite vd. (2012), Pogacic vd. (2013), Prado vd. (2015), Bourrie vd.
(2016), Tomar vd. (2017), Rosa vd. (2017), Slattery vd. (2019), Nejati vd. (2020),
Kalamaki ve Angelidis (2020), Yilmaz vd. (2022), Walsh vd. (2023)

Angulo vd. (1993), Kwak vd. (1996), Farnworth (2005), Lopitz-Otsoa vd. (2006),
Sabir vd. (2010), Guzel-Seydim vd. (2011), Kok Tas vd. (2012), Leite vd. (2012),
Kesenkas vd. (2013), Prado vd. (2015), Bourrie vd. (2016), Gao ve Li (2016),
Plessas vd. (2017), Rosa vd. (2017), Slattery vd. (2019), Yilmaz vd. (2022)

Ilikkan ve Bagdat (2021), Yilmaz vd. (2022)
Pogacic vd. (2013), Nalbantoglu vd. (2014), Prado vd. (2015), Bourrie vd.
(2016), Gao ve Li (2016), Nejati vd. (2020), Yilmaz vd. (2022)

Dertli ve Con (2017) , Yilmaz vd. (2022)

Angulo vd. (1993), Kwak vd. (1996), Simova vd. (2002), Farnworth (2005),
Lopitz-Otsoa vd. (2006), Sabir vd. (2010), Guzel-Seydim vd. (2011), Leite vd.
(2012), Pogacic vd. (2013), Kesenkas vd. (2013), Prado vd. (2015), Gao ve Li
(2016), Rosa vd. (2017), Slattery vd. (2019), Alraddadi vd. (2023)

Pogacic vd. (2013), Prado vd. (2015), Garofalo vd. (2015), Bourrie vd. (2016),
Gao ve Li (2016), Nejati vd. (2020), Yilmaz vd. (2022)

Kwak vd. (1996)

Kwak vd. (1996), Simova vd. (2002), Farnworth (2005), Lopitz-Otsoa vd. (2006),
Sarkar (2008), Sabir vd. (2010), Guzel-Seydim vd. (2011), Magalhdes vd.
(2011a), Pogacic vd. (2013), Kesenkas vd. (2013), Gao ve Li (2016), Plessas vd.
(2017), Rosa vd. (2017), Slattery vd. (2019), Yilmaz vd. (2022)

Kwak vd. (1996), Sabir vd. (2010)

Walsh vd. (2023)

Garbers vd. (2004), Guzel-Seydim vd. (2011), Kok Tas vd. (2012), Pogacic vd.
(2013), Prado vd. (2015), Gao ve Li (2016), Bourrie vd. (2016), Rosa vd. (2017),
Nejati vd. (2020), Kalamaki ve Angelidis (2020), Yilmaz vd. (2022)

Witthuhn vd. (2004), Bourrie vd. (2016)

Kwak vd. (1996), Simova vd. (2002), Farnworth (2005), Lopitz-Otsoa vd. (2006),
Sabir vd. (2010), Guzel-Seydim vd. (2011), Leite vd. (2012), Pogacic vd. (2013),
Kesenkas vd. (2013), Prado vd. (2015), Gao ve Li (2016), Rosa vd. (2017),
Slattery vd. (2019)




Tablo 3. Devami

Lactobacillus tiirleri

Kaynaklar

Lactobacillus diolivorans
Lactobacillus fermentum

Lactobacillus fructivorans

Lactobacillus gallinarum

Lactobacillus garvieae
Lactobacillus gasseri

Lactobacillus gigeriorum

Lactobacillus helveticus

Lactobacillus hilgardii

Lactobacillus hordei
Lactobacillus intestinalis
Lactobacillus jensenii
Lactobacillus johnsonii
Lactobacillus otakiensis

Lactobacillus
parabuchneri

Lacticaseibacillus
paracasei (Lactobacillus
paracasei)

Lactobacillus pentosus
Lactiplantibacillus
plantarum (Lactobacillus
plantarum)

Limosilactobacillus reuteri
(Lactobacillus reuteri)

Lacticaseibacillus
rhamnosus (Lactobacillus
rhamnosus)

Lactobacillus satsumensis
Lactobacillus sunkii

Lactobacillus ultunensis
Lactobacillus uvarum

Lactobacillus viridescens

Bourrie vd. (2016), Purutoglu vd. (2020), Yilmaz vd. (2022)

Angulo vd. (1993), Garbers vd. (2004), Farnworth (2005), Witthuhn vd. (2005a),
Lopitz-Otsoa vd. (2006), Sarkar (2008), Guzel-Seydim vd. (2011), Leite vd.
(2012), Gao ve Li (2016), Bourrie vd. (2016), Tomar vd. (2017), Rosa vd. (2017),
Slattery vd. (2019)

Farnworth (2005), Sarkar (2008), Guzel-Seydim vd. (2011), Tomar vd. (2017),
Rosa vd. (2017)

Garbers vd. (2004), Nalbantoglu vd. (2014), Bourrie vd. (2016), Gao ve Li
(2016), Rosa vd. (2017), Walsh vd. (2023)

Nalbantoglu vd. (2014), Bourrie vd. (2016)

Angulo vd. (1993), Sarkar (2008), Guzel-Seydim vd. (2011), Nalbantoglu vd.
(2014), Gao ve Li (2016), Bourrie vd. (2016), Tomar vd. (2017), Rosa vd. (2017)
Yilmaz vd. (2022)

Kwak vd. (1996), Simova vd. (2002), Garbers vd. (2004), Farnworth (2005),
Lopitz-Otsoa vd. (2006), Sabir vd. (2010), Guzel-Seydim vd. (2011), Leite vd.
(2012), Kok Tas vd. (2012), Pogacic vd. (2013), Kesenkas vd. (2013), Prado vd.
(2015), Walsh vd. (2016), Gao ve Li (2016), Tomar vd. (2017), Plessas vd.
(2017), Rosa vd. (2017), Slattery vd. (2019), Nejati vd. (2020), Ilikkan ve Bagdat
(2021), Yilmaz vd. (2022), Walsh vd. (2023)

Farnworth (2005), Sarkar (2008), Guzel-Seydim vd. (2011), Gao ve Li (2016),
Tomar vd. (2017), Rosa vd. (2017)

Gao ve Li (2016)

Bourrie vd. (2016), Yilmaz vd. (2022)

Gao ve Li (2016)

Nalbantoglu vd. (2014), Slattery vd. (2019)

Garofalo vd. (2015), Gao ve Li (2016), Bourrie vd. (2016), Purutoglu vd. (2020),
Yilmaz vd. (2022)

Magalhaes vd. (2011a), Pogacic vd. (2013), Prado vd. (2015), Gao ve Li (2016),
Bourrie vd. (2016), Plessas vd. (2017), Nejati vd. (2020), Yilmaz vd. (2022)

Farnworth (2005), Lopitz-Otsoa vd. (2006), Sarkar (2008), Guzel-Seydim vd.
(2011), Magalhdes vd. (2011a), Pogacic vd. (2013), Prado vd. (2015), Gao ve Li
(2016), Bourrie vd. (2016), Plessas vd. (2017), Rosa vd. (2017), Slattery vd.
(2019)

Nalbantoglu vd. (2014) Bourrie vd. (2016)

Kwak vd. (1996), Farnworth (2005), Lopitz-Otsoa vd. (2006), Sarkar (2008),
Guzel-Seydim vd. (2011), Pogacic vd. (2013), Prado vd. (2015), Bourrie vd.
(2016), Tomar vd. (2017), Plessas vd. (2017), Slattery vd. (2019), Walsh vd.
(2023)

Kok Tas vd. (2012), Gao ve Li (2016), Bourrie vd. (2016), Rosa vd. (2017),
Slattery vd. (2019), Yilmaz vd. (2022), Walsh vd. (2023)

Angulo vd. (1993), Farnworth (2005), Sarkar (2008), Guzel-Seydim vd. (2011),
Gao ve Li (2016), Tomar vd. (2017), Rosa vd. (2017), Slattery vd. (2019) ,
Yilmaz vd. (2022)

Miguel vd. (2010), Pogacic vd. (2013), Prado vd. (2015), Bourrie vd. (2016), Gao
ve Li (2016)

Garofalo vd. (2015), Gao ve Li (2016), Bourrie vd. (2016), Slattery vd. (2019),
Nejati vd. (2020), Yilmaz vd. (2022)

Dertli ve Con (2017) , Yilmaz vd. (2022)

Pogacic vd. (2013), Prado vd. (2015)

Angulo vd. (1993), Farnworth (2005), Sarkar (2008), Guzel-Seydim vd. (2011),
Gao ve Li (2016), Bourrie vd. (2016), Tomar vd. (2017), Rosa vd. (2017)
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Tablo 4. Kefir Danesinde Bulunan Diger Bakteri Tiirleri

Lactococcus tiirleri

Lactococcus lactis subsp.
cremoris

Lactococcus
chungangensis
Lactococcus garvieae
Lactococcus lactis subsp.
lactis

Lactococcus lactis subsp.
lactis biovar
diacetylactis
Lactococcus petauri

Kwak vd. (1996), Farnworth (2005), Lopitz-Otsoa vd. (2006), Sarkar (2008),
Sabir vd. (2010), Guzel-Seydim wvd. (2011), Leite vd. (2012), Kesenkas vd.
(2013), Pogacic vd. (2013), Prado vd. (2015), Gao ve Li (2016), Tomar vd.
(2017), Rosa vd. (2017), Nejati vd. (2020), Yilmaz vd. (2022)

Walsh vd. (2023)

Walsh vd. (2023)

Angulo vd. (1993), Kwak vd. (1996), Simova vd. (2002), Farnworth (2005),
Lopitz-Otsoa vd. (2006), Guzel-Seydim vd. (2011), Leite vd. (2012), Kesenkas
vd. (2013), Pogacic vd. (2013), Prado vd. (2015), Tomar vd. (2017), Plessas vd.
(2017), Rosa vd. (2017), Tlikkan ve Bagdat (2021), Yilmaz vd. (2022)
Guzel-Seydim vd. (2011), Pogacic vd. (2013), Prado vd. (2015), Tomar vd.
(2017), Rosa vd. (2017), Yilmaz vd. (2022)

Walsh vd. (2023)

Leuconostoc tiirleri

Leuconostoc citreum
Leuconostoc
mesenteroides subsp.
cremoris
Leuconostoc gelidum
Leuconostoc lactis
Leuconostoc
mesenteroides

Leuconostoc
paramesenteroides
Leuconostoc
pseudomesenteroides

Yilmaz vd. (2022)
Farnworth (2005), Witthuhn wvd. (2005a), Sarkar (2008), Sabir vd. (2010),
Kesenkas vd. (2013), Bourrie vd. (2016)

Yilmaz vd. (2022)

Gao vd. (2012), Pogacic vd. (2013), Prado vd. (2015), Gao ve Li (2016)
Lopitz-Otsoa vd. (2006), Sarkar (2008), Sabir vd. (2010), Guzel-Seydim vd.
(2011), Leite vd. (2012), Kesenkas vd. (2013), Pogacic vd. (2013), Prado wvd.
(2015), Walsh vd. (2016), Gao ve Li (2016), Bourrie vd. (2016), Tomar vd.
(2017), Plessas vd. (2017), Rosa vd. (2017), Yilmaz vd. (2022), Walsh vd. (2023)
Prado vd. (2015)

Kesmen ve Kacmaz (2011), Prado vd. (2015), Garofalo vd. (2015), Bourrie vd.
(2016), Yilmaz vd. (2022), Walsh vd. (2023)

Streptococcus tiirleri

Streptococcus lactis
subsp.cremoris
Streptococcus diacetylactis
Streptococcus durans

Streptococcus faecalis
Streptococcus
thermophilus

Guzel-Seydim vd. (2011), Tomar vd. (2017), Rosa vd. (2017)

Yilmaz vd. (2022)

Kwak vd. (1996), Guzel-Seydim vd. (2011), Bourrie vd. (2016), Tomar vd.
(2017), Rosa vd. (2017)

Guzel-Seydim vd. (2011), Tomar vd. (2017), Rosa vd. (2017)

Angulo vd. (1993), Kwak vd. (1996), Simova vd. (2002), Lopitz-Otsoa vd.
(2006), Sabir vd. (2010), Guzel-Seydim vd. (2011), Leite vd. (2012), Kesenkas
vd. (2013), Pogacic vd. (2013), Prado vd. (2015), Gao ve Li (2016), Bourrie vd.
(2016), Tomar vd. (2017), Plessas vd. (2017), Rosa vd. (2017), Yilmaz vd. (2022)

Acetobacter tiirleri

Acetobacter aceti

Acetobacter cibinongensis
Acetobacter fabarum

Acetobacter lovaniensis

Acetobacter okinawensis
Acetobacter orientalis

Acetobacter pasteurianus

Acetobacter rancens
Acetobacter syzygii

Acetobacter tropicalis

Farnworth (2005), Lopitz-Otsoa vd. (2006), Sarkar (2008), Guzel-Seydim vd.
(2011), Kesenkas vd. (2013), Tomar vd. (2017), Rosa vd. (2017)

Walsh vd. (2023)

Gao vd. (2012), Pogacic vd. (2013), Prado vd. (2015), Gao ve Li (2016),
Purutoglu vd. (2020), Walsh vd. (2023)

Magalhées vd. (2011a), Pogacic vd. (2013), Prado vd. (2015), Gao ve Li (2016),
Bourrie vd. (2016), Plessas vd. (2017), Rosa vd. (2017)

Purutoglu vd. (2020)

Prado vd. (2015), Gao ve Li (2016), Bourrie vd. (2016), Plessas vd. (2017),
Purutoglu vd. (2020), Ilikkan ve Bagdat (2021), Walsh vd. (2023)

Farnworth (2005), Sarkar (2008), Guzel-Seydim vd. (2011), Walsh vd. (2016),
Gao ve Li (2016), Tomar vd. (2017), Nejati vd. (2020), Walsh vd. (2023)

Prado vd. (2015)

Miguel vd. (2010), Pogacic vd. (2013), Prado vd. (2015), Gao ve Li (2016), Rosa
vd. (2017), Garofalo vd. (2020), Guangsen vd. (2021)

Walsh vd. (2023)
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Tablo 4. Devami

Bifidobacterium tiirleri

Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium breve

Bifidobacterium
choerinum,

Bifidobacterium longum

Bifidobacterium
pseudolongum

Kok Tas vd. (2012), Prado vd. (2015), Rosa vd. (2017)
Dobson vd. (2011), Bourrie vd. (2016)

Dobson vd. (2011), Bourrie vd. (2016)

Dobson vd. (2011), Bourrie vd. (2016), Ilikkan ve Bagdat (2021)

Dobson vd. (2011), Bourrie vd. (2016)

Acinetobacter tiirleri

Acinetobacter
calcoaceticus
Acinetobacter guillouiae
Acinetobacter johnsonii
Acinetobacter
rhizosphaerae

Dertli ve Con (2017)

Walsh vd. (2023)
Kalamaki ve Angelidis (2020), Walsh vd. (2023)
Dertli ve Con (2017)

Enterococcus tiirleri

Enterococcus durans

Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium

Enterococcus lactis

Lopitz-Otsoa vd. (2006), Sarkar (2008), Prado vd. (2015), Rosa vd. (2017),
Purutoglu vd. (2020), Walsh vd. (2023)

Prado vd. (2015), Wang vd. (2022), Walsh vd. (2023)
Sarkar (2008), Kesenkas vd. (2013), Pogacic vd. (2013)

Dertli ve Con (2017), Walsh vd. (2023)

Enterobacter tiirleri

Enterobacter amnigenus Dertli ve Con (2017)
Enterobacter hormaechei  Dertli ve Con (2017)
Enterobacter soil Dertli ve Con (2017)
Pseudomonas tiirleri

Pseudomonas Dertli ve Con (2017)
azotoformans

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas otitidis
Pseudomonas putida

Dertli ve Con (2017)
Dertli ve Con (2017)
Pogacic vd. (2013)

Pediococcus tiirleri

Pediococcus acidilactici
Pediococcus dextrinicus
Pediococcus pentosaceus

Sabir vd. (2010), Rosa vd. (2017)
Sabir vd. (2010), Rosa vd. (2017)
Sabir vd. (2010), Bourrie vd. (2016), Rosa vd. (2017), Yilmaz vd. (2022)

Gluconobacter tiirleri

Gluconobacter japonicus

Gluconobacter frateurii

Pogacic vd. (2013), Prado vd. (2015)

Prado vd. (2015), Plessas vd. (2017)

Digerleri

Bacillus subtilus
Citrobacter freundii
Escherichia coli
Hafnia paralvei
Klebsiella oxytoca
Pantoea ananatis

Propionibacterium acnes

Serratia liquefaciens

Farnworth (2005), Sarkar (2008), Gao vd. (2012), Prado vd. (2015), Yal¢in ve
Isik (2017)
Cirpict ve Cetin (2023)

Farnworth (2005), Sarkar (2008), Prado vd. (2015), Rosa vd. (2017), Ilikkan ve
Bagdat (2021), Cirpict ve Cetin (2023)

Cirpict ve Cetin (2023)
Cirpict ve Cetin (2023)
Ilikkan ve Bagdat (2021)
Dertli ve Con (2017)

Cirpict ve Cetin (2023)
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Tablo 5. Kefir Danesinde Bulunan Maya Tiirleri

Saccaromyces tiirleri

Kaynaklar

Saccaromyces cerevisiae

Saccaromyces cariovanus
Saccharomyces dairensis
Saccharomyces delbruecki
Saccharomyces euboyanus
Saccharomyces exiguus

Saccharomyces fragilis
Saccharomyces humaticus

Saccharomyces lactis
Saccharomyces lipolytic
Saccaromyces martiniae
Saccaromyces pastorianus
Saccaromyces turicensis

Saccaromyces unisporus

Angulo vd. (1993), Simova vd. (2002), Farnworth (2005), Lopitz-Otsoa vd.
(2006), Guzel-Seydim vd. (2011), Gao vd. (2012), Pogacic vd. (2013), Diosma
vd. (2014), Garofalo vd. (2015), Prado vd. (2015), Gao ve Li (2016), Bourrie vd.
(2016), Tomar vd. (2017), Plessas vd. (2017), Rahmani vd. (2022), Walsh wd.
(2023), Saleem vd. (2023)

Garofalo vd. (2015), Bourrie vd. (2016)

Farnworth (2005), Yalgin ve Isik (2017)

Farnworth (2005), Guzel-Seydim vd. (2011), Tomar vd. (2017), Rosa vd. (2017)
Walsh vd. (2023)

Farnworth (2005), Lopitz-Otsoa vd. (2006), Guzel-Seydim vd. (2011), Gao ve Li
(2016), Tomar vd. (2017), Rosa vd. (2017)

Rosa vd. (2017)

Guzel-Seydim vd. (2011), Gao ve Li (2016), Bourrie vd. (2016), Tomar vd.
(2017), Rosa vd. (2017)

Rosa vd. (2017)

Rosa vd. (2017)

Pogacic vd. (2013)

Lopitz-Otsoa vd. (2006), Goktas vd. (2021b)

Simova vd. (2002), Farnworth (2005), Lopitz-Otsoa vd. (2006), Guzel-Seydim
vd. (2011), Pogacic vd. (2013), Prado vd. (2015), Garofalo vd. (2015), Gao ve Li
(2016), Bourrie vd. (2016), Tomar vd. (2017), Rosa vd. (2017)

Angulo vd. (1993), Farnworth (2005), Guzel-Seydim vd. (2011), Pogacic vd.
(2013), Diosma vd. (2014), Prado vd. (2015), Gao ve Li (2016), Tomar vd.
(2017), Plessas vd. (2017), Rosa vd. (2017), Saleem vd. (2023)

Kluyveromyces tiirleri

Kluyveromyces marxianus

Kluyveromyces
dobzhanskii
Kluyveromyces lactis

Kluyveromyces lodderae

Simova vd. (2002), Farnworth (2005), Lopitz-Otsoa vd. (2006), Guzel-Seydim
vd. (2011), K6k Tas vd. (2012), Gao vd. (2012), Pogacic vd. (2013), Kesenkas
vd. (2013), Prado vd. (2015), Gao ve Li (2016), Bourrie vd. (2016), Tomar vd.
(2017), Plessas vd. (2017), Rosa vd. (2017), Nejati vd. (2020), Hsu ve Chou
(2021), Rahmani vd. (2022), Walsh vd. (2023)

Kok Tas vd. (2012), Gao ve Li (2016)

Angulo vd. (1993), Simova vd. (2002), Lopitz-Otsoa vd. (2006), Guzel-Seydim
vd. (2011), Magalhées vd. (2011a), Pogacic vd. (2013), Prado vd. (2015), Gao ve
Li (2016), Bourrie vd. (2016), Bourrie vd. (2016), Tomar vd. (2017), Rosa vd.
(2017), Yal¢in ve Isik (2017)

Lopitz-Otsoa vd. (2006)

Kazachstania tiirleri

Kazachstania aerobia

Kazachstania exigua

Kazachstania servazzii
Kazachstania solicola
Kazachstania turicensis

Kazachstania unispora

Magalhdes vd. (2011a), Pogacic vd. (2013), Prado vd. (2015), Garofalo vd.
(2015), Gao ve Li (2016), Bourrie vd. (2016), Plessas vd. (2017), Rosa vd.
(2017), Saleem vd. (2023)

Gao vd. (2012), Pogacic vd. (2013), Prado vd. (2015), Bourrie vd. (2016), Plessas
vd. (2017), Nejati vd. (2020)

Garofalo vd. (2015), Bourrie vd. (2016), Gao ve Li (2016), Hsu ve Chou (2021)
Garofalo vd. (2015), Bourrie vd. (2016), Gao ve Li (2016), Saleem vd. (2023)
Hsu ve Chou (2021)

Simova vd. (2002), Gao vd. (2012), Pogacic vd. (2013), Garofalo vd. (2015),
Prado vd. (2015), Gao ve Li (2016), Purutoglu vd. (2020)

Candida tiirleri

Candida albicans
Candida famata
Candida firmetaria
Candida albicans
Candida famata
Candida firmetaria

Guzel-Seydim vd. (2011), Gao ve Li (2016), Tomar vd. (2017), Rosa vd. (2017)
Lopitz-Otsoa vd. (2006)
Lopitz-Otsoa vd. (2006)
Guzel-Seydim vd. (2011), Gao ve Li (2016), Tomar vd. (2017), Rosa vd. (2017)
Lopitz-Otsoa vd. (2006)
Lopitz-Otsoa vd. (2006)
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Tablo 5. Devami

Candida friedrichii

Candida holmii
Candida humilis

Candida inconspicua

Candida kefir

Candida krusei
Candida lambica

Candida lipolytica
Candida maris

Candida pseudotropicalis
Candida sake

Candida tannotelerans
Candida tenuis

Candida valida

Angulo vd. (1993), Farnworth (2005), Lopitz-Otsoa vd. (2006), Guzel-Seydim
vd. (2011), Gao ve Li (2016), Bourrie vd. (2016), Tomar vd. (2017), Rosa vd.
(2017), Yalgin ve Isik (2017)

Angulo vd. (1993), Farnworth (2005), Guzel-Seydim vd. (2011), Gao ve Li
(2016), Bourrie vd. (2016), Rosa vd. (2017), Tomar vd. (2017)

Lopitz-Otsoa vd. (2006)

Simova vd. (2002), Farnworth (2005), Lopitz-Otsoa vd. (2006), Pogacic vd.
(2013), Prado vd. (2015), Bourrie vd. (2016), Rosa vd. (2017)

Angulo vd. (1993), Simova vd. (2002), Farnworth (2005), Witthuhn vd. (2005a),
Lopitz-Otsoa vd. (2006), Guzel-Seydim vd. (2011), Kesenkas vd. (2013), Gao ve
Li (2016), Bourrie vd. (2016), Rosa vd. (2017), Tomar vd. (2017)

Witthuhn vd. (2005a), Lopitz-Otsoa vd. (2006), Prado vd. (2015), Rosa vd.
(2017)

Farnworth (2005), Witthuhn vd. (2005a), Prado vd. (2015), Gao ve Li (2016),
Rosa vd. (2017), Plessas vd. (2017), Yalg¢in ve Isik (2017)

Lopitz-Otsoa vd. (2006), Bourrie vd. (2016), Rosa vd. (2017)

Simova vd. (2002), Farnworth (2005), Lopitz-Otsoa vd. (2006), Prado vd. (2015),
Bourrie vd. (2016), Rosa vd. (2017), Yalgin ve Isik (2017)

Farnworth (2005), Rosa vd. (2017), Yalcin ve Isik (2017)

Bourrie vd. (2016)

Farnworth (2005), Rosa vd. (2017), Yalgin ve Isik (2017)

Farnworth (2005), Rosa vd. (2017), Yalgin ve Isik (2017)

Farnworth (2005), Rosa vd. (2017), Yalgin ve Isik (2017)

Pichia tiirleri

Pichia fermentas

Pichia guilliermondii
Pichia kudriavzevii

Angulo vd. (1993), Simova vd. (2002), Farnworth (2005), Lopitz-Otsoa vd.
(2006), Guzel-Seydim vd. (2011), Pogacic vd. (2013), Gao ve Li (2016), Bourrie
vd. (2016), Tomar vd. (2017), Rosa vd. (2017), Rahmani vd. (2022), Saleem vd.
(2023)

Gao vd. (2012), Pogacic vd. (2013), Prado vd. (2015)

Gao vd. (2012), Pogacic vd. (2013), Prado vd. (2015), Purutoglu vd. (2020), Hsu
ve Chou (2021), Rahmani vd. (2022)

Debaryomyces tiirleri

Debaryomyces anomala
Debaryomyces
occidentalis
Debaryomyces hansenii

Simova vd. (2002)
Simova vd. (2002), Lopitz-Otsoa vd. (2006)

Simova vd. (2002), Lopitz-Otsoa vd. (2006), Rosa vd. (2017)

Issatchenkia tiirleri

Issatchenkia occidentalis
Issatchenkia orientalis

Farnworth (2005), Diosma vd. (2014), Rosa vd. (2017)
Simova vd. (2002), Lopitz-Otsoa vd. (2006), Guzel-Seydim vd. (2011), Bourrie
vd. (2016), Tomar vd. (2017), Yal¢in ve Isik (2017)

Digerleri

Brettanomyces anomalus
Cryptococcus humicolus

Dekkera anomala
Geotrichum candidum

Lachancea meyersii

Naumovozyma dairenensis
Rhodosporidium
kratochvilovae

Torulopsis holmii
Torulaspora delbrueckii

Yarrowia lipolytica
Zygosaccharomyces rouxii

Farnworth (2005), Rosa vd. (2017), Yalgin ve Isik (2017)

Witthuhn vd. (2005a), Lopitz-Otsoa vd. (2006), Bourrie vd. (2016), Rosa vd.
(2017)

Prado vd. (2015), Garofalo vd. (2015), Bourrie vd. (2016), Plessas vd. (2017)
Witthuhn vd. (2005a), Lopitz-Otsoa vd. (2006), Pogacic vd. (2013), Bourrie vd.
(2016)

Magalhées vd. (2011a), Pogacic vd. (2013), Prado vd. (2015), Plessas vd. (2017),
Rosa vd. (2017)

Walsh vd. (2023)

Plessas vd. (2017)

Guzel-Seydim vd. (2011), Tomar vd. (2017), Rosa vd. (2017)

Angulo vd. (1993), Simova vd. (2002), Farnworth (2005), Lopitz-Otsoa vd.
(2006), Guzel-Seydim vd. (2011), Kesenkas vd. (2013), Gao ve Li (2016),
Bourrie vd. (2016), Tomar vd. (2017), Rosa vd. (2017)

Lopitz-Otsoa vd. (2006), Bourrie vd. (2016), Rosa vd. (2017)

Lopitz-Otsoa vd. (2006)
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Kefirin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Siitte bulunan tiim besin maddelerini iceren kefir, yliksek besin degerine sahiptir.
Fermantasyon sirasindaki degisiklikler siitiin bilesiminde degisikliklere neden olur (Yalgin ve
Isik, 2017). Kefir, proteinler, yaglar, karbonhidratlarin yani sira temel vitamin ve mineralleri
de igerdiginden, insan beslenmesinin zengin bir bileseni haline gelmektedir (Ding, 2008).
Kefirde organik asit ve alkoller disinda 6zellikle B12, B1 ve K vitaminlerinin yani sira biotin, folik
asit, kalsiyum, fosfordan ve magnezyum da bol miktarda bulunur (Ding, 2008, Yalgin ve Isik,
2017). igerdigi maya ve AAB’lerin proteolitik aktiviteleri sonucu olusan serbest aminoasitler
ve diger protein hidroliz liriinleri ile B grubu vitaminleri bakimindan zengin bir iiriin olmaktadir
(Yalgin ve Isik, 2017). Tablo 6’da kefirin kimyasal bilesimi ve besinsel degeri gosterilmektedir
(Ding, 2008).

Tablo 6. Kefirde Bulunan Bazi Kimyasal Bilesenler ve Besinsel Deger (Ding, 2008)

Bilesen Deger  Birim Bilesen Deger Birim
Protein 3,3 g Vitaminler

Yag 3,5 g A 0,06 g
Su 87,5 mL B1 0,04 g
Laktoz 4,0 g B2 0,17 g
Siit asidi 0,8 g Bs 0,05 g
Etil alkol 0,9 g B12 0,5 g
Kolesterol 13 mg C 1 g
Enerji 65 kcal D 0,08 g
Esansiyel Aminoasitler E 0,11 g
Losin 0,34 g Karoten 0,02 g
[zoldsin 0,21 g Niasin 0,09 g
Lisin 0,27 g Mineraller

Valin 0,22 g Kalsiyum 0,12 g
Triptofan 0,05 g Potasyum 0,15 g
Fenilalanin+Tirozin 0,35 g Magnezyum 0,12 g
Metionin+Sistin 0,12 g Sodyum 0,05 g
Treonin 0,17 Fosfor 0,10 g
iz elementler Klorid 0,10 g
Demir 0,05 mg Cinko 0,36 mg
Bakir 12 ug Manganez 5 ug
Molibden 55 ug
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Kefir igindeki mikroorganizmalar, siitii fermente ederek laktik asit, biitirik asit, piruvik
asit, propiyonik asit, asetik asit ve hippurik asit, asetaldehit, CO., diasetil, aseton ve az miktarda
alkol iireterek kefire 0zgii kivam ve aroma olusumuna katkida bulunur. Fermente kefir

tiriinlindeki karbondioksit igerigi kefir danesine baglidir ve iirlindeki kefir danesi miktar1

arttikga artar (Ahmed vd., 2013a).

Kefirin pH degeri 4,2 ile 4,6 arasinda degismektedir. Kefirin bilesimi, kullanilan siitiin
kalitesi ve ¢esidi, kefir kiiltiirii igindeki mikroorganizmalarin ¢esitliligi, kullanilan iiretim
teknolojileri, kuru madde miktari, iiretim sirasindaki fermantasyon sicakligi, fermantasyon
siiresi ve liretimden tiiketime kadar gegen siire gibi cesitli faktorlerden etkilenmektedir (Ding,

2008, Ahmed vd., 2013a).

Kefir Uretimi

Kefir siitii fermantasyonunun diger fermente siit iirlinlerinden farkli goriinen benzersiz
bir ozelligi, kefir danelerinin fermantasyondan sonra bir¢ok kez geri kazanmilip yeniden
kullamlabilmesidir (Liu vd., 2022). Kefirin iiretiminde ¢esitli teknolojiler kullanilmaktadir,
ancak bunlar temel olarak geleneksel veya endiistriyel iiretim siireci olarak tanimlanabilir.
Geleneksel tiretim sekli, kefir danelerinin siit icine dogrudan asilanmasi veya kefir danelerinden
hazirlanan ara kiiltiirle asilanmasi iken endiistriyel proses terimi, danelerden elde edilen veya
izole edilen mikroorganizmalarin starter kiiltiir olarak kullanilmasi veya cogunlukla DVS

kiiltiirlerinin ticari kullanimi anlamina gelmektedir (Pogacic vd., 2013, Tomar vd., 2017).

Artisanal iiretim, Rus yontemiyle ticari iiretim ve saf kiiltlirlerin kullanildig: ticari
iretim olmak tizere kefir iretmenin ii¢ ana yolu vardir. Kefir, artisanal olarak bilinen geleneksel
yontemlerle evde lretilebilmektedir ve kefir daneleri starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir
(Yilmaz vd., 2022). Artisanal iiretim, siitiin degisken miktarda (%2-10, genellikle %5) daneyle
asillanmasini ve 20-25°C’de 18-24 saat siireyle fermantasyonunu igerir (Otles ve Cagindi,
2003). Fermantasyon isleminin sonunda daneler elenir ve yeni bir fermantasyon igin
kullanilabilir veya taze siitte (1-7 giin) tutulabilir, kefir igecegi ise 4°C'de tiiketime hazir olarak
saklanir (de Oliveira Leite vd., 2013). Tiirkiye, Arjantin, Fransa, Tayvan ve Portekiz gibi
tilkelerde kefirin artisanal iretimi yaygin olarak gergeklesmektedir (Farnworth, 2005).
Artisanal kefir tiretimi Sekil 2’de verilmistir (Yilmaz vd., 2022).

Backslopping yontemi olarak da bilinen Rus yontemi daha biiyiik olgekte kefir
iretimine izin verir ve danelerin ilk fermantasyonu sonucu elde edilen siiziintiiden (daneler veya
ana kiiltiir olmadan fermente edilmis) seri olarak bir fermantasyon islemi yapilir (de Oliveira

Leite vd., 2013). Rus usulii kefir, geleneksel kefir tiriiniiniin danelerinden arindirilip pastorize
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site %1-3 konsantrasyonunda asilanmasi ve ardindan inkiibasyon ve olgunlasmaya tabi
tutulmasiyla yapilir. Endiistriyel kefir, Rus usulii kefirin alinip %2 -3 konsantrasyonda pastorize
slite agilanmasi ve ardindan inkiibasyon ve olgunlasmaya tabi tutulmasiyla elde edilir. Her gegis
kefirin mikrobiyal bilesiminde bir degisiklige ve igecegin kalitesinde bir diisiise neden olur.
Endiistriyel kefire giden dongiiden sonra, tiriin kefir 6zelliklerinin ¢ogunu kaybetmistir (Nielsen

vd., 2014).

17



Kefir Uretimi

\ Cig St |

l

l Artisanal Uretim

| |

Ticari Uretim |

3

Pastari Zasyon
(95°C, 15dk)

l

|

| Rus metodu |

Ferment asyon
(20-25°C, 18-24 saat)

( Sogutma (20-25 °C)

Pastoriza syon
(85°C, 15 dk)

l

| Saf kiiltiir

l

Yad) standardizasyonu
ve homojenasyon

inokilasyon (%2-10)
kazanimi ve depolama

|
! (4-6°C)

Bulk starter ile

< o
‘ inokiilasyon (%1-3)

| i Kefir daneleriile
m Kefir danelerinin geri

U=

Fermentasyon
(20-25°C, 18-24 saat)

= |

]

Kefiri paketleme ve
depolama (4-6 °C)

Pastdrizasyon
(95°C, 15dk)

Sofutma .
(20-25°C) iy

Ticari kefir kurmrul,/ =\ )

ile inokilasyon ||« IU
M A

(%2-8)
Fermentasyon y

D ——

(18-24°C, 18-24 saat)

l

[ Sogutma ve I

olgunlastirma

l

l Kefiri paketleme ve ‘

depolama (4-6 °C)

Sekil 2. Kefirin iiretim yontemleri (Created with Biorender.com) (Yilmaz vd., 2022)
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Kefir tiretiminin endiistriyel prosesinde farkli yontemler kullanilabilir ancak hepsi ayni
prensibe dayanmaktadir. Siit, kefir danelerinden ve ticari kiiltiirlerden izole edilen saf
kiltirlerle agilanmir (Yilmaz vd., 2022). Olgunlastirma asamasi gerceklestirilebilir ya da
gergeklestirilmeyebilir; bu asama, TUriiniin kendine 0Ozgii aromasina katkida bulunan
mikroorganizmalarim, 6zellikle de mayalarin biliylimesine izin vermek icin kefirin 8-10 °C'de
24 saate kadar tutulmasimi icerir (de Oliveira Leite vd., 2013). Uretimde ticari kiiltiir kullanimi
standart bir iiriin elde edilmesine yardimci olur (Yilmaz vd., 2022). Ticari kefir tiretimi Sekil
2’de verilmistir (Yilmaz vd., 2022).

Son zamanlarda endiistriyel kefir {iretiminin artmasi nedeniyle verimi artirmak ve
kontaminasyon potansiyelini azaltmak ic¢in kefir danelerinden yapilan liyofilize Kkiiltiir
kullanimi artmustir (Hertzler ve Clancy, 2003). Endistriyel tretimde kullanilan liyofilize
kiltiirlerin, ¢ok az miktarda hatta ¢ogunlukla hi¢ maya igermedigi belirtilmektedir. Ciinkii
mayalarin fermantasyonu siireci sonucu olusan CO; nedeniyle iirliniin ambalajinda olusan
goriintii, miisteriler tarafindan bozuk olarak algilanmasina yol agabilmektedir. Bu nedenle,
ticari amagla liretilen kefirlerin maya icermedigi belirtilmektedir. Ticari amagla iiretilen kefir
kiltiirleri streptokoklar1 igermekte olup, geleneksel kefirdeki gibi kopiiklii bir yapiya sahip
olmasa da etanol igerigi (<%0,01) daha diistiktiir (Marshall ve Cole, 1985).

Geleneksel ve modifiye starter kiiltiirler kullanilarak iiretilen kefirin bilesimi ve duyusal
ozellikleri arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Ozellikle modifiye kefirin daha az asidik, peynir

alt1 suyu ayrimi ¢ok az ve kremsi tada sahip oldugu belirtilmektedir (Lopitz-Otsoa vd., 2006)

Kefir Danelerinin Muhafazasi

Garrote vd. (1997) tarafindan yapilan ¢alismada, kefir danesinin muhafazasi i¢in farkli
yontemler tizerinde ¢alisilmistir. Buna gore, -20°C ve -80°C 'de donmus olarak muhafaza edilen
daneler ve 4°C 'de saklanan kefir danelerinin metabolik aktivitesi degerlendirildiginde -20°C
ve -80°C 'de saklanan daneler mikrobiyotalarin1 korumus ve agirliklart depolanmamis danelerle
benzer bir oranda artmistir. -20°C ve -80°C 'de saklanan daneler ile elde edilen kefir,
depolanmamuis taze danelerle elde edilen kefir ile ayn1 mikrobiyota, reolojik davranis, asitlik ve
karbondioksit icerigini gdstermistir. 4°C 'de saklanan danelerden elde edilen iiriin, standart
iriiniin asitligi ve viskozitesine sahip olmadigi tespit edilmistir. Bu calismada, -20°C 'de
depolama, kefirin evde iiretimi igin, kefir danelerinin korunmasinda iyi bir yontem oldugu

sonucuna varilmistir.

Yapilan baska bir calismada kefir daneleri, liyofilize edilmis diisiik yogunluklu
polietilen film (LDPE), yonlendirilmis polyester film (OPET) ve metalize edilmis polyester
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film (MOPET) dahil olmak {izere {li¢ farkli ambalaj malzemesinde paketlenmis ve 3 ay boyunca
depolanmistir. Depolama sonunda MOPET filmi i¢in, fermantasyon aktivitesinin en iyi
muhafaza edildigi bulunmustur. OPET ambalaj filmin ise kefir danelerinin mikrobiyal

bilesimini en iyi sekilde korunmasini sagladig tespit edilmistir (Witthuhn vd., 2005b).

Kefirin Saghk Uzerine Etkisi

Yeni fonksiyonel iiriinler tiretmek i¢in gidalar1 fermente etme amacinin disinda bir diger
onemli ama¢ da mikroorganizmalar1 son derece yararli olan enzimler ve biyoaktif maddeleri
iretmeye yonlendirmektir (Tomar vd., 2017). Kefir, siitte bulunan tiim besin maddelerini ve
yogun mikroorganizma igerdigi i¢in oldukc¢a besleyici bir gidadir (Tomar vd., 2017, Sarica,
2022). Fermantasyon siireci siit elementlerinde degisikliklere yol agarak siite kiyasla sindirimi
kolaylastirmaktadir (Sarica, 2022). Kefir tiiketiminin artmasi, kefirin benzersiz duyusal
ozellikleri ve insan saglhigina faydali etkileriyle iliskilendirilen uzun ge¢misinden
kaynaklanmaktadir (Wulansarie ve Fahmiati, 2022). Kafkasya halkinin uzun émiirliliigi kefir
tiketimi ile iliskilendirilmistir. Kefir antimikrobiyal (¢ok ¢esitli gram-pozitif ve gram-negatif
bakteriler ve bazi mantarlara karsi), antihipertansif, antienflamatuar, antikarsinogenik,
antialerjik ve antioksidan aktiviteye sahiptir (Otles ve Cagindi, 2003, Farnworth, 2005, Diosma
vd., 2014, Koroglu vd., 2015). Bagisiklik sistemi modiilasyonuna katilir, kolesterol seviyelerini
azaltir, kan sekerini diizenler ve laktoz intoleransini hafifletir (Diosma vd., 2014, Koéroglu vd.,

2015). Kefirin metabolizma ve saglik iizerine probiyotik etkileri Sekil 3’de verilmistir.

Probiyotik (Kefir)

\

Fermentasyon Bakteri ve Mayalar Metabolitler
Urdnleri

/N

BaQirsaklara ait mikrobiyal —————— Sindirim, metabolizma, bagigiklik
popiilasyon sistemi ve hastalik direnci

Sekil 3. Kefirin metabolizma ve saglik lizerine probiyotik etkileri (Created with
Biorender.com) (Farnworth, 2005)
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Antimikrobiyal aktiviteleri: Kefirin gram negatif bakteriler {izerinde bakteriyostatik
etki gosterirken, Gram pozitif bakteriler lizerinde ise bakterisidal etkisinin oldugu belirtilmistir
(Ahmed vd., 2013a, Koroglu vd., 2015, Sarica, 2022). Yapilan bir ¢alismada, %70 kefir igeren
ortamda Gram negatif bakterilerin 6nemli 6lgide baskilandigi, Gram pozitif bakterilerin de
baskilandigi gbézlemlenmistir. Asetik asit, diasetil, laktik asit, peptitler (bakteriyosin), CO-,
etanol ve H2O; gibi antibakteriyel maddelerin kefirde olusmasi, gida iiriinlerinin korunmasini
ve gida kaynakli patojenlerin azalmasini, gida tiretimini ve depolanmasini saglar (Ahmed vd.,
2013a, Yalgin ve Isik, 2017, Tomar vd., 2017). Karatepe ve Yal¢in (2014) bunu, olusan laktik
asidin ortamin pH'sm diisiirerek diger bakterilerin gelisebilmesi i¢in uygun olmayan ortam
olusmasi, H,O’in bagirsak patojenlerine karsi antagonistik bir etki gdstermesi ve asetik asidin

de antibakteriyel 6zellikler gdstermesi seklinde agiklamaktadir.

Yapilan bagka bir ¢alismada, kefirin Shigella ve Salmonella enfeksiyonunun siiresini ve
siddetini bebeklerde azalttigi bulunmustur (Rattray ve O’Connell, 2011). Ayrica in vitro
caligmalar, kefirde bulunan yararli mikroorganizmalarin, 6zellikle laktobasillerin ve diger
yararli mikroorganizmalarin, ortamdaki patojen mikroorganizmalarin zararli aktivitelerini
engelledigini ortaya koymustur (Tomar vd., 2017). Ayrica graniilleri ¢evreleyen polisakkarit
matrisi olan kefiran tek basina antimikrobiyal, antifungal ve antitlimoral 6zelliklere sahiptir

(Karatepe ve Yalgin, 2014).

Yapilan arastirmalar kefir ve kefir danelerinin mide ve bagirsak mikrobiyotasi basta
olmak {tizere pek ¢cok mikroorganizmaya karsi antagonist etki gosterdigini ortaya koymustur
(Zacconi vd., 2003). Kefir, ¢ok cesitli patojenik bakteri ve maya tiirlerine kars1 disk difiizyon
yontemiyle test edilmis ve bu tiirlerin ¢oguna karst ampisilin, amoksisilin, seftriakson,
ketokonazole ve azitromisin ile esit antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bulunmustur.
Lactobacillus acidophilus (Lb. acidophilus) ve Lb. kefiranofaciens gibi kefirden izole edilen
diger Lactobacillus tiirlerinin yani sira bazi S. thermophilus suslari, E. coli, L. monocytogenes,
S. aureus, S. Typhimurium, S. enteritidis, S. flexneri, P. aeruginosa ve Y. enterocolitica dahil
olmak iizere ¢ok ¢esitli patojen bakterilere karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi bulunmustur
(Bourrie vd., 2016). Ayrica aym zamanda kefir Candida, Trichopyton, Torulopsis,
Microsporum, Rhodotorula ve Saccharomyces tiirlerine karsi antifungal aktiviteye sahiptir
(Karatepe ve Yalgin, 2014).

Antikarsinojenik etki: Kefir; mutasyonu ve DNA hasarini azaltarak, prokarsinojenik
bilesikleri kanserojenlere doniistiiren B-glukuronidaz, nitrorediiktaz ve azorediiktaz gibi enzim
aktivitelerini geciktirerek veya bagisiklik sistemini aktive ederek kanseri dnler ve erken evre

tiimortinii baskilayarak antikarsinojenik 6zellik gosterir (Karatepe ve Yalgin, 2014, Wulansarie
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ve Fahmiati, 2022). Kefir ayrica kansere neden olan maddeleri (mutajenler) notralize eder, kisa
zincirli yag asitlerinin iiretimini artirir, asitligi artirir ve kanser hiicresi apoptoz siirecini
hizlandirir. Kefirden elde edilen spesifik kiiltiirlerin, indol ve imidazol gibi mutajenik maddeleri

baglama yetenegine sahip oldugu goriilmektedir (Karatepe ve Yalgin, 2014).

Kefirdeki mikrofloranin antimutajenik rolii kanitlanmig bir gergektir. Kefirden izole
edilen Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus ve Streptococcus lactis subsp. cremoris
mutajenleri baglama kapasitesine sahiptir (Hosono vd., 1990, Ahmed vd., 2013a). Kefirdeki E
vitamini, selenyum, Kkatalaz ve siiperoksit dismutaz enzimlerinin antioksidatif etkisi,
antikarsinojenik olarak etki eder (Delikanli Akbay, 2020). Kefirin amino asit profili beslenme
agisindan  onemlidir. Onceki arastirmacilar siit proteinlerinin  ve 6zellikle yiiksek
konsantrasyonda siilflir amino asitleri igeren kefir ve benzeri iirlinlerin antikarsinojenite
acisindan 6nemli oldugunu belirtmislerdir (Guzel-Seydim vd., 2003). Kefiran da antitimor etki
gosterip, bu etkinin suda ¢oéziinmeyen polisakkaritlere gére daha fazla oldugu calismalarla
kanmtlanmistir (Koroglu vd., 2015). Kefir iiretiminde siitiin kaynagi da belirleyici bir rol oynar
ve timor biiylimesinin baskilanmasini etkilemektedir. Siit kefiri %65 oraninda timor
bliylimesini  baskilayabilirken, soya siitii kefiri timér biliylimesini %71'e kadar

engelleyebilmektedir (Yilmaz vd., 2022).

Yapilan bir¢ok ¢alisma kefirin meme, akciger kanserlerine, kolorektal ve malign T
lenfositlerine kars1 potansiyel antitiimor 6zelligi oldugunu gostermistir (Furukawa vd., 1990,
Chen vd., 2007, Rizk vd., 2009, dos Reis vd., 2019). Furukawa vd. (1990) tarafindan yapilan
caligmada, Lewis akciger kanseri hiicresi nakledilen farelere dokuz giin boyunca giinde 2 g/kg
fare viicut agirhg olacak sekilde kefir iirlinii verilmis ve %62’lik tiimor biiylime
inhibisyonunun saglandigi belirtilmistir. Cevikbas vd. (1994) tarafindan yapilan baska bir
caligmada ise 11 tane fareye fusiform kanser hiicreleri nakledilmis ve 0,5 mL kefir 20 giin
siireyle farelere verilmis ve tiimdr boyutlar1 gozlemlenmistir. Tedavi sonrasinda iki farede
tiimoriin gozlenmedigi, bes farede timdr boyutunda azalma goriildiigli ve dort farede timor
boyutunda degisiklik olmadig1 goriilmiistiir. Tedavi 6ncesi ortalama timor boyutu 0,06 0,05
cm? iken tedavi sonrasi ortalama tiimér boyutu 0,02 0,02 cm? olarak bulunmustur. Ayrica
kefir ve kan kanseri konusunda da terapi amacl ¢aligsmalar yiiriiten ¢esitli bilim insanlari, kefir
tilkketimiyle 16seminin de tedavi edilebilecegini belirtmislerdir. Losemide kefirin tiiketilmesi
apoptozun artmasina ve hiicrelerin ¢ogalmasinin azalmasina neden olmustur (Jambhulkar,

2020).

Laktoz intolerans: Laktoz, tim memeli siitlerinde bulunan ana karbonhidrattir ve

laktoz intoleransi laktozun hazimsizligiyla iliskili bir hastaliktir (Ahmed vd., 2013a). Bazi
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bireyler, laktozun glikoz ve galaktoza tamamen sindirilmesini saglayan p-galaktosidazin
yetersiz varligi nedeniyle siitteki birincil karbonhidrat olan laktozu tolere etmede zorluk
yasarlar (Hertzler ve Clancy, 2003). Kefir ve kefir danelerinde dogal olarak bulunan [3-
galaktosidaz, hidroliz islemiyle laktoz igerigini azaltarak iiriinii laktoz intoleransi olan kisiler
icin uygun hale getirir (Hertzler ve Clancy, 2003, Ahmed vd., 2013a). Laktoz intoleranst olan
kisilerin, kefir fermente olurken laktozun yaklasik %75'inin glikoz ve galaktoza dontistiiriilmesi
nedeniyle kefiri diyetlerine dahil edebilecegi belirtilmektedir (Sarica, 2022). Kefirdeki daha az
laktoz icerigi ve daha yiiksek B-galaktosidaz aktivitesi, laktoz sindirimini iyilestirerek ve
siskinlik hissini yaklasik %71 azaltarak kefiri laktoz intoleransi olan kisiler i¢in uygun hale
getirir (de Vrese vd., 1992, Kéroglu vd., 2015).

Bagisikhik sistemi iizerine etkileri: Fermantasyon veya sindirim ile biyoaktif
peptitlerin iretilmesi, hayvan modellerinde bagisiklik sisteminin uyarilmasi gibi ¢esitli
fizyolojik etkiler gostermistir (Tomar vd., 2017). Kefir titketmenin hastalik riskini azalttigi ve
bagisiklik sistemi lizerinde olumlu etkiler yarattig1 ¢cok sayida ¢alismayla ortaya koyulmustur
(Vinderola vd., 2005, Hong vd., 2009, Adiloglu vd., 2013). Kefirin bagisiklik sistemini
uyarmasi kefir danelerinde bulunan ekzopolisakkaritlerin etkisine bagli olarak da ortaya
cikabilir (Wulansarie ve Fahmiati, 2022). Immiin sistem tedavilerinde kefirde bulunan laktik
asit bakterilerinin ilaglarin etkinligini arttirdigi tespit edilmistir (Yalgin ve Isik, 2017). Kefirin
lipitlerinden elde edilen sfingomiyelin immunal sisteme etki etti§i in vivo ve in vitro
caligmalarla ortaya koyulmustur (Osada vd., 1993, Karatepe ve Yalgin, 2014). Thoreux ve
Schmucker (2001) tarafindan yapilan ¢alismada, kefirle 28 giin beslenen farelere 7. ve 21.
giinlerde kolera toksini (CT) enjekte edilmis ve geng farelerde (6 aylik) anti-CT IgA
konsantrasyonun arttigini ve bagirsak bagisiklik sisteminin giiclendigini; ancak yagsl farelerde
(26 aylik) ve kontrol grubunda ise herhangi bir iyilesme olmadigi goriilmiistiir. Bunun nedeni
mukozal bagisiklik tepkisinin artmasidir (Ahmed vd., 2013a).

Anti-alerjik etki: Kefirin anti-alerjik bir madde oldugu ¢esitli bilim adamlari tarafindan
rapor edilmistir. Yiiksek IgE reaksiyonuyla sonuglanan Th1/Th2 hiicre oranindaki farklilik,
gida alerjisinin ardindaki temel mekanizmalardan biridir. Siit bazli kefir ve soya siitii bazli kefir
tilketimi, mikrobiyotay1 degistirerek IgE ve IgGI tepkisini kisitlar, gida alerjisinin dnlenmesini
saglar (Jambhulkar, 2020). Boylece bagirsak mikroflorasini degistirerek gida alerjisini 6nleyip
ve gastrointestinal patojen enfeksiyonuna karst mukozal direncin arttirilmasi saglanabilir
(Ahmed vd., 2013a). Eozinofiller, alerjik reaksiyonlar sirasinda iltihapli bolgelerde yer alan,
alerjenlerin baslattig1 patolojik siireglere aktif olarak katilan bagisiklik sistemi hiicreleridir.

Brongsiyal astim ve atopik dermatit gibi alerjik temelleri olan durumlarda eozinofiller hem kan

23



dolagiminda hem de ilgili dokuda artis gosterir. Eozinofillerin artisin1 veya etkisini azaltmak,
alerjik hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in ¢ok dnemlidir (Koroglu vd., 2015). Yapilan bir
calismada kefirin, ovalbumin kaynakli eozinofil artisin1 ve akciger dokusunda asiri mukus
salgisini inhibe ettigi belirtilmistir (Lee vd., 2007, Kéroglu vd., 2015). Bu durum kefirin alerjik
bronsiyal astimin tedavisinde biiyiik bir terapdtik potansiyel sergiledigini gostermektedir (Lee
vd., 2007).

Kolesterol diisiiriicii etki: Kefir, kisa zincirli yag asitleri araciligiryla ve HMG-CoA
rediiktaz enziminin aktivitesini inhibe ederek kolesterol sentezinin azaltilmasinda da rol
oynayabilir (Angelis-Pereira vd., 2013). St-Onge vd. (2002) tarafindan yapilan calismada,
diistik kolesterolii olan 13 erkekten olusan bir grupta 4 haftalik kefir tiiketiminden sonra toplam
kolesterol, diisiik ve yiiksek yogunluklu lipoprotein kolesterol, trigliserit konsantrasyonlari
veya kolesterol fraksiyonel sentez oranlari iizerinde kefir tiiketiminin higbir etkisi olmamustir.
Hayvan deneylerinde fermente siit iirtinleri ve kefir, toplam kolesterol, diisiik yogunluklu
lipoproteinler (LDL) ve trigliseritlerin serum seviyelerinde 6nemli bir azalma oldugunu, yiiksek
yogunluklu lipoprotein kolesteroliinde ise herhangi bir degisiklik olmadigin1 goéstermistir
(Wang vd., 2009, Bourrie vd., 2016). Cin Tibet kefirinden elde edilen Lactiplantibacillus
plantarum (Lpb. plantarum) MA2'nin hem in vitro hem de in vivo kolesterol diisiiriicii
aktivitede etkili oldugu bulunmustur (Wang vd., 2009, Ahmed vd., 2013a). Kefirin disinda
kefiranin da kolesterol ve kan basinci diizeylerini iyilestirdigi de kanitlanmstir (Tomar vd.,
2017). Arastirmalar, kefiran takviyesinin, yagl bir diyetle beslenen spontan hipertansif ve felce
egilimli siganlarda serum toplam kolesterolii, serum LDL kolesterolii, serum trigliseritleri,
karaciger kolesterolii ve trigliseritlerinde azalmaya yol ac¢tigimi gostermektedir (Maeda vd.,
2004). Kefirde bulunan LAB’lerden Lactococcus lactis subsp. lactis (L. lactis subsp. lactis),
Lb. acidophilus, Lactococcus lactis subsp. cremoris (L. lactis subsp. cremoris), Leuconostoc
cremoris (Leu. cremoris), Streptococcus lactis subsp. diacetylactis (S. lactis subsp.
diacetylactis), Lactobacillus helveticus (Lb. helveticus), Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus (S. salivarius subsp. thermophilus), Lacticaseibacillus casei (Lcb. casei),
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis (Lb. delbrueckii subsp. lactis) ve sakarozu fermente
edemeyen Saccharomyces cerevisiae (Sacc. cerevisiae) mayasinin suslarindan se¢ilmis starter
ile tiretilen fermente siitiin serum kolesterolii ve karaciger yag konsantrasyonlarini diisiirme
iizerindeki etkisi, yliksek kolesterollii diyete tabi tutulan farelerde belirlenmistir. Buna gore,
fermente siit tirliniiniin yiiksek kolesterollii bir diyete dahil edilmesi, farelerde toplam serum
kolesterolii ve fosfolipid seviyelerini dikkate deger bir sekilde diistirmiistir (Tamai vd., 1996,
Karatepe ve Yal¢in, 2014). Ayrica LAB'in kolesterolii %33 oraninda azalttig bildirilirken, kefir
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daneleri ile 24 saatlik fermantasyondan sonra kefir kiiltiirleri tarafindan kolesteroliin asimile
edilmesiyle ortamdaki kolesteroliin %28-65"inin absorbe edildigi gézlemlenmistir (Yilmaz vd.,
2022).

Kan sekeri diizenleyici etkisi: Kwon vd. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada, soya
siitli ve Rhodiola ekstraktlariyla birlikte iretilen kefirin daha iyi bir anti-diyabetik islevsellik
sergiledigi belirlenmistir. Bu {iriin, yemek sonrasi hiperglisemiyi degistiren fenolik bilesikleri
harekete gegirmistir (Kwon vd., 2006, Ahmed vd., 2013a). Kefirin kan sekerini diizenleyici
etkilerine iligkin ¢alismalar bulunmaktadir. Kefiranin iskelet kas1 hiicrelerinde glikoz alimini
arttirdigi, Tip 2 diyabetin tedavisinde potansiyel faydasi oldugu one siiriilmiistiir. Bu aktif
maddenin kiigiik bir molekiiler yapiya sahip oldugunu, bu sayede sicaklik ve pH degisimlerine
kars1 direncli oldugunu ortaya koymustur. Boylece, suda ¢oziinebilen ve aktif olan kefiranin,
agizdan alim sirasinda mide asidine dayanabildigi ve kompakt yapisi nedeniyle bagirsaktan

kolaylikla emilebildigi diistiniilmektedir (Teruya vd., 2002, K&roglu vd., 2015).

Kan basinci iizerine etkisi: Hayvan modellerinde kefiran, 6zellikle yliksek miktarlarda
diyet kolesterolii tiiketen test organizmasinda kan basincini ve serum kolesteroliinii 6nemli
oOl¢tide azaltmaktadir (Maeda vd., 2004). Kan basincindaki azalma, anjiyotensin doniistiiriicii
enzimin baskilanmasina baglanabilir. Anjiyotensin doniistliriici enzim inhibitorleri
hipertansiyon tedavisinde kullanilan en 6nemli ilaclar arasindadir. Kefirdeki on alt1 peptidden
ikisi anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitor aktivite géstermistir (Quirds vd., 2005). Kefirden
izole edilen Lb. helveticus kullanilarak siit tozu fermantasyonu yapildiginda da kan basinci

tizerine olumlu sonuglar elde edilmistir (Aihara vd., 2005).

Kefir ile ilgili yapilan ¢ahiymalar

Insan saghg iizerine olumlu etkileri olan kefire talebin giderek artmasindan dolay: kefir
tizerinde bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Bu boliimde literatiir taramasi sonucunda kefir tizerine
yapilan bazi ¢alismalar 6zetlenmistir. Yapilan bir¢ok calismada, kefir starter kiiltiiriinden ve
kefir danesinden kefir iiretimi yapilip bu kefirin fizokimyasal, duyusal ve mikrobiyolojik

ozelliklerine bakilmaistir.

Iskogya ve Polonya’da inek, keci, koyun siitleriyle farkli starter kiiltiir kullanilarak
iiretilen kefirlerin mikrobiyolojik, fizokimyasal ve duyusal 6zellikleri incelenmistir. Orneklerin
mikrobiyal kalitesinin yiiksek oldugu, LAB ve mayalarin baskin tiir oldugu tespit edilmistir.
Kefir drneklerinin duyusal 6zelliklerinin, depolama ve siit ¢esidinden etkilendigi belirlenmistir.
Bu ¢alismanin en 6nemli sonucu, siit tiiriinlin duyusal profil iizerinde starter kiiltiirlerden daha

biiyiik bir etkiye sahip oldugudur (Wszolek vd., 2001).
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Kefirden dondurma yapiminin arastirildigi bir calismada, ¢esitli formiilasyonlarda kefir
dondurulmasi {iiretilmis ve 30 giin -16°C’de depolanmistir. Depolamanin 1., 15. ve 30.
giinlerinde kefirle iiretilen dondurmalarin fizokimyasal, duyusal ve mikrobiyolojik 6zellikleri
incelenmistir. Buna gore dondurmalarin depolama siiresince laktobasil, streptokok ve mayalar
biiylik oranda canliliklarim korurken, dondurmalarin fiziksel ve kimyasal ozelliklerinde de

onemli degisimlerin meydana gelmedigi tespit edilmistir (Demir, 2001).

Yapilan bagka bir kefirli dondurma iiretme ¢alismasinda, farkli formiilasyonlarda kefir
ve yaban mersinden olusan kefir dondurmalar tiretilmistir. Yapilan analizler sonucunda, kefir
ve yaban mersini konsantrasyonu arttik¢a pH degeri ve viskozitesi azalmis, titrasyon asitligi ise
artmistir. Yaban mersini ilavesiyle laktik asit bakterisi, S. thermophilus, Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus ve maya sayilarin1 azaltirken, kefir ilavesi bu mikroorganizmalarin sayilarini

azaltmistir (Aliyev, 2006).

Ulusoy (2007) fermente sucuk iiretiminde kefir kiiltiiriiniin hem tek basina hem de
klasik sucuk kiiltiirii ile degisen oranlarda kombinasyon halinde starter kiiltlir olarak
kullanilmasinin mikrobiyolojik ve kalite agisindan uygunlugunu arastirmistir. Yapilan
mikrobiyolojik analiz sonuglarina gore, iriin hijyeni ve halk sagligi agisindan risk tasiyan
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, silfit indirgeyen anaerob bakteri ve koliform
bakteriler gibi bakterilerin kefirle tiretilen sucuk gruplarinda diger gruplarla karsilastirildiginda
muhafazanin daha erken donemlerinde inhibe oldugu belirlenmistir. Panelistlerin duyusal
degerlendirmesi, kefir kiiltiiriiyle tiretilen fermente sucuklarin duyusal 6zellikler acisindan
olumlu karsilandigin1 gdstermistir. Bdylece fermente sucuklarda kefir kiiltiirii ilavesinin
mikrobiyolojik kaliteye olumlu etki yaptigi, tat ve aroma acgisindan kabul edilebilir seviyeye

ulastig1 sonucuna varilmstir.

Ulkemizde yapilan bir yiiksek lisans ¢alismasinda Ankara’da marketlerde satilan 120
tane kefir alimip bunlarin mikrobiyolojik kalitesine ve kimyasal Ozelliklerine bakilmigstir.
Incelenen kefirlerin aerob mezofil genel canli sayis1 ortalama 8,68 log kob/mL, laktobasil
diizeyi 8,33 log kob/mL ve maya diizeyi 3,92 log kob/mL olarak bulunmustur. Tiim kefirlerin
asitlik degerinin Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinler Tebligi’ne uygun oldugu tespit
edilmistir (Ding, 2008).

Yapilan bir ¢alismada inek, kegi ve koyun siitii kullanilarak dane ve ticari kefir
mayasiyla tretilen kefirler 15 giinliik depolama siiresince kimyasal ve mikrobiyolojik
ozellikleri agisindan arastirilmistir. Depolama sirasinda tiim kefir numunelerinde asitlik
seviyelerinin arttig1 bulunmustur. Ticari kefir kiiltiirii kullanilarak tiretilen kefir numunelerinde

laktokok sayisi artarken, dane ile iiretilen kefir numunelerinde azalmistir. Tiim o6rneklerde
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laktobasil ve maya sayilar1 depolanma boyunca degismemistir. Kefir 6rneklerinde koliform ve

E. coli tespit edilmemistir (Oner vd., 2010).

Arslan (2015)’in yapmis oldugu doktora tezinde, kefir danesi ve kefir starter kiiltiirii
kullanarak farkli pH ve sicakliklarda iiretim yapmis, ardindan kefirin 30 giinliik depolanmasiyla
mikrobiyolojik ve fizikokimyasal 6zelliklerin degisimi incelenmistir. Depolama siiresi sonunda
kefir 6rneklerinde serum ayrilmasinda artma oldugu; pH ve titrasyon asitliginde ise degisme
olmadigi belirlenmistir. Farkli inkiibasyon sicakligi pH tizerinde 6nemli bir fark olusturmazken,
titrasyon asitligi ve serum ayrilmasi tlizerinde etkisinin fazla oldugu; farkli inkiibasyonu
sonlandirma pH’larinda kurumadde, proteolitik aktivite ve kiil lizerinde anlaml1 fark olmadig:
belirlenmistir. Ayrica depolama esnasinda kefir Orneklerinde laktobasil, toplam aerobik
mezofilik bakteri, laktokok, 16konostok ve asetik asit bakteri sayilarmmin azalirken maya

sayilarinin arttig1 bulunmustur.

Baska bir doktora tezi ¢alismasinda manda ve inek siitiinden kefirler yapilmis ve 21
giinliikk depolama siiresi boyunca fizikokimyasal, duyusal ve mikrobiyolojik 6zelliklerine
bakilmistir. Bunun sonucunda Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc ve maya sayilari 14
giinliik depolama boyunca artig géstermis oldugu, depolama siiresinin sonuna dogru ise azaldig1
tespit edilmistir. Lb. acidophilus sayisinin ise tiim depolama boyunca diismiis oldugu
belirlenmistir (Tomar, 2015).

Ulkemizde yapilan bir yiiksek lisans ¢alismasinda ise rendelenmis Trabzon hurmasi,
muz ve elma kullanilarak kefir yogurdu f{iretilip bunun fiziksel, kimyasal ve duyusal
ozelliklerindeki degisime depolama siiresince (14 giin) bakilmistir. pH degerleri meyve
cesitliligi ve depolamadan etkilenmezken, titrasyon asitliginin etkilendigi bulunmustur.
Viskozite degerlerinin ise 1. giinde en yliksek olurken 7. giinde en diisiik oldugu tespit
edilmistir. Depolama siiresi boyunca en ¢ok serum ayrilmasinin elma ilaveli kefir yogurtlarinda

oldugu gortilmiistiir Koca (2016).

Dertli ve Con (2017)’un yapmus olduklari yayinda dort farkli kefir danesinin mikrobiyal
cesitliliginin kefir aromas1 {lizerindeki etkilerine bakilmis ve mikrobiyal cesitlilikle ugucu

bilesenlerin ilgili oldugu ortaya koyulmustur.

Crray (2017) tarafindan yapilan yiiksek lisans ¢alismasinda Istanbul’da marketlerde
satilan 100 adet farkli kefir 6rnegi mikrobiyolojik olarak test edilmistir. Kefir 6rneklerinin
laktobasil sayilarinin 7,29 log kob/mL, laktokok sayilarinin ortalama 8,33 log kob/mL ve maya
sayilarinin 3,48 log kob/mL oldugu belirlenmistir. Mikrobiyolojik olarak analiz edilen kefir
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orneklerinin laktobasil ve laktokok sayisi olarak tamami, maya sayisi olarak ise sadece

%24 {iniin Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi’ne uygun oldugu tespit edilmistir.

Atilgan (2018) tarafindan yapilmis olan yiiksek lisans tezinde ise dogal kefir danesi ve
ticari kiiltiir kullanilarak iiretilen kefirlerin farelerde tiiketimi saglanmis ve bdylece kefire 6zgii
laktik asit bakterilerinin fare gaitalarina transfer olup olmadig1 belirlenmistir. Bunun sonucunda
dogal kefir danesinden iiretilen kefirle beslenen farelerin gaitalarinda Lb. kefiranofaciens, Len.
kefiri ve Len. parakefiri’nin 10. giin sonundaki miktar1 sirasiyla 3,24 log kob/g, 2,28 log kob/g
ve 4,85 log kob/g olarak tespit edilmistir.

Yapilan bagka bir yiiksek lisans tezinde, dogal kefir danesi ve starter kiiltiir kullanilarak
iiretilen kefirin immiin sistemi tizerine etkilerine in vivo olarak bakilmistir. Calisma sonunda
daneden tretilen kefirin probiyotik oOzelliginin daha fazla olup bir¢cok immiinolojik

mekanizmay1 modiile etme kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir (Davras, 2018).

Ak (2018)’1n yapmis oldugu yiiksek lisans tezinde ¢esitli meyve soslar1 ve kefir starter
kiltiirleri kullanilarak kefirde fizikokimyasal, duyusal ve mikrobiyolojik analizler depolama
stiresi boyunca (1., 8., ve 15. giin) incelenmistir. Mikrobiyolojik analiz olarak sadece kefirde
bulunan laktik asit bakterilerinin sayilarindaki artis ve azalma tespit edilmeye c¢alisilmistir.
Buna gore depolama siiresi boyunca tiim 6rneklerin pH ve su tutma kapasitesi degerleri ile LAB
sayilar1 azalma gosterirken; titrasyon asitligi ve viskozite degerleri artis gostermistir. Depolama

stiresi boyunca kefirlerin duyusal 6zelliklerine verilen puanlar da azalmistir.

Akborii (2019) tarafindan yapilan yiliksek lisans tezinde, Tiirkiye piyasasindaki farkl
ticari firmalardan 5 adet kefir kiiltiirii ve Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Siit Teknolojisi
boliimiinden 1 adet dane alinmis ve bu kiiltiirlerle iiretilen kefirlerin fiziksel, kimyasal,
mikrobiyolojik ve duyusal ozellikleri incelenmistir. Lactobacillus sayist 7,6 log kob/mL,
Lactococcus sayist 8,16 log kob/mL, Leuconostoc sayist 6,37 log kob/mL, S. thermophilus
sayist 8,04 log kob/mL, asetik asit bakterileri sayisi 4,08 log kob/mL ve maya sayis1 4,67 log

kob/mL, olarak bulunmustur.

Sarica (2019)’1in yapmis oldugu doktora ¢alismasinda inek ve kegi siitleri kullanilarak
kefir iiretilmis ve 6rnekler hem buzdolabinda hem de dondurarak muhafaza edilerek meydana
gelen degisimler depolama siiresince incelenmistir. Buna gore buzdolabinda depolanan keci
siitii ile uretilen kefir 6rneginin pH degeri yiiksek bulunurken; inek siitiinden elde edilen kefirin
viskozite degeri yiiksek olmustur. Her iki ornekte depolanma siiresi boyunca asitlik ve

viskozite artarken serum ayrilmasi degeri azalmistir. Depolanma esnasinda her iki 6rnegin de,
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hem buzdolabinda hem de dondurarak muhafazasi ile laktobasil, 16konostok, laktokok, asetik

asit bakteri, toplam mezofilik aerobik bakteri ve maya sayilari azaldig: tespit edilmistir.

Akdan (2020)’in yapmus oldugu tez ¢alismasinda, manda, koyun, inek ve keci
stitlerinden ¢esitli kombinasyonlar olusturularak piyasaya alternatif bir kefirin gelistirilmesi
amaclanmustir. Uretilen kefirlerin ise toplam fenolik madde miktari, reolojik &zellikleri,
antioksidan aktiviteleri ve proteinlerinin hidrolize olma dereceleri arastirilmistir. Kefirlerin
mikrobiyolojik olarak degerlerinin mevcut ¢alismalarla benzer oldugu, ancak duyusal olarak
biiylik begeni almadigi tespit edilmistir. Toplam fenolik madde miktar1 gallik asit cinsinden

yiiksek degilken, antioksidan aktivitelerinin inek siitiine gére daha fazla oldugu belirtilmistir.

Hassan (2020)’in yapmis oldugu ¢alismada farkli bolgelerden temin edilmis 5 farkli
kefir danesi ve Kirgizistan’da bulunan bir siit iriiniinden probiyotik suslarin tanimlanmasi i¢in
SYBR green bazli Real Time-PCR kullanilmistir. Ayrica ¢alismada, kefir 6rneklerinden elde
edilen izolatlarin tamimlamasi da yapilmistir. Real Time-PCR analizinden elde edilen
amplifikasyon ve erime egrisi sonuglarina gore, tim kefir 6rneklerinde Len. Kkefiri, Lb.
kefiranofaciens, Lcb. casei, ve Lcb. paracasei baskin grup olurken; birkag kefir 6rneginde Lb.
acidophilus, Limosilactobacillus fermentum (Lim. fermentum), Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus, Lacticaseibacillus amylovorus (Lch. amylovorus), Lpb. plantarum, S. thermophilus

ve Sacc. cerevisiae tespit edilmistir.

Purutoglu vd. (2020)’1n yapmis oldugu calismada ise farkli bolgelerden alinan 6 farkl
kefir danesinin mikrobiyal ¢esitliligine bakilmis ve izole edilen LAB’lerin ve mayalarin
tanmimlanmas1 yapilmistir. LAB’lerin antimikrobiyal ve antifungal o6zellikleri, antibiyotik
direncleri ve irettikleri ekzopolisakkarit (EPS) miktar: ve EPS karakteristikleri belirlenmistir.
Test edilen tiim LAB, glikoz ve galaktoz igeren bir ekzopolisakkarit (EPS) {irettigi ve bazi
suslarin ise homopolimerik fruktan tipi bir EPS olusturdugu belirtilmistir. Ayrica kefir
izolatlarinin 6nemli diizeyde antimikrobiyal ve antifungal aktiviteye sahip oldugu tespit

edilmistir.

Aydm ilinde marketlerden temin edilen 60 adet kefir 6rnegi kimyasal ve mikrobiyolojik
olarak incelenmistir. Calismada incelenen sade kefir 6rneklerinin laktobasil, laktokok, TMAB,
maya ve kiif sonuglarinin ortalama degerleri sirasiyla, 6,84 log kob/mL, 7,12 log kob/mL, 7,25
log kob/mL, 3,81 log kob/mL olarak bulunurken, meyveli kefir 6rneklerinin 6,65 log kob/mL,
7,05 log kob/mL, 6,73 log kob/mL, 4,35 log kob/mL olarak belirlenmistir. Kefirlerin titrasyon
asitligi de teblige uygun olarak bulunmustur (Ates, 2021).
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Akay Yiice (2022) tarafindan yapilan calismada 5 farkli ev yapimi kefirden izole edilen
23 LAB suslarinin potansiyel 6zellikleri in vitro olarak incelenmistir. Gram pozitif ve katalaz
negatif sonug veren 12 tane susa pH, antimikrobiyal aktivite, pepsine direng, hemolitik aktivite,
proteolitik aktivite, safra tuzu ve antibiyotik direnci, oto-agregasyon ve ko-agregasyon ve agir
metallere direng testleri gerceklestirilmistir. Sonugta 3 adet susun probiyotik olarak
kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu ve bunlarin Enterococcus durans oldugu

belirlenmistir.

Bodur (2023), tarafindan yapilan ¢alismada da kefirden (12 tane ticari, 3 tane ev yapimi)
izole edilen laktik asit bakterilerinin probiyotik 6zellikleri ve biyolojik aktiviteleri
belirlenmistir. Toplamda 142 adet izolattan 37 tanesinin muhtemel laktik asit bakterisi oldugu
diisiinilmiistiir. Yapilan kuyu diflizyon test sonucuna gore 3 izolatin (X51, X55, Y54)
Streptococcus mutans ATCC35668 iizerinde bakteriyosin olusturdugu goézlemlenmistir.
Acetobacter fabarum (X51 ve X55) ve Leuconostoc mesenteroides (Leu. mesenteroides) (Y54)
suslar1 sekans ile belirlenmistir. Bu 3 izolatin antibiyotik direnglerinin olmadig1 da yapilan
testle belirlenmistir. Leu. mesenteroides (Y54) izolatimin 15°C’de ve pH 7’de gelisme
gostermesi, antibiyotiklere duyarli olmasi, bu bakterinin gelisim sicakligi ve bakteriyosin
iretimi starter kiiltlir ve probiyotik olarak kefir liretiminde kullanilma potansiyeli oldugunu

gostermistir.
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MATERYAL ve YONTEM

Materyal

Bu ¢alismada Tiirkiye'nin farkli bolgelerinden toplamda 30 adet farkli kefir danesi temin
edilmistir. 30 kefir danesinden 3 tanesi ticari kefir danesi olup, diger 27 tanesi evlerinde
geleneksel olarak kefir mayalayan, bilime katki saglamak i¢in goniillii olarak kefirlerini
paylasan kisilerden sosyal medya araciligi ile elde edilmistir. Goniillii olarak kefirlerini
paylasan vatandaslardan alman 27 kefir danesinin, bu kisiler tarafindan en az bir kez
fermantasyonda kullanildig1 belirtilmistir. Elde edilen daneler yagsiz siit igerisinde 4°C’de
buzdolab sartlarinda muhafaza edilmis ve hizlica mikrobiyolojik analize tabi tutulmuslardir.
Calismada kullanilan bazi kefir danelerinin goriintiisii Sekil 4’de, kefir danelerine ait genel

bilgiler ise Tablo 7°de goriilmektedir.

Tablo 7. Calismada Kullanilan Kefir Danelerine Ait Genel Bilgiler
Ornek Temin Edildigi Dane Tiirii ~ Ornek Temin Edildigi Dane Tiirii

No Sehir No Sehir
1 Erzurum Geleneksel 16 Istanbul Geleneksel
2 Tahran/Iran Geleneksel 17 Gaziantep Geleneksel
3 Erzurum Geleneksel 18 Istanbul Ticari (Aktar)
4 Istanbul Geleneksel 19 Ankara Geleneksel
5 Istanbul Geleneksel 20 Istanbul Ticari (Aktar)
6 Van Geleneksel 21 [stanbul Geleneksel
7 [stanbul Geleneksel 22 [stanbul Geleneksel
8 Istanbul Geleneksel 23 Istanbul Geleneksel
9 [zmir Geleneksel 24 Ankara Geleneksel
10 Istanbul Geleneksel 25 Istanbul Geleneksel
11 Erzurum Geleneksel 26 Istanbul Geleneksel
12 Ankara Geleneksel 27 Erzurum Ticari (Aktar)
13 Ankara Geleneksel 28 Erzurum Geleneksel
14 Bayburt Geleneksel 29 Erzurum Geleneksel
15 Erzurum Geleneksel 30 Edirne Geleneksel
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Sekil 4. Calismada kullanilan bazi kefir daneleri
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Metot

Bu ¢alismada, Tiirkiye’nin farkli illerinden toplanan 30 kefir danesinin mikrobiyolojik
ozellikleri incelenmistir. Bu danelerden izole edilen bakteri ve mayalarin molekiiler tanilanmasi
gergeklestirilmis, probiyotik ve teknolojik 6zellikleri belirlenmistir. Analiz sonuglarina gore
belirlenen izolatlarla kefir tiretimi gergeklestirilmis ve bu kefirlerin 21 giinlik depolama

boyunca bazi 6zellikleri arastirilmistir.

Kefir danesinde yapilan mikrobiyolojik analizler

Temin edilen kefir daneleri, mikrobiyolojik profilinin belirlenebilmesi i¢in laktik ve
asetik asit bakteri ve maya ve kiif acisindan incelenmistir. 30 farkli kefir danesinin
mikrobiyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi amaci ile laktik basil, laktik kok, asetik asit bakteri,
maya ve kiif mikroorganizmalarin sayimi gergeklestirilmistir. Mikrobiyolojik analizler i¢in
kefir daneleri hassas terazide tartilarak agirliklar: belirlenmistir. Daha sonra agirliklarinin 9 kati
kadar tuzlu peptonlu su (%0,85 NaCl ve %0,1 pepton) ilave edilerek homojen bir karisim elde
edilene kadar Stomacher cihazinda (Mayo) danenin pargalanmasi islemi gerceklestirilmistir.

Seri diliisyon yontemi ile mikrobiyolojik analizler ger¢eklestirilmistir (Harrigan, 1998).

Laktik basil sayimi

Danelerin Lactobacillus spp. bakteri sayisint belirlemek i¢in MRS (de Man, Rogosa,
Sharpe, Merck, Darmstadt, Almanya) agar kullanilmis olup Speck (1984) ve Pichhardt vd.
(2004)’in yontemine goére ekim ve sayim yapilmistir. Bu amagla petriler, yayma ekim islemi
ardindan Anaerocult A (Merck, Darmstadt, Almanya) kullanilarak 2-3 giin 30-32°C’de
Anaerobik jar (Merck, Darmstadt, Almanya) icerisinde anaerobik olarak inkiibasyona

birakilmustir.

Laktik kok sayimi

Danelerin Lactococcus spp. i¢eriginin belirlenebilmesi i¢in ise M17 (Merck, Darmstadt,
Almanya) besiyeri kullanilmis olup Pichhardt vd. (2004) ve Oner vd. (2010)’in ydntemine gore
ekim ve sayim yapilmistir. 24 saat 30-32°C’de tiim petriler aerobik sartlarda inkiibasyona

birakilmastir.

Asetik asit bakteri sayimi

Muhtemel asetik asit bakterilerinin (AAB) sayimu i¢in Glukoz-Yeast extract-Calsium
carbonat (GYC) agar kullanilmis olup Sharafi vd. (2010)’in yontemine gore ekim ve sayim
yapilmistir. GYC agar (%5 D glikoz, %1 maya ekstrakti, %1,5 CaCOs3, %0,005 bromocresol
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purple ve %]1,5 agar) mevcut literatiir bilgisi ¢ercevesinde hazirlanmistir. Bu nedenle GYC
besiyeri hazirlanip sterilize edildikten sonra petri plaklarina dokiilerek katilasmasit saglanmustir.
Maya ve kiif gelisiminin engellenmesi i¢in 100 ppm Cycloheximide (Sigma) homojen bir
karisim olacak sekilde besiyeri sterilize edildikten sonra eklenmistir (Yetiman ve Kesmen,
2015). Ekimden sonra tiim petriler 30°C’de aerobik sartlarda 1-2 giin inkiibatorde
bekletilmistir. inkiibasyon sonunda, muhtemel AAB’lerin kalsiyum karbonati kullanarak
besiyerinde olusan sari veya yesil renkli koloniler belirlenerek izolasyon islemine devam

edilmistir (Sharafi vd., 2010, Bilginer, 2018).

Maya ve kiif sayimi

Potato Dextrose Agar (PDA, Merck, Darmstadt, Almanya) maya ve kiif sayim i¢in
kullanilmis olup Speck (1984) ve Tournas vd. (1998)’in ekim ve sayim yontemi uygulanmustir.
Buna gore sterilize edildikten sonra 45°C’ye kadar sogutulmus olan PDA agar igerisine
%10’luk steril laktik asit ¢ozeltisi eklenerek besiyeri pH’s1 3,5’a ayarlanmis ve homojen olacak
sekilde karismasi saglanmustir. Petriler, ekim sonrasi oda sicakliginda 5 giin inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon bittikten sonra gdzlenebilen koloniler mikroskobik ve makroskobik

kontrol edilerek sayilmistir.

Muhtemel laktik asit, asetik asit bakterilerinin ve mayalarin izolasyonu

Kefir danelerinden muhtemel LAB’larin AAB’lerin ve mayalarin izolasyonu igin
inkiibasyon sonunda MRS, M17, GYC ve PDA agarlar iizerinde gelisen koloniler makroskobik
ve mikroskobik 6zelliklerine gore farkli yapida ve renkte olanlar dikkate alinarak se¢ilmis ve
ticlii ¢izim yontemi kullanilarak saflastirma islemi gerceklestirilmistir. Saflastirilan izolatlar

daha sonraki analizler i¢in %40 gliserol ¢ozeltisi i¢erisinde -80°C’de muhafaza edilmistir.

izolatlarin fenotipik karakterizasyonu

Kefir danelerinden izole edilen izolatlarin fenotipik karakterizasyonu i¢in Gram

boyama, katalaz testi yapilmis, mikroskobik 6zellikleri incelenmistir.

Gram boyama

Kefir danelerinden izole edilen muhtemel LAB ve AAB’lerin Gram 06zelliklerinin
belirlenmesi i¢in boyama islemi yapilmistir. Besiyerlerinde gelistirilen geng Kkiiltiirler lam
iizerine alinarak alev ile fikse edilmistir. Daha sonra kristal viyole, liigol ¢ozeltisi, etil alkol ve
karbol fiiksin ile boyanmistir. Isik mikroskobu ile 100X objektif altinda mavi renkte goriinen
bakteriler Gram (+), kirmizi renkli izolatlar Gram (-) olarak belirtilmistir (Sert, 2000).
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Katalaz testi

Katalaz enzimi ile hidrojen peroksit (H202) pargalanarak su ve oksijen agiga
¢ikmaktadir. Saf geng kiiltiirler 6ze ile alinip tlizerine birka¢ damla %3’liikk H2O, (Merck,
Darmstadt, Almanya) damlatilmistir. Gaz olusumu olup olmadig1 gbzlemlenerek, gaz olusturan

izolatlar katalaz pozitif, olusturmayanlar negatif olarak degerlendirilmistir (Pichhardt vd.,
2004).

Muhtemel laktik asit, asetik asit bakterilerinin ve mayalarin makroskobik ve
mikroskobik ézelliklerinin incelenmesi

Kefir danelerinden elde edilen izolatlarin saf olmasi igin koloniler makroskobik ve
mikroskobik olarak incelenmistir. Makroskobik olarak; petri plagi tizerindeki koloninin renk,

boyut ve sekli kaydedilmistir

Izolatlar mikroskobik olarak, lam lamel aras1 preparat hazirlanarak 1sik mikroskobu

kullanilarak incelenemis ve hiicre sekli kok ve basil olarak kaydedilmistir (Sert, 2000).

Izolatlarin genotipik karakterizasyonu ve tanilanmasi

Kefir danelerinden elde edilen izolatlarin iki asamali olarak genotipik karakterizasyonu
yaptlmistir. Random amplified polymorphic DNA (RAPD) ve repetitive element sequence-
based PCR (rep-PCR) parmak izleri (fingerprint) kullanilarak ilk olarak izolatlarin sus
seviyesinde ayrimi saglanmistir. Daha sonra elde edilen fingerprintler gruplandirilarak her bir
grubu temsil eden bakteriler i¢cin 16S rRNA, mayalar i¢cin 28S rRNA sekans islemi
gerceklestirilerek genetik tani islemi yapilmistir (Garbers vd., 2004, Ercolini, 2004, Kok Tas
vd., 2012, Marsh vd., 2013). Lc. lactis ve Lc. cremoris izolatlarinin sekans sonuglarinin
ayriminin tam olmamasindan dolay1 ve sekans sonuglarinin dogrulugunu teyit etmek igin ilgili
spesifik primer gruplarinda bulununan tiim izolatlara Lb. kefiranofaciens, Lc. lactis ve Lc.

cremoris tiirlerine ait spesifik primerlerle PCR islemi gergeklestirilmistir.

Genomik DNA izolasyonu

-80°C’de gliserol ¢ozeltisi (%40°11k) igerisinde muhafaza edilen tiim bakteri izolatlar
MRS, M17 ve GYC besiyerlerinde tekrar canlandirilip safliklart kontrol edildikten sonra steril
saf suda siispanse edilmistir. DNA izolasyon islemi i¢in Singh ve Ramesh (2009) tarafindan
belirtilen yontem kullanilmistir. Buna gore, ilk olarak bakteri siispansiyonu oda sicakliginda 3
dk 5000 x g’de santrifiij edilmistir. Daha sonra siispansiyon 3 kez fosfat tamponu (PBS) ile
yikanip bir kez de ultra saf su ile yitkanmistir. Yikama sonrasi bakteri 0,1 mL %10 SDS ve 0,5
mL 6 M iire ile yeniden siispanse edilmis ve 37°C’de 20 dakika inkiibe edilmistir. Stispansiyon
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kaynayan su i¢inde 5 dk bekletilmis ve 25°C’de 10 dakika 8000 x g’de santrifiij isleminden
sonra supernatant atilmistir. Kalan pellet {izerine 0,2 N NaOH’tan 0,1 mL eklenmis ve 10 dk
37°C’de inkiibasyona birakilmistir. 3 dk 25°C’de 3000 x g’de santrifiij edilerek hiicresel
pargalarin ayrilmasi saglanmistir. Supernatant icerisine 2,5 hacim absolute alkol ilave edilmis
ve 2 saat -20 °C’de bekletilerek DNA ¢oktiiriilmesi saglanmistir. Daha sonra 15 dk 4°C’de
13200 x g’de santriflij islemi gercgeklestirilmis ve %70’lik etanol ile yikama yapilmistir.
Yikama sonrast oda sicakliginda DNA pelleti kurutulmus ve iizerine 20 pL Tris-EDTA
tamponu eklenerek siispansiyon olusturulmustur. Elde edilen template DNA PCR isleminde

kullanilmaya hazir hale gelmistir.

Bakteri izolatlar1 gibi muhafaza edilen tiim maya suslart PDA besiyerinde tekrar
canlandirilip safliklar1 kontrol edildikten sonra steril saf suda siispanse edilmistir. Mayalardan
DNA izolasyonu i¢in Ldoke vd. (2011) tarafindan belirtilen yontem kullanilmistir. Buna gore,
stispansiyondan 100 pL alinip 20000 % g’de 3 dk santrifiijlenmistir. Pelet %1 SDS iceren 100
pL 200 mM LiOAc (Lityum asetat) ile siispanse edilip 70°C'de 5 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 300 pL absolute etanol ilave edilip vortekslenmistir. DNA ve hiicre
kalintilar1 15000 x g'de 3 dk santrifiijlenmistir. Elde edilen pellet %70 etanol ile yikanip
kurutulmus ve 100 pL steril saf su i¢inde yeniden siispanse edilmistir. Template DNA PCR

isleminde kullanilmistir.

Repetitive element sequence-based PCR (Rep-PCR) ve Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD) profillerinin belirlenmesi

Kefir danelerinden elde edilen bakteri suslarinin repetitive element sequence-based PCR
(rep-PCR) profilleri (GTG)s primeri (5’-GTGGTGGTGGTGGTG-3") (Tablo 8) primeri
kullanilarak belirlenmistir (Dertli vd., 2016). Toplam hacim 25 pL olacak sekilde PCR tiipiine
sirastyla 12,5 pl. PCR master mix (EcoTaq 2x PCR Master Mix, Eco-Tech Biotechnology,
Erzurum, Turkey), 11 pL niikleaz igermeyen su, 1 pL primer ve 0,5 pL genomik DNA
eklenmistir. PCR islemi; 98°C’de 30 sn ilk denatiirasyon, 94°C’de 10 sn (denatiirasyon),
54°C’de 15 sn (baglanma), 72°C’de 15 sn (uzama) basamaklarindan olusan toplam 35 dongi
ve son olarak 72°C’de 60 sn (son uzatma) basamag ile ger¢eklestirilmistir. PCR {iriinlerini
ayirmak igin etidyum bromiir (EtBr) iceren %1,5’luk agaroz jelde (Sigma, Milano, Italya) 8 saat
boyunca 35 V akimda yiiriitme yapilmis ve yiiriitme sonunda UV 1sik altinda izolatlarin DNA
fingerprintleri kaydedilmistir. Elde edilen DNA fingerprint sonucu analiz edilerek izolatlar

benzerliklerine gore gruplandirilarak rep-PCR profilleri olusturulmustur.

Maya izolatlarmin RAPD-PCR profillerinin belirlenmesi i¢in M13 primeri (5'-
GAGGAGGGTGGCGGTTCT-3") (Tablo 8) kullanilmistir. Bu amagla toplam hacim 25 pL
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olacak sekilde PCR tiipiine sirasiyla 12.5 pL. PCR master mix (EcoTaq 2x PCR Master Mix,
Eco-Tech Biotechnology, Erzurum, Turkey), 10,5 puL niikleaz icermeyen su, 1 puL primer ve 1
uL genomik DNA eklenmistir. PCR islemi; 98°C’de 30 sn ilk denatiirasyonun ardindan
94°C’de 10 sn denatiirasyon, 61°C’de 15 sn primer baglanmasi ve 72°C’de 15 sn uzama
basamaklarindan olusan toplam 35 dongii olacak sekilde gergeklestirilmis, son olarak 72°C’de
1 dk ilave uzama basamagi eklenmistir. PCR {iriinleri EtBr ihtiva eden %1,5’luk agaroz jelde 8
saat boyunca 35 V akimda yiritiliip olusan fingerprintler gruplandirilarak RAPD-PCR
profilleri olusturulmustur (Lieckfeldt vd., 1993, Andrighetto vd., 2000, Libkind vd., 2003).
ClearBand DNA Marker 100bp-Green (Eco-Tech Biotechnology, Turkey) DNA boyutlayicisi
olarak elektroforetik jelde kullanilmistir (Sekil 5).

Size
(bp)

Sekil 5. ClearBand DNA Marker 100bp-Green fragment boyutlari
16S rRNA ve 28S rRNA dizi analizi

Danelerden izole edilen bakteri izolatlar1 elde edilen (GTG)s rep-PCR profillerine gore
gruplandirilip her gruptan temsili bir 6rnek segilerek molekiiler tanilama gergeklestirilmistir.
16S rRNA Dbolgesi 8F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) ve 1541 R (5’-
AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’) (Tablo 8) primerleri kullanilarak ¢ogaltilmistir. Toplam
reaksiyon hacmi 50 pL olacak sekilde hazirlanmistir. Buna gore PCR tiiplerine 25 uL PCR
master mix, 2’ser pL 8F ve 2 1541R primeri, 1 pL template DNA, primeri ve 20 puL niikleaz
icermeyen su eklenmistir. PCR kosullar1 Cirpict ve Cetin (2023)’te belirtildigi sekilde
yapilmistir. Buna goére 98°C’de ilk denatiirasyon i¢in 30 sn, ardindan 94°C’de 10 sn, 65°C’de
15 sn ve 72°C’de 15 sn’lik 35 dongii ve son olarak 72°C’de 1 dk olacak sekilde PCR islemi
gerceklestirilmistir. PCR iirlinlerinin goriintiilenmesi i¢in jelde 3 saat boyunca 100 V akimda

yiiriitme yapilip UV altinda goriintiileme yapilmistir. Sekans sonuglari i¢in the National Centre
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for  Biotechnology  Information (NCBI) veri tabaninda  bulunan = BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) programi kullanilmustir.

Maya izolatlar ise elde edilen RAPD-PCR profillerine gore bakterilerde oldugu gibi
gruplandirilip her gruptan temsili bir 6rnek secilerek sekans isleminde EtBr iceren %1,5’luk
agaroz kullanilmistir. 28S rRNA kodlayan genin D1/D2 bdlgesini ¢ogaltmak i¢in NL-1 (5'-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3") ve NL-4 (5'-GGTCCGTGTTTTCAAGACGG-
3") (Tablo 8) primerleri kullamlmistir (Marshall vd., 2003). 50 uL toplam reaksiyon hacmi
olacak sekilde PCR islemi gerceklestirilmis ve 28S rRNA genine ait D1/D2 bolgesinin dizisi
BLAST programi kullanilarak tani islemi gerceklestirilmistir.

Laktik asit bakterilerinin tiire spesifik primerlerle tanilanmasi

16S rRNA PCR ile gergeklestirilen tanilama isleminin dogrulugunun teyit edilmesi ve
Lb. kefiranofaciens susunun dogrulugunun tespiti amaciyla (GTG)s primeri ile olusturulan rep-
PCR gruplarina, tiire ait spesifik primerler kullanilarak ayr1 PCR islemleri gerceklestirilmistir.
Lb. kefiranofaciens susunun varliginin tespiti i¢cin MRS agarda izole edilen tiim c¢ubuk
seklindeki izolatlara LK1-2F ve LK1-2R (Tablo 8) primeri kullanilmistir (Wang vd., 2018).
Sekans sonucunda Lc. lactis ve Lc. cremoris suslarmin ayriminin nispeten net olmamasindan
dolay1 spesifik Lc. lactis subsp lactis ve Lc. lactis subsp cremoris primerleri (Tablo 8)
kullanilmistir (Lu vd., 2015). Boylece Lc. lactis ve Lc. cremoris suslart net olarak belirlenmistir.
DNA izolasyonu i¢in “Genomik DNA izolasyonu” baglig: altinda belirtilen yontem kullanilmis
olup PCR karisimi “16S rRNA ve 28S rRNA dizi analizi” bashig1 altinda belirtilen miktarlarda
hazirlanmigtir. PCR islemlerinde LK1-2 primeri i¢in 58°C, Lc. lactis subsp lactis primeri igin
62°C ve Lc. lactis subsp cremoris primeri igin 61°C’lik baglanma sicakligi uygulanmistir. Tim
PCR iiriinleri EtBr iceren %1,5’luk agaroz jelde 100 V akimda 3 saat yiiriitiilmiis ve UV 151k

altinda goriintiilenmistir.
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Tablo 8. Calismada Kullanilan Primerler

Kullanim  Primer Sekans (5°-37) Hedef Amplikon Baglanma Kaynak
amacl Gen  uzunlugu  Sicaklig
(bp) (°C)
rep-PCR  (GTG)s GTGGTGGTGGTGGTG - Degisken 54 Dertli vd. (2016)
- Degisken 61 Lieckfeldt vd. (1993)
e M3 GAGGAGGGTGGCGGTTCT Andrighetto vd. (2000)
Libkind vd. (2003)
285 NL-1 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG
rRNA 285 650 59 Marshall vd. (2003)
PCR NL-4 GGTCCGTGTTTTCAAGACGG rRNA
16S 8F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 165 1533 o ooy
irpici ve Cetin

LFE:'\FLA 1541 R AAGGAGGTGATCCAGCCGCA rRNA Cirpion ve Getin (2023)

LK1-2F GAGCGGAACCAGCAGAATCA 16S

150 58 Wang vd. (2018)

LK1-2R GCTGTTCATGCGAACTGCTT rRNA

'EC' lactis subsp. lactis -1 oG TACTTGTACCGACTGGAT
Tiire _ _ oS 792 62 Lu vd. (2015)
spesifik  LC.lactis subsp.1actis - 1506 ATACAGTGAACTTATAGCTCC
primerler R

Lc. lactis subsp. GAAGATTTGTGCTTGCACCAATTTG

cremoris F 16S

RNA 767 61 Lu vd. (2015)

Lc. lactis subsp.
cremoris R

GCGATACAGTGAACTTATAGCTCC




ov

Tablo 8. Devami

Kullanim Primer Sekans (5°-37) Hedef Amplikon Baglanma Kaynak
amaci Gen uzunlugu  Sicaklig
(bp) @Y
epsA F TAGTGACAACGGTTGTACTG
epsAR  GATCATTATGGACTGTCAC epsA 800 53 Low vd. (1998)
epsB F CGTACGATTCGTACGACCAT .
epsBR  TGACCAGTGACACTTGAAGC epsB 1150 57 Dertli vd. (2016)
. .. . epsDIEF TCATTTTATTCGTAAAACCTCAATTGAYGAR
EPS {iretimi
YTNCC -gtf 189 62 Provencher vd. (2003)
epsD/ER  AATATTATTACGACCTSWNAYYTGC P-g '
CA
gtf F GAYAAYWSIAAYCCIRYIGTIC
gtf R ADRTCICCRTARTAIAVIYKIG gtf 660 55 Palomba vd. (2012)
esp-F TTGCTAATGCTAGTCCACGACC ..
esp-R GCGTCAACACTTGCATTGCCGAA espfs 933 61 Reviriego vd. (2005)
HYLnl ACAGAAGAGCTGCAGGAAATG hvl 276 58 Vankerckhoven vd.
HYLn2 GACTGACGTCCAAGTTTCCAA y (2004)
gelE-F ACCCCGTATCATTGGTTT ..
gelER ACGCATTGCTTTTCCATC gelE 419 55 Reviriego vd. (2005)
. cylAF TGGATGATAGTGATAGGAAGT -
;;E’“t;ff;;m oIAR  TCTACAGTAAATCTTTCGTCA cylA - 517 o5 Togay vd. (2010)
asall GCACGCTATTACGAACTATGA ..
I;grcljllgg/an asal? AAGAAAGAACATCACCACGA asal 375 55 Paschoalini vd. (2023)
ace F GAATTGAGCAAAAGTTCAATCG ace 1008 55 Martin-Platero vd.
ace R GTCTGTCTTTTCACTTGTTTC (2009)
efaAfs F GACAGACCCTCACGAATA ..
cfaAflsR  AGTTCATCATGCTGTAGTA efaAfs 705 55 Reviriego vd. (2005)
agg F AAGAAAAAGAAGTAGACCAAC
agg R AAACGGCAAGACAAGTAAATA agg 1553 55 Eaton ve Gasson (2001)

Y=CorT;R=AorG,W=AorT; K=GorT;S=CorG; N=A,C,Gor T; | = inosine



Izolatlarin Probiyotik Karakterizasyonu

Kefir danelerinden izole edilen suslarin probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in; safra
tuzlarina tolerans, simiile mide ortamina dayaniklilik, antibiyotik direnci, hemolitik aktivite,
DNase aktivitesi, oto ve ko-aagregasyon, hidrofobisite, viriilans faktor genlerinin tespiti ve bazi

patajonlere karsi antagonistik aktivite testleri yapilmistir.

Safra tuzlarina tolerans

[zole edilen suslarin safra tuzlarina toleransinin belirlenmesinde, %0,3, %0,5 ve %1
(w/v) oranlarinda safra (ox bile, Merck, Darmstadt, Almanya) iceren ve safra icermeyen (%0)
MRS, M17, GYC besiyerinden izole edilen suslar i¢in MRS, M17, SM broth (%0,5 maya
ekstrakti ve %5 glikoz) (Gullo ve Giudici, 2006) ve Yeast Extract Peptone Dextrose (YPD,
Sigma Aldrich, Milano, italya) brothlar kullanilmistir. Mayalar i¢in YPD broth kullanilmasinin
nedeni Cetin ve Bazu Cirpict (2023) tarafindan yapilan ¢alismada mayalar igin en uygun
brothun YPD oldugunun goriilmesidir. Her bir bakteri ve maya siispansiyonu DEN-1
dansitometre (Biosan, Riga, Letonya) ile 10%® kob/mL konsantrasyona ayarlanmustir.
Inkiibasyon 96 kuyucuklu mikro plakada yapilmis ve her bir kuyucuga steril besiyerlerinden
ilave edilip, bakteri ve maya siispansiyonlar: inokiile edilmistir. Kontrol amaciyla kullanilan
kuyucuklara ise inokiilasyon islemi yapilmamistir. Plakalar 37°C'de 24 saat boyunca inkiibe
edilip, maya ve bakteri gelisimi 600 nm'de plaka okuyucu (Epoch, BioTek, USA) ile
belirlenmistir (Vinderola ve Reinheimer, 2003, Elcioglu ve Kunduhoglu, 2014). Calismada
kullanilan bakteri izolatlarmin safra tuzlarina toleranslarinin karsilastirilmasi amaci ile
Lacticaseibacillus casei ATCC 393 (Lcb. casei ATCC 393) ve Lacticaseibacillus strain Shirota
(Lcb. casei strain Shirota), maya izolatlar1 i¢in ise Saccharomyces boulardii CNCM [-745
(Sacc. boulardii CNCM 1-745) kullanilmustur.

Safra tuzlarina tolerans sonuglari; pozitif kontrol (bakteri ve maya izolatlar ile inkiibe
edilen ancak i¢inde safra tuzu bulunmayan sivi besiyerleri) ve negatif kontroliin (igine
inokiilasyon  yapilmayan sivi  besiyerlerinin)  absorbanslarimin  karsilagtiriimasiyla
belirlenmistir. Absorbans sonuclarina gore, negatif kontrolden daha yiiksek absorbans degerine
sahip izolatlar "+", negatif kontrol ile benzer absorbans degerine sahip olanlar ise "-" olarak

degerlendirilmistir (Cetin ve Bazu Cirpici, 2023).

Mide ortamina dayanmklilik

izolatlarin mide ortamina toleransinin arastirilmasi icin mide sivisi simiilasyonu
kullanilmistir. Bu amacla %0,3 (w/v) pepsin (Sigma Aldrich, Milano, Italya) ve %0,5 (w/v)

NaCl igeren, HCI (Merck, Darmstadt, Almanya) ile pH 3’e ayarlanmis bir mide simiilasyonu
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hazirlanmistir. Hazirlanan mide soliisyonu 0.22 mikron gozenek boyutundaki steril bir filtre
(Isolab, Eschau, Almanya) ile sterilize edilmistir. Simiile mide ortamina 10% kob/mL
konsantrasyonundaki bakteri ve maya inokiile edilmis ve 37°C'de 3 saat bekletilmistir.
Beklemenin ardindan simiile mide ortamindan seri diliisyonlar yontemi ile MRS, M17, GYC
ve YPD agara mikrobiyolojik ekim yapilmis ve inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi
sayim yapilmis ve suslarin hayatta kalma yiizdesi, her sus i¢in sindirim 6ncesi ve sonrasi hiicre
sayimlari karsilastirilarak hesaplanmis ve % olarak verilmistir (Elcioglu ve Kunduhoglu, 2014,
Ispirli ve Dertli, 2017). Lcb. casei ATCC 393, Lcb. casei strain Shirota ve Sacc.
boulardii CNCM 1-745 suslar1 bu deney i¢in pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

log NT
log NO

%PZ( )XIOO

%P: Simiile mide ortaminda canlilik
NT: 3. saatteki simiile mide ortaminda bekletilen izolatin canlilig1

NO: 0. saatteki simiile mide ortaminda bekletilen izolatin canlilig1

Oto ve ko-agregasyon

Kefir danelerinden izole edilen izolatlarin oto-agregasyon yetenekleri deneyi, Goktas
vd. (2021Db) tarafindan yapilan metotta bazi degisiklikler yapilarak gerceklestirilmistir. Buna
gore ilgili sivi besiyerlerinde 37°C’de gelistirilen bakteri ve maya suslar1 9000 g’del0 dk
santrifiijlenmistir. Daha sonra pellet, PBS ¢ozeltisi ile 2 kez yikanmis ve PBS igerisinde
yaklasik 107-10%8 kob/mL konsantrasyonuna ayarlanmistir. Konsantrasyonu ayarlanan
stispansiyon, vorteks yardimiyla homojenize edildikten sonra 37°C’de inkiibe edilmis ve 0., 2.,
4., ve 24. saatlerde siispansiyonun {iist kismindan dikkatli bir sekilde 200 pL sivi alinip plate
reader cihazi (Epoch, BioTek) ile 600 nm dalga boyunda okumalar ger¢eklestirilmistir. Oto-
agregasyon ylizdesi asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir. Formiildeki At 2., 4. ve 24.
saatteki absorbans degerini, Ao baslangictaki (0.saat) absorbans degerini ifade etmektedir.
Pozitif kontrol olarak Lcb casei ATCC 393, Lcb. casei strain Shirota ve Sacc. boulardii CNCM
I-745 suslar1 kullanilmustir.

A
Oto-agregasyon (%)= [I-A—t] x100
0

izolatlarin ko-agregasyon yeteneklerinin belirlenmesi i¢in E. coli ATCC 25922, S.
aureus ATCC 29213, S. Typhimurium RSSK 95091 ve L. monocytogenes ATCC 7644

patojenleri kullanilmistir. Bakteri ve maya izolatlar1 ve patojen mikroorganizmalar oto-
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agregasyon testinde anlatilan yontem ile ayni sekilde PBS igerisinde siispanse edilmislerdir.
Her bir bakteri, maya ve patojenlerden ayr1 ayr1 2 mL alinarak deney tiipli igerisine aktarilmis
ve 30 sn boyunca vorteks ile homojenize edilmistir. izolatlar ve patojen mikroorganizmalar
PBS iginde siispanse edilerek hesaplama ic¢in ayr1 ayr1 hazirlanmistir. Hazirlanan
siispansiyonlar 37°C’de 2, 4 ve 5 saat bekletilmistir. Inkiibasyon sonrasi suslarin absorbans
degerleri oto-agregasyon testinde oldugu gibi okunmustur. Ko-agregasyon yiizdesi asagidaki
formiil kullanilarak hesaplanmistir (Kos vd., 2003, Talebi vd., 2018). Formiildeki Ax ve Ay her
sus ve patojenlerin ayri ayri absorbans degerini ifade ederken, A(x+y) izolat ve patojen
mikroorganizmalarin karigimlarinin absorbansini ifade eder. Pozitif kontrol olarak Lcb. casei
ATCC 393 ve Lcbh. casei strain Shirota ve Sacc. boulardii CNCM 1-745 suslar1 kullanilmustir.

(Ax+AyY)/2-A(x+y) y

100
(Ax+Ay)/2

Ko-agregasyon (%)=

Hidrofobisite

Bakteri ve maya izolatlarinin hidrofobisite yeteneklerinin belirlenmesi icin taze
kiltiirler oto ve ko-agregasyon deneylerinde oldugu gibi PBS icinde siispanse edilmislerdir.
Stispansiyonun absorbans degeri 600 nm dalga boyunda okunmustur. Daha sonra bu
siispansiyondan 3’er mL almip {izerine ayr1 ayr1 1mL ksilen, toliien ve n-hekzan (Merck,
Darmstadt, Almanya) eklenerek vorteks yardimiyla 2 dk boyunca karistirilmistir. Daha sonra
siispansiyon, faz ayrilmasi olusana kadar oda sicakliginda bekletilmistir. Faz ayrimi
gerceklestikten sonra karisimdan 200 pL alinarak yeniden 600 nm dalga boyunda &lglim
yapitlmistir. Hidrofobisite yiizdesi asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir (Seddik vd.,
2017, Talebi vd., 2018, Shaheen vd., 2019). Formiildeki A1 bakteri siispansiyonuna ksilen,
toliien ve n-heksan ilave edilip karistirildiktan sonraki absorbans degerini ifade ederken, Ao
bakteri siispansiyonuna ksilen, toliien ve n-heksan ilave edilmeden 6nceki absorbans degerini
ifade eder. Pozitif kontrol olarak Lch. casei ATCC 393, Lcb. casei strain Shirota ve Sacc.
boulardii CNCM 1-745 suslar1 kullanilmustir.

A
Hidrofobisite (%)= [1-A—1] x100
0

Hemolitik aktivite

Hemolitik aktiviteyi belirlemek i¢in taze kiiltiirler %5 (w/v) defibrine koyun kani1 igeren
Columbia agar (Chemsolute, Roskilde, Danimarka) ve %5 (w/v) defibrine koyun kan1 i¢eren
ilgili besiyerlerine (MRS, M17 ve YPD) cizilerek 37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonun sonunda, kolonilerin etrafinda berrak zon gosterenler p-hemoliz, parlak yesil zon
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gosterenler a-hemoliz ve kolonilerin etrafinda zon olusturmayanlar ise y -hemoliz olarak
degerlendirilmistir (Ben Taheur vd., 2016). Bu ¢alismada hemoliz analizleri i¢in pozitif kontrol
olarak Staphylococcus aureus ATCC 29213 (B-hemolitik), Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027(a-hemolitik) ve Listeria monocytogenes ATCC 7644 (y-hemolitik) kullanilmustir (Cirpici
ve Cetin, 2023).

DNase aktivitesi

Izolatlarin deoksiriboniikleaz (DNase) enzimini {iretme kapasitesini degerlendirmek
i¢in taze bakteri ve maya kiiltiirleri DNase agar (Merck, Darmstadt, Almanya) iizerine ¢izilerek
37°C’de 2-3 giin inkiibasyona birakilmislardir. Petrilerin yiizeyi 1 N HCI (Merck, Darmstadt,
Almanya) ile kaplanmasindan sonra bekletilmis ve berrak zon olusturan koloniler DNase pozitif
olarak degerlendirilmistir (Meena vd., 2022). Izolatlarin deoksiriboniikleaz (DNase)
aktivitelerini karsilastirmak amaciyla pozitif kontrol olarak Staphylococcus aureus ATCC
29213 kullanilmistir.

Safra tuzu hidrolaz aktivitesi

Geng maya ve bakteri kiiltiirleri son konsantrasyonda 108 kob/mL olacak sekilde
sispanse edilmiglerdir. Bu siispansiyonlardan 10 pL alinarak Bile Esculine Agar (Condalab,
Madrid, Ispanya) iizerine 3 paralelli olacak sekilde damlatilmis ve 37°C’de 24-48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra besiyeri iizerinde olusan koyu kahverengi renk
BSH pozitif olarak degerlendirilmis ve olusan bu zonlarin ¢aplari &l¢iilmiistiir. Izolatlar, dlgiilen
bu zon ¢aplarina gore diisiik (<10 mm), orta (11-15 mm) ve yliksek (>16 mm) BSH aktiviteli
olarak degerlendirilmistir (Mathara vd., 2008). Pozitif kontrol olarak Lcbh. casei ATCC 393,

Lcb. casei strain Shirota ve Sacc. boulardii CNCM 1-745 suslar1 kullanilmigtir.

Antibiyotik Direnci ve Antifungal Direng

Kefir danelerinden izole edilen bakteri ve maya suslarinin antibiyotik ve antifungal
direncini belirlemek icin MRS, M17 ve YPD Agar kullanilmistir. Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi (European Food Safety Authority, EFSA) tarafindan 6nerilen 9 farkli antibiyotik
kullanilarak izolatlarin disk diflizyon yontemiyle antibiyotik duyarliligi belirlenmistir.
Ampisilin (25 pg), klindamisin (10 pg), kloramfenikol (30 pg), eritromisin (15 pg), kanamisin
(30 ng), tetrasiklin (30 pg), streptomisin (10 pug), gentamisin (10 ug) ve vankomisin (30 ug)
antibiyotikleri bakteriler ve mayalar i¢in, amfoterisin B (10 pg), nistatin (100 IU), flukonazol
(25 pg), mikonazol (10 pg), ketokonazol (10 pg), vorikonazol (1 pg) ve itrakonazol (50 pg)

antifungal ajanlar1 mayalar i¢in kullanilmistir. Ayrica bakteri i¢in kullanilan tiim antibiyotikler
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mayalar i¢in de kullamilmistir. Tiim bakteri i¢in kullanilan antibiyotik diskleri Oxoid'den
(Oxoid, Basingstoke, UK), mayalar i¢in kullanilan antifungal diskleri ise Liofilchem’den
(Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, Teramo, italya) temin edilmistir. Her bakteri izolatinin
bakteriyel siispansiyonu 0,5 McFarland bulaniklik standardina, maya izolatlarinin siispaniyonu
ise 1,0 McFarland (DEN-1 dansimetre; Biosan, Riga, Letonya) bulaniklik standardina gore
steril normal salinle hazirlanmistir. Taze bakteri ve maya slispansiyonlari steril pamuklu
cubuklar kullanilarak ilgili besiyerlerine yayilmistir. Petriler 15 dakika kurutulduktan sonra
diskler agar yiizeylerine yerlestirilip, 18-24 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir (Ben
Taheur vd., 2016, Baran vd., 2020, Goktas vd., 2021b, Aktas ve Erdogan, 2022).

Inkiibasyon periyodunun ardindan disklerin etrafindaki inhibisyon zon ¢aplar1 (varsa)
Olciilerek izolatlarin antibiyotik ve antifungal duyarliligi belirlenmistir. Sonuglar, CLSI
(2020)’ye gore direngli (15 mm'nin altinda), orta derecede direncgli (16-20 mm) veya duyarli

(21 mm'nin iizerinde) olarak degerlendirilmistir (Cirpici ve Cetin, 2023).

Coklu antibiyotik direnci (MAR) indeksi a/b olarak hesaplanmistir. a, izolatin direngli
oldugu antibiyotik sayisi ve b, analizde kullanilan toplam antibiyotik sayisidir. (Byakika vd.,
2019).

Kefir izolatlarinin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi

Elde edilen maya ve bakteri izolatlarinin E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 29213,
B. cereus ATCC 33019 ve L. monocytogenes ATCC 7644 patajonlerine karsi antimikrobiyal
aktiviteleri kuyu diflizyon metodu kullanilarak belirlenmistir. Izolatlar ilgili besiyelerinde 24
saat gelistirildikten sonra 4°C'de 12000 g’de 10 dk santrifiijlenerek hiicresiz siipernatantlar
(CFS) elde edilmistir. Izolatlarin 4 farkli patojen iizerine antimikrobiyal aktivitelerinin
belirlenmesi amaciyla CFS’lere ii¢ farkli uygulama yapilmistir. ilk olarak besiyerlerinin bakteri
ve maya gelismesi sonucu diisen pH degerleri 0,IN NaOH (Merck, Darmstadt, Almanya) ile
7,0’a ayarlanmustir. Bu sayede diisiik pH’nin antimikrobiyal etkisi énlenmistir. ikinci olarak,
proteinaz K (0,1 mg/mL), tripsin (0,1 mg/mL) ve pepsin (0,1 mg/mL) enzimleri CFS’lere
eklenerek bakteriyosin, protein ve peptit molekiillerinin antimikrobiyal etkisi arastirilmistir.
Son olarak da CFS’ler 80°C'de 10 dk bekletilerek hidrojen peroksit gibi 1siya duyarl
antimikrobiyal maddeler elimine edilmistir. Daha sonra patojen mikroorganizmalar 108 kob/mL
konsantrasyonda siispanse edilmis ve steril pamuklu ¢ubuk ile E. coli ATCC 25922, S. aureus
ATCC 29213 ve B. cereus ATCC 33019 suslar1 Nutrient agara (NA, Merck, Darmstadt,
Almanya) L. monocytogenes ATCC 7644 susu ise Brain Heart Infusion Agara (BHI Agar,
Merck, Darmstadt, Almanya) ekilmistir. Agarda kuyucuklar (¢ap 6 mm) agilarak her bir
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kuyucuga test edilmek istenen izolatin CFS’lerinden 100 pL ilave edilmis ve 37°C'de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Test edilen suslarin antibakteriyel aktivitesi, her bir patojen susunun
kuyucuklar etrafinda olusan inhibisyon zonlarinin ¢aplarinin 6l¢iilmesiyle belirlenmistir (Pieniz

vd., 2014, Cui vd., 2018).

Elde edilen maya ve bakteri izolatlarinin Aspergillus niger ATCC 16888, Candida
albicans ATCC 90029 ve Saccharomyces cerevisiae ACC 24 (Atatiirk Universitesi Gida
Mikrobiyolojisi Laboratuvar1 Kiiltiir Koleksiyonu) suslarina kars1 antifungal aktiviteleri de
kuyu difiizyon metodu kullamlarak belirlenmistir. Yogunlugu 108 kob/mL olan Aspergillus
niger ATCC 16888, Candida albicans ATCC 90029 ve Saccharomyces cerevisiae ACC 24
suslar1 steril pamuk cubuk ile PDA besiyerine ekilmistir. Daha sonra kuyucuklar agilarak
CFS’ler kuyucuklara eklenmis ve oda sicakliginda 36 saat bekletilerek zon ¢aplari dlglilmiistiir.

Zon ¢aplar1 degerlendirilerek izolatlarin antifungal aktivitesi belirlenmistir (Purutoglu vd.,

2020).

Viriilans faktor genlerin tespiti

PCR islemi ile bakteri izolatlarinin viriilans faktor genlerine sahip olup olmadiklar1
spesifik primerler ile belirlenmistir. Agregasyon maddesi (asal), kollajen baglayici protein
(ace), hiicre duvar1 adezinleri (efaAfs), biyofilm tiretimi ile iliskili enterokokal yilizey proteini
(esp), jelatinaz (gelE), sitolizin aktivatori (cylA), hyaluronidaz (hyl) ve 6karyotik hiicrelere
yapismada rol oynayan toplanma proteini (agg) viriilans faktér genlerinin varligi bakteri
izolatlarinda arastirilmistir. Calismada kullamilan primerler ve iriin boyutlar1 Tablo 8’de
gosterilmistir. DN A izolasyonu (“genomik DNA izolasyonu” baslig1 altinda belirtildigi sekilde)
yapildiktan sonra toplam 25 pL hacimde PCR karigimi (12,5 pL master mix (EcoTaq 2x PCR
Master Mix, Eco-Tech Biotechnology, Erzurum, Turkey), 1 uL template DNA, 1 uL primer ve
10,5 pL niikleaz igermeyen su) hazirlanmistir. PCR islemi; 98°C’de 30 s ilk denatiirasyon,
94°C’de 10 sn (denatiirasyon), baglanma sicakliginda 15 sn (baglanma), 72°C’de 15 s (uzama)
basamaklarindan olusan toplam 35 dongii ve son olarak 72°C’de 1 dk (son uzatma) basamagi
ile gerceklestirilmistir. PCR iirtinlerini ayirmak i¢in EtBr iceren %1,5’luk agaroz jelde (Sigma
Aldrich, Milano, Italya) 100 V 3 saat boyunca akimda yiiriitme yapilmis ve UV 151k altinda
izolatlarin PCR f{irtinleri goriintiillenmistir (Eaton ve Gasson, 2001, AlKalbani vd., 2019,
Paschoalini vd., 2023).
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Izolatlarin teknolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

Kefir danelerinden izole edilen LAB, AAB ve mayalarin teknolojik 6zelliklerinin
belirlenmesi i¢in, farkli sicaklik ve pH konsantrasyonlarinda gelisim, glikozdan gaz olusturma,

arjinin hidrolizi, EPS iiretim yetenegi 6zellikleri incelenmistir.

Farkl sicaklarda geligimin belirlenmesi

Farkli sicakliklarda izolatlarin gelisiminin belirlenmesinde sicaklik olarak 4, 10, 37 ve
45°C kullanilmistir. Yapilan bu analizde 96 kuyucuklu mikro plaka kullanilmis olup, her bir
kuyucuga steril besiyerleri (MRS, M17, SM ve YPD broth) eklenmistir. McFarland cihaz
(DEN-1 dansimetre; Biosan, Riga, Letonya) ile 108 kob/mL konsatrasyona ayarlanan bakteri ve
maya izolatlar1 kuyucuklara inokiile edilmis ve belirlenen sicakliklarda plateler ayr1 ayr
inkiibasyona birakilmislardir. 48 saatlik inkiibasyon sonrasi izolatlarin gelisimi 600 nm’de plate
reader cihazi (Epoch, BioTek, USA) ile belirlenmistir (Kostinek vd., 2007, Perricone vd., 2014,
Giirkan Ozlii vd., 2022).

Farkli pH’larda gelisimin belirlenmesi

Farkli pH’larda izolatlarin gelisimin belirlenmesinde 0,1 N HCI (Merck, Darmstadt,
Almanya) ile pH degerleri 2,0, 3,0, 4,0 ve 5,0 ayarlanmistir. pH degeri ayarlanan MRS, M17,
SM ve YPD broth’lar 96 kuyucuklu platelere koyulup iizerine 108 kob/mL konsatrasyona
ayarlanan bakteri ve maya izolatlar1 inokiile edilmistir. Plateler 30°C’de 48 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasi plate reader cihazi ile mikrobiyal gelisim belirlenmistir

(Perricone vd., 2014, Giirkan Ozlii vd., 2022).

Glikozdan gaz olusumu

Bakteri izolatlarinin homofermentatif veya heterofermentatif olup olmadiklarini
belirlemek amaciyla glukozdan gaz tretim ozellikleri arastirilmistir. Buna gore, 2 g/L
dipotasyum fosfat, 20 g/L glikoz, 0,2 g/L magnezyum siilfat heptahidrat, 0,05 g/LL manganez
stilfat tetrahidrat, 8 g/L et ekstrakti, 10 g/L pepton, 5 g/L sodyum asetat trihidrat, 4 g/LL maya
ekstrakti ve 1 mL/L Tween-80 iceren modifiye sivi besiyeri kullamlmistir. 108 kob/mL
konsantrasyona sahip bakteri siispansiyonu modifiye sivi besiyerine %1 oraninda inokiile
edilerek 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmstir. inkiibasyon bittikten sonra sivi besiyeri
igcerisinde bulunan Durham tiipli igerisinde gaz olusumu gosteren izolatlar pozitif olarak

degerlendirilmistir (Emanuel vd., 2010).
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Arjinin hidrolizi

Izolatlarin arjinini hidrolize ederek amonyak olusturup olusturmadiklarimin belirlenmesi
amaci ile 3 g/L arjinin, 2 g/L dipotasyum fosfat, 0,2 g/ magnezyum siilfat heptahidrat, 0,05
g/L manganez siilfat tetrahidrat, 10 g/L pepton, 2 g/L sodyum sitrat, 4 g/L maya ekstrakti ve 1
mL/L Tween-80 igeren modifiye sivi besiyeri kullanilmustir. 108 kob/mL konsantrasyona sahip
bakteri siispansiyonu modifiye sivi besiyerine %1 oraninda inokiile edilerek 30°C’de 3 giin
inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon bittikten sonra sivi besiyerinden 1mL alinip iizerine 1
mL Nessler ayiract (Merck, Darmstadt, Almanya) ilave edilmis ve rengin saridan turuncuya

degismesi, arginin hidrolizi i¢in pozitif bir sonu¢ olarak degerlendirilirken sar1 renk negatif

olarak degerlendirilmistir (Otunba vd., 2021).

Izolatlarin EPS iiretim yeteneginin belirlenmesi

PCR islemi ile bakteri izolatlarinin EPS liretim genlerine sahip olup olmadiklari spesifik
primerler ile belirlenmistir. Bu nedenle, EPS tiretiminden sorumlu olan epsA, epsB, gtf ve p-gtf
genlerinin varligi bakteri izolatlarinda arastirllmistir. Calismada kullanilan primerler ve tiriin
boyutlar1 Tablo 8’de gosterilmistir. DNA izolasyonu “genomik DNA izolasyonu” basgligi
altinda belirtildigi sekilde yapildiktan sonra toplam 25 pL hacimde PCR karigimi (12,5 pL
master mix (EcoTaq 2x PCR Master Mix, Eco-Tech Biotechnology, Erzurum, Turkey), 1 puL
template DNA, 1 pL primer ve 10,5 pL niikleaz igermeyen su) hazirlanmistir. PCR islemi;
98°C’de 30 s ilk denatiirasyon, 94°C’de 10 sn (denatiirasyon), baglanma sicakliginda 15 sn
(baglanma), 72°C’de 15 s (uzama) basamaklarindan olusan toplam 35 dongii ve son olarak
72°C’de 1 dk (son uzatma) basamagi ile gerceklestirilmistir. PCR iirlinlerini ayirmak i¢in EtBr
igeren %1,5’luk agaroz jelde (Sigma Aldrich, Milano, Italya) 100V 3 saat boyunca akimda
yiirlitme yapilmig ve UV 151k altinda izolatlarin PCR {irtinleri goriintiilenmistir (Palomba vd.,
2012, Dertli vd., 2016).

Elde edilen suslarla kefir iiretimi

Yapilan tim analizler sonucunda giivenligi ve probiyotik 6zelligi belirlenen suslar
secilerek kefir tiretimi gergeklestirilmistir. Kefir iiretimi i¢in kullanilan inek siitii Atatlirk
Universitesi Gida ve Hayvancilik Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nden temin edilmistir.
Uretimde kullanilan ve -80°C’de saklanan suslar MRS, M17 ve PDA agara cizilerek yeniden
canlandirilmistir. Her bakteri izolatinin bakteriyel siispansiyonu 0,5 McFarland bulaniklik
standardina, maya izolatlarinin siispaniyonu ise 1,0 McFarland (DEN-1 dansimetre; Biosan,
Riga, Letonya) bulaniklik standardina goére steril PBS ile hazirlanmistir. Suslar, rekonstitiie
yagsiz siit (RSM, pH 6,60+0,01) icerisine %2 oraninda ilave edilmis ve 24+1°C’de 18 saat
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inkiibe edilerek on aktiflestirme gergeklestirilmistir. Daha sonra aktiflesen suslar ikinci kez
RSM ic¢inde ayni sicaklikta 18 saat aktiflestirilmistir. Temin edilen inek siitii 85°C’de 15 dk
pastorize edilmis ve pastorizasyon sonrast oda sicakliginda bekletilerek 24°C’ye
sogutulmustur. Uretimde kullanilan inek siitiiniin baz1 fizikokimyasal 6zellikleri Tablo 9°da
verilmistir. Izolatlar toplamda %5 konsantrasyonda olacak sekilde pastorize siite eklenmis ve
kavanozlara boliinmiistiir. 2441°C’de pH yaklagik olarak 4,6’ya geldiginde fermantasyona son
verilip (Sekil 7) buzdolabi sicakliginda (4+1°C’de) kefirler 21 giin boyunca depolanmustir
(Kok-Tas vd., 2013) (Sekil 8). Kefir 6rneklerinin mikrobiyolojik, fizikokimyasal ve duyusal
ozellikleri depolamanin 1., 7., 14. ve 21. giiniinde incelenmistir. Calismada tiretilen kefirlerin

iiretim semasi Sekil 6’da verilmistir.
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Tablo 9. Uretimde Kullamlan Inek Siitiiniin Baz1 Fizikokimyasal Ozellikleri

Parametreler Degerler
Yag (%) 3,70
Yagsiz kuru madde (%) 9,20
Yogunluk 28,50
Protein (%) 3,20
Laktoz (%) 5,00

pH 6,73+0,01
Donma noktasi (°C) -0,583
[letkenlik (mS/cm) 4,00

Sekil 7. Kefir iiretiminin fermantasyon asamasi

o1



Sekil 8. Uretilen kefirlerin buzdolabinda depolanmasi

Kefirlerin mikrobiyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

Uretilen kefirlerin depolama boyunca mikrobiyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi
amactyla, laktik basil, laktik kok, asetik asit, maya ve koliform bakteri sayimi

2 (13

mikroorganizmalarin sayimi sirasiyla “laktik basil sayimmi”, “laktik kok sayimi™, “asetik asit
bakteri sayimi1”, “maya-kiif sayim1” basliklarinda belirtilen yontemler ile yapilmistir. Maya ve
kif sayimi igin selektif besiyeri olan Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar (DRBC
agar) kullamlmistir. Koliform bakteri sayimi i¢in Cirpict ve Cetin (2023) tarafindan belirtilen

yontem uygulanmistir.

Kefirlerin baz fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi

Kefir iiretiminden sonra kefirin pH’si, titrasyon asitligi (%laktik asit cinsinden), su
tutma kapasitesi, serum ayrilmasi, viskozitesi ve reolojik ozellikleri 21 giinliik depolanma

siiresince incelenmistir.

pH tayini

Orneklerin pH degerleri, her &lgiimden 6nce 4,00 ve 7,00 tamponlar1 kullanilarak
kalibrasyonu yapilmis ve pH metre (Hanna pH-211) kullanilarak belirlenmistir (Cemeroglu,
2010).

% Asitlik tayini

Uretilen kefirlerin % asitlik degerleri titrasyon yontemi ile belirlenmistir. Bunun igin,
kefir 6rneklerinden yaklasik 10 g tartilarak tizerine birka¢ damla %1 lik fenolfitaleyn indikatorii

damlatilmis ve 0,1 N NaOH (Merck, Darmstadt, Almanya) ¢ozeltisi ile agik pembe renk
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olusuncaya kadar titre edilmistir. Renk doniisiimii oldugunda analiz sonlandirilmis ve harcanan
NaOH ¢ozeltisi miktar: asagidaki formiilde yerine yazilarak kefirlerin % asitlik degerleri laktik

asit cinsinden hesaplanmistir (Cemeroglu, 2010).

VxNx0,09
—] %100

%Asitlik= [
m

A: Titre edilebilir asitlik degeri (laktik asit cinsinden)
V: Harcanan NaOH miktar1, mL
F: Titrasyonda kullanilan bazin normalitesi

m: Alinan kefir 6rneklerinin agirligi (g)

Su tutma kapasitesi

10 g kefir 6rnegi santriflij tlipline aktarilarak 4°C'de 2750 x g'de 30 dakika santrifiij
(Niive NF 200, Ankara, Tiirkiye) edilmistir. Su tutma kapasitesi asagidaki formiil kullanilarak
hesaplanmustir (Aktas vd., 2023). Wy santrifiijden sonra siipernatanin gram cinsinden agirligini

ifade ederken, W; kefirin gram cinsinden agirligidir.

W
% Su tutma kapasitesi= (1 - Wl) x100
2

Serum ayrilmasi

Kefir orneklerinden 25 g tartilarak 44+1°C’de 2 saat siireyle bekletilmistir. Bekleme
sonrasi Ornekler kaba filtre kagidindan siiziilmiistiir. Elde edilen siiziintii miktar1 volumetrik

olarak ol¢lilmiistiir (Atamer ve Sezgin, 1986).

Viskozite

Kefir 6rneklerinin viskozite degerleri viskozimetre (Brookfield Viscometer Model DV
II, Stoughton, Amerika) cihazi kullanilarak belirlenmistir. Olciimler 3 numarali baslik
kullanilarak 20 rpm ve 50 rpm’de yapilmis ve sonuglar “Centipoise (cP)” cinsinden verilmistir.
Kefir orneklerinin reolojik 6zellikleri Power Law Modeli kullanilarak 5, 10, 20, 50 ve 100

rpm’de asagidaki formiil kullanilarak belirlenmistir.
n=Kye

n: Goriiniir viskozite
K: Kivam katsayisi
v: Kesme hizi

n: Akis davranis indeksi
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Duyusal analiz

Kefir 6rneklerinin duyusal analizleri Yilmaz vd. (2006) tarafindan belirtilen kriterler

dikkate alinarak duyusal degerlendirme formu hazirlanmistir (Tablo 10). Duyusal analiz 12

yari-egitimli panelist tarafindan yapilmistir. Kefir 6rnekleri 3 basamakli numaralandirilarak

seffaf bardaklarda panelistlere rastgele, 2 paralelli olarak sunulmus ve ardindan her panelist

numuneleri degerlendirmistir. Ornekler arasi tat karismalarinin 6nlenmesi amaciyla analiz

sirasinda panelistlere su verilmistir. Renk ve goriiniimii, tadi, kokuyu ve genel kabul edilebilirligi

degerlendirmek i¢in 1-9 arasinda degisen (9-8: ¢ok iyi; 7-6: iyi; 5-4: orta; 3-2-1: istenmeyen) 9

puanlik bir hedonik dlgek kullanilmistir. Calismanin duyusal analizlerinin yapilabilmesi i¢in

Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Birim Etik Kurul Baskanligi’ndan Etik Kurul Onay Belgesi
almmustir (Ek-1, Karar sayisi: 2023/16).

Tablo 10. Calismada Kullanilan Duyusal Analiz Form Ornegi

Isim Soyisim: OrnekNo

Tarih:

Tat

Kremams1/Siit Normal Az Yiiksek Cok ytiksek
9-8 7-6 5-4 3-2-1

Asitlik/Eksilik Normal Az Yiiksek Cok yiiksek
9-8 7-6 5-4 3-2-1

Lezzet Cok iyi i Orta Istenmeyen
9-8 7-6 5-4 3-2-1

Agizda biraktigr his Cok iyi i Orta Istenmeyen
9-8 7-6 5-4 3-2-1

Koku

Kremamsi/Siit Normal Az Yiiksek Cok yiiksek
9-8 7-6 5-4 3-2-1

Asitlik/Eksilik Normal Az Yiiksek Cok yiiksek
9-8 7-6 5-4 3-2-1

Yapi ve Goriiniim

Renk ve Goriiniis Cok iyi Iyi Orta Istenmeyen
9-8 7-6 5-4 3-2-1

Viskozite Normal Az Yiiksek Cok yiiksek
9-8 7-6 5-4 3-2-1

Serum ayrilmasi Cok az Az Orta Cok fazla
9-8 7-6 5-4 3-2-1

Kopiirme Normal Orta Az Cok az
9-8 7-6 5-4 3-2-1

Genel Kabul edilebilirlik Cok iyi i Orta Istenmeyen
9-8 7-6 5-4 3-2-1
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Istatistiksel analiz

Calismada her analiz en az iki paralel olacak sekilde uygulanmistir. Arastirmada elde
edilen verilerin istatistiksel analizinde istatistik programi IBM SPSS Istatistikleri for Windows,
Versiyon 26.0 kullanilmistir. Ortalama, standart sapma, minimum ve maksimum degerler i¢in
frekans ve tanimlayici istatistikler kullanilmistir. Ayrica, kimyasal parametreler (pH ve asitlik
gibi) ile kefir numuneleri arasindaki iliskiyi ve depoloma boyunca ortalama farkliliklari
karsilagtirmak i¢cin OneWay ANOVA testi, anlamli olan sonuglari p<0,05 6nem diizeyinde
karsilastirmak i¢in Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile kullanilmistir (Yegin vd., 2022). Bunun
yani sira, iretim sonrast kefir ornekleri ilizerinde cesitli degiskenler arasindaki iliskiyi
belirlemek amaciyla korelasyon testi (Pearson Korelasyon testi) uygulanmistir. Bu analizde
elde edilen sonuglar, korelasyon katsayilari (r) ve Onem dereceleri bakimindan

degerlendirilmistir (Yilmaz vd., 2006).
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ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Kefir Danelerinin Mikrobiyolojik Analiz Sonuclar:

Kefir daneleri, kefiran olarak adlandirilan dogal bir polisakkarit ve bir protein matrisi
icinde birlikte yasayan, ¢ogunlukla LAB, mayalar ve bazen AAB olmak {izere farkli mikrobiyal
cins ve tiirlerin benzersiz bir simbiyotik birligidir (Garofalo vd., 2015). Tiirk Gida Kodeksi
30.11.2022 tarih ve 32029 say1, 2022/44 No’lu Fermente Siit Uriinleri Tebligi’ne (Anonim,
2022b) ve Codex Alimentarius (Anonim, 2022a)’a gore kefirin belli bir mikrobiyolojik kriterde
olmasi gerekmektedir. Bu ¢alismada Tiirkiye’nin farkli illerinden elde edilen 30 farkli kefir
danesinin (27 tanesi geleneksel olarak evlerinde kefir {iretimi yapanlardan, 3 tanesi aktarlarda
satilan ticari kefir danesi) mikrobiyolojik sonuglari Tablo 11°de verilmistir. Buna gore
muhtemel laktik basil ve laktik kok, maya ve kiif ve asetik asit bakteri sayim sonuglari log kob/g

cinsinden tabloda verilmistir.

Bu calismada, kefir danelerinin laktik basil, laktik kok, asetik asit ve maya-kiif
ortalamalar1 sirasiyla 8,63, 8,19, 8,21 ve 6,91 log kob/g oldugu tespit edilmistir. Purutoglu
(2018) tarafindan yapilan calismada, kefir danesinin laktobasil, laktokok ve maya igerigi
sirastyla 7,97, 7,19 ve 7.48 log kob/g araliginda tespit edilmis olup, bu ¢alismada analiz edilen
kefir danelerinde saptanan laktobasil ve laktokok sayisi bu ¢alismadan daha yiiksek olup maya
say1sinin daha diisiik oldugu goriilmektedir. Witthuhn vd. (2004) tarafindan yapilan ¢aligmada
ise kullanilan bazi kefir danelerinin muhtemel laktobasil, laktokok ve asetik asit bakteri
sayisinin 107 kob/g’dan diisiik oldugu tespit edilirken, baz1 érneklerde hi¢ maya bulunmadig:
belirlenmistir. Yapilan baska bir ¢alismada kefir danelerinin laktobasil, laktokok ve maya
icerikleri, sirasiyla ortalama 9,05, 8,87 ve 6,55 log kob/mL olarak bulunmustur (Guzel-Seydim
vd., 2005). Bulunan ortalama degerler bu ¢alismadaki degerlerden yiiksektir. Alt1 Irlanda kefir
orneginin mikrobiyal bilesimi incelendiginde, fermantasyonun sonunda laktokok, laktobasil,
asetik asit bakterisi ve maya sayilar sirastyla 10°, 5 x 108, 10° ve 10° kob/g i¢erdigi bulunmustur
(Rea vd., 1996). Garofalo vd. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada ise laktokok ve asetik asit
bakteri sayilar1 bu ¢alismadan diisiik bulunmus olup laktobasil ve maya sonuclart hemen hemen
benzerdir. Bu ¢alismada elde edilen laktobasil, laktokok ve asetik asit bakteri sonuglart Tomar
vd. (2020)’nin yapmis oldugu ¢alismadan daha yiiksekken, Kim vd. (2015) tarafindan yapilan
calismadan daha diisiiktiir. Onceki baska bir calismada ise laktokok sayilarmin ortalamasi bu

calismayla benzerken, laktobasil ve maya sayilar1 daha diistiktiir (Kok Tas vd., 2012).

Tiim sonuclar degerlendirilerek yapilan istatiksel analizler sonucunda kefir danelerinin

laktik basil, laktik kok, asetik asit ve maya-kiif sayim sonuglar1 arasinda istatiksel olarak 6nemli
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derecede fark oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Yani tiim kefir danelerinin farkli seviyelerde

mikroorganizma igerdigi goriilmiistir (Tablo 12).
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Tablo 11. Kefir Danelerinin Mikrobiyolojik Analiz Sonuglar1 (log kob/gr)

Ornek No Laktik Basil Laktik Kok AAB Maya-Kiif
1 8,950,040 7.78+0,06" 7,570,051 8,93+0,058
2 7,7440,11" 8,34+0,05! 8,38+0,02 6,9140,14k
3 8,17+0,14™ 8,54+0,01 8,52+0,02¢ 7,4340,08
4 8,16=+0,08™ 7,83+£0,13™ 7,84+0,15" 7,51+0,04f
5 7,50+0,03°P 6,38+0,03! 7,51+0,29! 7,2540,039"
6 7,40+0,04P 9,15=+0,04bcd 9,08+0,05° <2°
7 7,77£0,01" 6,90+0,06° 6,9340,06K 6,64+0,16'm
8 8,50:£0,00/ 7,80+0,06" 7,89+0,08" 7,59+0,08
9 7,67£0,25M 6,37+0,24t 6,54+0,18' 6,63+£0,02'm
10 9,540,182 9,13+0,07bcd 9,430,122 8,10+0,04¢
11 8,55+0,111k 8,91+0,23¢f9 8,83+0,04¢ 8,10+0,11¢
12 9,24+0,01% 9,23+0,03b¢ 9,20+0,012 7.86£0,01¢
13 9,63+0,072 9,86+0,062 9,31+0,052 8,01+0,08¢
14 9,32+0,02° 9,02+0,079%f 9,16+0,06° 7,57+0,13f
15 8,73+0,019" 7,04+£0,01" 6,93+0,11K 6,14+0,13"
16 9,530,082 9,33+0,01P 9,290,112 8,28+0,12b¢
17 9,19+0,08bcd 9,08+0,01¢d 9,1140,04° 8,42+0,01°
18 8,80-0,02fn 8,830,039 8,77+0,06% 6,78+0,11
19 8,40+0,07K! 8,27+0,16) 8,19+0,109 6,84+0,13k

20 9,11+0,07bcde 8,21+0,08k 8,61+0,089%f 7,89+0,07¢
21 8,8240,11fhn 8,07+0,03K! 8,21+0,049 7,02+0,07"
22 8,32+0,12/m 8,00+0,11'm 7,77+0,16" 7,51+0,08"
23 9,05=+0,130de 8,64+0,01" 8,49+0,11F 7,91+0,149%
24 8,94+0,16°™ 7,32+0,03P 7,1240,04K 7,08+0,14"
25 8,73+0,019M 8,55+0,16 8,48+0,09" 7,82+0,08°¢
26 9,02+0,13%f 8,72+0,019" 8,86+0,18°¢ 7,24+0,069"
27 8,78+0,139" 8,68+0,1 1M 8,740,050 <2°

28 8,65+0,05M 6,98+0,01° 7,02+0,02K 6,53+0,05™
29 8,310,03'm 7,18+0,01°" 7.04+0,06 6,99+0,02il
30 8,48+0,05K 7,54+0,10° 7,50+0,06 6,48+0,08™

+: Standart sapma

* Aym siitundaki farkli harfler istatistiksel agidan anlamli farkliligr ifade eder (p<0.05)
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Tablo 12. Kefir Danelerinin Mikrobiyolojik Ozelliklerinin Istatistiksel Olarak

Karsilastirilmasi
Mikrobiyolojik .
. Kefir Daneleri (n=30) Onem Derecesi
Ozellik
Min 7,37 p<0,01
Laktik Basil Max 9,68
Ort+Ss 8,63+0,60
Min 6,20 p<0,01
Laktik Kok Max 9,90
Ort£Ss 8,19+0,91
Min 6,41 p<0,01
Asetik Asit Bakteri Max 9,51
Ort+Ss 8,21+0,85
Min <2 p<0,01
Maya-Kiif Max 8,96
Ort+Ss 6,91+1,97

n: Numune sayisi; Max: Maksimum deger; Min: Minimum deger; Ort: Ortalama deger; Ss: Standart sapma

Kefir Danelerinden Muhtemel Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Calismada izole edilen muhtemel laktik bakterilerinin izolat numaralar1 ve sayist Tablo
13’te verilmistir. Calisma kapsaminda elde edilen 30 kefir danesinden toplam 251 tane
muhtemel LAB izole edilmistir. Bunlarin 132 tanesi muhtemel laktik basil, 108 tanesi laktik
koktur. Daha sonra saflastirma sonrasi yapilan mikroskobik incelemede MRS besiyerinden
izole edilen suslardan 11 tanesinin maya izolati oldugu tespit edilmistir. Besiyerlerinde izole

edilmesi istenen hedef mikroorganizmalar bakteri oldugu i¢in elde edilen bu maya suslari

sonraki analizlerde kullanilmamistir.
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Tablo 13. Kefir Danelerinden izole Edilen Muhtemel Laktik Asit Bakterilerinin Izolat
Numarasi ve Sayisi

Ornek Izolat No ]
Izolat Say1s1

No MRS M17

1 9,10,11,12 208, 209, 210, 215, 216, 217, 218, 219 12
2 1,2,3,4 201, 211, 212, 220, 221, 222, 223, 224 12
3 56,7,8 202, 203, 204, 205, 206, 207, 213, 214 12
4 21,22,23,24 226, 227 6
5 13, 14,15, 16 225,231 6
6 17,18, 19, 20 228, 229, 230 7
7 29, 30, 31, 32, 33 232,233,234 8
8 26, 27, 28 237, 238, 239,240 7
9 34,35 235, 236 4
10 44,45, 46 249,250, 251, 252 7
11 36, 37, 38, 39, 40 241,242,243, 244 9
12 41,42, 43 245, 246, 247, 248 7
13 91,92, 93, 98 253, 254, 255 7
14 25, 85, 86, 87, 97 256, 257, 258, 259 9
15 88, 89, 90, 96 260, 261, 262, 263, 264, 265 10
16 51,52, 53,54 266, 267, 268, 269, 270 9
17 55, 56, 57, 58, 59 271,272,273 8
18 47,48, 49, 50 274, 275, 276, 277, 278 9
19 71,72,73,74 279, 280, 281, 282, 283 9
20 60, 61, 62, 63 284, 285, 286, 287, 288 9
21 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70 289, 290, 291, 292, 293 12
22 75,76,77,78 294, 295, 296, 297, 298 9
23 79, 80, 81, 94 453, 454, 455, 456, 457 9
24 82, 83,84, 95 299, 450, 451, 452 8
25 103, 104, 105, 106 465, 466, 467, 468, 469 9
26 107, 108, 109, 110 470,471,472,473, 474 9
27 99, 100, 101, 102 458, 459, 460, 461, 462, 463, 464 11
28 115 475, 476, 477 4
29 111,112,113,114 478, 479, 480, 481 8
30 116, 117 482,483, 484 5

Muhtemel Asetik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Calismada izole edilen muhtemel asetik asit bakterilerinin izolat numaralar1 ve sayisi

Tablo 14’te verilmistir. Calisma kapsaminda elde edilen 30 kefir danesinden toplam 118 tane

muhtemel asetik asit bakterisi izole edilmistir. Bunlarin 32 tanesi basil, 60 tanesi kok, 2 tanesi

ise kokobasildir. Daha sonra yapilan saflastirma sonrasi mikroskobik incelemede izole edilen

suslardan 24 tanesinin maya izolati oldugu tespit edilmistir. Besiyerlerinde izole edilmesi

istenen hedef mikroorganizmalar bakteri oldugu icin izole edilen bu maya suslar1 sonraki

analizlerde kullanilmamustir.
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Tablo 14. Kefir Danelerinden izole Edilen Muhtemel Asetik Asit Bakterilerinin Izolat
Numarasi ve Sayisi

Ornek [zolat No Izolat | Ornek [zolat No [zolat
No Sayisi | No Sayisi
1 304, 305, 306, 307, 308, 8 16 360, 301, 362, 363 4
309, 313, 324
2 310, 311, 312, 319, 320, 8 17 367, 368, 369, 370, 371 5
321, 322, 323
3 301, 302, 303, 314, 315, 8 18 364, 365, 366 3
316, 317, 318
4 328, 329, 330 3 19 372,373,374 3
5 325, 326, 327 3 20 375, 376, 377, 378, 379, 6
380
6 331, 332, 333, 334, 335 5 21 381, 382, 383, 384, 385, 6
386
7 341, 342 2 22 387,388 2
8 338, 339, 340 3 23 392,393, 394 3
9 336, 337 2 24 389, 390, 391 3
10 347, 349, 350 3 25 395, 396, 397, 398, 399, 6
650
11 348, 351, 352 3 26 651, 652, 653, 654 4
12 343, 344, 345, 346 4 27 655, 656, 657, 658, 659, 6
660
13 356, 357 2 28 667,668 2
14 358, 359 2 29 661, 662 2
15 353, 354, 355 3 30 663, 664, 665, 666 4

Maya Suslariin izolasyonu

Calismada izole edilen mayalarin izolat numaralar1 ve sayist Tablo 15°te verilmistir.
Calisma kapsaminda elde edilen 30 kefir danesinden toplam 132 tane maya suslar izole
edilmigtir. Saflastirma sonrasi yapilan mikroskobik inceleme sonrasi izole edilen suglardan 3
tanesi bakteri oldugu anlasilmis ve sonraki analizlerde kullanilmamistir. Ciinkii besiyerlerinde
izole edilmesi istenen hedef mikroorganizmalar maya oldugu icin izole edilen bu bakteri suslar1

sonraki analizlerde kullanilmamuistir.
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Tablo 15. Kefir Danelerinden Izole Edilen Mayalarin izolat Numarasi ve Sayisi

Ornek izo0lat No Izolat | Ornek izolat No 1zolat
No Sayisi No Sayisi
1 506 1 16 555, 556, 557, 558, 559 5
2 504, 505 2 17 565, 566, 567, 568, 569, 6
570
3 501, 502, 503 3 18 560, 561, 562, 563, 564 5
4 509, 510, 511, 512, 513, 6 19 571,572,573,574,575 5
514
5 515, 516, 517 3 20 576,577,578, 579 4
6 507, 508 2 21 580, 581, 582, 583 4
7 523,524,525, 526, 527 5 22 595, 596, 597, 598, 599, 8
600, 601, 602
8 518,519 2 23 584, 585, 586, 587, 588 5
9 520, 521, 522 3 24 589, 590, 591, 592, 593, 6
594
10 540, 541, 542, 543, 544 5 25 608, 609, 610, 611, 612, 7
613, 614
11 534, 535, 536, 537, 538, 6 26 604, 605, 606, 607, 615 5
539
12 528, 529, 530, 531, 532, 6 27 603 1
533
13 552, 553, 554 3 28 621, 622, 623, 624 4
14 545, 546, 547, 548 4 29 616, 617, 618, 619, 620 5
15 549, 550, 551 3 30 625, 626, 627, 628, 629, 8
630, 631, 632

Izole Edilen Muhtemel Laktik ve Asetik Asit Bakterilerinin On Degerlendirilmesi

Kefir, Asya'nin Kafkas bdlgesinde ortaya ¢ikan, hafif asidik ve alkollii fermente bir
icecektir ve geleneksel olarak siite kefir danelerinin (polisakkarit matrisinde bakteri ve
mayalardan olusan bir konsorsiyum) eklenmesiyle iiretilir (Zanirati vd., 2015). Genel olarak
kefir danelerinde Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, Acetobacter ve Lactococcus
bakteri tiirleri bulunur (Zanirati vd., 2015, Gut vd., 2019, Goktas vd., 2021b, Rahmani vd.,
2022). Literatiire bakildiginda kefir danesinin bakteri mikrobiyal ¢esitliliginin fazla olmasindan
dolay1 bu ¢alismada miimkiin oldugunca fazla ve farkli sus izole edilmeye ¢alisilmistir. Bu
nedenle 30 kefir danesinden toplam 369 tane muhtemel kefir laktik asit ve asetik asit bakterisi
izole edilmistir. izole edilen bu suslara Gram boyama ve katalaz testi yapilmis, mikroskobik
ozellikleri de dikkate alinarak izolatlarin se¢imi yapilmustir.

Kefir, hem gram pozitif ve katalaz negatif bakterileri (Lactoccocus ve Lactobacillus
gibi) (Kesmen ve Kacmaz, 2011) hem de gram negatif ve katalaz pozitif bakterileri
(Acetobacter) (Yetiman ve Kesmen, 2015) igerdiginden dolay1 izole edilen tim suslar

caligmaya dahil edilmistir. Ancak mikroskobik olarak muhtemel kefir bakterileri
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incelendiginde, laktik basil, laktik kok ve asetik asit bakterileri disinda goézlemlenen maya
suslart (toplam 35 adet) sonraki calismalara dahil edilmemistir. Calismada izole edilen
muhtemel kefir laktik asit ve asetik asit bakterilerinin Gram boyama ve katalaz test sonuglari

ile mikroskobik 6zellikleri Tablo 16, Tablo 17 ve Tablo 18’de verilmistir.

Gram Boyama

Gram boyama mikrobiyolojideki en 6nemli boyama tekniklerinden biridir (Tripathi ve
Sapra, 2022). Gram boyama, kristal viyolet-iodin kompleksi ve safranin karsit boyasi ile
boyama gram pozitif ve gram negatif bakteriler arasinda ayrim yapilmasina olanak tanir (Coico,
2006). Calismada eclde edilen muhtemel kefir bakterileri tlizerinde Gram boyama testi
yapilmustir. Elde edilen sonuglara gore MRS, M17 ve GY C besiyerinden sirastyla toplam 106,
74 ve 59 adet gram pozitif bakteri izole edilmistir. MRS besiyerinden gram negatif bakteri izole
edilmezken, M17 besiyerinden 60, GYC besiyerinden 35 tane gram negatif bakteri izole
edilmistir. Sekil 9’da bakteri izolatlarinin Gram boyama ile mikroskop goriintiileri

gosterilmistir.

Sekil 9. Bakteri izolatlarinin Gram boyama ile mikroskop goriintiileri

A: Lentilactobacillus kefiri B: Lactobacillus kefiranofaciens C: Leuconostoc mesenteroides
D: Lactococcus lactis E: Acetobacter cibinongensis
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Katalaz testi

Katalaz testi, izolatlarin hidrojen peroksitten oksijeni serbest birakan katalaz enzimini
iiretme yetenegini tespit etmek i¢in kullanilir (Zamanpour vd., 2023). Calismada elde edilen
muhtemel kefir bakterilerinin katalaz negatif sonuclar1t MRS, M17 ve GYC besiyerinden
sirastyla 106, 73 ve 59 oldugu bulunmustur. MRS besiyerinden katalaz pozitif bakteri izole
edilmezken, M17 besiyerinden 61, GYC besiyerinden toplam 35 bakteri katalaz pozitiftir.
Katalaz pozitif 6zellige sahip Hafnia paralvei 221 kodlu izolatin sonucu Sekil 10’da

gosterilmistir.

Sekil 10. Hafnia paralvei 221 numarali izolatin pozitif katalaz test sonucu
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Tablo 16. Kefir Danelerinden Elde Edilen MRS Izolatlarinin Gram, Katalaz ve Mikroskobik
Ozellikleri

IZNOLat Gram Katalaz Mikroskobik IZNO;at Gram  Katalaz Mikroskobik

1 + - Kisa Basil 46 + - Kok

2 + - Kisa Basil 47 + - Kisa Basil
3 + - Kok 48 + - Kisa Basil
4 + - Kisa Basil 49 + - Kisa Basil
5 + - Kok 50 + - Kisa Basil
6 + - Kok 51 + - Kisa Basil
7 + - Kok 52 + - Kisa Basil
8 + - Kok 53 + - Basil

9 + - Streptokok 54 + - Kok

10 + - Streptokok 55 + - Basil

11 + - Basil 56 + - Basil
12 Maya 57 + - Basil
13 Maya 58 Maya

14 + - Basil 59 + - Basil
15 + - Kok 60 + - Basil
16 e - Basil 61 + - Basil
17 + - Basil 62 + - Kisa Basil
18 + - Basil 63 + - Basil
19 + - Basil 64 + - Kok
20 + - Kok 65 + - Kisa Basil
21 4 - Kok 66 + - Basil
22 + - Kok 67 + - Kisa Basil
23 + - Basil 68 + - Kisa Basil
24 + - Basil 69 + - Kisa Basil
25 + - Kok 70 + - Basil
26 + - Kok 71 + - Kok
27 + - Basil 12 + - Kisa Basil
28 Maya 73 + - Kisa Basil
29 + - Kisa Basil 74 + - Uzun Basil
30 + - Basil 75 + - Kok
31 + - Kisa Basil 76 + - Kok
32 Maya 77 + - Basil
33 Maya 78 + - Uzun Basil
34 + - Basil 79 + - Kok
35 + - Basil 80 + - Kisa Basil
36 + - Basil 81 + - Kok
37 + - Kisa Basil 82 Maya

38 + - Streptokok 83 + - Kisa Basil
39 + - Basil 84 + - Kok
40 Maya 85 + - Basil
41 + - Kok 86 + - Basil
42 + - Basil 87 + - Basil
43 + - Basil 88 + - Basil
44 + - Basil 89 + - Basil
45 + - Kisa Basil 90 + - Kisa Basil
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Tablo 16. Devami

IZNOLat Gram Katalaz Mikroskobik IZI\(ﬁ)at Gram  Katalaz Mikroskobik
91 + - Basil 105 + - Basil
92 + - Kisa Basil 106 + - Basil
93 + - Basil 107 + - Kok
94 + - Basil 108 Maya
95 + - Basil 109 + - Kisa Basil
96 + - Basil 110 + - Basil
97 + - Kok 111 + - Uzun Basil
98 + - Kok 112 + - Uzun Basil
99 + - Kisa Basil 113 + - Kok
100 + - Kisa Basil 114 + - Basil
101 + - Kisa Basil 115 + - Kok
102 + - Kisa Basil 116 + - Kok
103 Maya 117 + - Kok
104 Maya

Tablo 17. Kefir Danelerinden Elde Edilen M17 Izolatlarinin Gram, Katalaz ve Mikroskobik

Ozellikleri

[zolat . i [zolat . .
No Gram Katalaz Mikroskobik No Gram  Katalaz Mikroskobik
201 - + Kisa Basil 228 - + Basil
202 + - Kok 229 - + Basil
203 + - Kok 230 + - Kok
204 + - Kok 231 + - Kok
205 + - Kok 232 + - Kok
206 + - Kok 233 + - Kok
207 + - Kok 234 + - Kok
208 + - Kok 235 + - Kok
209 + - Kok 236 - + Kisa Basil
210 - + Basil 237 - + Kisa Basil
211 + - Kok 238 + - Kok
212 - + Kisa Basil 239 + - Kok
213 + - Kok 240 + + Basil
214 + - Kok 241 - + Kisa Basil
215 - + Basil 242 - + Kisa Basil
216 - + Basil 243 - + Kisa Basil
217 - + Basil 244 - + Kisa Basil
218 - + Basil 245 - + Kisa Basil
219 - + Basil 246 + - Kok
220 - + Kisa Basil 247 + - Kok
221 - + Kisa Basil 248 + - Kok
222 - + Kisa Basil 249 + - Kok
223 - + Kisa Basil 250 + - Kok
224 - + Kisa Basil 251 - + Kisa Basil
225 + - Kok 252 + - Kok
226 + - Kok 253 + - Kok
227 + - Kok 254 - + Kisa Basil
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Tablo 17. Devami

IZNOLM Gram Katalaz  Mikroskobik IZI\(I)l)at Gram  Katalaz Mikroskobik
255 + - Kok 295 + - Kok
256 + - Kok 296 + - Kok
257 - + Kisa Basil 297 + - Kok
258 + - Kok 298 - + Kisa Basil
259 + - Kok 299 + - Kok
260 + - Kok 450 + - Kok
261 + - Kok 451 + - Kok
262 - + Kisa Basil 452 + - Kok
263 - + Kisa Basil 453 - + Kisa Basil
264 - + Basil 454 + - Kok
265 - + Kisa Basil 455 - + Kisa Basil
266 - + Kisa Basil 456 - + Kisa Basil
267 + - Kok 457 + - Kok
268 + - Kok 458 + - Kok
269 - + Kisa Basil 459 + - Kok
270 - + Kisa Basil 460 + - Kok
271 - - Basil 461 - + Basil
272 - + Kisa Basil 462 - + Basil
273 - + Kisa Basil 463 + - Kok
274 - + Kisa Basil 464 - + Basil
275 + - Kok 465 - + Basil
276 - + Kisa Basil 466 + - Kok
277 - + Kisa Basil 467 + - Kok
278 - + Kisa Basil 468 + - Kok
279 + - Kok 469 + - Kok
280 + - Kok 470 - + Kisa Basil
281 + - Kok 471 - + Kisa Basil
282 - + Kisa Basil 472 - + Kisa Basil
283 + - Kok 473 - + Kisa Basil
284 - + Kisa Basil 474 - + Basil
285 - + Kisa Basil 475 + - Kok
286 - + Basil 476 + - Kok
287 - + Kisa Basil 477 + - Kok
288 + - Kok 478 + - Kok
289 + - Kok 479 + - Kok
290 - + Kisa Basil 480 + - Kok
291 - + Kisa Basil 481 + - Kok
292 + - Kok 482 + - Kok
293 + - Kok 483 + - Kok
294 + - Kok 484 + - Kok
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Tablo 18. Kefir Danelerinden Elde Edilen GYC izolatlarinin Gram, Katalaz ve Mikroskobik
Ozellikleri

IZNOLat Gram Katalaz  Mikroskobik IZNO;at Gram  Katalaz Mikroskobik
301 + - Kok 347 - + Basil
302 + - Kok 348 - + Basil
303 + - Kok 349 - + Basil
304 + - Kok 350 + - Kok
305 + - Kok 351 - + Basil
306 + - Kok 352 - + Basil
307 - + Basil 353 - + Basil
308 + - Kok 354 + - Kok
309 - + Basil 355 - + Basil
310 + - Kok 356 Maya
311 + - Kok 357 + - Kok
312 + - Kok 358 + - Kok
313 - + Basil 359 Maya
314 Maya 360 - + Basil
315 Maya 361 - + Basil
316 Maya 362 + - Kok
317 - o Basil 363 Maya
318 Maya 364 - + +
319 - + Basil 365 Maya
320 + - Kok 366 + - Kok
321 - + Basil 367 + - Kok
322 - + Basil 368 - + Basil
323 + - Kok 369 Maya
324 + - 370 + - Kok
325 Maya 371 Maya
326 Maya 372 + - Kok
327 - + Kokobasil 373 + - Kok
328 Maya 374 + - Kok
329 + - Kok 375 + - Kok
330 + - Kok 376 + - Kok
331 - + Basil 377 - + Basil
332 - + Basil 378 + - Kok
333 - + Kokobasil 379 + - Kok
334 - + Basil 380 - + Basil
335 + - Kok 381 + - Kok
336 Maya 382 Maya
337 + - Kok 383 + - Kok
338 Maya 384 + - Kok
339 + - Kok 385 + - Kok
340 Maya 386 Maya
341 Maya 387 + - Kok
342 + - Kok 388 + - Kok
343 - + Basil 389 Maya
344 - + Basil 390 + - Kok
345 + - Kok 391 + - Kok
346 - + Basil 392 + - Kok
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Tablo 18. Devami

IZNOLat Gram Katalaz Mikroskobik IZI\(I):)at Gram  Katalaz Mikroskobik
393 - + Basil 656 - + Basil
394 + - Kok 657 + - Kok
395 Maya 658 + - Kok
396 Maya 659 - + Basil
397 Maya 660 - + Basil
398 + - Kok 661 + - Kok
399 + - Kok 662 + - Kok
650 + - Kok 663 + - Kok
651 - + Basil 664 + - Kok
652 Maya 665 + - Kok
653 + - Kok 666 + - Kok
654 + - Kok 667 + - Kok
655 - + Basil 668 + - Kok

izole Edilen Maya Suslarinin On Degerlendirilmesi

Kefirde maya tiirleri arasinda genellikle Kluyveromyces, Kazachstania, Saccharomyces,
Yarrowia, Candida, Lachancea, Pichia ve Torulaspora cinslerinin bulundugu goriilmektedir
(Zanirati vd., 2015, Gut vd., 2019, Goktas vd., 2021b, Rahmani vd., 2022). Kefir danesinin
maya mikrobiyal ¢esitliliginin de literatiire bakildiginda fazla olmasindan dolay1 bu ¢aligsmada
miimkiin oldugunca farkli ve fazla sus izole edilmeye calisilmistir. Bu amacla 30 kefir
danesinden toplam 129 tane maya izole edilmistir. Sekil 11°de maya izolatlariin basit boyama

ile mikroskop goriintiileri verilmistir.

J. il AR D

i o 5

4 ‘ 155, & v ’
"red }-.3?" %@vﬁ #‘%ﬂ’j‘; i

i - 1584 ) i 3

Sekil 11. Maya izolatlarinin basit boyama goriintiileri

-

oL &

A: Saccharomyces cerevisiae B: Kluyveromyces marxianus
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Muhtemel Laktik ve Asetik Asit Bakterilerinin Molekiiler Olarak Tanilanmasi

Kefir danelerinde bulunan ve kefir fermantasyonundan sorumlu bakteri ve maya
mikrobiyotasinin metabolitlerinden kaynaklanabilecek potansiyel saglik yararlari nedeniyle
kefire yonelik artan bir tiiketici ilgisi vardir. Bu nedenle, kefir danesinin mikrobiyotasinin
tanimlanmas1 hem kefirin fermantasyon 6zelliklerini hem de bu mikrobiyotanin kefirin saglik
yararlar1 agisindan potansiyel rollerini anlamak i¢in 6nemli bir konudur (Purutoglu vd., 2020).
Belli primerin sus bazinda ayrimini saglayabilen uygulama, tekrarlanan palindromlara dayali
rep-PCR’dir. Yapilan ¢calismada kefir danesinden izole edilen bakteri suslarinin tanilanmasi i¢in
PCR yodntemi kullanilmistir. izolatlarin genomik DNA izolasyonundan sonra (GTG)s primeri
ile rep-PCR yapilmis ve DNA parmak izlerine gore gruplandirilmistir. Daha sonra her gruptan
temsili izolatlar seg¢ilmis ve 16S-rRNA PCR yontemi kullanilarak tanmilama islemi
gergeklestirilmistir. Buna goére MRS izolatlarindan toplamda 30 farkli fingerprint, M17
izolatlarindan 21 ve GYC besiyerinden 18 farkli grup elde edilmistir. Calismada DNA

fingerprintlerine gore yapilan gruplandirmalarin bir kismi Sekil 12°de verilmistir.

M Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 Gl1G12 G13 G14 G15 G16

p— - —

Sekil 12. Kefir danesi bakteri izolatlarinin (GTG)s rep-PCR profillerinin gruplandirilmasinin
DNA parmak izi goriintiileri (M: Marker; G: Grup)

Sekans sonuglarinin dogrulugunu kontrol etmek ve Lc. lactis ve Lc. cremoris tiirlerine
ait PCR sonuglarinda ayrimin net olmamasindan 6tiirti ilgili spesifik primerler ile yeniden PCR
islemi yapilmistir. Buna gore spesifik primere ait gruplarda bulunan tiim izolatlara Lb.
kefiranofaciens (LK1-2F ve LK1-2R), Lc. lactis ve Lc. cremoris tiirlerine ait spesifik

primerlerle PCR islemi yapilmistir.
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Muhtemel Laktik ve Asetik Asit Bakterilerinin 16S-rRNA PCR ile Tanilanmasi

Muhtemel kefir danesi bakterilerinin olusturdugu her bir gruptan temsili izolatlar
secildikten sonra 16S-rRNA bolgelerinin 8F ve 1541R primerleri ile ampilifikasyonu i¢in PCR
islemi yapilmistir. Sekil 13’de gruplarin 8F ve 1541R primerleri kullanilarak elde edilen 16S-
rRNA amplikonlarinin jel goriintiisii verilmistir. DNA sekanslama islemlerinin sonrasinda
gruplarin genetik tan1 sonuglar1 besiyeri g¢esitlerine gére Tablo 19, Tablo 20 ve Tablo 21°de

verilmistir.

M GI G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G0 G111 K G12 G13 Gl4 G15 G16

RN, -
1500
bp

Sekil 13. Kefir danesi bakteri izolatlarinin 16S-rRNA geninin ampilifikasyonunu gosteren jel
goriintiisii (M: Marker; G: Grup; K: Negatif kontrol)
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Tablo 19. Kefir Danelerinden Elde Edilen MRS izolatlarinin 16S-rRNA PCR ile Tan1 Sonuglari

Gruplar  Izolat No” 16S-rRNA tan1 sonucu Benzerlik Sekans 1D
Orani (%)

1 2228;1, gg 2895, 65, 59, 72, S0, Lacticaseibacillus paracasei 99,72 MT645512.1
2 3,21 Enterococcus faecalis 100 MT611694.1
3 5,6,7,8,22,25,41, 64,79, 81 Lactococcus lactis 100 MT645510.1
4 9,10 Streptococcus vestibularis 99.79 MT597602.1
5 11,53, 55, 56 Lentilactobacillus kefiri 99,52 MT613704.1
6 14,16, 17, 18, 19, 23, 24, 30, 34, 35, 43,

44,57, 59, 60, 61, 66, 70, 77, 85, 88, 91, Lentilactobacillus kefiri 100 MT613704.1

95, 105, 110, 114
7 15 Lactococcus lactis 100 MT645510.1
8 20 Leuconostoc mesenteroides 100 MT597785.1
9 26 Leuconostoc mesenteroides 100 MT597785.1
10 27 Lentilactobacillus kefiri 100 MT613704.1
11 31 Lentilactobacillus diolivorans 99,72 MT045923.1
12 36, 39, 42 Lentilactobacillus kefiri 99,43 MT613704.1
13 37,47,48, 49 Schleiferilactobacillus harbinensis 100 MT573101.1
14 38 Streptococcus vestibularis 99,78 MT597602.1
15 46, 97, 98 Lactococcus lactis 99,44 MT645510.1
16 50, 100, 101, 102 Lacticaseibacillus paracasei 99,17 OR771406.1
17 51 Lacticaseibacillus paracasei 99,61 MT645512.1
18 54 Lactococcus lactis 100 MT645510.1
19 62, 90 Lentilactobacillus diolivorans 99,72 MT045923.1
20 63, 86, 87, 93, 94, 96, 106 Lentilactobacillus kefiri 100 MT613704.1
21 68 Schleiferilactobacillus harbinensis 99,21 MT573104.1
22 71 Enterococcus faecium 100 OR397765.1

*Sekans islemine gonderilen temsili izolatlar alt1 ¢izili olarak gosterilmistir.



Tablo 19. Devami

Gruplar  Izolat No” 16S-rRNA tan1 sonucu Benzerlik Sekans ID
Orani (%)
23 74 Lactobacillus kefiranofaciens 97,44 MT473698.1
24 75, 76, 84, 107 Lactococcus lactis 100 CP138309.1
25 78 Lactobacillus helveticus 99,47 MT545086.1
26 89 Lentilactobacillus kefiri 99,72 MT645512.1
27 99 Lacticaseibacillus paracasei 99,64 OR758766.1
28 109 Lacticaseibacillus paracasei 100 MT645512.1
29 111,112 Lentilactobacillus parabuchneri 100 MT613633.1
30 113,115, 116, 117 Leuconostoc mesenteroides 100 MT597785.1

*Sekans islemine gonderilen temsili izolatlar alt1 ¢izili olarak gosterilmistir.

Tablo 20. Kefir Danelerinden Elde Edilen M17 izolatlarinin 16S-rRNA PCR ile Tam Sonuglar

Gruplar Izolat No” 16S-rRNA tan1 sonucu Benzerlik Sekans ID

Orani (%)
1 201, 212, 220, 221, 222, 223, 224, 236, 237,
241, 242, 243, 244, 245, 254, 257, 262, 263,
265, 266, 269, 270, 272, 273, 274, 276, 277, Hafnia paralvei 99,78 MT470952.1
278,282, 284, 285, 287, 290, 291, 298, 453,
455, 456, 470, 471, 472, 473

2 202, 203, 204, 205, 206 207, 208, 209, 213,
214, 225, 226, 227, 232, 233, 238, 239, 246,
247, 249, 250, 252, 253, 255, 256, 258, 259,
260, 261, 267, 275, 280, 281, 283, 288, 289,
294, 296, 297, 458, 459, 463, 475, 476, 477,
478,479, 482, 483

Lactococcus lactis 100 MT645510.1

*Sekans iglemine gonderilen temsili izolatlar alt1 ¢izili olarak gosterilmistir.



V.

Tablo 20. Devami

Gruplar Izolat No” 16S-rRNA tan1 sonucu Benzerlik Sekans ID
Orani1 (%)
3 210, 216, 217, 461, 462 Pseudomonas fragi 98,50 MT176180.1
4 211, 231, 293, 460 Enterococcus faecalis 100 MT611694.1
5 215,218, 219 Pseudomonas psychrophila 99,78 MF565388.1
6 228 Citrobacter freundii 99,71 CP055247.1
7 229 Pseudomonas brenneri 98,93 MT631985.1
8 230 Lactococcus lactis 100 MN229540.1
9 234, 235, 248 Enterococcus faecium 99,75 OR792206.1
10 240 Bacillus pumilus 100 MT611433.1
11 251 Hafnia paralvei 97,74 MT470952.1
12 264 Pseudomonas psychrophila 98,78 MF565398.1
13 268 Lactococcus lactis 98,72 MT645510.1
14 271 Pseudomonas brenneri 100 MT631985.1
15 42123 jgg 299,450, 451, 452, 454, 457, 466, Lactococcus lactis 100 MN229540.1
16 286 Acetobacter cibinongensis 98,72 MH285270.1
17 295 Enterococcus durans 100 MT545074.1
18 464, 465 Pseudomonas brenneri 98,64 MT631985.1
19 469 Lactococcus lactis subsp. cremoris 100 MT473377.1
20 474 Pseudomonas psychrophila 100 MF565388.1
21 480, 481, 484 Leuconostoc mesenteroides 99,69 MT597785.1

*Sekans islemine gonderilen temsili izolatlar alt1 ¢izili olarak gosterilmistir.



G.L

Tablo 21. Kefir Danelerinden Elde Edilen GYC izolatlarinin 16S-rRNA PCR ile Tan1 Sonuglar

Gruplar [zolat No” 16S-rRNA tan1 sonucu Benzerlik Sekans ID
Orani (%)

1 301, 302, 303, 304, 305, 306, 308, 310 Lactococcus lactis 99,44 MT645510.1
2 307 Pseudomonas lundensis 96,76 MN746219.1
3 309, 313, 317, 319, 321, 322, 324, 331, 343, Hafnia paralvei

344, 346, 347, 348, 349, 351, 352, 353, 355,

360, 364, 368, 377, 380, 393, 651, 655, 656, N,r4 MT470952.1

659, 660
4 311, 312, 320, 323, 657, 658 Enterococcus faecalis 100 MT611694.1
5 327 Acinetobacter johnsonii 100 MN826149.1
6 329, 330, 339, 358, 362, 375, 376, 379 Lactococcus lactis 100 MT645510.1
7 332 Klebsiella oxytoca 99,79 MT549687.1
8 333 Acinetobacter guillouiae 98,73 MT322954.1
9 334 Citrobacter freundii 98,64 CP055247.1
10 335 Leuconostoc mesenteroides 100 MT579945.1
11 337, 345, 370 Lactococcus lactis 100 FJ861118.1
12 342 Enterococcus faecium 100 OR789634.1
13 350, 354, 357, 366, 367, 373, 378, 381, 383, Lactococcus lactis 100

384, 387, 388, 391, 392, 394, 398, 399, 650, MT645510.1

653, 654, 662, 663, 665, 666, 667, 668
14 361 Hafnia paralvei 99,74 MT471022.1
15 372,374 Enterococcus faecium 98,07 MN883896.1
16 385 Lactococcus lactis 98,47 MT645510.1
17 390 Enterococcus faecium 100 OR792206.1
18 661, 664 Leuconostoc mesenteroides 100 MT597785.1

*Sekans islemine gonderilen temsili izolatlar alt1 ¢izili olarak gosterilmistir.



16S-TRNA sekans sonuglarina bakildiginda, farkli tiirlere ait farkli suslarin varligi
degiskenlik gostermistir. Kefir danelerinde Lc. lactis ve Hafnia paralvei (H. paralvei)
suglarinin en ¢ok izole edilen baskin suslar oldugu goriilmiis, bunu Lentilactobacillus kefiri
(Len. kefiri) ve Lacticaseibacillus paracasei (Lcb. paracasei) takip etmistir. Onceki galismalar
da bizim bulgularimizla uyumlu olarak kefirde Lc. lactis'in baskin varligini ortaya ¢gikarmistir
(Simova vd., 2002, Yiiksekdag vd., 2004, Purutoglu vd., 2020). Ancak H. paralvei susunun
kefir danesinden ilk kez Cirpict ve Cetin (2023) tarafindan yapilan ¢alismada izole edildigi
gortilmektedir. Citrobacter freundii (C. freundii) ve Klebsiella oxytoca (K. oxytoca) suslar1 da
kefir danesinden ilk kez Cirpict ve Cetin (2023) tarafindan yapilan ayni ¢alismada izole
edilmistir. Bu c¢alismada ayrica Lb. kefiranofaciens, Lb. helveticus, Lentilactobacillus
parabuchneri (Len. parabuchneri), Lentilactobacillus diolivorans (Len. diolivorans),
Schleiferilactobacillus harbinensis (Sch. harbinensis), Leu. mesenteroides, Acetobacter
cibinongensis (A. cibinongensis), Lc. lactis subsp. cremoris, Streptococcus vestibularis (S.
vestibularis), Acinetobacter johnsonii (Ac. johnsonii), Acinetobacter guillouiae (Ac.
guillouiae), Pseudomonas fragi (P. fragi), Pseudomonas brenneri (P. brenneri), Pseudomonas
psychrophila (P. psychrophila), Pseudomonas lundensis (P. lundensis), Bacillus pumilus (B.
pumilus), Enterococcus faecalis (E. faecalis), Enterococcus faecium (E. faecium) ve
Enterococcus durans (E. durans) suslari izole edilmistir. Calismaya bakildiginda, GYC
besiyerinden hig asetik asit bakterisi izole edilemeyip elde edilen A. cibinongensis susu da M17
besiyerinden elde edilmistir. Alraddadi vd. (2023) kefir danesinden Acetobacter gibi asetik asit
bakterilerinin bazen bulundugunu belirtmistir. GYC besiyerinden laktik asit bakterilerinin
baskin olarak izole edildigi goriilmektedir. Bu ¢aligma, Tiirkiye nin farkli bolgelerinden temin
edilen kefir danelerinin farkli izolatlarinin sayisinin olduk¢a fazla oldugunu ve cesitli

mikrobiyotaya sahip oldugunu ortaya koymustur.

Kefir popiilasyonu iizerinde yapilan farkli ¢alismalarda Lb. kefiranofaciens, Len. kefiri,
Lc. lactis, Lcb. paracasei, Lb. helveticus, Len. parabuchneri, Len. diolivorans, Leu.
mesenteroides, E. faecalis, E. faecium ve E. durans tiirleri tespit edilmistir (Farnworth, 2005,
Sarkar, 2008, Guzel-Seydim vd., 2011, Pogacic vd., 2013, Prado vd., 2015, Bourrie vd., 2016,
Dertli ve Con, 2017, Yilmaz vd., 2022). Purutoglu vd. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada,
Tiirkiye’den temin edilen 6 farkli kefir danesinden Len. kefiri, Lb. kefiranofaciens, Lc. lactis,
Lch. paracasei ve E. durans suslar1 izole edilmistir. italya’nin farkli bélgelerinden elde edilen
6 farkli kefir danesinden ve Tirkiye’nin farkli bolgelerinden temin edilen 4 farkli kefir
danesinden yapilan c¢alismalarda, bu calismada bulunan suslardan Len. kefiri ve Lb.

kefiranofaciens izole edilmistir (Garrote vd., 2001, Dertli vd., 2016). Yapilan baska bir
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calismada Lc. lactis subsp. cremoris, Lc. lactis ve Leu. mesenteroides suslari izole edilmistir
(Witthuhn vd., 2005a). Evlerinden geleneksel olarak kefir mayalayan iki farkli aileden alinan
dort kefir danesinden yapilan ¢alismada Len. kefiri, Lc. lactis ve Leu. mesenteroides izole
edilmistir (Garrote vd., 2001). On farkli bolgeden temin edilen 10 farkli kefir danesinde
bulunan yaygin mikrobiyal popiilasyonun dagilim sikligi, kiiltiire bagimli yontemler ve 16S
rDNA'nin kismi dizi analizi kullanilarak belirlendigi, bir calismada Lb. helveticus, Len. kefiri
ve Lcb. paracasei izole edilmistir (Miguel vd., 2010). Literatiirle karsilastirildiginda bu

caligmada elde edilen sonuclarin uyumlu oldugu goriilmektedir.

Calismaya bakildiginda literatiirde daha once izole edilemeyen Sch. harbinensis, S.
vestibularis, P. fragi, P. brenneri, P. psychrophila, P. lundensis ve B. pumilus suslar1 kefir
danesinden ilk kez izole edilmis olup literatiire katkisi agisindan Onemli oldugu

diisiiniilmektedir.

Laktik Asit Bakterilerinin Tiire Spesifik Primerlerle Tanilanmasi

16S-rRNA PCR ile gergeklestirilen tanilama isleminin dogrulunun teyit edilmesi ve LDb.
kefiranofaciens susunun dogrulugunun tespiti amacityla LK1-2F ve LK1-2R primerleri
kullanilmistir. Sekans sonucunda Lc. lactis ve Lc. cremoris suslarinin ayriminin nispeten net
olmamasindan dolay1 spesifik Lc. lactis subsp lactis ve Lc. lactis subsp cremoris suslari igin
ozel primerler kullanilmistir. Boylece Lc. lactis ve Lc. cremoris suslart net olarak tespit
edilmistir. Yapilan PCR islemleri sonucunda 74 numarali susun Lb. kefiranofaciens oldugu
belirlenmistir (Sekil 14). MRS, M17 ve GYC besiyerlerinden izole edilen ve Lc. lactis ve/veya
Lc. lactis subsp cremoris olarak gruplandirilan suslarin hepsine (128 adet) ilk once Lc. lactis
subsp lactis primeri kullanilmis ve 469 numarali sus hari¢ hepsi Lc. lactis olarak bulunmustur
(Sekil 15). Daha sonra 469 numarali susa Lc. lactis subsp cremoris primeri ile PCR yapilmis

ve Lc. lactis subsp cremoris susu oldugu tespit edilmistir (Sekil 16).

M K

Sekil 14. Lb. kefiranofaciens izolatinin spesifik LK1-2F ve LK1-2R primerleri ile
gergeklestirilen PCR jel gortintiisii (M: Marker, K: Pozitif Kontrol)
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Sekil 15. Lc. lactis subsp lactis spesifik primeri ile gergeklestirilen PCR jel goriintiisii (M:
Marker, K: Kontrol)

Sekil 16. Lc. lactis subsp cremoris primeri ile gergeklestirilen PCR jel goriintiisii (M: Marker)
Maya Izolatlarimin Molekiiler Olarak Tamlanmasi

Mayalar gida endiistrisinde genellikle geleneksel gida fermantasyonlarinda kullanilir ve
genellikle giivenli olarak kabul edilir (Hsu ve Chou, 2021). Kefir danesinden izole edilen
mayalarm tamimlanmasi, etki mekanizmalarinin ortaya koyulabilmesi agisindan 6nemlidir.
Belli primerin rastgele genomda yapacagi ampilifikasyona dayali ve sus bazinda ayrimi
saglayabilen uygulama RAPD-PCR’dir. Yapilan ¢alismada kefir danesinden izole edilen maya
suslarinin  tanilanmasi igin PCR yontemi kullanilmustir. Izolatlarin  genomik DNA
izolasyonundan sonra M13 primeri ile RAPD-PCR yapilmis ve DNA parmak izlerine gore
gruplandirilmistir. Daha sonra her gruptan temsili izolatlar se¢ilmis ve 28S-rRNA PCR yontemi
kullamilarak tanilama iglemi gerceklestirilmistir. Buna gore toplamda 20 farkli grup elde
edilmistir. Calismada DNA fingerprintlerine gore yapilan gruplandirmalarin bir kismi Sekil

17°de verilmistir.

78



M Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 GB8 G9 G10G1l1Gl12 G13 Gl4 G15 G16 G17 G18 G19 G20

I ML

Sekil 17. Kefir danesi maya izolatlarinin M13 RAPD-PCR profillerinin gruplandirilmasinin
DNA parmak izi goriintiileri (M: Marker; G: Grup)

Mayalarin 28S-rRNA PCR ile Tanilanmasi

Maya izolatlarinin hangi tiire ait olduklarmi belirleyebilmek icin RAPD-PCR
profillerine gore gruplandirilip her gruptan temsili bir 6rnek segilerek kullanilmistir. 28S rRNA
kodlayan genin D1/D2 bdlgesini ¢ogaltmak i¢in PCR islemi yapilmistir. PCR islemi i¢in NL-1
ve NL-4 primerleri kullanilmistir. Yapilan PCR islemi ile 600 bp uzunlugundaki bolge
ampilifiye edilmistir. Sekil 18’de gruplarin NL-1 ve NL-4 primerleri kullanilarak elde edilen
28S-TRNA amplikonlarinin jel goriintiisii verilmigtir. DNA sekanslama islemlerinin sonrasinda

gruplarin genetik tan1 sonuglar1 Tablo 22°de sunulmustur.

M Gl G2 G3 G& G5 G6 67 G8 G9 GI10 G11GI12 G13G14 G15 G16 G17 G18 G19 G20 K

600 bp

Sekil 18. Kefir danesi maya izolatlarinin 28S-rRNA geninin ampilifikasyonunu gosteren jel
goriintisii (M: Marker; G: Grup; K: Kontrol)
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Tablo 22. Kefir Danelerinden Elde Edilen PDA Izolatlarinin 28S-rRNA PCR ile Tan1 Sonuglari

Gruplar Izolat No” 28S-rRNA tani sonucu Benzerlik Sekans 1D
Orani1 (%)
1 501, 525, 535, 551, 562, 565, 574, 584, 589, Geotrichum candidum 99,45 MT212722.1
595, 626
2 502, 503, 591, 604, 605, 608, 609, 612, 613, Kluyveromyces marxianus 100 MT510545.1
615, 616, 617, 618, 619, 620, 621, 622, 623,
624, 625, 627, 628, 629
3 504, 505, 506, 507, 510, 511, 512, 515, 516, Kazachstania unispora 100 MN493828.1
519, 520, 521, 522, 523, 527, 528, 531, 533,
534, 538, 540, 541, 542, 546, 555, 572, 593,
596, 597, 598, 599, 603
4 508, 509, 513, 514, 606 Pichia fermentans 99,57 MN704650.1
5 517,518 Kluyveromyces marxianus 100 MT510545.1
6 524,529 Kluyveromyces marxianus 100 MT510545.1
7 526, 545, 547, 594 Kazachstania turicensis 100 MH978869.1
8 530, 532, 585, 586, 587, 588, 590, 592 Saccharomyces cerevisiae 100 OR790559.1
9 536, 537, 539 Kazachstania unispora 100 MN493827.1
10 543, 544, 549, 550 Saccharomyces cerevisiae 100 MN464141.1
11 548, 553 Kluyveromyces marxianus 99,80 MT510545.1
12 552,554,581, 583 Kluyveromyces marxianus 100 MT510545.1
13 556 Kazachstania unispora 100 MN493827.1
14 557, 558, 559, 566, 576, 577 Kazachstania unispora 100 MN493828.1
15 561, 563, 564, 569, 578, 579 Kazachstania unispora 100 MN493827.1
16 567, 570 Pichia fermentans 100 MN704650.1
17 568, 571,573,575, 630, 631, 632 Saccharomyces cerevisiae 100 MN736547.1
18 600, 601, 602, 610 Kazachstania unispora 100 MN493828.1
19 607, 614 Kluyveromyces marxianus 100 MT510545.1
20 611 Candida sake 100 MK749932.1

*Sekans islemine gonderilen temsili izolatlar alt1 ¢izili olarak gosterilmistir.



28S-rRNA sekans sonuglarina bakildiginda, farkli tlirlere ait farkli suslarin varligi
degiskenlik gostermistir. Kefir danelerinde Kaza. unispora susunun en ¢ok izole edilen baskin
sus oldugu goriilmiis, bunu Kluy. marxianus ve Sacc. cerevisiae takip etmistir. Geot. candidum,
Pich. fermentans, Kaza. turicensis ve C. sake izolatlar1 da yine bu ¢alismada elde edilen
mayalardir. Yapilan birgok c¢alismada bu izolatlarin kefir danelerinden izole edilebildigi
gortlmistiir (Pogacic vd., 2013, Prado vd., 2015, Bourrie vd., 2016, Tomar vd., 2017, Plessas
vd., 2017). Bu izole edilen suslar kefirin taniminda yer alan laktozu fermente edebilen (Kluy.
marxianus) ve fermente edemeyen (Sacc. cerevisia) maya tiirlerine uygun olup bu maya
tirlerinin kefir daneleri ve Orneklerinde yer alabildigi daha Once yapilan caligmalarda
gosterilmistir (Magalhdes vd., 2011a, Purutoglu vd., 2020). Li vd. (2015) tarafindan yapilan
calismada, Tibet kefir danesinden Kluy. marxianus, Sacc. cerevisia, Kaza. unispora ve Pich.
fermentans mayalar1 izole edilmistir. Yapilan baska calismalarda Kluy. marxianus, Sacc.
cerevisia ve Kaza. unispora suslari elde edilmistir (Gao vd., 2012, Purutoglu vd., 2020). Chen
vd. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada ¢ifliklerden toplanan ¢ig siitlerde Geot. candidum ve
Pich. fermentans izolatlar1 elde edilmistir. Hsiung vd. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada,
Tayvan’da toplanan farkli fermente gida triinleri ve iceceklerde Kluy. marxianus, Sacc.

cerevisiae, Kaza. turicensis ve Kaza. unispora izolatlari elde edilmistir.

Elde edilen 16S rRNA ve 28S rRNA sonuglarina gore, H. paralvei, C. freundii, K.
oxytoca, P. fragi, P. brenneri, P. psychrophila, P. lundensis, Bacillus pumilus, Ac. johnsonii,
Ac. guillouiae, E. faecalis, E. faecium, E. durans, Pich. fermentans, Geot. candidum ve C. sake
suslar1 yapilan sonraki ¢alismalarda kullanilmamistir. Ciinkii bu ¢aligmanin amaglarindan biri,
elde edilen suslarla kefir iiretimi oldugu ve bu suslar kefir tiretiminde kullanilmasi gereken
zorunlu izolatlar sinifinda olmadig1 igin (Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi ve

Codex Alimentarius Standard’ina gore) sonraki ¢aligsmalara dahil edilmemislerdir.
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Izolatlarin Probiyotik Karakterizasyonu

Bir mikroorganizmanin probiyotik olarak simiflandirilabilmesi i¢in, konake1
organizmada hayatta kalabilmesi ve belirli kriterleri karsilamasi gerekir. Bu kriterler arasinda
viicut sicakligina (37°C) dayanma yetenegi, gastrointestinal sistemden gegis sirasinda pH
degisikliklerine uyum saglama, iyi biyoteknolojik zellikler (gida, yem ve besin takviyelerinde
canli kalma, fajlara kars1 direng, sus stabilitesi, biiyiik Olgekte kiiltiire alinabilme, oksijene
dayaniklilik, iiriiniin tadi iizerinde olumsuz etki etmeme), mide sivisina, degisen oksijen
konsantrasyonlarina, enzimlere maruz kalmaya dayanma ve safra ve pankreas tuzlara direng
gosterme yetenegi yer alir (Elcioglu ve Kunduhoglu, 2014, Cetin ve Bazu Cirpici, 2023).
Gastrointestinal sisteme giren probiyotik adaylarinin in vitro se¢im kriterleri birka¢ temel
faktorii kapsamaktadir. Bunlar arasinda, 37°C'de gelisebilme yetenegi, insan sindirim
sisteminin olumsuz kosullarinda hayatta kalma (pankreas suyuna, diisik pH ve sindirim
enzimlerine maruz kalma gibi), mide asiditesine ve safra tuzlarina kars1 dayanmiklilik, organik
asitlerin (laktik asit, asetik asit ve propiyonik asit) varlig1 gibi strese karsi direng sayilabilir. Ek
olarak, arzu edilen 6zellikler arasinda patojenlerin varliginda mukus ve epitel hiicrelerine
rekabet¢i yapisma, biyolojik fonksiyonlarin yerine getirilmesi yoluyla konak¢1 ortamina katka,
mikrobiyotanin diizenlenmesi, patojenlere karsi antimikrobiyal aktivite ve safra tuzlarim
hidrolize etme kapasitesi yer almaktadir (Garcia-Hernandez vd., 2012, Staniszewski ve
Kordowska-Wiater, 2021, Hsiung vd., 2021).

Safra tuzlarina tolerans

Safra tuzu direnci, herhangi bir mikrobiyal susun probiyotik kiiltiir olarak kullanilmasi
icin kriterlerden biridir. Bagirsakta safranin varligt LAB'in canliligim etkiler (Kumar ve
Kumar, 2015). Safraya tolerans, ileumda probiyotiklerin kolonizasyonu ve metabolik aktivitesi
icin bir dnkosuldur. Safra tuzlarinin bazi mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal etkiye sahip
oldugu ve biiylimeyi yavaslatabilecegi bilinmektedir (Byakika vd., 2020). Safra direnci, bir

organizmanin bagirsak sisteminde biiylimesine izin vermek i¢in 6nemlidir (Psomas vd., 2001).

Kefirde bulunmasi gereken bakteriler ve mayalar dikkate alindiginda MRS, M17, GYC
ve PDA besiyerinden izole edilen suslardan sirasiyla 103, 67, 49 ve 110 tanesine safra tuzuna
tolerans analizi yapilmistir. Bu amagla %0,3, %0,5 ve %1 safra iceren MRS, M17, SM ve YPD
broth kullanilmistir. MRS, M17, SM ve YPD broth besiyerindeki izolatlarin safra tuzlarindaki
gelisimi sirasiyla Tablo 23, Tablo 24, Tablo 25 ve Tablo 26°da gosterilmistir.
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Tablo 23. izole Edilen Kefir Bakterilerinin MRS Broth Besiyerinde Safra Tuzlarindaki
Geligimi

Safra Tuzu Konsantrasyonu (%) Safra Tuzu Konsantrasyonu (%)

zolat No

izolat No

0,3 0,5 1 0,3 0,5 1

1 + + + 55 + + -

2 + + + 56 + + +

4 + + + 57 - - -

5 + + + 59 + - -

6 + + + 60 + + +

7 + + + 61 + + +

8 + + + 62 + + -

9 + + + 63 + + +

10 + + + 64 - - -
11 + + + 65 + + +
14 + + - 66 + + +
15 + + + 67 + + +
16 + + + 638 + + -
17 + - - 69 + + +
18 - - - 70 + - -
19 + + + 72 - - -
20 - - - 73 + + +
22 + + + 74 + + +
23 + + - 75 + + +
24 + - - 76 + + +
25 + + + 77 + - .
26 + - - 78 + - -
27 + + - 79 + + +
29 + + + 80 - - -
30 + + + 81 + + +
31 - - - 83 - - -
34 + + + 84 + + +
35 - - - 85 + - -
36 - - - 86 + + -
37 - - - 87 + + +
38 + - - 88 + + +
39 - - - 89 - - -
41 + + + 90 + + +
42 + + + 91 + + -
43 - - - 92 + + +
44 + + - 93 + + +
45 + + + 94 + + +
46 + + + 95 - - -
47 + + + 96 - - -
48 + + + 97 + + +
49 + + + 98 + + +
50 + + + 99 + + +
51 + + + 100 - - -
52 + + - 101 + + +
53 + + - 102 + + +
54 + + + 105 + + -
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Tablo 23. Devami

Safra Tuzu Konsantrasyonu (%) Safra Tuzu Konsantrasyonu (%)

Izolat No 0.3 05 1 Izolat No 0.3 05 1
106 - - - 113 + + +
107 + + + 114 - - -
109 + + + 115 + + +
110 + + + 116 + + +
111 + + + 117 + - R
112 + + +

Sonuglara bakildiginda 62 tane izolatin tiim safra oranlarinda (%0,3, %0,5 ve %1)
gelistigi goriilmustiir. 14, 23, 27, 44, 52, 53, 55, 62, 68, 86, 91 ve 105 numarali izolatlar %0,3
ve %0,5 safra igeren besiyerinde gelisim gosterirken; 17, 24, 26, 38, 59, 70, 77, 78, 85 ve 117
numarali suslar sadece %0,3 numarali safra igeren besiyerinde gelistigi gozlenmistir.19 tane
izolatin ise hicbir safra i¢eriginde gelisim gostermedigi tespit edilmistir. %0,3 safra iceren sivi
besiyerinde gelisim gosteren izolatlar muhtemel probiyotik olarak degerlendirilmis ve daha
sonraki probiyotiklik testlerine tabi tutulmuslardir. Buna gore, 84 tane sus muhtemel probiyotik
olarak degerlendirilmistir. Len. kefiri suslarindan 18, 35, 36, 39, 43, 57, 89, 95,96, 106 ve 116
numaralt suslar, Lcb. paracasei suslarindan 72, 80, 83 ve 100 numarali suslar, Leu.
mesenteroides suslarindan 20 ve 26 numarali suslar, Len. diolivorans suslarindan 31 numarali
sus, Sch. harbinensis suslarindan 37 numarali sus ve Lc. lactis suslarindan 64 numarali sus

safraya tolerans gostermemistir.

Literatiirdeki ¢alismalara bakildiginda Lcb. paracasei suslarinin %0,3, %0,5 ve %]l
safra igeren besiyerlerinde gelistigi goriilmistiir (Elcioglu ve Kunduhoglu, 2014, Angmo vd.,
2016). Bu calismaya bakildiginda da Lcb. paracasei suslarinin birgogunun (52, 72, 80, 83 ve
100 numarali suslar hari¢) safray1 tim safra konsantrasyonlarinda gectigi, direngli oldugu
goriilmektedir. Yapilan baska bir ¢alismada Lc. lactis susunun %] safra igerigine direngli
oldugu belirlenmistir (Byakika vd., 2020). Leite vd. (2015), Brezilya kefir danelerinden izole
edilen Leu. mesenteroides, Lc. lactis ssp. cremoris, Lcb. paracasei ve Lc. lactis ssp. lactis
suslarinin hepsinin (32 adet) %0,3 safra konsantrasyonuna direngli oldugunu tespit etmistir.
Len. kefiri susunun %0,3, %0,5 ve %1 safra konsantrasyonuna direngli oldugu bu ¢alismada
oldugu gibi Zheng vd. (2013) tarafindan yapilan ¢alismayla da ortaya koyulmustur. Lb.
kefiranofaciens susu, Zanirati vd. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada %0,3 safra igerigine
direncli oldugu bulunurken, bu ¢alismadaki sus %0,5 ve %1 konsantrasyondaki safraya dahi
direngli olarak bulunmustur. Len. diolivorans susu da aynmi ¢alismada orta derecede safraya
direngli olarak bulunmustur. Bu ¢alismaya bakildiginda ise 90 numarali Len. diolivorans susu

safranin tiim oranlarina direngli olarak tespit edilmistir. %0,3 safra konsantrasyonunda S.
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vestibularis susunun direncinin diisiik olundugu bir ¢alismada rapor edilmistir (Carvajal vd.,
2023).

Tablo 24. izole Edilen Kefir Bakterilerinin M17 Broth Besiyerinde Safra Tuzlarindaki
Gelisimi

Safra Tuzu Konsantrasyonu (%) Safra Tuzu Konsantrasyonu (%)

zolat No zolat No

0,3 0,5 1 0,3 0,5 1
202 + + + 280 + + +
203 + + + 281 + + +
204 + + + 283 + + +
205 + + + 286 + + +
206 + + + 288 + + +
207 + + + 289 + + +
208 + + + 292 + + +
209 + + + 294 + + +
213 + + + 296 + + +
214 + + + 297 + + +
225 + + + 299 + + +
226 + + + 450 o + +
227 + + g 451 + + +
230 + + + 452 + + +
232 + + + 454 + + +
233 + + + 457 + + +
238 + + + 458 + + +
239 + + + 459 + + +
246 + + + 463 + + +
247 + + + 466 + + +
249 + + + 467 + + +
250 + + + 468 + + +
252 + + + 469 + + +
253 + + + 475 + + +
255 + + + 476 + + +
256 + + + 477 + + +
258 + + + 478 + + +
259 + + + 479 + + +
260 + + + 480 + + +
261 + + + 481 + + +
267 + + + 482 + + +
268 + + + 483 + + +
275 + + + 484 + + +
279 + + +

Sonugclar incelendiginde, M17 besiyerinden elde edilen 67 tane kefir bakteri izolatinin
(Lc. lactis ve Leu. mesenteroides) hepsinin tiim safra oranlarinda gelistigi goriilmektedir. Bu
izolatlarin hepsi muhtemel probiyotik olarak degerlendirilmis ve daha sonraki probiyotiklik
testlerine tabi tutulmuslardir. Cig siitten ve kefir danelerinden izole edilen 14 farkli Lc. lactis
susunun %0,3, %0,5 ve %! safra igeren besiyerlerinde gelisim gostermedigi belirlenmistir

(Yerlikaya, 2019). Literatiirde ve bu ¢alismada ise tam tersine biitiin izole edilen Lc. lactis
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suslarinin tim safra oranlarinda gelistigi goriilmiistiir (Vinderola ve Reinheimer, 2003).

Akpinar ve Yerlikaya (2021) tarafindan yapilan ¢alismada Leu. mesenteroides susu safraya

tolerans gosteremezken bu calismada ve literatiirdeki baska calismalarda tolere edebildigi

goriilmiistiir (Shukla vd., 2014, de Paula vd., 2014).

Tablo 25. izole Edilen Kefir Bakterilerinin SM Broth Besiyerinde Safra Tuzlarmdaki

Geligimi

. Safra Tuzu Konsantrasyonu (%) Safra Tuzu Konsantrasyonu (%)

Izolat No 0.3 05 1 Izolat No 0.3 05 1
301 - - - 378 - - -
302 - - - 379 - - -
303 - - - 381 - - -
304 - - - 383 - - -
305 - - - 384 - - -
306 - - - 385 - - -
308 - - - 387 - - -
310 - - - 388 - - -
329 - - - 391 - - -
330 - - - 392 - - -
335 - - - 394 - - -
337 - - - 398 + + +
339 - - - 399 - - -
345 - - - 650 - - -
350 - - - 653 - - -
354 + - - 654 - - -
357 - - - 661 - - -
358 - - - 662 - - -
362 - - - 663 - - -
366 - - - 664 - - -
367 - - - 665 - - -
370 - - - 666 - - -
373 - - - 667 - - -
375 - - - 668 - - -
376 - - -

Sonuglar degerlendirildiginde,

sadece Lc. lactis 398 numarali susun tiim safra

konsantrasyonlarinda gelisirken; Lc. lactis 354 numarali sus sadece %0,3 safra igeriginde

gelistigi gozlemlenmistir. Geriye kalan 47 izolat higbir safra oraninda pozitif gelisim

gosterememistir. Dolayisi ile sadece 354 ve 398 numarali izolatlar muhtemel probiyotik sayilip,

probiyotik testlerine tabi tutulmuslardir. Yerlikaya (2019) ve Akpinar ve Yerlikaya (2021)

tarafindan yapilan ¢alismalara benzer sonug bu ¢alismada GYC besiyerinden izole edilen Leu.

mesenteroides ve Lc. lactis suslarinda gortilmiistiir.
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Tablo 26. izole Edilen Kefir Mayalarinin YPD Broth Besiyerinde Safra Tuzlarindaki
Gelisimi

Safra Tuzu Konsantrasyonu (%) Safra Tuzu Konsantrasyonu (%)

izolat No zolat No

0,3 0,5 1 0,3 0,5 1
502 + + + 556 - - -
503 + + + 557 - - -
504 - - - 558 - - -
505 - - - 559 - - -
506 + + + 561 - - -
507 - - - 563 + + +
510 + + + 564 - - -
511 + + + 566 - - -
512 + + + 568 + + +
515 + + + 569 - - -
516 - - - 571 + + +
517 + + + 572 + + +
518 + + + 573 + + +
519 + + + 575 + + +
520 - - - 576 - - -
521 + + + 577 - - -
522 - - - 578 - - -
523 - - - 579 - - -
524 + + + 581 + + +
526 - - - 583 + + +
527 + + + 585 + + -
528 + + + 586 + + -
529 + + + 587 + = -
530 + + + 588 + + +
531 + + + 590 + + +
532 + + + 591 + + +
533 + + + 592 + + +
534 - - - 593 - - -
536 - - - 594 + + +
537 - - - 596 + + +
538 + + + 597 + + +
539 - - - 598 + + +
540 + + + 599 - - -
541 + + - 600 - - -
542 + + + 601 + + +
543 + + + 602 + + +
544 + + + 603 - , -
545 - - - 604 + + +
546 - - - 605 + + +
547 - - - 607 + + +
548 + + + 608 + + -
549 + + + 609 + + +
550 + + + 610 + + +
552 + + + 612 + + +
553 + + + 613 + + +
554 + + + 614 + + +
555 - - - 615 + + +
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Tablo 26. Devami

Safra Tuzu Konsantrasyonu (%) Safra Tuzu Konsantrasyonu (%)

Izolat No 0.3 05 1 Izolat No 0.3 05 1
616 + + + 624 + + +
617 + + + 625 + + +
618 + + + 627 + + +
619 + + + 628 + + +
620 + + + 629 + + +
621 + + + 630 + + +
622 + + + 631 + - -
623 + + + 632 + - -

Sonuclar degerlendirildiginde, 71 maya izolatinin tim safra oranlarinda gelistigi
goriilmektedir. 541, 585, 586 ve 608 numarali izolatlar ise %0,3 ve %0,5 safra
konsantrasyonlarinda gelisim gosterirken; 587, 631 ve 632 numaral1 izolatlar sadece %0,3 safra
oraninda gelismislerdir. Geriye kalan 32 tane izolat hi¢ gelisim gostermemistir. Boylece 78 tane
maya izolat1 muhtemel probiyotik sayilmis ve sonraki probiyotik analizlerine tabi tutulmustur.
Calismada izole edilen tiim Kluy. marxianus ve Sacc. cerevisiae izolatlarinin safraya direng
gosterdigi bulunmustur. Safraya tolerans gostermeyen suslara bakildiginda ise 32 izolattan 29
tanesinin (~%91) Kaza. unispora oldugu goriilmektedir. Bu oran Kaza. unispora suslari
arasinda, ~%56’sinin (52 sustan 29’u) safraya tolerans gosteremeyip inhibe oldugunu

gostermektedir. Safraya direng gosteremeyen diger 3 izolat ise Kaza. turicensis’dir.

Bebek diskisi ve Feta peynirinden izole edilen Sacc. cerevisiae susunun kullanildigi bir
caligsmada insan orjinli olan izolatin %0,3 safra tuzu igeren YPD besiyerinde safraya direngli
oldugu tespit edilmistir (Psomas vd., 2003). Kluy. marxianus susunun baskin olarak izole
edildigi bir ¢alismada bu susun safrayi tolere edildigi goriilmiistiir (Pedersen vd., 2012). Kluy.
marxianus ve Sacc. cerevisiae suslarinin iran kefirinden elde edildigi bir ¢alismada bu susun
%0,3 safra iceren besiyerinde 8 saat bekletildiginde tiim suslarin canli kalmaya devam ettigi
tespit edilmistir (Rahmani vd., 2022). Hsiung vd. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada Kluy.
marxianus suslari safra tuzlarini tolere ederken; Kaza. unispora suslarinin inhibe oldugu
goriilmiistiir. Alinan sonucun bu galismaya benzedigi goriilmiistiir. Giirkan OzIii vd. (2022)

tarafindan yapilan ¢alismada da Kluy. marxianus susu safraya direngli olarak bulunmustur.

Lcb. casei ATCC 393, Lch. casei strain Shirota ve Sacc. boulardii CNCM 1-745 suslar1
bu deney i¢in pozitif kontrol olarak kullanilmis ve tiim safra konsantrasyonlarinda iyi bir
gelisim gosterdikleri tespit edilmistir. Safray: tolere eden izolatlarin sayisi besiyerlerine gore

karsilastirilmast Sekil 19°da verilmistir.
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Sekil 19. Safraya tolerans gdsteren izolat sayisi

Mide ortamina dayamklihk

Insan gastrointestinal sisteminde mide, ince bagirsak ve kolon arasindaki bakteri say1si
ve popiilasyonlarinda farkliliklar vardir. Mide icerigindeki toplam bakteri sayis1 genellikle g
bagina 10%"in altindadir (Fooks vd., 1999). Mide sivis1, mide ve duodenumda bulunan ve birgok
mikroorganizmay1 inhibe edebilen biyolojik bariyerlerdir. Bu nedenle probiyotiklerin, pH'in
<3,0 kadar diisiik olabilecegi mideden gegerken hayatta kalmasi ve 2-4 saat boyunca canli
kalmasi gerekir (Byakika vd., 2020). Probiyotik bakterilerin mideden gegiste hayatta kalma

yeteneginin degisken ve susa bagli oldugu rapor edilmistir (Vinderola ve Reinheimer, 2003).

Simiile mide sivisina dayanim testi safraya toleransl olan izolatlara yapilmistir. Buna
gore safrali MRS, M17, SM ve YPD broth i¢inde gelisim gdsteren sirasiyla 84, 67, 2 ve 78
izolata mide testi uygulanmustir. Lch. casei ATCC 393, Lcb. casei strain Shirota ve Sacc.
boulardii CNCM [-745 suslar1 bu deney i¢in pozitif kontrol olarak kullanilmis ve simiile mideyi
tolerans orami1 logaritmik olarak verilmistir. Muhtemel probiyotik izolatlarin simiile mide

ortamina tolerans degerleri Tablo 27, Tablo 28 ve Tablo 29°da sunulmustur.
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Tablo 27. MRS Besiyerinden Izole Edilen Muhtemel Probiyotik Izolatlarin Simiile Mide
Ortamina Toleranslari

Simiile Mide Ortamina Eklenen Simiile Mide Ortaminda Canli

izolat No Canl1 Hiicre Sayisi (log kob/mL)  Kalan Hiicre Sayisi (log kob/mL)
0. saat 3. saat

1 1,47 <1
2 7,55 5,00
4 7,12 <1
5 7,60 5,90
6 7,60 6,00
7 7,28 <1
8 7,71 6,00
9 7,60 5,48
10 7,16 <1
11 6,74 <1
14 6,88 5,70
15 7,96 <1
16 7,42 5,85
17 6,08 <1
19 7,77 <1
22 7,06 5,60
23 6,72 5,00
24 7,58 5,00
25 7,05 5,00
26 741 <1
27 6,90 <1
29 6,88 <1
30 6,51 <1
34 6,40 5,30
38 6,58 <1
41 7,65 5,00
42 7,64 <1
44 7,14 5,85
45 7,43 <1
46 7,36 <1
47 7,00 5,30
48 7,00 <1
49 6,52 <1
50 7,11 5,00
51 7,13 5,00
52 7,09 <1
53 6,68 <1
o4 7,19 <1
55 6,58 5,00
56 6,70 5,48
59 6,86 5,48
60 6,32 <1
61 6,63 <1
62 6,59 <1
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Tablo 27. Devami

Simiile Mide Ortamina Eklenen Simiile Mide Ortaminda Canli

izolat No Canli Hiicre Sayisi (log kob/mL)  Kalan Hiicre Sayisi (log kob/mL)
0. saat 3. saat
63 6,01 <1
65 7,37 <1
66 7,25 <1
67 7,40 <1
68 7,24 <1
69 6,99 <1
70 7,58 5,00
73 7,36 <1
74 7,37 6,11
75 7,34 5,60
76 7,43 5,90
77 6,86 5,00
78 6,98 <1
79 6,79 <1
81 7,31 <1
84 7,67 5,48
85 7,10 <1
86 6,97 <1
87 7,11 5,85
88 6,74 5,00
90 6,43 <1
91 6,15 <1
92 5,60 <1
93 6,73 <1
94 6,41 <1
97 7,50 <1
98 6,82 5,48
99 7,33 5,00
101 7,27 <1
102 7,39 <1
105 7,22 <1
107 6,78 <1
109 7,16 <1
110 7,48 5,95
111 6,54 5,30
112 6,71 <1
113 6,23 <1
115 5,20 <1
116 5,30 <1
117 7,55 5,30
Lcb. casei ATCC 7,24 <1
393
Lcb. casei strain 7,35 <1
Shirota
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Sonuglar incelendiginde 51 bakteri izolatinin simiile mide sivisini tolere edemeyip,
inhibe oldugu (<1) goriilmektedir. Bu sonug, safray1 gegen izolatlarin (84 adet) yaklasik olarak
%60,71’sinin mideyi tolere edemedigini gostermektedir. Mide ortamina dayaniklilik analizinde
pozitif kontrol olarak kullanilan ve literatiirde probiyotik olarak kabul edilen Lcb. casei ATCC
393 ve Lch. casei strain Shirota izolatlarinin 3.saatin sonunda mide ortaminda inhibe oldugu
yani simiile mide sivisim tolere edemedigi belirlenmistir. Lcb. casei Shirota izolatinin kontrol
olarak kullanildig1 bir ¢aligmada, bu izolatin mide sivi ortaminda 1 saat sonra canlilik
gostermedigi bulunmustur (Gonzalez-Vazquez vd., 2015). Bu ¢alismada elde edilen sonuglara
bakildiginda ve kontrol suslari ile karsilastirildiginda mide sivisini tolere eden (33 adet) ancak
nispeten canlilikta azalma oldugu goriilen suslarin, probiyotik olabilme ihtimalinin yliksek
oldugu diisiiniilmektedir. Len. kefiri izolatlarindan 14, 16, 23, 24, 34, 44, 55, 56, 59, 70,77, 87,
88 ve 110 numaral suslar ve Lc. lactis 5, 6, 8, 22, 25, 41, 75, 76, 84 ve 98 numarali suslar
mideyi en fazla tolere eden bakteriler olurken, bunu Lcb. paracasei 2, 50, 51 ve 99, Leu.
mesenteroides 117, Sch. harbinensis 47, Len. parabuchneri 111, Lb. kefiranofaciens 74 ve S.
vestibularis 9 suslari takip etmektedir. Len. diolivorans ve Lb. helveticus izolatlarinin ise mide

ortaminda inhibe oldugu goriilmektedir.

Mantzourani vd. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada, kefir danelerinden izole edilen
Lcb. paracasei SP5 susunun mide ortamimi tolere edebildigi bulunmustur. Yapilan diger
calismalarda Lcb. paracasei suslarindan bazilarinin mide sivisini tolere ederken bazilarinin
tolere edemedigi goriilmiis olup, elde edilen sonug bu ¢alismanin sonucunun literatiire uyumlu
oldugunu gostermektedir (Maragkoudakis vd., 2006, Elcioglu ve Kunduhoglu, 2014). Zanirati
vd. (2015), Brezilya kefir danelerinden izole edilen Len. kefiri izolatlarinin bazilarinin mide
ortamina direng gosterirken bazilarmin gostermedigini bulmus ve bdylece bu ¢alismada elde
edilen sonucun literatiire benzedigi ortaya ¢ikmistir. Yine ayni ¢alismada, Lb. kefiranofaciens
izolatinin 3 saat mide sivisinda bekletildikten sonra direncinin fazla oldugu goriilmiistiir.
Literatiire bakildiginda Lc. lactis izolatinin simiile mide ortaminda 2. saatin sonunda baslangi¢
sayisina gore yaklasik olarak %50 canli kalirken, bu ¢alismada elde edilen sonuglarda 3. saatin
sonunda %50 den fazla canli hiicre sayis1 bulundugu tespit edilmistir (Frece vd., 2014, Lee vd.,
2015). Shehata vd. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada, Lc. lactis izolatlar1 3 saat mide
ortaminda bekledikten sonra %77,4 ve %385,7 oraninda canli hiicre sayisinin kaldigi
bulunmustur. Shukla vd. (2014), Leu. mesenteroides NRRL B-1149 izolatinin pH 3,0 olarak
ayarlanmig mide ortaminda direng gosterdigini bulmustur. Agostini vd. (2018) tarafindan
yapilan ¢alismada, Sch. harbinensis, Lcb. paracasei ve Len. parabuchneri izolatlarinin pH 3,0

mide sivisina direngli olup, canlilik sayisinin bizim galisma sonuglarimiz ile benzer sekilde
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%350’den fazla oldugu goriilmiistiir. Elde edilen sonuglara bakildiginda, 33 izolatin pH 3,0

ayarlanmis mide simiilasyonunda hayatta kalmasi mideden gecebilecegini gdostermistir.

Tablo 28. M17 ve GYC Besiyerinden Izole Edilen Muhtemel Probiyotik izolatlarin Simiile
Mide Ortamina Toleranslari

Simiile Mide Ortamina Eklenen Simiile Mide Ortaminda Canli

izolat No Canli Hiicre Sayisi (log kob/mL)  Kalan Hiicre Sayisi (log kob/mL)
0. saat 3. saat
202 7,63 6,38
203 7,76 6,11
204 7,75 6,11
205 7,47 6,25
206 7,68 6,08
207 7,51 5,85
208 6,70 <1
209 7,61 5,48
213 7,42 5,95
214 7,50 5,70
225 7,38 <1
226 7,46 <1
227 7,35 <1
230 6,30 <1
232 7,44 <1
233 7,46 <1
238 6,49 <1
239 7,91 5,78
246 7,64 5,70
247 7,66 6,41
249 7,54 6,48
250 7,58 6,23
252 7,21 6,04
253 7,42 6,08
255 7,44 6,23
256 7,65 5,00
258 7,48 <1
259 7,55 <1
260 7,54 <1
261 7,71 <1
267 7,37 5,00
268 7,09 6,26
275 7,75 5,30
279 7,55 <1
280 7,60 5,00
281 7,34 5,00
283 7,70 <1
286 7,46 6,30
288 7,43 <1
289 7,41 5,78
292 7,88 5,48
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Tablo 28. Devami

Simiile Mide Ortamina Eklenen Simiile Mide Ortaminda Canli

izolat No Canli Hiicre Sayisi (log kob/mL)  Kalan Hiicre Sayist (log kob/mL)
0. saat 3. saat

294 7,36 6,43
296 7,66 5,30
297 7,49 6,14
299 7,18 6,00
450 7,30 <1
451 7,58 5,48
452 7,84 5,70
454 7,75 5,48
457 7,69 5,00
458 7,87 5,70
459 7,66 5,60
463 7,65 6,08
466 7,62 <1
467 7,70 <1
468 7,78 <1
469 7,65 <1
475 7,54 5,60
476 7,59 <1
477 7,43 5,30
478 7,74 5,30
479 7,74 5,00
480 7,46 <1
481 7,63 <1
482 7,45 5,48
483 7,27 <1
484 7,41 <1
354 7,52 5,70
398 7,28 5,30

Sonuclar degerlendirildiginde 25 tane bakteri izolatinin simiile mide sivisina direng
gosteremeyip inhibe oldugu (<1) goériilmektedir. Buna gore, safray1 gegen izolatlarin (67 adet
M17 besiyerinden, 2 adet GYC besiyerinden) yaklasik olarak %64 niin simiile mide ortamina
direng gosterdigi goriillmektedir. Bu ¢calismada elde edilen sonuglara bakildiginda Lc. lactis (44
adet) suslarinin mide sivisini tolere ettigi goriilirken Leu. mesenteroides izolatlarinin mide
ortaminda inhibe oldugu goriilmektedir. Vinderola ve Reinheimer (2003) tarafindan yapilan
calismada, pH 3,0 mide 6z suyunda 37°C’de 3 saat bekleme sonrasi Lc. lactis bakterisinin
logaritmik olarak minimum 3,3 olarak azaldigi goriilmiistiir. Bu ¢alismada ise logaritmik
azalma minimum 0,83, maksimum 2,74 olup, bu azalmanin yapilan ¢alismadaki degerden daha

az oldugu acikca goriilmektedir.
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Tablo 29. PDA Besiyerinden Izole Edilen Muhtemel Probiyotik Izolatlarin Simiile Mide
Ortamina Toleranslari

Simiile Mide Ortamina Eklenen Simiile Mide Ortaminda Canli

izolat No Canli Hiicre Sayisi (log kob/mL) Kalan Hiicre Sayisi (log kob/mL)
0. saat 3. saat
502 5,95 5,70
503 5,95 <1
506 6,26 5,48
510 6,34 6,00
511 5,95 <1
512 6,08 <1
515 6,15 5,00
517 6,36 5,70
518 6,23 <1
519 5,95 <1
521 6,00 <1
524 6,57 5,78
527 6,15 <1
528 6,36 5,30
529 6,18 6,08
530 6,23 5,00
531 6,34 5,30
532 6,23 5,00
533 6,04 5,00
538 6,30 5,00
540 6,32 5,70
541 5,78 <1
542 6,62 5,60
543 6,15 5,30
544 6,40 <1
548 6,56 6,04
549 6,18 <1
550 6,18 <1
552 6,60 5,00
553 6,45 5,30
554 6,04 <1
563 6,23 <1
568 6,00 5,70
571 5,78 5,48
572 6,64 5,30
573 5,90 <1
575 6,26 5,60
581 6,23 <1
583 6,28 6,04
585 6,20 5,30
586 6,20 <1
587 5,95 <1
588 6,26 <1
590 5,60 5,30
591 6,28 <1
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Tablo 29. Devami

Simiile Mide Ortamina Eklenen Simiile Mide Ortaminda Canli

izolat No Canli Hiicre Sayisi (log kob/mL)  Kalan Hiicre Sayisi (log kob/mL)
0. saat 3. saat
592 6,23 5,00
594 5,93 5,30
596 6,22 <1
597 6,42 5,60
598 6,20 <1
601 6,18 5,48
602 6,29 5,00
604 6,36 6,04
605 6,26 <1
607 6,26 5,78
608 6,11 <1
609 5,67 5,00
610 6,05 5,00
612 6,25 5,00
613 6,15 5,30
614 6,20 5,85
615 6,32 <1
616 6,28 <1
617 6,12 <1
618 5,93 5,30
619 6,21 5,30
620 6,01 5,30
621 5,89 5,00
622 6,22 5,30
623 6,13 <1
624 6,20 5,48
625 6,22 5,00
627 6,08 5,00
628 6,00 <1
629 6,22 <1
630 514 <1
631 4,18 <1
632 4,72 <1
Sacc. 6,32 5,30
boulardii CNCM I-
745

Tablo 29 incelendiginde, 32 maya izolatinin mide ortamini tolere edemeyip, inhibe
oldugu (<1), 46 maya izolatinin ise tolere edebildigi goriilmektedir. Buna gore, safray1 gecen
izolatlarin (78 adet) yaklasik olarak %359°nun simiile mide ortamina direng gdsterdigi
goriilmektedir. Kluy. marxianus suslarindan 502, 517, 524, 529, 548, 552, 553, 583, 604, 607,
609, 612, 613 ve 614 numarali olanlar, Kaza. unispora suslarindan 506, 510, 515, 528, 531,
533,538, 540, 542,572, 597,601, 602,610, 618,619, 620, 621, 622, 624, 625 ve 627 numarali
suslar, Sacc. cerevisiae suslarindan 530, 532, 543, 568, 571, 575, 585, 590 ve 592 numarali
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suslar ve Kaza. turicensis 594 numarali suslar simiile mide sivisina direng gostermistir. Mide
ortamina dayaniklilik testinde pozitif kontrol olarak kullanilan ve literatiirde probiyotik olarak
kabul edilen Sacc. boulardii CNCM 1-745 susu %83,86 seviyesinde canliligini korurken, bu

caligmada Kluy. marxianus 529 susu canliligini (%98) neredeyse tiimii ile korumustur.

Fadda vd. (2017), tarafindan yapilan ¢alismada, peynirden izole edilen Kluy. marxianus
suslart 90 dakika simiile mide ortaminda bekledikten sonra canliliklarin1 korudugu tespit
edilmistir. Yapilan bir galismada, Kaza. unispora KY-5 susu canliligim %83,67 oraninda
korurken (Goktas vd., 2021b), bu ¢alismada Kaza. unispora 568, Kaza. unispora 571 ve Kaza.
unispora 590 suslar1 yaklasik olarak %95 oraninda canliligini korumustur. Yine ayni ¢alismada
Kluy. marxianus ve Sacc. cerevisiae suslarinin canli kalim orani bu ¢alismadaki degerden daha
diistiktiir. Sacc. cerevisiae suslarmin simiile mide sivisi ortaminda canli kaldigi Gil-Rodriguez
vd. (2015) tarafindan da ortaya koyulmustur. Sonuglar literatiirle karsilastirildiginda, kefir
danesinden izole edilen mayalarin simiile mide ortamina daha dayanikli oldugu goriilmektedir.
Bu mayalarin muhtemel probiyotik olma oraninin oldukga ytiksek oldugu diisiiniilmiistiir. Sekil

20’de simiile mide ortamini tolere eden izolat sayilar1 goriilmektedir.
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Sekil 20. Simiile mideyi ortamini tolere eden izolat sayilari

Mide sonuglar1 degerlendirilip, canli hiicre kalma sayilar1 hesaplandiginda bakteri
izolatlarindan 5 (%77,63), 6 (%78,95), 8 (77,82), 14 (%82,84), 22 (%79,32), 23 (%74,40), 34
(%82,81), 44 (%81,93), 47 (%75,71), 55 (%75,99), 56 (%81,79), 59 (%79,88), 74 (%82,90),
75 (%76,29), 76 (%79,41), 77 (%72,89), 87 (%82,28), 88 (%74,18), 98 (%80,35), 110 (79,55),
111 (%81,04), 117 (%70,20), 202 (%83,61), 203 (%78,74), 204 (%78,84), 205 (%83,67), 206
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(%79,17), 207 (%77,90), 246 (%74,61), 247 (%83,68), 249 (%85,94), 250 (%82,19), 252
(%83,77), 253 (%81,94), 255 (%83,74), 286 (%84,45), 294 (%87,36), 297 (%81,98), 299
(%83,57), 475 (%74,27) ve 482 (%73,55) numarali izolatlar diger probiyotik analizlerine dahil

edilmislerdir.

Maya izolatlarindan ise 502 (%95,80), 506 (%87,54), 510 (%94,64), 517 (%89,62), 524
(%87,98), 529 (%98,38), 540 (%90,19), 543 (%86,18), 548 (%92,07), 568 (%95,00), 571
(%94,81), 575 (%89,46), 583 (%96,18), 585 (%85,48), 590 (%94,64), 594 (%89,38), 597
(%87,23), 601 (%88,67), 604 (%94,97), 607 (%92,33), 609 (%88,18), 613 (%86,18), 614
(%94,35), 618 (9%89,38) ve 624 (%88,39) numarali suslar diger probiyotik deneylerine dahil

edilmislerdir.

Oto ve ko-agregasyon

Bir mikroorganizmanin potansiyel bir probiyotik tiir olarak kabul edilebilmesi igin,
sindirim sistemi boyunca karsilasilan zorlu kosullar altinda hayatta kalma yaminda, oto-
agregasyon ve adezyon yetenekleri dahil olmak tizere bazi1 6zellikleri saglamasi gerekir (Goktas
vd.,, 2021a). Bakteriyel oto-agregasyonun, probiyotiklerin adezyon ve Kkolonizasyon
kapasitelerinde rol oynadigi gosterilmis ve bu fonksiyonlarin yeni probiyotik suslarin
seciminde oOnemli kriter oldugu belirtilmistir (Seddik vd., 2017). Oto-agregasyon
probiyotiklerin agiz boslugu, gastrointestinal sistem, {irogenital sisteme ve bagirsak epitel
hiicrelerine yapigmasini etkilerken, oto-agregasyon yoluyla bir bariyer olusturarak veya
patojenlerle ko-agregasyonlar1 bu patojen bakterilerin bagirsakta kolonilesmesini 6nleyebilir
(Kos vd., 2003, Sabir vd., 2010, Nikolic vd., 2010, Tuo vd., 2013, Abdulla vd., 2014, Seddik
vd., 2017, Abushelaibi vd., 2017). Bu nedenle probiyotik suslarin, oto-agregasyon ozelliklerine
sahip olmasi gerekir (Goktas vd., 2021b). Ayn1 susun hiicreleri arasinda (oto-agregasyon) veya
farkl: tiirler ve suslar arasinda (ko-agregasyon) bakteriyel agregasyon, ¢esitli ekolojik nislerde,
ozellikle probiyotiklerin aktif olacagi insan bagirsaginda olduk¢a onemlidir (Abdulla vd.,
2014). Agregasyon yetenegi ve hidrofobik hiicre yiizeyi olan laktobasillerin bagirsak
hiicrelerine yapisma sanst daha fazla olabilir (Abdulla vd., 2014). Ko-agregasyon yetenegi,
bagirsaktaki patojenik mikroorganizmalart limenden uzaklastirarak veya patojenlerin
tutunmasina miidahale ederek bagirsak epitelyumuna dogrudan yapisarak konagin enterik

enfeksiyonlardan korunmasini saglayabilir (Binetti vd., 2013).

37°C'de 2, 4 ve 24 saatlik inkiibasyon sirasinda oto-agregasyon ylizdeleri bakteriler i¢in
Tablo 30’da mayalar i¢in Tablo 31’de verilmistir. Lcb. casei ATCC 393, Lcb. casei strain
Shirota ve Sacc. boulardii CNCM [-745 suslari ise kontrol olarak kullanilmustir.
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Tablo 30. Bakteri Izolatlarinin Oto-agregasyon Yiizdeleri

izolat 1o Oto-agregasyon (%) Izolat Oto-agregasyon (%)

2st 4st 24st no 2st 4st 24st
5 3,67+4,33 8,22+3,69 53,08+1,03 202 8,05+1,49 7,72+2,93 33,53+4,40
6 4,48+1,75 11,48+5,70 50,43+5,00 203 5,42+1,28 6.,28+0,59 32,96+0,70
8 7,82+1,37 15,19+0,73 37,50+0,64 204 9,24+0,48 13,02+1,92 31,23+1,95
14 14,28+3,68 20,50+0,09 54,18+0,11 205 7,59+2.31 9,95+0,56 27,34+1,45
22 13,37+4,18 14,30+2,49 41,81+1,79 206 8,96+4,05 12,38+0,64 30,67+4,41
23 14,79+2,17 29,02+10,96 71,52+4,17 207 7,76+1,47 12,60+0,09 34,18+1,64
34 31,57+4,78 62,56+15,26 78.,83+1,30 246 3,5240,58 8,40+1,67 27,8145,57
44 34,24+0,79 59,25+0,93 81,10+0,80 247 6,70+0,39 13,15+1,01 45,89+0.45
47 24,96+0,62 35,62+1,35 71,71%3,89 249 6,48+1,98 17,3743,12 44,61%1,59
55 22,04+0,70 39,79+0,48 77,08+4,74 250 11,88+5,56 10,84+0,40 33,38+2,00
56 7,15£2,69 17,29+3,55 65,98+2,24 252 4,44+0,68 8,68+2.,46 19,80+1,45
59 74,47+1,16 76,25+0,73 86,07+0,10 253 13,03£3,58 21,46+2,98 44,35+1,08
74 12,21+1,29 18,37+2,09 55,98+3,64 255 6,74+1,72 11,70+3,02 46,04+5,95
75 3,09+0,24 10,21+1,34 48,08+6,48 286 9,33+0,50 19,62+1,88 40,04+2,40
76 0,22+0,12 9,59+1.,44 56,45+1,06 294 11,27+3,88 18,65+4,95 62,23+£2,26
77 70,35+0,07 70,64+0,72 86,35+0,68 297 8,23+2.,47 8,55+0,05 42,14+7,37
87 54,40+4,65 78,76+2,17 83,83+0,03 299 7,89+3,07 11,18+1,97 67,45+11,70
88 7,22+0,58 9,04+0,02 70,98+3,19 475 2,93+0,60 6,23+1,54 20,224+0,95
98 13,57+0,42 16,67+1,97 41,12+1,33 482 18,59+7,67 27,94+3,75 57,09+£3,36
110 10,52+1,96 17,76+0,36 83,94+0,98
111 12,30+2,12 13,50+2,81 44,57+1,16
117 3,5440,78 5,73+1,42 33,50+0,71
Lcb. casei ATCC 17,73+0,27 20,19+3,76 75,66+7,36
393
Lcb. casei strain 5,17+1,76 11,47+2,21 48,23+5,48
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Tablo 31. Maya izolatlarimin Oto-agregasyon Yiizdeleri

Oto-agregasyon (%)

[zolat no
2st 4st 24st

502 91,38+0,53 92,00+2,57 94,47+0,89
506 88,95+1,71 89,32+1,24 90,43+1,48
510 87,09+1,29 88,67+0,02 88,70+0,56
517 88,26+2.41 89,98+1,05 93,51+0,13
524 87,98+0,83 90,24+1,32 92,75+1,43
529 91,52+1,04 92,49+1,13 94,75+1,25
540 81,19+1,29 89,80+0,72 91,78+0,24
543 91,31+1,90 93,35+0,23 92,78+0,25
548 89,25+0,91 91,36+0,14 92,474+2,79
568 93,83+0,60 94,234+0,75 94,53+0,85
571 93,53+0,85 94,06+0,33 94,56+1,14
575 86,82+0,19 87,95+0,59 94,76+1,31
583 90,26+2,04 91,37+1,71 95,59+0,48
585 93,65+0,17 94,64+1,14 95,1840,57
590 91,57+0,06 93,59+0,21 93,81+0,07
594 82,57+0,23 86,82+0,27 87,05+0,90
597 90,18+0,77 93,24+1,33 95,81+0,14
601 88,10+1,40 93,04+1,85 94,25+0,42
604 92,18+1,10 93,63+0,61 96,61+0,12
607 89,13+1,46 92,68+1,18 93,97+0,65
609 93,79+0,30 94,97+0,30 95,92+0,19
613 93,64+0,65 94,81+0,66 95,55+0,36
614 89,89+0,38 90,83+0,38 95,48+0,33
618 86,95+1,01 90,65+0,78 91,58+2,86
624 88,14+0,66 91,62+0,09 92,20+0,70
Sacc. boulardii CNCM 86,24+2,03 89,32+2,15 94,37+0,78

I-745

Tablo 30’da sunulan veriler incelendiginde, 2. saatin sonunda 59 ve 77 numarali bakteri
izolatlarinin en yiiksek oto-agregasyon yiizdesine (sirasiyla %74,47 ve %70,35) sahip oldugu,
76 numarali izolatin ise en diisiik (%0,22) oto-agregasyona sahip oldugu tespit edilmistir.
Kontrol olarak kullanilan bakteri izolatlarinin 2. saatindeki oto-agregasyon yiizdesi %5,17 ve
%17,73 olup, bu ¢alismada elde edilen bazi1 bakteri izolatlarindan daha diisiik oto-agregasyona
sahiptir. 4. saatin sonunda 77 numarali izolatin oto-agregasyon yiizdesi ayni olurken 87
numaralt izolatin en yiiksek oto-agregasyona sahip oldugu (%78,76), bunu 59 numaral
(%76,25) 1zolatin takip ettigi bulunmustur. 117 numarali izolat ise 4. saatin sonunda %5,75 ile
en diisiik oto-agregasyona sahip oldugu belirlenmistir. Kontrol olarak kullanilan bakteri
izolatlarinin 4. saatindeki oto-agregasyon yiizdesi %11,47 ve %20,19 olup, bu calismada elde
edilen bazi bakteri izolatlarindan daha diisiikk oto-agregasyona sahiptir. 24. saatin sonunda ise
77, 59, 110, 87 ve 44 numarali izolatlarin %80’in iizerinde oto-agregasyona sahip oldugu

gbozlenmis olup sirast ile bu degerler %86,35, %86,07, %83,94, %83,83 ve %81,10 olarak
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bulunmustur. 24. saatin sonunda ise yine 117 numaral izolat %33,50 ile en diisiik oto-
agregasyona sahipken bunu %37,50 ile 8 numarali izolat takip etmektedir. 24.saatin sonunda
%48,23 ve %75,66 oto-agregasyon yilizdesine sahip kontrol bakteri izolatlarinin oto-

agregasyonu bu caligmada elde edilen bazi bakterilerden daha diistiktiir.

Abushelaibi vd. (2017), Lc. lactis izolatinin oto-agregasyon degerini %1,5 ile %9,0
arasinda bulup bu calismadaki Lc. lactis suslarindan daha diisiik oto-agregasyona sahiptir.
Wang vd. (2012), LAB oto-agregasyonun inkiibasyon siiresiyle arttigin1 ve test edilen sekiz
LAB susundan Lb. kefiranofaciens HL1 en hizli ve en biiyiik oto-agregasyon yetenegini
sergilerken, bunu Len. kefir HL2 izolatinin takip ettigini belirtmistir. Leu. mesenteroides NRRL
B-1149 izolatinin incelendigi bir ¢alismada 5. saatin sonunda oto-agregasyon %55,2 olarak
bulunmus olup bu ¢alismadan yiiksektir (Shukla vd., 2014). Bu ¢alismada 24. saatin sonunda
dahi oto-agregasyon yiizdesi %33,50 olarak bulunmustur. Yapilan baska bir ¢alismada Lc.
lactis izolatinin 5. (%75,8) ve 24. (%100,0) saatteki oto-agregasyon yiizdesi bu ¢alismada elde
edilen izolatlardan yiiksektir (Byakika vd., 2020).

Maya izolatlarinin sonuglarma bakildiginda bakterilere gore oto-agregasyon
yeteneklerinin ¢ok daha yiiksek oldugu acik¢a goriilmektedir. Maya hiicreleri bakterilere gore
daha biiyliik ve yogun oldugundan, hiicrelerinin daha yiliksek oranda ve daha hizli olarak
toplanmasini (oto-agregasyonu) kolaylastirir (Hsiung vd., 2021, Shruthi vd., 2022). Sonug
olarak maya suslarinin oto-agregasyon yetenegi probiyotik bakterilerden bir adim ondedir
(Shruthi vd., 2022). Calismada elde edilen suslarin ¢ogu, inkiibasyonun ilk 4 saati i¢inde hizli
oto-agregasyon sergilemistir ve bu sonu¢ Hsu ve Chou (2021) tarafindan yapilan ¢alismayla
uyumludur. 2. saatin sonunda en diisiik oto-agregasyona sahip izolat %81,19 ile 540 numarali
sus olup bunu %82,57 ile 594 numarali izolat takip etmektedir. En yiliksek oto-agregasyon
yiizdesine sahip izolatlar ise 571, 613, 585, 609 ve 568 numarali izolatlar olup %93,53, %93,64,
%93,65, %93,79 ve 93,83 oto-agregasyon degerlerine sahiptir. Kontrol olarak kullanilan Sacc.
boulardii CNCM 1-745 izolatinin oto-agregasyon yiizdesi %86,24 olup, bu ¢alismada elde
edilen 540 ve 594 numarali izolatlar hari¢ geri kalan izolatlarin hepsinden diisiik oto-
agregasyona sahiptir. 4. saatin sonunda ise en yiiksek oto-agregasyona %94,06, %94,23,
%94,64, %94,81 ve %94,97 ile 571, 568, 585, 613 ve 609 numarali izolatlardir. %86,82,
%87,95 ve %88,67 oto-agregasyon ile 594, 575 ve 510 numaral1 izolatlar en diisiik oto-
agregasyon yiizdesine sahiptir. Kontrol olarak kullanilan maya ise %89,32 oto-agregasyon
yiizdesine sahip olup, 510, 575 ve 594 numarali izolatlar hari¢ digerlerinden daha diisiik oto-
agregasyona sahiptir. 24. saatin sonunda ise en yiiksek oto-agregasyona 604 numarali izolat

sahip olup yiizdesi %96,61 olarak bulunmustur. En diisiik ylizdeye sahip olan maya izolatlar
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%87,05 ve %88,70 ile 594 ve 510 numarali izolatlardir. 24. saatin sonunda %94,37 oto-
agregasyona sahip olan kontrol 6rneginin oto-agregasyon yiizdesi bu g¢alismada elde edilen
izolatlarin bazisindan daha yiiksek oto-agregasyona sahiptir. Mayalarin oto-agregasyon
yiizdesinin susa 6zgii oldugu 6nceki ¢alismalarda bildirilmis olup, farkli oto-agregasyona sahip
olma nedeninin bu oldugu diisiiniilmektedir (Gut vd., 2019, Goktas vd., 2021b).

Hsiung vd. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada, Kaza. turicensis, Sacc. cerevisiae,
Kluy. marxianus, Kaza. unispora ve ticari probiyotik takviyeden izole edilen Sacc. boulardi
suslarinin 2-4 saat arasinda %90 oto-agregasyona sahip oldugu goriilmiistiir. Yapilan baska bir
calismada, 2.saatin sonunda ticari Sacc. boulardii Codex’in en yiiksek oto-agregasyon degerine
(%81,5) sahip oldugu, Kluy. marxianus izolatlarinin ise %39,1-%52,8 arasinda degisen oto-
agregasyona sahip oldugu goriilmiistiir (Fadda vd., 2017). Calismamizda ise 2.saatin sonunda
Kluy. marxianus izolatlarinin  %80’in iizerinde, kontrol olarak kullanilan Sacc.
boulardii CNCM 1-745 izolatin ise %86,24 oto-agregasyona sahip oldugu goriilmiistiir. Binetti
vd. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada, Sacc. cerevisiae ve Kluy. marxianus izolatlarinin
cogunun orta derecede (%31,0 ile %57,0 arasinda) oto-agregasyon yetene8i gosterdigi
bulunmustur. Bu calismadaki en diisiikk oto-agregasyon degeri %81,19 olup Binetti vd.
(2013)’nin elde ettigi degerden ¢ok yiiksektir. Goktas vd. (2021b) tarafindan yapilan ¢alismada,
24.saatin sonunda probiyotik Sacc. boulardii, Sacc. cerevisiae, Kaza. unispora ve Kluy.
marxianus izolatlarinin %97’den fazla oto-agregasyona sahip oldugu belirtilmistir. Elde edilen
sonug, bu calismada elde edilen sonucglardan yiiksektir. Ticari tabletlerden izole edilen Sacc.
boulardii izolatlarimin oto-agregasyon ylizdesi 24 saatte %100'e yakin olarak bulunmustur
(Goktas vd., 2021a). Bu ¢alismada kontrol olarak kullanilan Sacc. boulardii izolat1 24. saatin
sonunda %94,37 oto-agregasyona sahip olup Onceki ¢alismadan daha diisiiktir. Lohith ve
Appaiah (2014), Sacc. cerevisiae maya izolatlarinin oto-agregasyon yiizdesini 24. saatin
sonunda yaklasik %84 olarak bulmus ve elde edilen sonu¢ bu ¢alismadaki sonuglardan daha

diisiiktiir.

Calismada kullanilan bakteri ve maya suslarina ait ko-agregasyon degerleri Tablo 32 ve

Tablo 33’de sunulmustur.
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Tablo 32. Bakteri Izolatlarinin Ko-agregasyon Yiizdeleri

Ko-agregasyon (%)

Izr?éat L. monocytogenes ATCC 7644 S. Typhimurium RSSK 95091 S. aureus ATCC 29213 E. coli ATCC 25922
2st 4st 5st 2st 4st 5st 2st 4st Bst 2st 4st Bst

5 3,50+1,13  8,05+0,41  10,22+1,98 1,13+0,80  4,58+0,07  6,63+1,51  2,18+1,94  9,97+0,39  11,62+3,07 3,48+1,30  5,51+£0,06  6,13£1,97
6 8,22+2.31  10,54+1,48 12,83+£2,60 1,85+0,47 1,95+0,09 2,03+0,71  8,31+1,59  14,66+0,08 15,47+1,06 3,41+1,31  7,20+0,44  8,97+1,93
8 5,56£2,10  8,81£1,39  9,34+1,57 1,1740,70  5,08+1,69  6,10+2,27  3,76+1,79  12,36+0,89 17,89+2,05 0,21+0,18  7,54+1,99  11,08+0,84
14 10,64+1,17 15,48+0,18 19,47+1,37 10,02+1,70 13,79+0,27 16,34+3,08 13,75+2,29 19,86+0,22 21,16+0,66 9,92+3,16  11,66+1,79 15,39+1,30
22 7,35+£0,84  11,84+0,83 13,05+2,77 19,04+1,45 22,72+1,10 23,57+2,71 22,04+1,77 28,53+0,34 30,65+2,06 16,262,228 20,27+0,23 21,61+2,53
23 7,23+2,35 12,44+0,31 14,68+2,44 12,85+5,04 13,22+0,10 14,76+2,31 8,244+2,50 10,67+1,52  12,72+3,48 7,26+1,99 10,48+1,32 17,14+£2,70
34 20,90+1,26 34,73+5,02 41,57£1,99 26,98+2,08 46,19+2,00 49,71+£2.24 18,36+2,66 31,22+2.95 36,18+3,88 11,58+1,53 34,50+4,65 38,75+2,76
44 9,87+0,85 14,96+2,06 19,20+6,13 5,84+3,49 7,90+1,75  9,47+2,59  9,81+2,63 15,86+1,68 17,12+1,58 5,35+2,71 9,84+1,16 10,16+2,37
a7 21,41+£2,65 47,16£0,41 56,88+1,53 25,065,100 46,15£2,56 49,91+1,58 31,03+3,87 38,57+0,46 41,58+1,56 24,53+2,54 39,91+0,71 43,79+1,33
55 13,10+1,83 23,02+4,01 33,13+5,76 8,87+3,13 16,79+1,49 22,13+1,85 11,78+2,48 18,54+1,41 21,58+0,84 10,32+3,95 14,11+1,51 15,42+0,81
56 12,73£2,22  16,67+0,37 19,25+1,18 5,21+1,45 8,15+0,22  9,78+1,76  9,41+1,23 15,95+1,15 16,60+2,52 8,43+0,84 10,38+0,21 12,45+2,06
59 50,07+£3,66 54,93+1,85 56,64+1,45 55,95+0,70 59,10+4,08 62,21+0,73 42,15+0,82 46,68+1,07 48,86+1,62 49,55+£2,14 57,68+1,69 58,40+0,99
74 1,9040,30  5,36+1,22  7,73+2,74  5,59+0,26  10,78+1,30 10,05+1,94 6,13+1,89  12,60+3,56 20,92+1,47 6,071,06 7,71x1,71  9,34+2,66
75 587129  6,7243.89  11,90+3,33 1,85+0,93  526+1,41 10,51+3,17 6,07£2,51  8,40+1,91  28,66+1,72 6,90+2,30  8,61+1,64  15,63+3,50
76 3,74+1,48  7,3243,10  8,76+1,36  1,01+0,63  3,38+1,12  4,35+1,59 4,18+1,26 6,35+1,24  9,01+0,76  1,48+0,28  6,85+1,09  7,53+1,05
77 44,10+1,52 50,13+4,52 54,78+1,12 52,89+1,91 57,52+0,60 59,12+0,85 34,76+£1,07 44,14+3,06 46,79+1,53 41,22+0,85 50,09+1,16 53,56+1,17
87  27,07+2,17 42,24+493 50,90+0,77 30,46+2.24 46,58+3,55 53,1042,27 22,53+2,16 36,55+0,56 46,37+1,02 27,14+127 34,0442,40 38,20+2,76
88  9,68+1,64 15,67+0,79 17,82+1,67 13,05+2,51 14,96+1,12 17,29+1,54 13,13+3,89 14,94+2,78 17,60+1,18 14,71+0,87 16,49+3.66 21,40+2,95
98 18,14£1,20 23,21+1,13  27,71£2,77 18,27+1,76 24,69+0,92 29,65+1,27 9,28+1,94  17,29+2,13 23,38+1,25 13,91+1,15 19,96+2,50 22,63+3,27
110  36,2143,68 51,59+1,79 52,23+4,75 16,50+3,52 37,66+0,81 46,29+2,31 20,48+2,61 39,44+2,07 4531£1,46 21,66+2,21 42.36+1,64 51,30+1,17
111 7,79+0,76  10,38+1,74 13,45+1,59 2,28+1,27  4,84+1,63  6,58+0,65 11,15+£1,01 13,20+2,38 15,60+1,53 4,68+0,53  6,53+£1,49  13,81+2,17
117 14,12+1,61 21,47+4,11 23,27+44,53 9,54+2.40  15,21+1,08 17,54+1,11 11,44+1,85 18,76£1,99 21,304+2,47 20,35+2,34 24,29+2.35 28,74+1,11
Lch. 6,99+1,76 11,66+3,76 15,00+,731 6,33+0,24  7,83+2,72 17,51+1,32  8,63+0,17 9,78+1,97 17,42+1,33 4,43+2,18  5,20+1,62 11,12+2,56
casel

ATCC

393

Leh.  3,52+1,07  10,41+0,76 12,36+1,16 3,88+1,60  4,88+1,75  10,58+1,75 2,16+0,59  7,49+1,35  8,45+0,81  0,60+0,13  2,36+1,34  5,50+1,28

casei
strain
Shirota
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Tablo 32. Devami

Izolat
no

202
203
204
205
206
207
246
247
249
250
252
253
255
286
294
297
299
475
482

Ko-agregasyon (%)

L. monocytogenes ATCC 7644

S. Typhimurium RSSK 95091

S. aureus ATCC 29213

E. coli ATCC 25922

2st 4st 5st 2st 4st Bst 2st 4st 5st 2st 4st Sst

13,8742,57 14,20+0,81 15,4840,10 3,66+1,43 17,41+4,76 21,52+0,14 823+1,35 9,67+1,21  10,94+0,45 2,74+0,44  9,72+1,94  13,78+2,27
7.31£1,04  10,65+1,57 14,27+1,39 4,944237  10,04+1,13 12,84+0,51 2,54+1,08  8,16+0,54 10,451,441 6,43+2,11  11,30+1,34 15,47+1,13
1,06£0,13  8,26+1,26  9,32+0,91  1,64+0,44  519+£1,97 6,49+£1,99 3,87+0,60 3,84+024  4,08+0,16 3,64+1,46 10,75£0,14 11,63+0,82
1,07£0,35  9,53+1,16  18,10+2,78 4,85+1,73  837+2,11  9,43+1,48 534+1,78 6,11+0,40 7,37+0,46  6,65+1,47 11,01+£2,01 14,12+1,31
7,00£0,45  11,96+4,77 12,99+£1,86 3,44+0,74  11,15£2,36 12,13+1,67 2,60+0,83  4,93+143  7,06+£1,33  7,53+0,88  9,12+2,64  13,35+1,78
7,34+£1,41  16,29+0,48 17,17£0,42 8,63+0,83  10,76+0,81 11,76x1,01 0,86+0,24  5,82+2,72  7,41£0,25 9,71+1,58  11,21£3,58 16,56+2,27
6,51£1,47  6,70£0,92  11,06£0,71 7,83+1,84  11,39+2,12 11,77+1,07 12,51£1,16 14,06+1,06 16,50+1,10 9,74+1,85 12,29+321 16,86+1,66
3,30+1,46  10,98+4,09 16,88+2,07 5,14+1,80 13,67+2,97 19,04+£2,43 8,28+1,93 9384249  13,23+£2.45 7,77+0,82  10,22+2.44 14,07+1,13
3,73£1,74  5,56+0,62  10,64+3,20 3,89+1,07 4,05£0,36  9,58+3,11  3,88+1,58  7,24+1,92  14,37+£3,76 11,18+1,50 14,11£1,75 20,22+3,93
2,11£0,89  7,98+1,39  10,90+£1,15 6,04+1,15 9,47+1,18  12,77+0,63 0,78+0,06  1,38+0,77  5,47+0,36  10,24+2,14 11,78+2,99 15,11£1,11
4,92+0,88  6,17£0,32  6,55+0,09  10,84+1,65 14,25+2,74 15,53+£2,60 2,65+0,90  3,05+0,51  4,28+0,25  4,99+1,27  10,83+£2,98 15,39+2,32
5,41£0,58  9,45+2,62  14,06+£1,07 12,38+1,98 9,39+1,95  12,22+1,63 5,74+1,59  9,26+2,48  15,35+3,24 9,19+1,55 14,01£1,09 21,12+1,66
2,22+0,65  6,33+0,76  11,414£3,29 4,12+0,48  6,94+0,98  11,35+1,52 7,60+£2,86  7,96+1,15 11,88+0,75 11,81+1,70 15,01£1,67 19,63+£2,00
19,54+0,47 20,10+£2,17 22,2343,00 9,45+0,88  16,59+4,60 17,38+3,59 1,07+0,34  5,33+1,52  7,44+0,64  11,48+4,11 19,44+1,85 23,90+2,16
8,62+1,14  16,94+2.22 23,32+1,03 35,4443,33 45,05£2,21 46,2840,30 9,93+£2,06  18,44+1,12 18,79+0,53 22,16+1,27 27,70+0,94 30,36+2,42
7.84+0,76  18,14+2,04 19,46+1,18 32,5842,18 37,65+1,87 37,7240,27 11,01+£0,28 14,68+3,41 18,84+2,13 23,06+0,96 26,66+0,86 28,85+1,32
11,94+41,78 14,33+1,67 14,90+0,47 22,90+0,41 23,18+1,36 24,14+0,14 12,60+4,95 16,67+1,82 18,02+1,79 13,77+0,13 16,76+2,17 22,16+1,59
4,56+1,30  4,86+0,51  5,1840,63  2,93+1,70  3,67+1,91  5,04x1,12  3,04+1,54 3,97+0,14 52340,79 2,89+0,71 4,06+1,47  4,59+0,90

10,18+0,88 10,55+0,81 17,1942,85 6,80+2,69  10,04+1,83 14,40+2.38 4,23+1,89  5,04+1,97 12,13+3,78 14,63+1,03 16,99+2,77 20,59+3,34




GOT

Tablo 33. Maya izolatlarinin Ko-agregasyon Yiizdeleri

Ko-agregasyon (%)

aZOOlat L. monocytogenes ATCC 7644 S. Typhimurium RSSK 95091 S. aureus ATCC 29213 E. coli ATCC 25922
2st 4st 5st 2st 4st 5st 2st 4st 5st 2st 4st 5st

502 75,46£5,27  76,76+2,35 79,06+0,50 69,66+2,64 69,93+1,30 70,06+1,24 39,50+6,11 41,03£4,96 43,34+1,40 65,95+3,96 66,13+1,24 66,31+£1,19
506 74,04+1,23  74,80+1,22 78,01+0,81 64,00+1,18 64,64+1,17 66,06+1,00 22,66+2.87 28,19+1,93 35,814+2,85 60,52+1,48 62,86+1,59 64,89+1,30
510 61,49+4,76  64,45+1,79 68,70+1,08 47,41+6,71 51,52+1,86 54,15+1,72 3524+3,19 40,71£546 41,31+1,13 33,95+2,72 37,81+1,83 38,29+0,66
517 82,74+4,47  83,73£1,34 85,40+£0,53 67,1243,76 70,84+1,42 71,99+0,22 37,08+6,63 37,80+1,19 50,33+2,31 67,3142,95 69,63+3,69 72,99+0,65
524 81,91+£5,42  83,85+1,49 86,23+1,10 67,77£8,18 75,11+2,47 78,00£1,12 38,94+8,24 39,49+8,74 46,13+£1,52 64,13£8,01 68,64+£3,42 73,77+1,61
529 74,50+1,27  76,39+0,26  79,32+0,76  70,56+1,74 73,31+0,89 77,63+0,30 33,62+£6,28 36,30+£3,01 41,42+1,05 66,78+5,01 72,36+0,66 75,07+0,48
540 54,62+5,95  65,53+£5,51 67,22+4,28 36,9842,58 54,33+3,37 54,47+2,13 31,12+4,70 51,73+£2,47 53,21%1,76  33,99+4,95 40,65+4,91 40,99+1,78
543 66,46+1,08 66,53+£0,52 68,30+1,06 50,31+£3,43 54,21+0,52 54,51+0,50 34,27+£2,88 42,3443,75 43,80+£2,87 40,70+2,04 40,82+0,27 48,13+0,41
548 79,57+1,31  82,40+1,04 82,86+0,99 78,69+1,44 78,89+1,02 79,10+0,99 46,10£3,05 50,32+2,33  55,03+1,30 73,19+1,27 73,65+0,58 75,12+1,47
568 81,04+0,25 81,07£0,48 83,40+£0,27 75,23+1,09 76,16+1,14 78,30+0,24 38,45+4,10 40,28+5,78 51,44+0,88 67,01£0,42 69,89+0,96 71,83+0,42
571 77,01£0,91  78,44+0,81 79,82+0,70 69,53+0,60 71,57£1,15 72,89+0,98 31,87£2,23 34,96+1,50 43,37+2,27 63,87+0,98 64,68+0,37 67,28+1,68
575 80,67+0,34  81,69+0,63 81,84+0,56 72,78+0,20 73,35+1,68 77,63+0,70 46,00+£0,65 49,61+£2,57 49,76+0,36 68,94+0,73 69,26+1,66 73,32+1,89
583 81,27+0,47  82,05£0,84 83,17+£0,59 70,23+1,17 70,79+1,22 73,67+2,60 41,23+1,18 43,63+3,12 45,73£1,67 68,26+1,40 68,42+1,21 77,42+0,77
585 66,01+1,48  67,60+0,63 67,70+0,55 44,57+2,52 49,56+4,93 50,68+0,44 37,15+4,88 40,69+£1,70 41,30+2,40 41,01+0,65 41,37+0,93 42,15£1,33
590 62,67+1,19  62,79+0,84 65,25+0,86 48,17+2,72 48,77+0,81 52,51+4,16 32,12+£3,72 35,65+£2,77 38,49+2,68 34,32+1,40 34,59+1,26 35,09+1,02
594 61,12£1,80  61,30+1,78 62,28+1,07 41,89+1,65 41,96+0,53 45,72+3,95 26,2542,90 34,93+4,18 3526+1,24 28,15+1,80 28,80+1,45 29,38+0,87
597 57,13+£5,41  62,30+1,36  63,12+1,54 34,77+3,11 43,98+0,65 44,16+0,83 32,65+£5,10 38,57+7,50 38,80+1,11 33,87+2,76 37,86+1,81 39,71+4,66
601 58,35+5,82  60,4843,43 61,43+3,01 36,19+4,69 39,57+3,87 39,79+2,68 30,36+4,66 37,69+4.89 38,26+1,56 31,2446,67 37,01+2,18 37,72£1,90
604 63,78+4,34  65,05+3,32 65,67+0,73 41,83+5,52 47,88+1,42 48,06+1,83 36,56+£8,70 38,96+4,71 39,94+1,57 36,55+2,64 40,77+3,29 41,68+1,65
607 58,14+8,14  63,1742,01 63,89+0,68 40,09+3,62 44,19+2,13  46,42+2,93 34,41+4,57 43,75£6,27 45,43+1,54 34,10+3,73 37,30+4,55 37,46+0,27
609 59,78+4,30 61,22+£3,38 61,63+2,04 32,07+6,43 36,31+£5,00 36,45+4,95 30,20+£3,09 31,59+4,93 32,4042,23 29,94+5,84 31,53+6,53 32,22+4,05
613 58,21+3,17  62,71+1,04 62,9140,82 34,27+2,85 38,23+1,50 38,59+1,45 31,33+7,71 32274735 33,34+43,75 29,70+3,01 31,56+3,16 32,74+2.71
614 59,60+6,68 66,942,433 67,10+£0,61 41,16£3,09 46,25+0,81 46,80+1,15 35,57£3,47 36,29+0,88 40,12+1,83 43,74+2,42 63,22+4,70  64,40+0,89
618 63,90+3,10 64,55£1,47 66,51+£2,02 50,91+2,73 51,44+1,45 52,24+1,20 36,09+2,88 38,58+6,23 42,42+6,32 32,60+2,72 36,44+0,62 37,75+0,56
624 62,03+£2,16  63,18+1,23 64,74+0,78 49,99+1,39 50,06+0,27 50,74+0,51 37,32+1,25 39,31+5,48 41,12+£3,81 37,42+1,35 38,45+£1,03 38,69+0,50
gacclz. i 33,2942,84  39,45+0,44 44,47+2,10 35,60+£2,58 42,34+1,62 48,81£3,66 47,34+£3,05 51,00£3,06 54,67+0,52 32,68+3,13 40,44+0,86 45,35+1,82
oulardi

CNCM

1-745




Muhtemel probiyotik bakteri izolatlarinin ko-agregasyon yetenekleri 2.saatin sonunda
incelendiginde, L. monocytogenes ATCC 7644 patojeni tizerinde %1,06 ile %50,07; S.
Typhimurium RSSK 95091 patojeni iizerinde %1,01 ile %55,95; S. aureus ATCC 29213
patojeni tizerinde %0,78 ile %42,15; E. coli ATCC 25922 patojeni lizerinde %0,21 ile %49,55
arasinda degistigi tespit edilmistir. 2. saatin sonunda tiim patojenlere karst en yiiksek ko-
agregasyon yetenegine sahip izolat 59 numarali izolattir. 4. saatin sonunda ko-agregasyon
yetenegi incelendiginde, L. monocytogenes ATCC 7644 patojeni lizerinde %4,39 ile %54,93;
S. Typhimurium RSSK 95091 patojeni {lizerinde %1,95 ile %59,10; S. aureus ATCC 29213
patojeni {lizerinde %1,38 ile %46,68; E. coli ATCC 25922 patojeni iizerinde %4,06 ile %57,68
arasinda degistigi bulunmustur. 59 numarali izolatin 4. saat sonunda yine en yiiksek ko-
agregasyon yiizdesine sahip oldugu bulunmustur. 5. saatin sonunda ise ko-agregasyon yetenegi
incelendiginde, L. monocytogenes ATCC 7644 patojeni iizerinde %5,18 ile %56,88; S.
Typhimurium RSSK 95091 patojeni iizerinde %2,03 ile %62,21; S. aureus ATCC 29213
patojeni lizerinde %4,08 ile %48,86; E. coli ATCC 25922 patojeni iizerinde %4,59 ile %58,40
arasinda degistigi bulunmustur. 5. saatin sonunda L. monocytogenes ATCC 7644 patojeni i¢in
47 numarali izolat; S. Typhimurium RSSK 95091, S. aureus ATCC 29213 ve E. coli ATCC
25922 patojenleri igin 59 numarali izolat en yiiksek ko-agregasyon yetenegine sahiptir (Tablo
32). Kontrol olarak kullanilan Lcb. casei strain Shirota, Lcb. casei ATCC 393 izolatlarinin ko-
agregasyon ylizdesi bu ¢alismada elde edilen bakteri izolatlarinin ¢oguna gore 2., 4., ve 5.

saatlerde daha diisiiktiir.

Genel olarak c¢alismanin sonuglarina bakildiginda, Abushelaibi vd. (2017) tarafindan
elde edilen sonuglardan daha yiiksek ko-agregasyon yiizdesine sahip oldugu goriilmektedir.
Wang vd. (2012) yapmis oldugu ¢alismada Lc. lactis HL4, Lb. kefiranofaciens HL1, Len. kefir
HL2 ve Leu.. mesenteroides HL3 izolatlarimin yiiksek ko-agregasyon degerlerine sahip oldugu
goriilmiistiir. Byakika vd. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada, Lc. lactis izolatinin 5. saatin
sonunda ko-agregasyon yiizdesi Escherichia coli ATCC 25922 i¢in %16,22, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 i¢in %13,8 ve Salmonella enterica igin %23,8 olarak bulunmustur. Bu
caligmadaki Lc. lactis suslarinin bazilarinin ko-agregasyon degeri yiiksek (294 numarali izolat)

iken bazilarmin diisiiktiir (475 numarali izolat).

Muhtemel probiyotik maya izolatlarinin ko-agregasyon yetenekleri incelendiginde
bakterilere gore yliksek ko-agregasyon yetenegine sahip oldugu belirlenmistir. 2. saatin
sonunda ko-agregasyon yetenegi incelendiginde, L. monocytogenes ATCC 7644 patojeni
tizerinde %54,62 ile %82,74; S. Typhimurium RSSK 95091 patojeni iizerinde %32,07 ile
%78,69; S. aureus ATCC 29213 patojeni iizerinde %22,66 ile %46,10; E. coli ATCC 25922
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patojeni lizerinde %28,15 ile %73,19 arasinda degistigi tespit edilmistir. 2. saatin sonunda tiim
patojenlere karsi en yiiksek ko-agregasyona sahip izolat L. monocytogenes ATCC 7644 igin
517 numarali izolat; S. Typhimurium RSSK 95091, E. coli ATCC 25922 ve S. aureus ATCC
29213 i¢in 548 numarali izolattir. 4. saatin sonunda ko-agregasyon yetenegi incelendiginde, L.
monocytogenes ATCC 7644 patojeni tizerinde %60,48 ile %83,85; S. Typhimurium RSSK
95091 patojeni lizerinde %36,31 ile %78,89; S. aureus ATCC 29213 patojeni tizerinde %28,19
ile %51,73; E. coli ATCC 25922 patojeni tizerinde %28,80 ile %73,65 arasinda degistigi
bulunmustur. 524 numarali izolat L. monocytogenes ATCC 7644 i¢in, 548 numarali izolat S.
Typhimurium RSSK 95091 ve E. coli ATCC 25922 i¢in ve 540 numarali izolat S. aureus ATCC
29213 i¢in 4. saat sonunda en yiiksek ko-agregasyon yetenegine sahip oldugu goriilmiistiir. 5.
saatin sonunda ise ko-agregasyon yetenegi incelendiginde, L. monocytogenes ATCC 7644
patojeni tizerinde %61,43 ile %86,23 S. Typhimurium RSSK 95091 patojeni lizerinde %36,45
ile %79,10; S. aureus ATCC 29213 patojeni tizerinde %32,40 ile %55,03; E. coli ATCC 25922
patojeni iizerinde %32,22 ile %77,42 arasinda degistigi bulunmustur. 5. saatin sonunda L.
monocytogenes ATCC 7644 patojeni i¢in 524 numarali izolat; S. Typhimurium RSSK 95091
ve S. aureus ATCC 29213 patojenleri i¢in 548 numarali izolat ve E. coli ATCC 25922 patojeni
i¢in 583 numarali izolat en yiiksek ko-agregasyon yetenegine sahiptir (Tablo 31). Genel olarak
sonuglara bakildiginda, Sacc. boulardi CNCM [-745 kontrol susunun ko-agregasyon yiizdesi
bu ¢alismada elde edilen mayalara gore daha diisiik olup bu durum tiim patojenler ve tiim saatler

icin gegerlidir.

Binetti vd. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada, E. coli ve S. enteritidis i¢in elde ettigi
ko-agregasyon yiizdeleri bu ¢alismadakinden yiiksektir. Bir baska ¢alismada ise S. turicensis
HY2 maya izolatinin yiiksek ko-agregasyona sahip oldugu bulunmustur (Wang vd., 2012).

Hidrofobisite

Hidrofobiklik, bir maddenin sulu bir ortam yerine susuz bir ortami tercih etme
egiliminin bir Ol¢iisii olup, polar olmayan bilesiklerin su gibi polar 6zellikteki ortam ile
arasindaki itme kuvvetitini ifade eder (Konak vd., 2014, Byakika vd., 2020). Mikrobiyal hiicre
yiizeyinin hidrofobik yapisi, bagirsak yiizeyine tutunmasmi saglar (Byakika vd., 2020).
Bakterilerin kendi kendine toplanma yetenegi ve ylizey hidrofobikligi iki bagimsiz 6zellik olup,
bunlarin belirlenmesi bakterilerin yapigsma yeteneginin degerlendirilmesi i¢in dolayli bir
yontem olarak Onerilmistir (Rahman vd., 2008). Hidrofobiklik, mikrobiyal hiicrelerin
yiizeyindeki negatif ve pozitif yiiklii hidrofobik ve hidrofilik bilesenler arasindaki karmasik
etkilesimler nedeniyle olusur (Hsiung vd., 2021). Bakteriyel hidrofobiklik, bakteri tiiriine,

bakteri liremesine ¢evrenin etkisine, bakterinin yasina ve bakterinin yiizey yapisina bagli olarak
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degisiklik gdstermektedir (Akpinar ve Yerlikaya, 2021). Izolatlarin hidrokarbonlara yapisma
yetenegini belirlemek i¢in yiizey hidrofobik testi yapilmaktadir (Hsiung vd., 2021). Bu
calismada LAB izolatlar1 ve mayalar hidrokarbonlara karsi dikkate deger yiizdelerde
hidrofobiklik gdstermistir. Ksilen, n-heksan, ve toliiene karst hidrofobiklik bakteriler igin Tablo
34'de, mayalar i¢in Tablo 35’de gosterilmistir.

Bakteri izolatlarinin hidrofobisite yetenekleri incelendiginde, ksilen, n-heksan ve toliien
icin en diisiik hidrobisite yetenekleri sirasiyla %2,72, %2,19 ve %2,59 olup, 34, 110 ve 246
numarali izolatlarda gozlenmistir (Tablo 34). Ksilen, n-heksan ve toliien igin en yiiksek
hidrofobisite yetenekleri ise %88,29, %82,30 ve %91,04 olup; bu yetenege sahip suslar sirasiyla
88, 44 ve 59 numarali bakterilerdir. Kontrol olarak kullanilan bakterilerin ksilen igin
hidrofobisite yetenekleri %2,70 ve %7,30, n-heksan i¢in %8,66 ve %9,53 ve toliien igin %17,60
ve %9,24 olarak bulunmus olup genel olarak hidrofobisite yetenekleri bu ¢aligmadaki suslarin

hidrofobisitesinden diistiktiir.

Yapilan bir ¢alismada Iso76 kodlu Lc. lactis izolatinin ksilene kars1 hidrofobiklik %57,8
olup bu c¢alismadaki Lc. lactis izolatlar1 nispeten daha diisiik hidrofobiklik sergilemistir
(Abushelaibi vd., 2017). Lee vd. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, Lc. lactis izolatinin ksilen
icin hidrofobisite degeri %18,44 olup, bu ¢alismadaki Lc. lactis suslarinin ¢cogundan oldukga
diisiik oldugu goriilmektedir. Yine Lc. lactis izolatinin probiyotikliginin incelendigi bir
caligmada, ksilene kars1 %5,5 ve toliiene kars1 %5,9 hidrofobisite gosterdigi ve bu sonucun bu
calismaya gore diisik oldugu goriilmektedir (Byakika vd., 2020). Kefir LAB suslarinin
arastirildig1 bir ¢alismada, Lb. kefiranofaciens HL1 ve Len. kefiri HL2’in yiiksek hidrofobiklige
sahip oldugu, Lc. lactis HL4 ve Leu. mesenteroides HL3 izolatlarmin ise hidrofilik oldugu
belirtilmistir (Wang vd., 2012). Yapilan c¢alismalarda Leu. mesenteroides suslarinin
hidrofobiklik yiizdesi, %42,9 ve %35,11 ile %90,92 arasinda degistigi ve bu calismada elde
edilen sonugtan oldukga yiiksek oldugu bulunmustur (Shukla vd., 2014, Akpinar ve Yerlikaya,
2021).
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Tablo 34. Bakteri Izolatlarinin Hidrofobisite Yiizdeleri

Hidrofobisite (%) Hidrofobisite (%)

60T

[zolat No [zolat No

Ksilen n-Heksan Toliien Ksilen n-Heksan Toliien
5 33,56+£14,38  36,45+2,70  59,88+2,80 202 27,89+1,31 7,671,888  32,14+221
6 39,76+15,40  54,16+£2,56  55,84+19.,87 203 41,28+4,42  26,90+3,59 68,02+1,90
8 41,76+1,99 50,16+1,58 46,11+4,07 204 17,95+2,51 13,34+1,27 19,45+1,48
14 86,47+0,78 59,21+1,51 82,56+10,51 205 25,70£3,28 19,57+£1,20 41,31+0,39
22 35,10+4,17 21,01+6,49 39,39+7,51 206 15,04+£3,37 17,71+£2,63 37,58+2,79
23 38,94+7,01 63,63+£1,27  44,69+14,30 207 22,38+3,03  26,07+£0,99 46,05+2,17
34 82,25+2,93 76,13+2,34 88,35+0,54 246 2,72+1,21 3,48+0,58 2,79+1,09
44 83,53+5,49 82,30+1,07 85,53+1,99 247 6,74+2,65 6,41+1,69 12,14+0,84
47 54,56+2,71 12,4241,39  61,43+2,92 249 24,88+1,84  13,48+0,50 23,72+42.73
55 72,514924  7830+1,28  78,82+10,63 250 10,8843,01  9,40+1,74  10,53+2,52
56 76,33+533  64,75£0,99  88,13+1,04 252 5,73+0,72  8,70+1,34  12,34+0,39
59 85,09+5,26 72,93+4,02 91,04+2,86 253 84,58+2,21 44,58+3,88 82,10+0,58
74 7,64+3,20 13,4245,23 13,44+5,72 255 74,87+7,54  27,38+2,60 90,05+2,40
75 29,20+6,51 27,13+3,39 80,54+0,93 286 83,45+1,72 83,27+0,85 81,62+3,85
76 59,28+15,39  37,86+4,26  74,15+11,56 294 74,55+1,11  79,10+£1,25 85,83+1,71
77 77,89+3,70  65,84+13,94  80,36+7,96 297 42.47+2.25  33,06£2,91 46,30+3,08
87 72,26+1,81 69,02+2,91 76,95+4,62 299 142544,42  4523+£5,32  62,77+6,66
88 88,29+2,11 71,86+0,62 89,89+2,73 475 6,10+0,47 4,20+1,78 2,57+0,53
98 70,12+10,15 81,75+1,06 81,56+2,40 482 56,47+1,60 36,08+4,07 64,32+4,07
110 51,36+4,42 2,19+0,01 42.29+1,84
111 84,34+0,25 63,53+0,19 86,35+0,26
117 10,19+0,04 12,57+0,05 6,22+0,02
Lch. casei ATCC 393 2,70+1,63 8,66+0.91 17,60+1,73
Lch. casei strain Shirota 7,30+2,32 9,53+0,91 9,24+1,53




Maya izolatlarinin hidrofobisite yetenekleri incelendiginde ise ksilen, n-heksan ve
toliien i¢in en diisiik hidrobisite yetenekleri sirasiyla %1,15 (540 numarali izolat), %1,57 (548
numarali izolat) ve %0,51 (548 numarali izolat) olup, en yiiksek hidrofobisite yetenegi ise
sirastyla %89,07 (571 numarali izolat), %89,82 (571 numarali izolat) ve %88,38 (618 numarali
izolat) olarak bulunmustur. Hsiung vd. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada, Kaza. turicensis
JYC2613 izolat1 en yiiksek Sacc. cerevisiae JYC2619 izolati en diisik hidrofobosite
gostermistir. Ayrica dokuz susun hiicre yiizeyi hidrofobikligi Sacc. boulardii izolatindan
onemli Olc¢iide daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bu ¢alismaya bakildiginda ise en yiiksek
hidrofobisiteyi Sacc. cerevisiae 571 ve Kluy. marxianus 618 numarali izolatlar gostermistir.
Yapilan bagka bir ¢alismada en yiiksek hidrofobisite degeri Sacc. cerevisiae L1’e (%80,1) ait
olup, baskin tiir Kluy. marxianus i¢in en yiiksek deger (%72,.5) L9 susundan elde edilmistir.
Almnan sonug bu galismaya benzerdir (Binetti vd., 2013). Sacc. cerevisiae, Kluy. marxianus ve
Kaza. unispora maya suslarinin aralarinda bulundugu bir ¢alismada, hidrofobiklik yiizdesinin
%1,7 ile %61,1 arasinda degistigi ve bu degerlerin sirasiyla Sacc. cerevisiae ve Kluy. marxianus
suslarina ait oldugu belirlenmistir (Goktas vd., 2021b). Ticari Sacc. boulardii izolatlarinin
incelendigi bir ¢alismada en diisiik hidrofobisite (%0,99) ksilende gozlenmistir (Goktas vd.,
2021a). Hsu ve Chou (2021) tarafindan yapilan ¢alismada, Kluy. marxianus JYC2557 izolat
ksilen i¢in en yiiksek hidrofobikligi (%79,4) gosterirken, Sacc. cerevisiae JYC2535 en diisiikk
hidrofobisiteyi (%6,61) gostermistir

Tablo 35. Maya Izolatlarinin Hidrofobisite Yiizdeleri

Hidrofobisite (%)

[zolat no
Ksilen n-Heksan Toliien
502 36,74+2,31 50,62+4,26 5,30+1,05
506 2,38+0,86 12,13+2,44 3,41+0,84
510 7,50+1,31 17,19+3,27 10,69+0,97
517 13,1943,71 16,16+3.65 11,10+1,91
524 4,16+0,84 14,45+0,27 4,99+1,94
529 3,89+0,93 2,80+0,81 2,26+0,75
540 1,15+0,53 9,30+0,76 2,04+0,75
543 12,97+0,44 34,07+2,87 38,69+4,94
548 5,58+0,85 1,57+0,43 0,51+0,21
568 32,93+1,27 47,47+7,93 42.68+1,02
571 89,07+3,31 89,82+3,41 82,20+6,89
575 5,98+1,40 1,65+0,15 6,08+0,75
583 29,37+1,74 25,12+0,10 9,62+2,27
585 26,00+5,59 85,15+1,81 72,16+4,13
590 24,16+1,86 34,68+1,86 31,93+4,69
594 83,71+4,12 74,35+4,24 69,65+4,73
597 25,59+4,60 35,40+4,94 28,72+4,46
601 21,75+4,63 27,61+£2.01 41,45+3,47
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Tablo 35. Devami

Hidrofobisite (%)

[zolat no
Ksilen n-Heksan Toliien

604 13,39+5,10 16,35+5,99 18,34+4,03
607 16,93+3,67 19,64+5,53 15,59+3,89
609 61,57+5,36 69,47+2,60 68,67+3,54
613 64,38+4,45 75,28+1,09 80,16+2,40
614 28,65+4,20 36,72+3,58 31,71+£3,26
618 63,35+3,90 80,49+2.36 88,38+0,75
624 86,4243 31 12,48+2.62 84.31+2,68
|Sa721Cs boulardi CNCM 5 104068 12,37-0,95 2,78+1,16

Hemolitik aktivite

Hemoliz, patojen mikroorganizmalar arasinda bilinen bir viriilans faktorii olup,
mikroorganizmanin demir kullanimini kolaylastirarak konak¢ida anemi ve 6deme neden
olmaktadir (Hsiung vd., 2021, Rahmani vd., 2022). Patajonik organizmalar eritrositlerin
zarlarina zarar vererek onlar1 pargalayan hemolizinler salgilarlar (Lim vd., 2019) Mikrobiyal
suslarin hemolitik aktivitesi, probiyotik suslarin se¢imi sirasinda yaygin olarak degerlendirilen
glivenlik kriterleri arasindadir (Rahmani vd., 2022, Ntiantiasi ve Lianou, 2023). Hemolitik
aktivite, potansiyel patojenitenin bir gostergesi olarak kabul edilir ve bu nedenle hemoliz
sergileyen mikrobiyal izolatlar potansiyel probiyotik olarak degerlendirilemez (Ntiantiasi ve
Lianou, 2023).

Hemolitik aktivite agisindan incelenen tiim bakteri ve maya izolatlarmin hemolitik
aktiviteye sahip olmadigi bulunmustur. Bu sonuglarin literatiire bakildiginda da uyumlu oldugu
goriilmektedir (Angmo vd., 2016, Bennani vd., 2017, Rezaei vd., 2020). Leite vd. (2015), Leu.
mesenteroides ve Lc. lactis suslarmin hemolitik aktiviteye sahip olmadigin1 bulmustur. Yine
bagka bir calismada, Sch. harbinensis izolatinin hemolitik negatif oldugu gosterilmistir
(Agostini vd., 2018). Sacc. cerevisiae, Kaza. turicensis, Kluy. marxianus ve Kaza. unispora
maya izolatlarinin herhangi bir hemolitik aktiviteye sahip olmadigi bulunmustur (Fadda vd.,
2017, Hsiung vd., 2021). Kefirden izole edilen Kluy. marxianus ve Sacc. unisporus izolatlarinin
hemolitik aktivitesinin negatif oldugu Lim vd. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada da rapor

edilmistir.

Sekil 21°de bu deneyde kontrol olarak kullanilan S. aureus ATCC 29213 susunun
hemolitik aktivite goriintiisii, Sekil 22’de ¢aligmada izole edilen hemolitik aktiviteye sahip

olmayan Kluy. marxianus 548 susunun %5 (w/v) defibrine koyun kani igeren Columbia agar ve
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YPD agar iizerindeki goriintiisii verilmistir. Bakteri ve maya suslarinin hemolitik aktivite

sonuglar1 Tablo 36°da verilmistir.

Sekil 21. Hemolitik aktiviteye sahip Staphylococcus aureus ATCC 29213 susu

YPD agar + ka Columbia agar + karn

Sekil 22. Hemolitik aktiviteye sahip olmayan Kluyveromyces marxianus 548 susunun kanl
Columbia agar ve YPD agar iizerindeki gorlintiisii
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Tablo 36. Bakteri ve Maya izolatlarinin Hemolitik Aktiviteleri

_ Hemolitik aktivite izolat Hemolitik aktivite . Hemolitik aktivite
Izolat No Columbia MRS No Columbia M17 (kanli)  Izolat No Columbia YPD (kanl)
(kanli) agar  (kanl1) agar (kanl) agar agar (kanl) agar agar
5 - - 202 - - 502 - -
6 - - 203 - - 506 - -
8 - - 204 - - 510 - -
14 - - 205 - - 517 - -
22 - - 206 - - 524 - -
23 - - 207 - - 529 - -
34 - - 246 - - 540 - -
44 - - 247 - - 543 - -
47 - - 249 - - 548 - -
55 - - 250 - - 568 - -
56 - - 252 - - 571 - -
59 - - 253 - - 575 - -
74 - - 255 - - 583 - -
75 - - 286 - - 585 - -
76 - - 294 - - 590 - -
77 - - 297 - - 594 - -
87 - - 299 - - 597 - -
88 - - 475 - - 601 - -
98 - - 482 - - 604 - -
110 - - 607 - -
111 - - 609 - -
117 - - 613 - -
S. aureus ATCC 29213 + 614 - -
618 - -

624 - -




DNase aktivitesi

Deoksiriboniikleaz (DNase) enzimi DNA molekiillerinin hidrolizine neden olabilecegi
icin test edilen suslarda DNase enziminin bulunmamasi, fermantasyonda kullanimlarinin
giivenligini desteklemektedir (Somashekaraiah vd., 2019). Hiicre dist DNase aktivitesinin, irini
sivilagtirarak enfekte eden bakterilerin yayilmasina katkida bulundugu ve dogustan gelen
bagisiklik tepkisinden kagmada rol oynadig1 6ne siiriilmiistiir (Sumby vd., 2005). izolatlarin
giivenlik degerlendirmesinde DNase aktivitesi, probiyotiklerin patojen olmama durumunu
kamtlamasi agisindan 6nemlidir (Somashekaraiah vd., 2019). DNase agar besiyerinde zon

olusmamasi suglarin DNase aktivitesine sahip olmadigini gdstermektedir.

Muhtemel probiyotik oldugu diisiiniilen tim bakteri ve maya izolatlarinin DNase
aktivitesine sahip olmadig1 bulunmustur. Literatiire bakildiginda bu sonucu destekler baska
calismalar da bulunmaktadir (Somashekaraiah vd., 2019, Trindade vd., 2022). Yapilan bir
calismada Lactobacillus suslarmin higbiri DNase aktivitesi agisindan pozitif olarak
bulunmamistir (Mathara vd., 2008). Calismada izole edilen Kluy. marxianus 624 susunun ve
pozitif kontrol olarak kullanilan S. aureus ATCC 29213 susunun DNase agar’daki gelisimi
Sekil 23’de verilmistir. Bakteri ve maya suslarinin hemolitik aktivite sonuglari ise Tablo 37’de

verilmistir.

Sekil 23. Kluyveromyces marxianus 624 susunun (A) ve pozitif kontrol olarak kullanilan
Staphylococcus aureus ATCC 29213 susunun (B) DNase agar’daki gelisimi
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Tablo 37. Bakteri ve Maya izolatlarinin DNase Aktivesi

. DNase . DNase . DNase
Izolat No aktivitesi Izolat No aktivitesi Izolat No aktivitesi
5 - 202 - 502 -
6 - 203 - 506 -
8 - 204 - 510 -
14 - 205 - 517 -
22 - 206 - 524 -
23 - 207 - 529 -
34 - 246 - 540 -
44 - 247 - 543 -
47 - 249 - 548 -
55 - 250 - 568 -
56 - 252 - 571 -
59 - 253 - 575 -
74 - 255 - 583 -
75 - 286 - 585 -
76 - 294 - 590 -
77 - 297 - 594 -
87 - 299 - 597 -
88 - 475 - 601 -
98 - 482 - 604 -
110 - 607 -
111 - 609 -
117 - 613 -
S. aureus ATCC 29213 + 614 -
618 -
624 -

Safra tuzu hidrolaz aktivitesi

Safra tuzu hidrolaz (BSH), bagirsak mikrofloras: tarafindan iiretilen ve glisin veya
taurine bagli safra tuzlarinin dekonjugasyonunu katalize eden bir enzimdir (Shehata vd., 20186,
Byakika vd., 2020). BSH aktivitesi, probiyotik suslarinin duodenumdaki konjuge safra
tuzlarinin toksisitesinden sag ¢ikabilmesi, safra tuzlarina karsi daha toleranshi hale gelmesi i¢in
onemli bir 6zelliktir (Shehata vd., 2016, Fadda vd., 2017). Cesitli probiyotik bakterilerin, serum
kolesteroliinii diisiirmeye yardimci olan ve bagirsak mikroflorasini diizenlemede etkisi olan
safra tuzu hidrolazin1 (BSH) iirettigi bulunmustur ve dolayisiyla BSH aktivitesi, probiyotiklerin
seciminde ek bir kriter olarak kabul edilmektedir (Noriega vd., 2006, Shehata vd., 2016,
Yerlikaya, 2019). Probiyotiklerdeki safra tuzlari hidrolazlari ile dekonjugasyon, memelilerde

serum kolesterol seviyelerinin azaltilmasiyla iliskilidir (Noriega vd., 2006).

Muhtemel probiyotik oldugu diisiiniilen tiim bakteri ve maya izolatlara safra tuzu
hidrolaz aktivitesi deneyi yapilmustir. Izolatlarin safra tuzunu hidrolaz aktivitesi sonuclar1 Tablo

38’de, kontrol olarak kullanilan Lcb. casei ATCC 393 susu ve Lcb. casei strain Shirota ve
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calismada izole edilen Lc. lactis 252 numarali susun Bile Esculine Agar iizerindeki sonucu
Sekil 24°de verilmistir. Zon ¢ap1 ve zon goriintiisiiniin rengi karsilastirildiginda Lc. lactis 252
numarali izolatin Lcb. casei ATCC 393 susundan daha fazla BSH aktivitesine sahip oldugu
goriilmektedir. Diger kontrol olarak kullanilan Lcb. casei strain Shirota ve Sacc.
boulardii CNCM 1-745 izolatlarinin ise BSH aktivitesi tespit edilememistir. Sonuglar
incelendiginde, maya izolatlarinin BSH aktivitesi gOsteren sus sayisi bakterilere gére daha
fazladir. Bakteri izolatlarindan 47, 249, 252 ve 299, maya izolatlarindan 502, 506, 517, 524,
529, 548, 568, 571, 575, 597 ve 601 numaral1 izolatlar BSH aktivitesi gostermektedir. Sacc.
cerevisiae 571 numarali ve Lc. lactis 252 numarali suglarin en yiiksek BSH aktivitesine sahip

olduklari tespit edilmistir.

Sekil 24. Lactococcus lactis 252 susunun (A) ve pozitif kontrol olarak kullanilan Lcb. caseli
ATCC 393 ve Lcb. casei strain Shirota suslarinin (B) Bile Esculine Agar tizerindeki gelisimi

BSH aktivitesi, mide-bagirsak kanalindan (GIT) izole edilen Lactobacillus ve
Bifidobacterium gibi spesifik bakteri gruplarinda siklikla gézlenir ancak mayalar igin nadiren
de olsa BSH aktivitesi rapor edilmistir (Fadda vd., 2017). Yapilan bir ¢alismada Kluy.
marxianus KP268080 susunun safra tuzu hidrolaz aktivitesi gosterdigini, Kluy. marxianus
KP268081 susunun BSH aktivitesi gostermedigi bildirilmektedir (Fadda vd., 2017). Bu
calismada elde edilen sonucun benzer oldugu goriilmektedir. Shehata vd. (2016) tarafindan
yapilan c¢aligmada Lc. lactic subsp. lactis izolatlarimin da aralarinda oldugu 9 laktik asit
bakterisinden 8 tanesinin farkli seviyelerde BSH aktivitesine sahip oldugu bulunmustur.
Yerlikaya (2019) tarafindan yapilan ¢alismada ise, Lc. lactis izolatlarinin farkli safra tuzlarinda
(taurokolik asit, taurodeoksikolik asit, glikokolik asit ve glikodeoksikolik asit) farkli gelisimler
gosterdigi tespit edilmistir. Zheng vd. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada, Len. kefiri D17
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izolatinin BSH aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Byakika vd. (2020) tarafindan yapilan
calismada Lc. lactis MNC 24 izolatinin diisiik BSH aktivitesine sahip oldugu bulunmustur.

Tablo 38. Bakteri ve Maya izolatlarinin Safra Tuzu Hidrolaz Aktivitesi
Zon Capt  Izolat  Zon Capi Izolat Zon Cap1

Izolat No

(mm) No (mm) No (mm)

5 - 202 - 502 +14,00+1,00
6 - 203 - 506 +16,00+1,00
8 - 204 - 510 -

14 - 205 - 517 +13,00+1,00
22 - 206 - 524 +15,33+0,58
23 - 207 - 529 +13,67+1,53
34 - 246 - 540 -

44 - 247 - 543 -

47 +10,27+£0,29 249 +13,83+0,29 548 +14,67+0,58
55 - 250 - 568 +14,00+2,00
56 - 252  +15,83+0,29 571  +16,00+1,00
59 - 253 - 575 +14,67+0,58
74 +8,50+0,50 255 - 583 -

75 - 286 - 585 -

76 - 294 - 590 -

77 - 297 - 594 -

87 = 299 +13,50+0,50 597 +13,00+1,00
88 - 475 - 601 +13,00+1,00
98 - 482 - 604 -

110 - 607 -

111 - 609 -

117 - 613 -

Lch. casei ATCC 393 +10,33+0,58 614 -

Lcb. casei strain Shirota - 618 -

Sacc. boulardii CNCM - 624 -

1-745

Antibiyotik Direnci

Antibiyotikler, saglik sektorii tarafindan bakteriyel enfeksiyonlarla miicadelede
kullanilan 6nemli bir aragtir; ancak bakteriler uyum saglama yetenegi yiiksek canlilardir ve
antibiyotiklere kars1 direng gelistirme yetenegine sahiptirler. Sonug olarak, onlarca yildir siiren
antibiyotik kullanimi, daha dogrusu yanlis kullanim, birgok modern antibiyotige karsi
bakteriyel direngle sonlanmasina neden olmustur (Mathur ve Singh, 2005). Bu antibiyotik
direnci, bir zamanlar antibiyotiklerle kolayca tedavi edilen, yaygin bakteriyel enfeksiyonlar
olan bir¢ok insan i¢in 6nemli tehlikelere ve acilara neden olabilir (Mathur ve Singh, 2005,
Erginkaya vd., 2018).

Antibiyotik direnci, bakteriyel enfeksiyonlarin etkili tedavisinin tehlikeye girmesiyle
birlikte diinya c¢apinda artan bir sorundur. Antibiyotiklerin hem insan hem de hayvan

tedavisinde yaygin kullanimi, gida yoluyla bulasabilecek direng fenotiplerinin kazanilmasi i¢in
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segici bir baski yaratmistir (Zhou vd., 2012). Fermente siit triinleri ile laktik starter kiiltiirlerin
bagirsaklara ¢ok sayida alinmasi ve mikrobiyota ile etkilesime girmesi saglanir (Mathur ve
Singh, 2005). Son yillarda yapilan ¢alismalarda, antibiyotige direncli LAB; siit iriinleri, sarap
ve et gibi fermente gidalardan, insanlardan ve hayvanlardan izole edilmistir (Masco vd., 2006,
D'Aimmo vd., 2007, Wang vd., 2019). Antibiyotik direngli suslar1 i¢eren probiyotiklerin ticari
olarak piyasaya siiriilmesi, gida iiretiminde kullanilmasi, direncin bagirsak patojenlerine
aktarilmasi gibi olumsuz sonuglara da yol agabilir (Mathur ve Singh, 2005, Ammor vd., 2007,
Zhou vd., 2012). Bu yiizden, LAB kullanimi uzun ve giivenli bir ge¢mise sahip olmasina ve
'genel olarak giivenli kabul edilen' (GRAS) statiisiinii kazanmis olmasina ragmen, secilen
suslarin giivenligi, yalnizca viriilans faktorleri ve diger potansiyel hastaliga neden olan
ozellikler agisindan degil, ayn1 zamanda antibiyotik direng belirleyicilerini edinme ve yayma
yetenekleri agisindan da kullamimdan 6nce degerlendirilmelidir (Liu vd., 2009). Sekil 25°de
bakterilerin antibiyotik direnci, Sekil 26’da maya izolatlarinin antifungal direnci gosterilirken,
Tablo 39°da bakterilerin antibiyotik direnci, Tablo 40’da mayalarin antifungal direng

inhibisyon zon ¢aplar1 verilmistir.

Sekil 26. Kazachstania unispora 510 numarali susun antifungal direnci
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Tablo 39. Bakteri Izolatlarinin Antibiyotik Direnci Inhibisyon Zon Caplar1

Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)

Izolat

No AMP 25nug) ERT(15pug) VAN(@BOpg) STR(Opg) CLAB0pg) KAN@BOug) GEN(1Oug) CLI(10pg) TET (30 pg)

5 32,5+0,7 (H) 29,014 (H) 25,0+14(H) -(D) 29,0+£1,4 (H) 11,5+0,7 (D) 11,5+0,7 (D) 29,014 (H) 35,5+0,7 (H)

6  395+0,7 (H) 38,0+14 (H) 29,5407 (H) 17,0£1,4(0) 405+0,7 (H) 11,5+0,7(D) 14,5+0,7 (D)  30,0£0,0 (H) 42,014 (H)

8 30,014 (H)  285+0,7 (H) 21,5+0,7 (H) 10,5+£0,7 (D) 29,5+0,7 (H) 14,5£0,7 (D) 11,5£0,7 (D)  30,0+0,0 (H) 34,0+1,4 (H)
14 450414 (H) 53,5+0,7(H) -(D) 25,0414 (H) 250442 (H) 9,5+0,7 (D)  21,040,0 (H) 39,0414 (H) 26,0+0,0 (H)
22 355421 (H) 28,5+0,7 (H) 23,5407 (H) 13,5+0,7 (D) 33,0£14 (H) 17,5+0,7(0) 160+14 (O) 33,014 (H) 37,0+1,4 (H)
23 390+1,4(H) 49,5+0,7 (H) -(D) 14,540,7 (D) 42,5+0,7 (H)  10,040,0 (D)  20,0+0,0 (O)  32,0+0,0 (H) 26,5+0,7 (H)
34 430+14(H) 450+42(H) -(D) -(D) 38,5+2,1 (H) (D) 12,542,1 (D) 43,0+14 (H) 39,5+0,7 (H)
44 315421 (H) 39,0414 (H) -(D) -(D) 34,0428 (H) (D) 10,50,7 (D)  29,5+0,7 (H) 21,5+0,7 (H)
47 49,0442 (H) 50,5+3,5(H) -(D) 23,0414 (H) 29,5+2,1 (H) 14,040,0 (D) 13,5+0,7 (D)  18,0+0,0 (H) 53,0+1,4 (H)
55 39,0414 (H) 50,0+28 (H) -(D) 22,0428 (H) 41,0414 (H) 16,0414 (0) 22,0428 (H)  40,0+0,0 (H) 23,5+0,7 (H)
56 40,0£0,0 (H) 48,0+0,0 () -(D) 20,040,0 (O) 37,0414 (H) 14,040,0 (D) 24,0+0,0 (H)  39,0+1,4 (H) 17,5+0,7 (O)
59 46,0428 (H) 54,5+0,7 (H) -(D) 29,0414 (H) 54,5+0,7 (H) 18,0400 (O) 43,0+14 (H) 61,014 (H) 24,5+0,7 (H)
74 30,0+£0,0 (H)  38,0+0,0 (H) -(D) -(D) 36,0+£0,0 (H) -(D) -(D) 29,014 (H) 37,5+0,7 (H)
75 40,5+0,7 (H)  23,5+0,7 (H)  24,5+0,7 (H) -(D) 33,0+1,4 (H) 12,014 (D) 9,0£0,0 (D) 39,5+0,7 (H) 38,5+0,7 (H)
76 39,0414 (H) 24,5+0,7 (H) 27,5407 (H) 14,0£0,0 (D) 24,5+2,1 (H) 19,5+0,7 (0) 13,5£0,7 (D) 31,5+0,7 (H) 38,5+2,1 (H)
77 38,0£2,8 (H) 51,014 (H) -(D) 14,0+0,0 (D) 41,0£14 (H) 12,5+0,7 (D)  20,0+£0,0 (O)  38,0+2,8 (H) 21,5+0,7 (H)
87 38,0428 (H) 42,0+28(H) -(D) -(D) 370£14 (H) -(D) 11,0+1,4 (D) 38,0£2,8 (H) 19,014 (O)
88 41,0£14 (H) 48,0£2,8(H) -(D) 21,0£1,4 (H) 48,0£0,0 (H) 19,0£1,4(0) 23,0£14(H) 51,0£1,4(H) 18,0+0,0 (O)
98  35042,8 (H) 29,0+14 (H) 27,0600 (H) 11,0414 (D) 33,028 (H) 14,5+0,7 (D) 13,5£0,7(D) 31,5+0,7 (H) 38,0+0,0 (H)
110 30,0£0,0 (H) 46,0+0,0 (H) -(D) 12,042,8 (D) 42,0428 (H)  10,040,0 (D) 17,0414 (O)  42,0£0,0 (H) 19,0+1,4 (O)
111 31,0414 (H) 46,028 (H) -(D) 19,0£1,4 (O) 37,5+0,7 (H) 17,0414 (0) 20,5+0,7 (0)  46,0+0,0 (H) 21,5+0,7 (H)
117 29,0414 (H) 32,5+0,7(H) -(D) 10,540,7 (D) 28,5+2,1 (H) 11,540,7 (D) 14,5+0,7 (D)  38,042,8 (H) 31,014 (H)

AMP: Ampisilin, ERT: Eritromisin, VAN:

TET: Tetrasiklin

Vankomisin, STR: Streptomisin, CLA: Kloramfenikol, KAN: Kanamisin, GEN: Gentamisin, CLI: Klindamisin,

H: Hassas, O: Orta derecede direngli, D: Direngli (Sonuglar, iki paralelin diskleri etrafindaki zon bolgelerinin mm cinsinden ortalama c¢api olarak verilmistir)
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Tablo 39. Devami

Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)

Izolat
No AMP 25png) ERT(15pg) VAN@BOpg) STR(10pg) CLABOug KAN@BOpg) GEN(1Oug) CLI(10pg) TET (30 pg)
202 35,0£0,0 (H)  36,0+1,4 (H) 19,5+0,0 (O) 13,3+0,4 (D) 30,0£1,4 (H) 17,3+0,4 (O) 16,8+1,1 (O) 33,5+£0,7 (H) 34,5+0,7 (H)
203 32,5+0,7 (H) 17,5+£0,0 (O) 19,3£04 (O) 13,3+£1,1 (D) 29,5+0,7 (H) 16,3+0,4 (O) 16,3+0,4 (O) 31,5+0,7 (H) 32,5+0,7 (H)
204  34,0+0,0 (H) 34,3+04 (H) 19,8+04 (O) 12,5+£0,7 (D) 31,3+0,4 (H) 18,0+0,0 (O) 17,3£0,4 (O) 32,0+£0,0 (H) 34,8+0,4 (H)
205 34,5£0,7 (H) 34,014 (H) 18,804 (O) 11,3204 (D) 30,5+0,7 (H) 16,8+0.,4 (O) 16,3+0,4 (O) 32,5+£0,7 (H) 31,5+0,7 (H)
206 34,5£0,7 (H)  32,5+0,7 (H) 22,3+0,4 (H) 12,0+£0,0 (D) 32,5+0,7 (H) 16,3+0,4 (O) 16,8+0,4 (O) 33,5+£0,7 (H) 32,8+0,4 (H)
207 345+0,7 (H) 34,3404 (H)  19,0+0,7 (O) 12,3+0,4 (D) 30,0+0,0 (H) 16,0+0,0 (O) 16,0+£0,0 (O)  29,0£1,4 (H) 35,5+0,7 (H)
246 35,3+0,4 (H)  33,0£1,4(H) 21,8+0,4 (H) 11,0+£0,0 (D) 29,5+0,7 (H) 16,5+0,7 (O) 16,3+£0,4 (O) 35,014 (H) 33,5+2,1 (H)
247 33,0£14 (H) 31,8404 (H) 23,3+0.4 (H) 13,8+0,4 (D) 28,3+0,4 (H) 18,8+0,4 (O) 17,8+£0,4 (O) 34,5+0,7 (H) 35,5+0,7 (H)
249 34,0+£0,0 (H)  32,0+£0,0 (H) 22,3+04 (H) -(D) 30,5+0,7 (H) 14,5+0,7 (D) 12,3+0,4 (D) 32,5+0,7 (H) 34,0+0,0 (H)
250 35,5£0,7 (H)  34,5+0,7 (H) 19,0+0,7 (O) 12,3+0,4 (D) 31,0+0,0 (H) 14,8+0,4 (D) 14,8+0,4 (D) 32,5+0,7 (H 34,5+0,7 (H)
252 19,8404 (O) -(D) -(D) 14,8+0,4 (D) 21,8+1,1 (H) 18,0+0,0 (O) 16,3+1,1 (O) -(D) 24,0+0,0 (H)
253 37,5£0,7 (H)  32,0+£0,0 (H)  23,0+0,7 (H) 14,5£1,4 (D) 30,5+0,7 (H) 17,5+0,7 (O) 17,5+0,7 (O) 35,5+0,7 (H) 33,0+1,4 (H)
255 340+14 (H)  34,0+14 (H) 22,5£0,7 (H) 13,0+0,0 (D) 31,0+1,4 (H) 16,0+0,0 (O) 12,8+0,4 (D) 33,0£1,4 (H) 37,0£1,4 (H)
286 7,8+0,4 (D) -(D) -(D) 19,3£0,4 (O) 24,5+0,7 (H) 19,5+0,7 (O) 10,8+0,4 (D) -(D) 34,0+0,0 (H)
294 36,0+0,0 (H) 18,0£0,0 (O)  23,5+0,7 (H) 16,0+£0,7 (O) 32,0+£0,0 (H) 19,8+0,4 (O)  20,0+£0,0 (O) 38,5+0,7 (H) 37,0+1,4 (H)
297 37,014 (H) 33,0£1,4(H) 23,8+1,1 (H) 14,0+0,0 (D) 35,0£1,4 (H) 18,8+0,4 (O) 19,0+0,0 (O) 33,014 (H) 10,8+0,4 (D)
299 37,0£1,4 (H)  355+0,7 (H) 24,0x14H) 9,8+04 (D) 27,8+0,4 (H) 12,3+£0,4 (D) 13,0+0,7 (D) 34,5+0,7 (H) 37,0+1,4 (H)
475 19,7540,4 (O) 11,0+0,0 (D) -(D) 16,0+£0,7 (O) 22,8+1,1(H) 19,5+0,7 (O) 17,0£0,0 (O) -(D) 25,0+0,7 (H)
482 17,75+0,4 (O) 34,5+0,7 (H) 22,75+1,1 (H) 16,0+1,4 (O) 28,5+0,7 (H) 21,0+£0,7 (H)  20,0+0,0 (O) 37,5+£0,7 (H) 37,0+1,4 (H)

AMP: Ampisilin, ERT: Eritromisin, VAN: Vankomisin, STR: Streptomisin, CLA: Kloramfenikol, KAN: Kanamisin, GEN: Gentamisin, CLI. Klindamisin,
TET: Tetrasiklin

H: Hassas, O: Orta derecede direngli, D: Direngli (Sonuglar iki paralelin diskleri etrafindaki zon bdlgelerinin mm cinsinden ortalama capi olarak verilmistir)



Tablo 40. Maya izolatlarimin Antifungal Direng Inhibisyon Zon Caplar

Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)

1¢T

Izolat No
KTC (10 pg) FLU (25 pg) AMB B (10 ng) NY (100 IU) ITC (50 ng) VO (1 ng) MCL (10 ug)
502 43,0+1,4 (H) 26,5+0,7 (H) -(D) 17,5+0,7 (O) 33,5+0,7 (H) 33,5+0,7 (H) 32,0+£0,0 (H)
506 39,5+0,7 (H) 31,014 (H) 8,0+0,0 (D) 19,5+0,7 (O) 32,0+£0,0 (H) 41,5+2,1 (H) 29,5+0,7 (H)
510 47,0+1,4 (H) 30,5+0,7 (H) -(D) 19,0+1,4 (O) 36,0=1,4 (H) 40,0+0,0 (H) 36,5+£0,7 (H)
517 18,0+0,0 (O) 31,0=1,4 (H) -(D) 20,0+0,0 (O) 32,5+0,7 (H) 29,0+1,4 (H) 29,0+1,4 (H)
524 -(D) -(D) -(D) 19,5+0,7 (O) -(D) -(D) 13,0+1,4 (D)
529 49,0+1,4 (H) 39+1,4 (H) -(D) 18,5+0,7 (O) 34,5+0,7 (H) 41,0£1,4 (H) 36,0+0,0 (H)
540 15,0+£1,4 (D) -(D) -(D) 13,0+4,2 (D) 34,0+0,0 (H) -(D) 29,5+0,7 (H)
543 39,0+1,4 (H) 28,5+0,7 (H) 10,0+0,0 (D) 20,0+0,0 (O) 30,0+0,0 (H) 39,0£1,4 (H) 32,0+0,0 (H)
548 51,5+0,7 (H) 38,0+0,0 (H) -(D) 20,0+0,0 (O) 37,5+0,7 (H) 42,0+0,0 (H) 37,0+£1,4 (H)
568 32,0+0,0 (H) 18,0+0,0 (O) 8,0+£0,0 (D) 17,0+1,4 (O) 27,5+0,7 (H) 29,0+1,4 (H) 31,0+0,0 (H)
571 36,5+0,0 (H) 29,5+0,7 (H) 9,5+0,7 (D) 21,0+0,0 (H) 30,0+0,0 (H) 39,0+1,4 (H) 32,0+0,0 (H)
575 -(D) -(D) -(D) 21,0+0,0 (H) 32,5+0,7 (H) -(D) 16,0+£0,0 (D)
583 17,0+£1,4 (O) 37,0+ 0,0 (H) -(D) 17,0+£1,4 (O) 29,0+1,4 (H) 35,0+£1,4 (H) 19,0+£1,4 (O)
585 34,0+1,4 (H) 26,5+0,7 (H) 9,0+£0,0 (D) 18,5+0,7 (O) 39,5+0,7 (H) 37,5+0,7 (H) 32,0+0,0 (H)
590 42,5+0,7 (H) 33,5+0,7 (H) 10,0+0,0 (D) 21,0+1,4 (H) 32,5£2,1 (H) 39,0+1,4 (H) 33,0+0,0 (H)
594 37,5+0,7 (H) 31,0+£1,4 (H) 10,0+0,0 (D) 19,0+£1,4 (O) 29,0+1,4 (H) 37+1,4 (H) 30,0=0,0 (H)
597 11,5+0,7 (D) 23,5+0,7 (H) -(D) 19,0£1,4 (O) 31,0=1,4 (H) -(D) 10,5+0,7 (D)
601 10,0+0,0 (D) -(D) -(D) 20,0£0,0 (O) -(D) -(D) 13,0+1,4 (D)
604 48,0+0,0 (H) 32,0£2,8 (H) -(D) 21,0+0,0 (H) 33,5+0,7 (H) 41,0+1,4 (H) 34,0+0,0 (H)
607 18,0+0,0 (O) 39+1,4 (H) -(D) 17,0£1,4 (O) 33,0=1,4 (H) 41,0+1,4 (H) 30,5+0,7 (H)
609 38,0+0,0 (H) 28,0+0,0 (H) 10,0+0,0 (D) 20,0+0,0 (O) 30,5+0,7 (H) 37,5+£0,7 (H) 32,5+0,7 (H)
613 39,5+0,7 (H) 30,0+0,0 (H) 8,510,7 (D) 18,5+0,7 (O) 31,5+0,7 (H) 41,0£1,4 (H) 31,5+0,7 (H)
614 45+1,4 (H) 39+1,4 (H) -(D) 19,5+0,7 (O) 33,0£1,4 (H) 41,0+1,4 (H) 33,0<£1,4 (H)
618 37,5+0,7 (H) 26,5+0,7 (H) 9,5+0,7 (D) 17,0+£1,4 (O) 28,5+0,7 (H) 36,5+0,7 (H) 31,014 (H)
624 39,0+1,4 (H) 32,0+0,0 (H) 10,0+0,0 (D) 18,5+0,7 (O) 33,5+0,7 (H) 39,5+2,1 (H) 31,5+0,7 (H)

KTC: Ketokonazol, FLU: Flukonazol, AMB B: Amfoterisin B, NY: Nistatin, ITC: Itrakonazol, VO: Vorikonazol, MCL: Mikonazol

H: Hassas, O: Orta derecede direngli, D: Direngli (Sonuglar iki paralelin antifungal diskleri etrafindaki zon bolgelerinin mm cinsinden ortalama ¢api olarak

verilmistir)



Antibiyotik direnci sonuglarina bakildiginda 294 ve 482 numarali izolatlar hari¢ diger
bakteri izolatlarinin en az bir antibiyotige direnc¢li oldugunu bulunmustur. En fazla antibiyotik
direncine sahip olanizolat 286 numarali izolat olup 5 farkli antibiyotige direnci tespit edilmistir.
Bunu 4 farkli antibiyotige direnci olan 34, 44, 74, 87, 117 ve 252 numaral1 bakteri izolatlar1
takip etmektedir. Tablo 39’a bakildiginda genel olarak izolatlarin vankomisin, streptomisin,
kanamisin ve gentamisin antibiyotiklerine kars1 direngli oldugu goriilmektedir. Biitiin bakteri

izolatlar1 kloramfenikol antibiyotigine kars1 hassastirlar.

Bakterilerin antibiyotik diren¢ sonuglarinin, ge¢miste yapilan calismalara benzedigi
goriilmektedir. Sabir vd. (2010) ev yapimu Tiirk kefirlerinden izole ettigi Lc. lactis Z3S susunun
gentamisine ve klindamisine karsi direncli oldugunu, vankomisin, ampisilin, tetrasiklin ve
kloramfenikola kars1 duyarli oldugunu bulmustur. Bu ¢alismalar antibiyotik direncinin tiire ve
izolata bagl olarak degistigini ortaya koymustur. Lc. lactis izolatinin da aralarinda oldugu
antibiyotik direncinin incelendigi bir ¢alismada Isol5 izolati ampisilin, vankomisin ve
klindamisine karsi direngli, 1so76 susu ampisiline orta derecede, klindamisine hassas olarak
bulunmustur (Abushelaibi vd., 2017). Frece vd. (2014) ise Lc. lactis susunu klindamisin,
eritromisin, ampisilin ve tetrasikline kars1 duyarli oldugu tespit edilmistir. Temmerman vd.
(2003) tarafindan yapilan ¢alismada, Lc. lactis izolati kloramfenikol ve vankomisine karsi
duyarli, kanamisine karst duyarl direngli bulunmustur. Yapilan bir diger ¢alismada ise elde
ettigimiz verilere benzer olarak Sch. harbinensis izolatinin ampisilin, kloramfenikol,
eritromisin ve tetrasiklin antibiyotklerine duyarli oldugu tespit edilmistir (Agostini vd., 2018).
Zheng vd. (2013), Len. kefiri izolatinin vankomisine direngli oldugunu ancak laktobasillerin
vankomisine dogal olarak direncli olmasi nedeniyle bu sonucun beklendigini belirtmistir. Bu
vankomisine direncin, genellikle i¢sel olup kromozomal kodlandigi ve aktarilamadigi
belirtilmistir (Klein vd., 2000, Zheng vd., 2013, Gueimonde vd., 2013). Lb. kefiranofaciens,
Lc. lactis, Leu. mesenteroides ve Len. kefiri izolatlar1 baska bir ¢calismada vankomisine karsi
direngliyken, tetrasiklin, ampisilin, eritromisin ve kloramfenikola karsi duyarli olarak
bulunmustur (Zanirati vd., 2015). Bir ¢alismada Leu. mesenteroides izolat1 klindamisin,
tetrasiklin, eritromisin ve streptomisine karsi direngli; ampisilin, kloramfenikol ve gentamisine
ise hassas olarak bulunmustur (Akpinar ve Yerlikaya, 2021). Bu ¢alismada ise Leu.
mesenteroides; kanamisin, vankomisin, streptomisin ve gentamisine karst direngli, ampisilin,
kloramfenikol, eritromisin, klindamisin ve tetrasikline kars1 duyarli bulunmustur. Drago vd.
(2016), t¢ farkli Len. kefiri susunun eritromisin ve klindamisine karsi duyarli oldugunu,
tetrasikline karsi ise direncli oldugunu belirtmektedir. Ayrica, ii¢ Len. kefiri izolatindan ikisi

gentamisine kargt duyarliyken bir tanesi direngli olarak bulunmustur.
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Gegmis calismalara bakildiginda maya izolatlarinin antifungal direncini belirlemede
bakteriler i¢in kullanilan antibiyotiklerin de kullanilmis oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle, bu
calismada kullanilan tiim antibiyotiklerle de mayalarin antifungal direncine bakilmistir. Elde
edilen sonuglar literatiire uygun olup, tiim maya suslarinin ampisilin, eritromisin, vankomisin,
streptomisin, kloramfenikol, kanamisin, gentamisin, klindamisin ve tetrasikline kars1 direngli
olundugu tespit edilmistir (Czerucka vd., 2007, Perricone vd., 2014, Amorim vd., 2018,
Fernandez-Pacheco vd., 2018, Azhar ve Munaim, 2019). Ayrica bu caligmada antifungal
direnci belirlemek i¢in antibiyotikler disinda yedi farkli antifungal ajan kullanilmistir.
Izolatlarin antifungallara kars1 direnglerine bakildiginda, en az bir antifungala kars1 dirence
sahip oldugu goriilmiistiir. Amfoterisin B’ye tiim izolatlar direngli olup en fazla dirence (6
farkll) 524 ve 601 numarali suslar sahiptir. Bunu 540 ve 575 numarali izolatlar (5 farkli) takip
etmektedir. Nistatin (540 numarali izolat hari¢) ve itrakonazol (524 ve 601 numarali suslar

harig) antigungallarina maya izolatlarinin hassas oldugu agikca goriilmektedir.

Probiyotik bakterilerin ¢gogu bakteriyel antibiyotiklere kars1 direng gdsteremez veya
bunlar1 tolere edemezken, mayalar bu antibiyotiklere karsi dogal bir dirence sahiptir ve
antibiyotik tedavisi goren hastalarda kullamilabilir (Syal ve Vohra, 2013, Amorim vd., 2018,
Goktas vd., 2021b, Giirkan Ozlii vd., 2022). Bu amagla, popiiler bir probiyotik maya olan Sacc.
cerevisiae var. boulardii antibiyotige bagl ishal risklerinin azaltilmasinda kullanilmaktadir
(Goktas vd., 2021a, Kunyeit vd., 2023). Hastalar1 tedavi etmek i¢in maya ve antibiyotiklerin
kullanilmasinin temel nedeni, mayalarin antimikrobiyal diren¢ sergilemesine ragmen ilag
diren¢ genlerini diger mikroorganizmalara aktarmamasidir (Czerucka vd., 2007, Kili¢ Kanak
ve Oztiirk Yilmaz, 2019, Hsu ve Chou, 2021). Ancak bakteriler arasinda gen aktarimi

antimikrobiyal dirence neden olmaktadir (Hsu ve Chou, 2021).

Maya izolatlar1 i¢in elde edilen bu ¢alismadaki sonuglar, onceki ¢alismalara benzer
olarak bulunmustur. Goktas vd. (2021a) tarafindan yapilan ¢aligmada, Sacc. boulardii maya
izolatinin amfoterisin B antifungalina karsi direngli oldugu, ketokonazola karsi en hassas sus
oldugu bulunmustur. Flukonazol ve nistatin de suslara karsi etkili olarak bulunmustur. Alkay
vd. (2021) tarafindan yapilan calismada, nistatinin en etkili antifungal oldugu ve Sacc.
cerevisiae suslarinin ¢alismada kullanilan antifungallarin neredeyse tamamina duyarl oldugu
belirlenmistir. Lim vd. (2019) Kluy. marxianus ve Saccharomyces unisporus (yeni adiyla
Kazachstania unispora) maya izolatlarim kefirden izole edip, S. unisporus suslarmin
fluconazole karst yiikksek direng gosterdigini Kluy. marxianus suslarinin flukonazol tedavisine
duyarli oldugunu bulmuslardir. Diguta vd. (2022), Sacc. cerevisiae BB06 ve Sacc. boulardii

Suglarinin nistatin harig; calismada kullanilan diger tiim antifungal ajanlara flukonazol,
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mikonazol, itrakonazol ve ketokonazola direng gosterdigini bulmuslardir. Ancak bu ¢alismaya
bakildiginda Sacc. cerevisiae 575 numarali sus hari¢ hepsinin bu antifungallara karsi hassas
oldugu bulunmustur. Goktas vd. (2021b), kefirden izole ettikleri Kluy. marxianus, Kaza.
unispora ve Sacc. cerevisiae suslarinin antifungal ajanlara karsi duyarli oldugunu tespit

etmislerdir.

Bakteri izolatlarinin antibiyotik direng profil ve MAR indeksleri Tablo 41°de, maya
izolatlarinin antifungal diren¢ profil ve MAR indeksleri Tablo 42’de verilmistir. Buna gore
bakteri izolatlarinin MAR indeksi en diistik 0,11 (22, 55, 59, 88, 111, 202, 203, 204, 205, 206,
207,246,247 ve 253 numarali izolatlar) iken en yiiksek 0,56 (286 numarali izolat) olarak tespit
edilmistir. Maya izolatlarinin ise MAR indeksi en diisiik 0,11 (502, 506, 510, 517, 529, 543,
548, 568, 571, 583, 585, 590, 594, 604, 607, 609, 613, 614, 618 ve 624 numarali1 suslar) ve en
yiiksek 0,67 (524 ve 601 numarali izolatlar) bulunmustur.

Tablo 41. Bakteri Izolatlarinin Antibiyotik Direng Profili ve MAR Indeksleri

[zolat No Antibiyotik Direng Profil MAR Indeksi
5 Str Kan Gen 0,33
6 Kan Gen 0,22
8 Str Kan Gen 0,33
14 Van Kan 0,22
22 Str 0,11
23 Van St rKan 0,33
34 Van Str Kan Gen 0,44
44 Van Str Kan Gen 0,44
47 Van Kan Gen 0,33
55 Van 0,11
56 Van Kan 0,22
59 Van 0,11
75 Str Kan Gen 0,33
74 Str Kan Gen Van 0,44
76 Str Gen 0,22
77 Van Str Kan 0,33
87 Van Str Kan Gen 0,44
88 Van 0,11
98 Str Kan Gen 0,33

110 Van Str Kan 0,33
111 Van 0,11
117 Van Str Kan Gen 0,44
202 Str 0,11
203 Str 0,11
204 Str 0,11
205 Str 0,11
206 Str 0,11
207 Str 0,11
246 Str 0,11
247 Str 0,11
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Tablo 41. Devami

Izolat No Antibiyotik Direng Profil MAR Indeksi
249 Str Kan Gen 0,33
250 Str Kan Gen 0,33
252 Ert Van Str Cli 0,44
253 Str 0,11
255 Str Gen 0,22
286 Amp Ert Van Gen Chi 0,56
294 - 0,00
297 Str Tet 0,22
299 Str Kan Gen 0,33
475 Ert Van Cli 0,33
482 - 0,00

Str: Streptomisin, Kan: Kanamisin, Gen: Gentamisin, Van: Vankomisin, Cli: Klindamisin, Tet:
Tetrasiklin AMP: Ampisilin, Ert: Eritromisin

Tablo 42. Maya Izolatlarinin Antifungal Direng Profili ve MAR indeksleri

[zolat No Antifungal Direng Profil MAR Indeksi
502 Amb B 0,11
506 Amb B 0,11
510 Amb B 0,11
o517 Amb B 0,11
524 Ktc Flu Amb B Itc Vo Mcl 0,67
529 Amb B 0,11
540 Ktc Flu Amb B Ny Vo 0,56
543 Amb B 0,11
548 Amb B 0,11
568 Amb B 0,11
571 Amb B 0,11
575 Ktc Flu Amb B Vo Mcl 0,56
583 Amb B 0,11
585 Amb B 0,11
590 Amb B 0,11
594 Amb B 0,11
597 Ktc Amb B Vo Mcl 0,44
601 Ktc Flu Amb B Itc Vo Mcl 0,67
604 Amb B 0,11
607 Amb B 0,11
609 Amb B 0,11
613 Amb B 0,11
614 Amb B 0,11
618 Amb B 0,11
624 Amb B 0,11

Amb B: Amfoterisin B, Ktc: Ketokonazol, Flu: Flukonazol, Ny: Nistatin, Itc: Itrakonazol, Vo:
Vorikonazol, Mcl: Mikonazol
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Kefir izolatlarinin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi

Geleneksel fermente iirlinlerde bulunan LAB, bazen bozulmaya neden olan bakterilere
ve gida kaynakli patojenlere karsi antibakteriyel aktiviteler sergilerler (Aka-Gbezo vd., 2018).
Genel olarak, LAB'nin probiyotik potansiyeli biiyiikk o6lgiide antimikrobiyal peptitler
(bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri inhibitér maddeler), aseton, organik asitler (laktik, asetik,
ketoglutarik ve malonik asitler), diasetil, hidrojen peroksit, etanol, asetaldehit, karbondioksit ve
inhibitor ekzopolisakkarit salgilama yeteneklerine baglanir ve bunlarin tiimii, gida kaynakh
patojenlerin biiylimesini engelleyebildigi bildirilmistir (Aka-Gbezo vd., 2018, Abubakr, 2018,
Toushik vd., 2021, Akpinar ve Yerlikaya, 2021). Bakterilerin epitel yiizeylerine yapisarak ve
antimikrobiyal maddeler iireterek bagirsak patojenlerine karsi antagonist etki sagladigi rapor
edilmistir (Mgomi vd., 2023). LAB, antimikrobiyal ajana bagli olarak, patojenik hiicre
membraninin islevini bozan, membran gegirgenligine, hiicre lizisine, hiicre iceriginin kaybina
ve son olarak 6liime neden olan bakteriyostatik ve bakterisidal etkiler ortaya gikarabilir (Mgomi
vd., 2023).

Patojenlere kars1 antimikrobiyal aktivite, potansiyel bir probiyotik sus i¢in arzu edilen
bir 6zelliktir (Shokryazdan vd., 2014). Bu nedenle bu ¢alismada, E. coli ATCC 25922, S. aureus
ATCC 29213, B. cereus ATCC 33019 ve L. monocytogenes ATCC 7644, Aspergillus niger
ATCC 16888, Candida albicans ATCC 90029 ve Saccharomyces cerevisiae ACC 24 izolatlar
kullanilarak muhtemel probiyotik bakteri ve mayalarin antimikrobiyal etkisi incelenmistir.
Tablo 43’de muhtemel probiyotik bakteri izolatlarinin, Tablo 44’de muhtemel probiyotik maya
izolatlarinin antimikrobiyal aktivite Ozellikleri (ii¢ farkli uygulama yapilan CFS’ler ve
calismada kullamilan suslar {izerine) verilmistir. Lc. lactis 246 izolatimn Listeria
monocytogenes ATCC 7644 patojeni lizerine antimikrobiyal etkisi Sekil 27°de gosterilmistir.
Sonuglar incelendiginde, tiim bakteri ve maya izolatlarimin Aspergillus niger ATCC 16888,
Candida albicans ATCC 90029 ve Sacc. cerevisiae ACC 24 izolatlar1 iizerine antimikrobiyal
etkisi olmadig goriilmiistiir. Ayrica maya izolatlarinin patojen bakterilere karsi da herhangi bir
antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadigi belirlenmistir. E. coli ATCC 25922 patojeni lizerine
sadece 5 ve 75 numarali Lc. lactis izolatlar1 antimikrobiyal etkiye sahiptir. 202, 203, 204, 205,
206, 207, 246, 247, 249, 255, 294, 297, 299 ve 482 numaral1 Lc. lactis izolarlarinin S. aureus
ATCC 29213 iizerine antimikrobiyal etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. 5, 6, 8, 14, 22, 23,
47, 88 ve 1117 numarali izolatlar ise B. cereus ATCC 33019 patojeni iizerine etki gdstermistir.
L. monocytogenes ATCC 7644 patojeni lizerine ise 246, 247, 249, 253 ve 255 numarali Lc.
lactis izolatlar1 antimikrobiyal etki gostermistir. 5, 6, 8, 14, 22, 23, 47 ve 117 numarali bakteri

izolatlarinin sahip olduklar1 antimikrobiyal aktivitenin pH kaynakli oldugu belirlenmistir. Sivi
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besiyerinden laktik asit sentezi pH diismesine ve ayrismamis asetik asit molekiillerinin olugsmasina
neden olup, antimikrobiyal aktivitenin ortamda olusan asetik asitten dolay1 olabilecegi belirtilmistir
(Bulut Albayrak, 2017).

Sekil 27. Lactococus. lactis 246 izolatimin Listeria monocytogenes ATCC 7644 patojeni
iizerine antimikrobiyal etkisi
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8¢t

Tablo 43. Muhtemel Probiyotik Bakteri Izolatlarinin Antimikrobiyal Aktivite Ozellikleri (inhibisyon zon ¢ap1, mm)*

izolat
no

5
6
8
14
22
23
34
44
47
55
56
59
74
75
76
77
87
88
98
110
111
117

Patojenler

. S. aureus ATCC L. monocytogenes  Aspergillus niger Candida albicans Saccharomyces
E. coli ATCREERS> 29213 Bgl"S AT 01 ATCC 7644 ATCC 16888  ATCC 90029  cerevisiae ACC 24
E pH S E pH S E pH S E pH E pH S E pH S E pH S
9,5+0,7 - - - - = 10,75+0,3 - 11,50+0,7 - - - - - - - - - - -
- - - - - - 12,5040,7 - 14,014 - - - - - - - - - - -
- - - - - - 12,00,7 - 11,50£0,7 - - - - - - - - - - -
- - - - - - 12,50£0,7 - 12,25+03 - - - - - - - - - - -
- - - - - - 8,50+0,7 - 10,0+0,0 - - - - - - - - - - -
- - - - - - 9,50£0,7 -  10,50£0,7 - - - - - - - - - - -
- - - - - - 10,0£1,4 - 12,5+2,1 - - - - - - - - - - -
9,0£0,0 -  9,0£0,0 - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - 7,0£0,0 - - - - - - - - - - -
- - - - - - 10,50£0,7 - 10,5£0,0 - - - - - - - - - - -

* Inhibisyon caplar1 kuyu gaplari (6mm) ile birlikte verilmistir. E: enzim uygulama; pH: pH nétiirleme; S: sicaklik uygulama
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Tablo 43. Devami

izolat

no

202
203
204
205
206
207
246
247
249
250
252
253
255
286
294
297
299
475
482

Patojenler
. Aspergillus Candida Saccharomyces
E. ngg'g‘gcc S. aureus ATCC 29213 B ce;%uoslg\TCC L. monocy;%gﬁnes ATCC niger ATCC albicans ATCC  cerevisiae ACC
16888 90029 24

E pH S E pH S E pH S E pH S E pH E pH S E pH S
- - - 10,2540,3 9,5+0,7 - - - - - - - - - - - - - - -
- - - 9,25+0,3 - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - 9,25+0,3 - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - 9,25+0,3 - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - 10,0+0,0 - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - 9,50+0,7 7,0+0,0 - - - - - - - - - - - - - - -
- - - 11,75¢0,3  11,25+0,3 - - - - 15,75£0,3  12,0+0,0 - - - - - - - - -
- - - 9,75+0,3 9,0+0,0 - - - - 13,7540,3  9,50+0,7 - - - - - - - - -
- - - 8,25+0,3 - - - - - 9,75+0,3 - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - 10,2540,3 - - - - - - - - - -
- - - 9,25+0,3 10,0+0,0 - - - - 10,7540,3 - - - - - - - - - -
- - - 9,0+0,0 - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - 10,2540,3  10,25+0,3 - - - - - - - - - - - - - - -
- - - 9,50+0,7 7,50+0,7 - - - - - - - - - - - - - -
- - - 8,75+0,3 - - - - - - - - - - - - - - - -

Inhibisyon gaplari kuyu ¢aplari (6mm) ile birlikte verilmistir. E:

enzim uygulama; pH: pH nétiirleme; S: sicaklik uygulama
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Tablo 44. Muhtemel Probiyotik Maya Izolatlarmin Antimikrobiyal Aktivite Ozellikleri (inhibisyon zon ¢ap1, mm)*

Patojenler

izolat . S. aureus ATCC L. monocytogenes Aspergillus niger Candida albicans Saccharomyces
o T CONATCRERRS 29213 B. colgRelA TC G ATCC 7644 ATCC 16888  ATCC 90029  cerevisiae ACC 24

502 - - . 4 - - - - - - - - - - - - -
506 - - - - - - - - - - - - - e e - - -
510 - - - - - - - - - - - - - e e - - -
524 - - - - - - - - - - - - - e e - - -
540 - - - - - - - - - - - e - e e - - -
543 - - - - - - - - - - - e - e e - - -
548 - - - - - - - - - - - e - e e - - -
568 - - - - - - - - - - - - - - e e - - -
583 - - - - - - - - - - - S - - e e - - -
585 - - - - - - - - - - - S - - e e - - -
590 - - - - - - - - - - - S - - e e - - -
594 - - - - - - - - - - - e - e - .-
601 - - - - - - - - - - - e - e - .-
604 - - - - - - - - - - - - - e e - - -
607 - - - - - - - - - - - - - e e - - -
609 - - - - - - - - - - - - - e e - - -
613 - - - - - - - - - - - - - e e - - -
614 - - - - - - - - - - - - - e e - - -
618 - - - - - - - - - - - e - e e - - -
624 - - - - - - - - - - - S e - e e - - -

* Inhibisyon caplar1 kuyu caplar1 (6mm) ile birlikte verilmistir. E: enzim uygulama; pH: pH nétiirleme; S: sicaklik uygulama



Gida patojenlerini engellemek icin LAB kullanimi daha onceki ¢alismalarda rapor
edilmistir (Mirzaei vd., 2018, Byakika vd., 2019). Byakika vd. (2019) tarafindan yapilan
calismada, Lc. lactis MNC 24 izolatinin ii¢ farkli E. coli susuna etki edip farkli zon g¢aplar1
olusturdugu, E. coli BMC 8'e kars1 en yiiksek inhibisyonu (24,8 mm) sergiledigi goriilmiistiir.
Bu ¢alismada elde edilen E. coli patojenine kars1 inhibisyon zonu daha kiigiiktiir. Baz1 suslarin
metabolik tiretimlerinin yetersiz veya minimal olmasi nedeniyle antimikrobiyal etki ortaya
cikarmadigi belirtilmistir (Ren vd., 2018). Bu ¢alismadaki bazi suslarin higbir antimikrobiyal
etkiye sahip olmamasinin nedeni bu durum olabilir. Abushelaibi vd. (2017) tarafindan yapilan
calismada, Lc. lactis izolatlar1 E. coli O157:H7, S. typhimurium, L. monocytogenes ve S. aureus
patojenlerine karst giiglii antimikrobiyal aktiviteler sergiledigi belirtilmistir. Icinde Lb.
kefiranofaciens ve Lb. kefir izolatlarinin da bulundugu 58 farkli Lactobacillus spp. izolatinin
antimikrobiyal etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, Lactobacillus izolatlarinin yaklasik %75'i
E. coli CECT 4076 ve %50’si L. monocytogenes CECT 4032 suslarini inhibe etmistir (Santos
vd., 2003). L. monocytogenes izolatlarinin antimikrobiyal etkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada,
izolatlar B. cereus CECT 131 ve E. coli ATCC 25922 suslarina kars1 antimikrobiyal etki
gosteremezken, L. monocytogenes ATCC 7644 ve S. aureus ATCC 12600 patojenlerine etki
gosterdigi bulunmustur. Purutoglu (2018) tarafindan yapilan ¢aligsmada, kefir izolatlarinin test
edilen tiim patojenlere karsi farkli diizeylerde etkili oldugunu ve Lb. kefiranofaciens KF16 ve
Lc. lactis KF48 izolatlariin test edilen tiim bakteriyel patojenlere karsi en yiiksek
antibakteriyel etkiye sahip oldugunu bulmustur. Literatiirde AAB'nin antibakteriyel aktiviteleri
ile ilgili ¢ok fazla ¢alisma bulunmadigindan dolay1 bu ¢alismada elde edilen A. cibinongensis
susu yine Purutoglu vd. (2020) tarafindan izole edilen A. orientalis KF105 ile karsilastirilmistir.
Benzer sekilde suslarin patojenlere karsi higbir inhibitor aktivite gostermedigi bulunmustur.
Leu. mesenteroides ve Lc. lactis ssp. lactis izolatlarinin antimikrobiyal etkilerinin incelendigi
bir ¢alismada ise, E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923 ve L. monocytogenes ATCC
15313 patojenlerine karsi izolatlarin farkli antimikrobiyal etkiler gosterildigi belirtilmistir

(Leite vd., 2015).

Purutoglu vd. (2020)’min yaptifi calismada kefir izolatlarinin antifungal etkisi
incelenmis ve izolatlarin A. niger kiifi lizerine daha az etkiliyken ¢alismadaki diger kiifler
tizerine daha etkili oldugu tespit edilmistir. Djamel Eddine vd. (2018) tarafindan yapilan
caligmada, laktik asit bakterilerinin A. niger iizerine orta derecede antifungal etkiye sahip
oldugu goriilmistiir. Ancak bu galismadaki tiim bakteri ve maya izolatlar1 A. niger tizerine
antimikrobiyal etkiye sahip degildir. C. albicans ATCC 1023, Sacc. cerevisiae ATCC 9763, S.
aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 35150 ve L. monocitogenes ATCC 7644 suslari
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kullanilarak Kluy. marxianus izolatlarinin antimikrobiyal etkisinin arastirildigi bir ¢alismada,
izolatlar C. albicans ATCC 1023, Sacc. cerevisiae ATCC 9763, E. coli ATCC 35150 ve L.
monocitogenes ATCC 7644’ye kars1 herhangi bir antagonistik etki gostermezken, S. aureus
ATCC 25923’ye kars1 antagonistik etki gostermistir (Fadda vd., 2017).

Viriilans faktor genlerin tespiti

Viriilans belirleyicileri (virulans faktorleri veya viriilans 6zellikleri olarak da bilinir),
bazi1 enterokok suslarinda bulunan ve konak¢t doku iizerinde patojenik etkiler ve/veya konagin
savunma sistemine karst direng saglayabilen, genetik olarak kodlanmis faktorlerdir (Graham
vd., 2020). Ozellikle bakterilerde hemolitik aktiviteye sahip sitolizin, proteolitik aktiviteye
sahip jelatinaz gibi salgilama faktorleri ve biyofilm olusumu, yiizey proteini, agregasyon
maddesi, kolajen baglayici protein ve hiyaliironidaz gibi ¢esitli viriilans faktorleri
bulunmaktadir (Vankerckhoven vd., 2004, Zarzecka vd., 2022).

asal (agregasyon maddesi) geni, konak dokuya yapisma ve istila etme yetenegini
gelistiren bir yiizey proteinidir ve bunun potansiyel viriilans faktorleri ve antibiyotik direng
genleri igeren plazmidlerin hiicre kiimelenmesi yoluyla diger mikroorganizmalara
aktarilmasinda 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Ancak yapismay1 indiikleyen bu agregasyon
maddelerinin probiyotik potansiyeli artiran bazi 6zellikleri diger suslara aktarma olasilig1 da
vardir (Ozkan vd., 2021). Uzun ve giivenli kullanim ge¢misine sahip baz ticari starter suslarin
asal, ace ve gelE gibi viriilans faktorleri i¢erdigi, viriilans 6zelliklerinin varhigi ise tek basina
enfeksiyon gelisimi anlanina gelmedigi belirtilmistir (Ozkan vd., 2021). Bakteri suslarinda
efaAfs, agg ve ace genlerinin varligi potansiyel saglik yararlari saglamak igin, suslarin insan
bagirsaginda kolonizasyonunu kolaylastirabilecegi bir avantaj olarak degerlendirilebilir.
Jelatinaz (gelE) tiretimi, et islemede bazi1 suslarin proteolitik aktivitesine katkida bulunabilecegi
icin teknolojik bir dezavantaj saglar. Bununla birlikte, tek basina gelE geninin varligi, mevcut
suslarin jelatinaz aktivitesi liretecegi anlamina gelmeyecegi, jelatinaz aktivitesine ait diger
genlerin de mevcut olmasi gerektigi belirtilmistir (AlKalbani vd., 2019).

Son yillarda viriilans faktorlerinin tespitinde kaydedilen ilerleme, gidalardan izole
edilen suslarda viriilans faktorlerinin tespit edilmesini miimkiin kilmistir. Bu durum, gidalarda
starter, yardimci, probiyotik ve/veya koruyucu kiiltiir olarak kullanilmas1 amaglanan suslarin
giivenlik degerlendirmesini kolaylastirmak igin gerekli olan 6nemli bir ilerlemedir (Graham
vd., 2020). Giivenlik durumu, potansiyel bir probiyotik tiirii se¢erken dikkate alinmasi gereken
onemli hususlardan biri olup, potansiyel probiyotik suslarda viriilans genlerinin taranmasi
hususlarinin  degerlendirilmesi 6nemlidir (Dlamini vd., 2019). Bu ¢alismada muhtemel

probiyotik bakterilere asal, ace, efaAfs, esp, gelE, cylA, hyl ve agg viriilans faktor genlerinin
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varligi ve yoklugu PCR amplifikasyonu yoluyla bakteri izolatlarinda arastirilmistir. Tablo
45°de bakteri izolatlarinin viriilans faktor gen sonuglari, Sekil 28°de asal genine ait PCR jel

goriintiisii verilmistir.

Tablo 45. Bakteri izolatlarinin Viriilans Faktor Genleri

izolat Viriilans Faktor Genleri

no

asal ace efaAfs esp gelE cylA hyl agg

5 + - + - - - - -
6
8
14
22 - - - - - - - -
23 - - - - - - - -
34 - - - - - - - -
44 : - - - - - - -
47 - - : - : - - -
55 - - - T - p - -
56 k k - - - - - -
59 y y - - - - - -
74 -
75 +
76 +
77 r
87 ’ y . : - - - -
88 - - - - - - - -
98 - - - - - - - -
110
111
117
202
203
204
205
206
207
246
247
249
250
252
253 - - - - - - - -
255 - - - - - - - -
286 - - - - - - - -
294 - - - - - - - -
297 - - - - - - - -
299 - - - - - - - -
475 - - - - - - - -
482 - - - - - - - -

+ + +
1
1
1
1
1
1
1

+ + 4+ + + + +
1
1
1
1
1
1
1

+ +
1
1
1
1
1
1
1
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Sonuglar incelendiginde, muhtemel probiyotik kefir bakterilerinin higbirisi gelE, cylA,
hyl ve agg viriilans faktor genlerini igermedigi goriilmektedir. 5, 6, 8, 14, 75, 76, 202, 203, 204,
205, 206, 207, 246, 250 ve 252 numarali izolatlar asal viriilans faktor genine sahiptir. 75, 76
ve 77 numarali izolatlar ise ace viriilans faktor genine sahiptir. 5, 75,202, 203 ve 246 numarali
izolatlar efaAfs, 55 numarali izolat ise esp viriilans faktor genine sahiptir. Dlamini vd. (2019)
tarafindan yapilan calismada, dort farkli laktik asit bakterisinin agg, asal ve ace viriilans
genlerine sahip olup olmadigi arastirillmis, asal ve ace viriilans genlerinin bakterilerde

olmadig1 sadece bir izolatin agg viriilans genine sahip oldugu bulunmustur.

Sekil 28. 14, 75 ve 76 numarali izolatlarin asal viriilans faktor geni PCR jel goriintiisii (M:
Marker)

Izolatlarin teknolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

Birgok gida tiiketilmeden 6nce fermantasyona ugrar ve laktik asit bakterileri (LAB) bu
gida fermantasyonlarinda sekerleri organik asitlere doniistiirdiikleri ve boylece iiriinlerin
organoleptik ve reolojik Ozelliklerini gelistirdikleri i¢in yaygin olarak starter kiiltiir olarak
kullanilir (Edema ve Sanni, 2008). Ancak {iretim i¢in en uygun suslarin segilmesi teknolojik
ozelliklerin belirlenmesine baglidir. Kefirde bulunmasi gereken bakteriler ve mayalar dikkate
alindiginda starter kiiltiir olarak kullanilabilecek MRS, M17, GYC ve PDA besiyerinden izole
edilen 103, 67, 49 ve 110 adet sus teknolojik 6zellik olarak, farkli sicakliklarda gelisim, farkl
pH’larda gelisim, glikozdan gaz olusumu, arjinin hidrolizi ve EPS iiretim yetenekleri agisindan

incelenmistir.
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Farkh sicaklarda gelisimin belirlenmesi

Sicaklik toleransi probiyotik organizmalarin 6nemli 6zelliklerinden biridir (Kunyeit vd.,
2023). Kefir danesinden izole edilen bakteri ve maya izolatlarinin 4, 10, 37 ve 45°C’de
gelisimleri incelenmistir. Bakteri izolatlarmin farkli sicakliklarda gelisimi Tablo 46’da maya
izolatlarinin farkli sicakliklarda gelisimi ise Tablo 47’de verilmistir. Sekil 29’da maya
izolatlarinin 45°C’de 96-kuyucuklu plaka kullanilarak gelisimi verilmistir. Buna goére 4°C’de
gelisimlere bakildiginda, 26 bakteri izolat1 gelisirken, 193 bakteri izolat1 gelismemistir. 96
bakteri izolat1 10°C’de gelisirken, 123 tane bakteri izolat1 gelisememistir. 37°C’de 49 bakteri
izolat1 gelisemezken 170 bakteri gelisim gdstermistir. 45°C’de ise 40 bakteri gelisim
gosterirken, 179 bakteri izolat1 gelisememistir. 4°C, 10°C, 37°C ve 45°C’de sirasiyla 5, 27, 78
ve 21 maya izolati gelisirken, 105, 83,32 ve 89 maya izolat1 gelismemistir. Genel olarak
izolatlarin bliyiime hizlar1 37°C’de daha yiiksek olup, sicaklik 45°C oldugunda azaldigi
goriilmiistiir. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalarin viicut sicakligi olan 37°C’de
hayatta kalip canliligin1 devam ettirmesi gerekir. Bu ¢alismanin sonucunda, test edilen bakteri
ve maya suslarinin ¢gogunun insan gastrointestinal kanalinda hayatta kalabilecegi ve dolayisiyla
insan viicudunda uygun aktivite olasiligim yaratabilecegi goriilmiistiir. Elde edilen sonuglar

geemis calismalara uygunluk gostermistir.

Sekil 29. 96-kuyucuklu plakanin kullanildigi 45°C’de izolatlarin gelisimi

Aktas ve Cetin (2024) tarafindan yapilan ¢alismada, 4°C ve 10°C’de higbir laktik asit
bakterisinin gelisemedigi, 45°C’de ise tiim izolatlarin gelistigi goriilmiistiir. Aktas ve Erdogan
(2022) ise Lc. lactis ve Lcb. paracasei suslarinin 4°C ve 10°C’de zayif gelistigi, 45°C’de ise
Lc. lactis izolatlarinin gelismedigini rapor etmis, bu ¢alismayla kiyaslandiginda bu ¢aligmada
45°C’de gelisen Lc. lactis izolatlarinin oldugu goriilmiistiir. Yapilan bir ¢aligmada ise Lc. lactis

izolatlarinin 10°C’de gelisip 45°C’de gelismedigi goriilmiistiir (Bennani vd., 2017). Aktas vd.
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(2022) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise LAB’lerin 10°C’de gelismedigini, 45°C’de
ise hepsinin gelistigi goriilmistiir. Hamdaoui vd. (2023) tarafindan yapilan ¢alismada tiim Leu.
mesenteroides izolatlarmin 10°C’de gelisip 45°C’de gelisemedigi bulunmustur. Bu ¢alismada

da buna benzer sonu¢ alinmustir.

Yapilan bir ¢aligmada, S. unisporus ATCC 10612 insan viicut sikliginda (37°C)
gelisemedigi, K. lactis var. lactis ATCC 56498/ Kluy. marxianus ATCC 16045 izolatlariin
37°C’de gelisebildigi bulunmustur (Gut vd., 2019). Giirkan Ozlii vd. (2022) tarafindan yapilan
caligmada, TEM-02Y kodlu Kluy. marxianus izolatinin 10°C ve 37°C’de gelistigi goriiliirken,
bu ¢alismada da tiim Kluy. marxianus suslarinin 37°C’de gelistigi ancak 10°C’de hepsinin
gelisemedigi tespit edilmistir. Sacc. boulardii, Kaza. unispora ve Sacc. cerevisiae izolatlarinin
sicaklik toleranslarinin arastirildigr bir ¢alismada, Kaza. unispora M3 ve Sacc. boulardii M1
izolatlarinin insan viicut sicakligr ve 45°C’yi tolere ettigi bulunmustur (Azhar ve Munaim,
2019). Bu galismadaki tiim Sacc. cerevisiae izolatlarinin 37°C’de gelistigi bulunmus olup, bu
sonu¢ Onceki calismalarla uyumludur (M. Adisa vd., 2020, Kunyeit vd., 2023, Erse¢ ve
Demirci, 2023).
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Tablo 46. izole Edilen Kefir Bakterilerinin Farkli Sicakliklarda Gelisimi

izolat Sicaklik (°C) izolat Sicaklik (°C)
No 4 10 37 45 No 4 10 37 45
1 - - + - 67 - - + R
2 - - + - 68 - - + )
4 - - + - 69 - + + ]
5 - - + + 70 - - + +
6 - + - 72 - - + -
7 - - + - 73 - + + -
8 - - + - 74 - - + +
9 - + + - 75 - - + +
10 - - + - 76 - - + +
11 + + + + 77 - + + .
14 + + + + 78 . _ + )
15 - + + - 79 - + + +
16 - - + - 80 - + - .
17 - - + - 81 + + + -
18 + + + - 83 _ _ + _
19 c - + - 84 - - + )
20 + + + + 85 + + + -
22 - - + - 86 - - + ;
23 - + + + 87 + + + .
24 - : + + 88 - - ¥ -
25 + + + + 89 - - + +
26 - + + - 90 - _ " )
27 - - + + 91 + + + -
29 - - + 92 + + + )
30 - - + - 93 + b, + ]
31 i 3 + - 94 - o + -
34 - - + - 95 + + + -
35 - - + - 96 - - + )
36 - - + - 97 - - + -
37 - - + - 08 . + + )
38 - - + - 99 . + + )
39 - - + - 100 . + + )
41 - - + - 101 - - + .
42 - - + - 102 - - + -
43 - - + - 105 + + + .
44 + + + + 106 R _ + )
45 - - + - 107 - - + -
46 - - + - 109 - - + -
47 - + - 110 - + -
48 - - + - 111 - - + )
49 - - + - 112 - - + -
50 + + + - 113 - + + -
51 - - + - 114 - + - .
52 + + + + 115 - + + -
53 - - + - 116 - + + ]
o4 - + + - 117 - + + .
25 - - + - 202 - + + +
56 - + + + 203 - + + +
57 - - + - 204 - - + +
59 - - + - 205 - + + +
60 - - + - 206 - . + +
61 + + + + 207 - + + -
62 - - + - 208 . + + )
63 - - + - 209 . + + )
64 - - + - 213 . + + +
65 - - + - 214 - + + +
66 - - + - 225 - + + +
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Tablo 46. Devami

izolat Sicaklik (°C) izolat Sicaklik (°C)
No 4 10 37 45 No 4 10 37
226 - + + + 482 + + +
227 - + + + 483 + + +
230 - - + - 484 - + +
232 - + + + 301 - - -
233 - - + - 302 - - -
238 + + + + 303 - - 3
239 - + + - 304 - - 3
246 - + + - 305 - - -
247 - + + - 306 - - -
249 - + + + 308 - - -
250 - + + + 310 - - -
252 - + + - 329 - + -
253 - + + + 330 - - -
255 - + + - 335 - - -
256 - + + - 337 - - -
258 - + + - 339 - - -
259 - + + - 345 - + -
260 - + + - 350 - - -
261 - + + 3 354 - - +
267 - + + = 357 - - -
268 + + + + 358 - - -
275 s + - 362 - . i
279 - + + + 366 - - -
280 - + + + 367 - - -
281 - + + g 370 - = -
283 5 + + - 373 - . -
286 + + + - 375 - - -
288 . + + - 376 - - -
289 - - + - 378 - - -
292 - - + - 379 - - -
294 - + + - 381 - - -
296 - - + - 383 - - -
297 - - + - 384 - . _
299 - + + + 385 - - -
450 - + + + 387 _ _ )
451 - + + + 388 _ _ )
452 - - + - 391 - . .
454 - + + - 392 - - -
457 - + + - 394 - - -
458 - + + + 398 - + +
459 - - + - 399 - - )
463 - - + - 650 - - ;
466 + + + - 653 - . }
467 - + + - 654 - . }
468 - + + - 661 - . }
469 - + + - 662 - . }
475 + + - 663 - + ]
476 - + + - 664 - } )
477 - + + - 665 - . .
478 + + + - 666 - } )
479 - + + - 667 - + ]
480 + + + - 668 - } )
481 + + + -
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Tablo 47. izole Edilen Kefir Mayalarinn Farkli Sicakliklarda Gelisimi

izolat Sicaklik (°C) izolat Sicaklik (°C)
No 10 37 45 No 10 37 45
502 - + - 568 - T -
503 - + - 569 - - -
504 - - - 571 ; + ;
505 - - - 572 - + +
506 - + - 573 - + -
507 + - - 575 - + +
510 + + B 576 - - -
511 - + - 577 - - -
512 - + - 578 - - -
515 - + - 579 - - -
516 - - 581 - + +
517 - + + 583 - + +
518 - + + 585 - + +
519 + + - 586 - + -
520 + - - 587 - + -
521 + + - 588 - + -
522 + - - 590 - + -
523 - - - 591 - + -
524 . + + 592 - + -
526 - . - 593 + - -
527 - + - 594 + + -
528 , + - 596 - + -
529 - + T 597 - + T
530 ’ + - 598 - " -
531 - + - 599 - - -
532 - + - 600 + - -
533 - + - 601 + + +
534 + - - 602 + * -
536 - - - 603 + - -
537 - - - 604 - * +
538 - + - 605 - * -
539 + - - 607 - + +
540 - + + 608 + + -
541 - + - 609 - + -
542 - + + 610 - + -
543 + + 612 + + -
544 - + - 613 + + -
545 + - - 614 ; + +
546 - - - 615 - + ;
547 - - - 616 - + ;
548 - + - 617 - + -
549 - + - 618 - + -
550 - + - 619 + + -
552 - + - 620 + + -
553 - + + 621 + + -
554 - + + 622 + + -
555 + - - 623 + + -
556 - - - 624 ; + ]
557 - - - 625 + + -
558 - - - 627 ; + ]
559 - - - 628 - " +
561 - - - 629 - " +
563 - + - 630 - * -
564 - - - 631 ; + ]
566 + - - 632 - * -
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Farkh pH’larda gelisimin belirlenmesi

Midede hidroklorik asit salgilanmasi nedeniyle mide ortami oldukga asidiktir ve bu
durum probiyotik izolatlarin mideye alinmasindan sonra ilk ana bariyer haline gelir (Azhar ve
Munaim, 2019). Gidanin tiiriine ve miktarina bagli olarak sindirim midede 2-4 saat (pH 1.0-
2.5), ince bagirsakta 5-6 saat (pH=6.6 +£0.5) ve kalin bagirsakta 12-24 saat (pH 7.0+0.7) kadar
stirebilir (Kumar ve Kumar, 2015, Azhar ve Munaim, 2019). Baska bir deyisle, sindirim siireci
sirasinda mide ortamindaki pH 1-8 arasinda degisir. Bu nedenle, probiyotik suslarin
gastrointestinal sistemde olumlu etkilerini gosterebilmeleri i¢in, midenin asidik ortaminda
hayatta kalmasi gerekir (Elcioglu ve Kunduhoglu, 2014, Goktas vd., 2021a). LAB'nin midenin
diisiik pH'inda hayatta kalmasi, baslangigtaki asit stresine dayanma agisindan énemlidir (Kumar
ve Kumar, 2015).

Kefir danelerinden izole edilen bakteri ve maya izolatlarimin pH 2, 3, 4 ve 5
degerlerindeki gelisimi arastirilmistir. Bakteri izolatlarinin farkli pH degerlerindeki gelisim
sonuglar1 Tablo 48’de, maya izolatlarinin ise Tablo 49°da verilmistir. Sekil 30’da izolatlarin
96-kuyucuklu plaka kullamlarak farkli pH’larda gelisimi gosterilmistir. Tablolar
incelendiginde, pH 2’de higbir bakteri izolatinin gelismedigi goriilmektedir. 36 ve 463 numarali
bakteri izolatlar1 disindaki tiim bakteriler (217 adet) pH 3’de gelisim gostermemistir. pH 4’te
ise 154 bakteri izolat1 gelisirken 65 bakteri gelisememistir. En ¢cok bakteri gelisimi pH 5’te olup
207 bakteri gelismistir. 12 bakteri izolat1 ise pH 5’te gelisim gostermemistir. 526, 545, 546 ve
547 numarali maya izolatlar1 pH 2’de gelisim gosterirken 106 maya gelismemistir. pH 3, pH 4

ve pH 5 degerinde tiim maya izolatlar1 gelisim gostermistir.

Sekil 30. izolatlarin 96-kuyucuklu plaka kullanilarak farkli pH’lardaki gelisimi
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Elde edilen sonuglar 6nceki ¢alismalara uygun bulunmustur. Lch. paracasei izolatinin
pH 2, 3 ve 4 degerinde canliligin1 korumaya devam ettigi, diren¢ gosterdigi bulunmustur
(Mantzourani vd., 2019). Siit tirinlerinden izole edilen LAB’lerin incelendigi bir ¢alismada, pH
2 degerine direngli izolat bulunamazken pH 5 degerine direngli izolatlar oldugu tespit edilmistir
(Kumar ve Kumar, 2015). Shaheen vd. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada 14 laktik asit
bakterisinden sadece bes tanesinin pH 3’te gelisim gosterdigi bulunmus olup, bu calismada
sadece iki bakteri pH 3’e direng gostermistir. Leu. mesenteriodes, Lc. lactis spp. lactis ve Lcb.
paracasei izolatlar1 pH 2’de 4. saat inkiibe edildikten sonra canliliklarini korudugunu ancak
gelisemedikleri belirlenmistir (Kivang ve Yapici, 2015). Elcioglu ve Kunduhoglu (2014) ise
icinde Lch. paracasei izolatlarininda bulundugu 75 izolattan 17 tanesinin pH 2 ve pH 3’e
diren¢li oldugu bulunmustur. Angmo vd. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada ise pH 2’ye
kiyasla pH 3’°de, ¢cogu izolatin canliligin1 korudugu goriilmiistiir. 73 farkli LAB izolatlarinin
incelendigi bir ¢alismada pH 3°de higbir bakterinin gelismedigi, pH 4’de sadece 4 tanesinin
gelistigi ve pH 5’°te tiim izolatlarin gelistigi goriilmistiir (Aktas ve Cetin, 2024).

Asidik kosullar altinda bir¢ok maya tiirliniin hayatta kaldig1 rapor edilmistir (Alkay vd.,
2021). Pedersen vd. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada Kluy. marxianus f1 0h30 izolatinin pH
2,5 da gelisim gosterdigi, diisik pH degerine direngli oldugu bulunmustur. Silva vd. (2011)
tarafindan yapilan ¢alismada, Sacc. cerevisiae maya izolatinin pH 2,5 degerinde gelisemedigi
bulunmustur. Yapilan bir ¢alismada Kluy. marxianus TEM-O2Y izolatinin pH 4’de gelistigi
belirlenmis olup, bu ¢alismada da tiim Kluy. marxianus izolatlar1 bu pH degerinde gelismistir
(Giirkan Ozlii vd., 2022). Kaza. unispora ve Sacc. cerevisiae izolatlarimin pH 2, pH 3, pH4 ve
pH 5 degerlerindeki direngleri incelenmis ve Kaza. unispora izolati disindaki tim Sacc.
cerevisiae suslarininm pH 2’de gelisemedigi, diger pH degerlerinde ise hepsinin gelistigi
gortilmiistiir. Bu ¢aligmaya bakildiginda ise sonuglarin benzer oldugu, pH 2’de Kaza. unispora
546 izolat1 digindaki tiim Kaza. unispora ve Sacc. cerevisiae suslarinin gelisemedigi, diger
pH’larda ise hepsinin gelistigi tespit edilmistir (Azhar ve Munaim, 2019). Erse¢ ve Demirci
(2023) tarafindan yapilan ¢alismada, 66 farkli Sacc. cerevisiae izolatlarinin hepsinin pH 3 ve
pH 4’e direngli oldugu bulunmus olup, bu ¢alismadan elde edilen sonuglarla uyumlu oldugu

goriilmiistiir.
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Tablo 48. izole Edilen Kefir Bakterilerinin Farkli pH Degerlerindeki Gelisimi

Izolat No

pH

Izolat No

pH

+ + +|

+ +++++ 4+ 0 0+ 4+ + + 4+ 0+ 4+

+ + + + 0+ 0

+ + + 4+ 0 4+ 0 4+ 0

+ +

+ + +

+ ++F+F A+ F A+ A+ | O
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115
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204
205
206
207
208
209
213
214
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Tablo 48. Devami

pH

Izolat No

Izolat No

pH

226 -
227 -
230 -
232 -
233 -
238 -
239 -
246 -
247 -
249 -
250 -
252 -
253 -
255 -
256 -
258 -
259 -
260 -
261 -
267 -
268 -
275 -
279 -
280 -
281 -
283 -
286 -
288 -
289 -
292 -
204 -
296 -
297 -
299 -
450 -
451 -
452 -
454 -
457 -
458 -
459 -
463 -
466 -
467 -
468 -
469 -
475 -
476 -
477 -
478 -
479 -
480 -
481 -

S

+ +

+ ++ ++ F A+ A+
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I

+
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483
484
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305
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329
330
335
337
339
345
350
354
357
358
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366
367
370
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375
376
378
379
381
383
384
385
387
388
391
392
394
398
399
650
653
654
661
662
663
664
665
666
667
668

+ +|
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Tablo 49. izole Edilen Kefir Mayalarinin Farkli pH Degerlerinde Gelisimi

Izolat pH Izolat pH
No 2 3 4 5 No 2 3 4 5
502 - + + + 568 - + + +
503 - + + + 569 - + + +
504 - + + + 571 - + + +
505 - + + + 572 - + + +
506 - + + + 573 - + + +
507 - + + + 575 - + + +
510 - + + + 576 - + + +
511 - + + + 577 - + + +
512 - + + + 578 - + + +
515 - + + + 579 - + + +
516 - + + + 581 - + + +
517 - + + + 583 - + + +
518 - + + + 585 - + + +
519 - + + + 586 - + + +
520 - + + + 587 - + + +
521 - + + + 588 - + + +
522 - + + + 590 - + + +
523 - + + + 591 - + + +
524 - + + + 592 - + + +
526 + + + + 593 - + + +
527 - + + + 594 1 + + +
528 - + + + 596 - + + +
529 - + + + 597 - + + +
530 - + + + 598 - + + +
531 - + + + 599 - + + +
532 2 + + + 600 3 + + +
533 - + + + 601 - + + +
534 - + + + 602 - + + +
536 - + + + 603 - + + +
537 - + + + 604 - + + +
538 - + + + 605 - + + +
539 - + + + 607 - + + +
540 - + + + 608 - + + +
541 - + + + 609 - + + +
542 - + + + 610 - + + +
543 - + + + 612 - + + +
544 - + + + 613 - + + +
545 + + + + 614 - + + +
546 + + + + 615 - + + +
547 + + + + 616 - + + +
548 - + + + 617 - + + +
549 - + + + 618 - + + +
550 - + + + 619 - + + +
552 - + + + 620 - + + +
553 - + + + 621 - + + +
554 - + + + 622 - + + +
555 - + + + 623 - + + +
556 - + + + 624 - + + +
557 - + + + 625 - + + +
558 - + + + 627 - + + +
559 - + + + 628 - + + +
561 - + + + 629 - + + +
563 - + + + 630 - + + +
564 - + + + 631 - + + +
566 - + + + 632 - + + +
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Glikozdan gaz olusumu

Izolatlarin homofermentatif veya heterofermentatif karakteri, gaz (CO3) iiretip
tiretememeleri dikkate alinarak incelenir (Bennani vd., 2017). Gaz iiretimi hava kabarciklarinin
ortaya c¢ikmasiyla kendini gosterip, gaz iireten bakteriler heterofermentatif, diger bakteriler ise
homofermentatif olarak degerlendirilir (Hamdaoui vd., 2023). Bu c¢alismada bakteri
izolatlarinin glikozdan gaz olusumu incelendiginde 42 izolat pozitif sonug verirken 177 izolat
glikozdan gaz olusturmamistir (Tablo 50). Gaz olusumu gosteren ve gosteremeyen izolatlar

Sekil 31°de gosterilmistir.

Yapilan diger ¢aligmalarda, yogurt bakterilerinin glikozdan gaz olusumuna bakilmig ve
izolatlarin gaz olusturmadigi goriilmiistiir (Aktas vd., 2022, Aktas ve Cetin, 2024). Bennani vd.
(2017) Lc. lactis izolatlarinin homofermentatif olup gaz olusturmadigini belirtmistir. Bizim
calismamizdaki Lc. lactis izolatlarinin ¢ogunun homofermentatif oldugu bulunmustur. Lc.
lactis susu genellikle homofermentatif bir LAB tiirii olarak kabul edilmesine ragmen,
heterofermentatif metabolizma i¢in gerekli olan ve pentozlarin parcalanmasinda rol oynayan
fosfoketolaz enzimini kodlayan ptk genine sahiptir (Golomb ve Marco, 2015). Bu yiizden de
bizim ¢alismamizdaki bazi Lc. lactis izolatlar1 heterofermentatif olarak tespit edilmistir. Lcb.
paracasei ve Lc. lactis izolatlarinin iginde bulundugu bir ¢alismada, izolatlarin gaz

olusturmadigr bulunmustur (Aktas ve Erdogan, 2022).

Sekil 31. Gaz olusumu gosteren (A) ve gosteremeyen izolatlar
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Tablo 50. Bakteri Izolatlarinin Glikozdan Gaz Olusturma Yetenegi

izolat No Glikozdan gaz izolat No Glikozdan gaz izolat No Glikozdan gaz

olusumu olusumu olusumu
1 - 44 - 80 ¥
2 - 45 + 81 )
4 : 46 - 83 :
> - 47 - 84 i
0 : 48 - 85 :
! - 49 - 86 i
8 - 50 - 87 +
9 - 51 - 88 +
10 - 52 - 89 -
11 + 53 . 90 +
14 : 54 - 91 +
15 - 55 ; 92 ]
16 - 56 - 93 -
17 + 57 B 94 +
18 + 59 . 05 +
19 - 60 + 96 "
20 + 61 + 97 i
22 - 62 + 08 ]
23 - 63 + 99 ]
24 - 64 - 100 "
25 . 65 - 101 i
26 + 66 - 102 ]
21 - 67 - 105 i
29 - 68 - 106 "
30 - 69 - 107 _
31 . 70 + 109 ]
34 - 72 + 110 i
35 - 73 - 111 "
36 + 74 - 112 "
37 - 75 - 113 "
38 - 76 + 114 ]
39 - 77 - 115 "
41 - 78 : 116 "
42 - 79 - 117 "
43 ;
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Tablo 50. Devami

Glikozdan gaz Glikozdan gaz Glikozdan gaz

izolat No zolat No [zolat No

olusumu olusumu olusumu

202 + 289 - 337 -
203 - 292 - 339 -
204 - 294 - 345 -
205 - 296 - 350 -
206 - 297 - 354 -
207 - 299 - 357 -
208 - 450 - 358 -
209 - 451 - 362 -
213 - 452 - 366 -
214 - 454 - 367 -
225 - 457 - 370 -
226 - 458 - 373 -
227 - 459 - 375 -
230 - 463 - 376 -
232 - 466 - 378 -
233 - 467 - 379 -
238 - 468 - 381 -
239 - 469 - 383 -
246 - 475 - 384 -
247 - 476 - 385 -
249 - 477 - 387 -
250 - 478 - 388 -
252 + 479 - 391 -
253 - 480 + 392 -
255 - 481 + 394 -
256 - 482 - 398 -
258 - 483 + 399 -
259 - 484 + 650 -
260 - 301 - 653 -
261 - 302 - 654 -
267 - 303 - 661 +
268 + 304 - 662 -
275 - 305 - 663 -
279 - 306 - 664 +
280 - 308 - 665 -
281 - 310 - 666 -
283 - 329 - 667 -
286 + 330 - 668 -
288 - 335 +
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Arjinin hidrolizi
Bakteri izolatlarinin arjinin hidroliz etme 06zelligi incelendiginde 134 izolat pozitif

sonug verirken 85 izolat arjinin hidrolize etmemistir. Sekil 32°de pozitif ve negatif sonug veren

izolatlarin goriintiisii, Tablo 51°de bakteri izolatlarinin arjinin sonuglari verilmistir.

Literatlire bakildiginda arjinin negatif sonuglar elde edildigi caligmalar goriilmiistiir
(Kumar ve Kumar, 2015). Aktas ve Cetin (2024) tarafindan yapilan ¢alismada 73 yogurt
bakterisinin hig¢birisinin arjinini hidrolize edemedigi bulunmustur. Aktas ve Erdogan (2022)
tarafindan yapilan ¢alismada, Lcb. paracasei izolatlarinin arjinini hidrolize etmedigi, Lc. lactis
izolatlarinin arjinini hidrolize ettigi bulunmus olup bu calismada elde edilen sonuglara
uygunluk gosterdigi goriilmiistiir. Yapilan bir ¢alismada bir laktik asit bakterisi disindaki tim
izolatlarin arjinin negatif olarak bulunmustur (Aktas vd., 2022). Leuconostoc bakterileri arjinin
dihidrolaz enzimine sahip olmadiklar1 i¢in arjininden amonyak iiretemezler (Hamdaoui vd.,
2023) ve bu caligmadaki tiim Leu. mesenteroides izolatlarinin tiimii arjinin negatif sonug

vermistir.

Sekil 32. Pozitif (A) ve negatif (B) arjinin hidrolizi
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Tablo 51. Bakteri Izolatlarinin Arjinin Hidrolizi

Izolat No  Arjinin hidrolizi  Izolat No  Arjinin hidrolizi Izolat No  Arjinin hidrolizi

1 - 44 - 80 +
2 - 45 + 81 +
4 - 46 + 83 -
5 + 47 + 84 -
6 + 48 - 85 -
7 - 49 + 86 -
8 + 50 + 87 +
9 + 51 + 88 +
10 - 52 + 89 -
11 + 53 + 90 -
14 - 54 + 91 -
15 + 55 - 92 -
16 + 56 + 93 -
17 - 57 - 94 +
18 - 59 - 95 -
19 Sk 60 - 96 -
20 - 61 + 97 +
22 + 62 - 98 +
23 + 63 - 99 -
24 - 64 - 100 -
25 1 65 - 101 +
26 - 66 - 102 +
27 - 67 - 105 -
29 - 68 - 106 -
30 - 69 - 107 -
31 - 70 - 109 -
34 - 72 - 110 -
35 - 73 - 111 -
36 - 74 - 112 -
37 - 75 + 113 -
38 + 76 + 114 -
39 - 77 - 115 -
41 + 78 - 116 -
42 - 79 + 117 -
43 +
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Tablo 51. Devami

Izolat No  Arjinin hidrolizi  izolat No  Arjinin hidrolizi izolat No  Arjinin hidrolizi

202 + 289 + 337 +
203 + 292 - 339 +
204 + 294 + 345 +
205 + 296 + 350 +
206 + 297 + 354 +
207 + 299 + 357 -
208 + 450 + 358 +
209 + 451 + 362 +
213 + 452 + 366 +
214 + 454 + 367 +
225 + 457 + 370 +
226 + 458 + 373 +
227 + 459 + 375 +
230 + 463 + 376 +
232 + 466 + 378 +
233 Sk 467 + 379 +
238 + 468 " 381 +
239 + 469 + 383 +
246 + 475 + 384 +
247 + 476 + 385 -
249 - 477 + 387 -
250 + 478 + 388 +
252 + 479 + 391 +
253 + 480 - 392 +
255 + 481 - 394 +
256 + 482 - 398 -
258 - 483 + 399 +
259 + 484 - 650 +
260 + 301 + 653 -
261 + 302 + 654 -
267 + 303 + 661 -
268 + 304 + 662 +
275 + 305 + 663 +
279 + 306 + 664 -
280 + 308 + 665 -
281 + 310 - 666 -
283 + 329 + 667 +
286 - 330 + 668 +
288 + 335 -
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izolatlarin EPS iiretim yeteneginin belirlenmesi

Bakteriyel biiylime siklikla onemli ekolojik ve fizyolojik islevlere hizmet eden
ekzopolisakkaritlerin (EPS) iiretimi ile iliskilidir. Mikrobiyal EPS, hiicre yiizeyine sikica
yapisabilen veya hiicrenin ¢evresindeki ortamda hiicre disi balgik olarak salinabilen c¢esitli
salgilanmis polimerler grubunu olusturur (Zajsek vd., 2011). Laktik asit bakterileri tarafindan
sentezlenen EPS’ler, GRAS ozellikleri, kefir, eksi krema, yogurt, peynir ve siit bazl tathilar gibi
fermente siit liriinlerinin liretiminde reolojik 6zellikleri iyilestirmesi nedeniyle 6nemli bir role
sahiptir (Duboc ve Mollet, 2001, Frengova vd., 2002, Zajsek vd., 2011, Soyugok vd., 2016).
Sindirim sistemindeki bakteriler tarafindan pargalanamayan EPS’ler prebiyotik o6zellik
gosterirler (Soyucok vd., 2016). Karakteristik fonksiyonel 06zellikleri nedeniyle LAB
ekzopolisakkaritleri stabilize edici, viskozite degistirici ve jellestirici ajanlar olarak
kullanilmaktadir (Ahmed vd., 2013b). Kefiran, esit oranlarda glikoz ve galaktozdan olusan,
kefir danesinin i¢inde bulunan bir ekzopolisakkarit yapidir (Duboc ve Mollet, 2001, Zajsek vd.,
2011).

EPS iiretiminden sorumlu olan genlerden epsA, epsB, gtf ve p-gtf spesifik primerler
kullanilarak ilgili suglar taranmistir. Tablo 52°de sadece EPS iiretim genlerine sahip izolatlar
verilmistir. gtf ve p-gtf genlerine bakteri izolatlarinin higbirisi sahip degilken, epsA genine
sadece 38 ve 478 numarali izolatlar, epsB genine 233, 246, 247, 250, 252, 260, 275, 297, 366,
373, 375, 378, 383, 385, 467 ve 663 numarali izolatlar sahiptir. Onceki calismalara
bakildiginda, LAB’lerin EPS tiiretme genlerine sahip oldugu gorilmistir (Low vd., 1998,
Provencher vd., 2003, Palomba vd., 2012, Dertli vd., 2016). Dertli vd. (2016) tarafindan yapilan
caligmada, Leu. mesenteroides N6 izolatinin epsB genine sahip olmadigi, epsA, gtf ve p-gtf
genlerine ise sahip oldugu goriilmektedir. EPS genine sahip bakteri izotlarinin hepsinin (38
numarali izolat hari¢) Lc. lactis susu oldugu goriilmektedir. Lc. lactis izolatlarinin EPS

genlerine sahip oldugu Kleerebezem vd. (1999) tarafindan rapor edilmistir.

Tablo 52. EPS Uretimiyle Ilgili Genlerin Taranmasi

EPS Uretiminde Rol Oynayan Genler  izolat No

epsA 38,478

epsB 233, 246, 247, 250, 252, 260, 275, 297, 366, 373,
375, 378, 383, 385, 467, 663

gtf -

p-gtf -
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Uretimde Kullanilan Suslarin Secimi

Calismada iiretilen kefirler icin secilecek suslar belirlenirken Tiirk Gida Kodeksi
Fermente Siit Uriinleri Tebligi (Anonim, 2022b) ve Codex Alimentarius Standard’inin
(Anonim, 2022a) kefir tanimina dikkat edilmistir. Ilgili teblig ve standartta “Len. kefiri, Lb.
kefiranofaciens, Kluy. marxianus ve Sacc. cerevisiae suslar1 kefirde bulunmasi gereken zorunlu
mikroorganizmalara ilave olarak ayrica kefir Leuconostoc, Lactococcus ve Acetobacter bakteri
cinslerine ait tiirleri de bulundurabilir” ifadesi yer almaktadir. Bu nedenle, Leu. mesenteroides,
Lc lactis ve A. cibinongensis tiirleri de ¢alismada kullanilmastir. Lb. kefiranofaciens 74 ve A.
cibinongensis 286 numarali izolatlar, ¢alismada elde edilen tek sus oldugundan viriilans faktor,
hemolitik ve DNase aktivitesi sonuglar1 dikkate alinarak {iretim igin tercih edilmislerdir. Len.
kefiri, Lc. lactis, Leu. mesenteroides, Kluy. marxianus ve Sacc. cerevisiae izolatlar1 ise
calismada c¢ok sayida izole edilmis olup, bu suslarin tiim starter (farkli sicaklik ve pH’da
gelisim, glikozdan gaz olusumu, arjinin hidrolizi, ekzopolisakkarit {iretimi) ve probiyotik
(safraya direng, simiile mide ortamina tolerans, antagonistik aktivite, oto-agregasyon ve ko-
agregasyon, hidrofobisite, antibiyotik direnci, viriilans faktor, hemolitik aktivite, safra tuzlarini
hidrolize etme yetenegi ve DNase aktivitesi) ozellikleri dikkate alinarak se¢im yapilmistir.
Sonug olarak; izole edilen suslar starter ve probiyotik 6zellikleri degerlendirilerek en iyi {iriin
tiretilmesi hedeflenmis ve Len. kefiri 34, Lb. kefiranofaciens 74, Lc. lactis 249, A. cibinongensis
286, Leu. mesenteroides 117, Kluy. marxianus 502 ve Sacc. cerevisiae 568 suslar: kullanilarak

iiretimin yapilmasi uygun goriilmiistir.

Elde edilen izolatlar kullanilarak Kefir iretimi ve iiretilen Kkefirlerin bazi
ozelliklerinin incelenmesi

Caligma kapsaminda Tiirkiye nin farkli bolgelerinden toplam 30 kefir danesinden izole
edilen suslarin probiyotik ve teknolojik 6zellikleri incelenmis ve kefir tiretimi i¢in uygun suslar
belirlenmistir. Uretilen kefirler ve kullanilan suslar Tablo 53’de verilmistir. Kefir iiretimi icin
belirlenen izolatlar fermente trilinler tebligine uygun olarak se¢ilmistir. Buna gore K1 kefir
ornegi bakteriler ve mayalardan olusmus olup 34, 74, 117, 249 ve 286 numarali bakteri
izolatlar1 ve 502 ve 568 numarali maya izolatlar1 kullanilmigtir. Ko kefir 6rnegi ise 34, 74, 117,
249 ve 286 numaral1 bakteri izolatlarindan olusmustur. Kefirlerin depolama periyodu boyunca
ozelliklerinin karsilastirilabilmesi i¢in piyasadan temin edilebilen ve ulusal zincir marketlerde
satisa sunulan ticari kefir kiltiirii kullanilmis, temin edilen bu kiiltir ile aym siit ve
fermantasyon sartlarinda kontrol kefir iiretimi gergeklestirilmistir. Kefir liretimi icin, Atatiirk
Universitesi Gida ve Hayvancilik Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden inek siitii temin

edilmistir. Kefirler, Sekil 6°’da gosterilen iiretim agamalar1 dikkate alinarak iiretilmistir.
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Tablo 53. Calismada Uretilen Kefir Cesitleri ve Kullanilan Izolatlar

Kefir Uretiminde Kullanilan izolatlar

Kefir Cesidi . .
Bakteri Izolatlar1 Maya Izolatlar1
Bakteri+Maya Kefiri (Ky) 34,74,117, 249 ve 286 502 ve 568
Bakteri Kefiri (K>) 34,74,117, 249 ve 286 -
Kontrol Kefiri (C) Ticari Kefir Kiiltiiri

Kefirlerin mikrobiyolojik 6zellikleri

Kefirin sahip olmasi gereken mikrobiyolojik 6zellikleri Tiirk Gida Kodeksi Fermente
Siit Uriinleri Tebligi ve Codex Alimentarius Standard’a tarafindan belirlenmistir (Anonim,
2022a, Anonim, 2022b). Bu nedenle, iiretilen kefir ornekleri 21 giin depolanarak
mikrobiyolojik 6zellikleri ortaya koyulmus ve elde edilen sonuglar Tablo 54°de gosterilmistir.
Tabloya bakildiginda bakterilerden ve mayalardan olusan kefir, sadece bakterilerden olusan
kefir ve kontrol kefirin laktik basil sayilarinin sirasiyla 8,29-8,81; 8,61-9,09 ve 7,60-7,79 log
kob/mL degerleri arasinda oldugu goriilmiistiir. Laktik kok sayilar1 ise Ki, Ko ve kontrol
orneklerinin sirasiyla 8,57-8,82; 8,17-9,14 ve 8,11-8,55 log kob/mL olarak bulunmustur. Maya
sayilarina bakildiginda, Ki ve kontrol kefir 6rneginde sirasiyla 4,72-5,39 ve <2 ve 3,74 log
kob/mL oraninda maya tespit edilmistir. Kz 6rnegine herhangi bir maya susu ilave edilmedigi
icin 21 giinlik depolama siiresi boyunca maya gelisimi gozlenmemistir. Ayrica kefir
orneklerinin {iretimi esnasinda hijyen kosullarinin indikatorii olarak, koliform grubu bakteriler
acisindan arastirilmis ve depolama siiresince higbir kefir 6rneginin koliform bakteri igermedigi
gortilmiistiir. Calismada elde edilen laktik basil ve laktik kok sayilari tiim ornekler igin 107
kob/mL’den daha yiiksek olup Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi ve Codex
Alimentarius Standard’ina uygun bulunmustur (Anonim, 2022a, Anonim, 2022b). Maya
sayilar1 agisindan ise; Ki 6rneginin her iki standarda da uygun oldugu, ancak kontrol 6rneginin

ise Codex Alimentarius Standard’ina uygun olmadig tespit edilmistir.
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Tablo 54. Kefir Orneklerinin Depolama Siiresince Mikrobiyolojik Ozellikleri (log kob/mL)
Mikrobiyolojik Ozellikler (Ort+Ss)

Omek Depolama siiresi (giin)

Laktik Basil Laktik Kok Maya Koliform
1 8,30+0,01 8,70+0,21 4,72+0,04 <1
7 8,81+0,02 8,80+0,04 5,39+0,13 <1
© 14 8,29+0,11 8,57+0,04 5,01+0,44 <1
21 8,79+0,08 8,82+0,03 4,87+0,16 <1
1 8,69+0,34 8,17+0,08 <2 <1
7 9,09+0,08 9,14+0,01 <2 <1
“ 14 8,01+0,02 8,76+0,03 <2 <1
21 8,70+0,02 8,74+0,08 <2 <1
1 7,60+0,36 8,28+0,33 <2 <1
7 7,64+0,07 8,55+0,08 3,74+0,06 <1
¢ 14 7,73+0,12 8,11£0,10 3,30+0,42 <1
21 7,79+0,00 8,38+0,01 3,39+0,55 <1

Ki: Bakterilerden ve mayalardan olusan kefir; K»: Sadece bakterilerden olusan kefir; C: Kontrol kefir 6rnegi;
Ort: Ortalama deger; +, Ss: Standart sapma

Magra vd. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, %3,5 yag iceren UHT siit i¢inde %3,0
oraninda kefir danesi ile fermantasyon islemi sonunda baslangigtaki laktik basil, laktik kok ve
maya sayisi 8,27, 9,08 ve 6,51 log kob/g olurken, 14. giin sonunda 7,95, 8,11 ve 6,60 log kob/g
olarak bulunmustur. Kok-Tas vd. (2013) tarafindan yapilan ¢calismada, %3 kefir starter kiiltiirii
ile yapilan kefirin 1. ve 21.giinlerdeki laktik basil, laktik kok ve maya sayisi sirasiyla 9,27, 9,29
ve 4,77; 8,89, 892 ve 500 log kob/mL olup, bu caligmadaki kefirlerin sahip oldugu
mikrobiyolojik degerlerden yiiksektir. Yapilan bir calismada 0. giinde laktik kok, laktik basil
ve maya sayilar sirasiyla 7,27, 8,15 ve 4,70 olarak bulunurken 15. giinde 8,23, 8,51 ve 5,34
olarak bulunmustur (Oner vd., 2010). Elde edilen degerler maya sonuglart hari¢ bu ¢alismadaki
mikrobiyolojik verilerden diisiik olarak bulunmustur. Irigoyen vd. (2005) yapmus oldugu
caligmada, laktobasil ve laktokok sayilarmin 14. giine kadar yaklasik olarak 1,5 log birim
diismiis oldugunu ve daha sonra 28. giine kadar sayilarin sabit kaldigin1 belirtmektedir. Bizim
calismamizda ise depolamanin 21. giiniinde baslangica gore LAB sayilar1 artmistir. Bu sonug

Tomar vd. (2020) ile uyumludur.
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Varyans analizi yapilarak ¢alismada tiretilen kefirlerin depolama siiresi boyunca laktik

basil, laktik kok ve maya sayilar1 arasindaki istatistiksel fark ortaya koyulmustur (Tablo 55).

Tablo 55. Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Mikrobiyolojik Ozelliklerine Ait Varyans
Analiz Sonuglari

Varyasyon 0 Laktik Basil Laktik Kok Maya
Kaynaklar KO F KO F KO F
Kefir Cesidi (A) 2 2608 107,648 0,39 24,926™ 49,957 831,172"
Depolama (B) 3 015 6233" 023 14671 2579 42,902*
AXxB 6 0,06 2,623 0,09 5804™ 1,852 30,812™
Hata 12 0,02 0,02 0,06

Genel 24

** cok 6nemli (p<0,01), SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi

Varyans analizi sonucuna bakildiginda, laktik basil tizerine kefir ¢esidi ve depolama
interaksiyonunun etkisi p<0,01 diizeyinde 6nemli oldugu bulunurken, kefir ¢esidi x depolama
interaksiyonunun etkili olmadig1 belirlenmistir (p>0,05). Tablo 56°da kefir orneklerine ait
laktik sayim sonuglar1 ortalamalarin ait Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglar1 verilmistir.
Sonugclar incelendiginde depolama siiresince en diisiik ortalama laktik basil igerigi 7,69 log
kob/mL olarak kontrol érneginde, K; ve K 6rneklerinin ise sirasiyla 8,54 ve 8,77 log kob/mL
laktik basil igerigine sahip oldugu belirlenmis olup, bu degerler arasinda istatiksel olarak 6nemli

derecede fark bulunmustur (p<0,05).
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Tablo 56. Kefir Orneklerine Ait Laktik Basil Sayim Sonuclar1 Ortalamalarinin Duncan Coklu
Karsilastirma Test Sonuglari

Kefir Cesidi n Laktik Basil Sayisi (log kob/mL)*
K1 8 8,54+0,27°
Ko 8 8,77+0,242
C 8 7,69+0,17¢

~Farkl1 harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir. n: Ornek sayis;
Ki: Bakterilerden ve mayalardan olusan kefir; Ko: Sadece bakterilerden olugan kefir; C: Kontrol kefir 6rnegi; +:
Standart sapma

Tablo 57°de ise kefir orneklerinin depolama siiresince laktik basil sayim sonuglarinin
ortalamalarinin Duncan ¢oklu karsilagtirma test sonuglar1 verilmistir. Tablo incelendiginde,
depolama siiresince kefir 6rneklerinin laktik basil igerigi 1. giinde 8,20 log kob/mL olurken 21.
giinde 8,42 log kob/mL olmustur. En diisiik laktobasil sayis1 1.giinde, en yiiksek laktobasil
sayist ise 7. giinde (8,51 log kob/mL) tespit edilmistir. Elde edilen bu sonucun literatiirle
uyumlu oldugu bulunmustur (Tomar, 2015).

Tablo 57. Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Laktik Basil Sayim Sonuglar
Ortalamalarinin Duncan Coklu Karsilagtirma Test Sonuclari

Depolama siiresi (glin) n Laktik Basil Sayisi (log kob/mL)*
1 6 8,20+0,54¢
7 6 8,51+0,692
14 6 8,21+0,40P
21 6 8,42+0,492

«Farkl1 harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir. n: Ornek
sayis1; +: Standart sapma

Kefir oOrneklerinin laktik basil icerikleri {izerine kefir ¢esidi x depolama
interaksiyonunun istatistiksel olarak etkili olmadigi belirlenmistir (p>0,05). Kefir 6rneklerinin
depolama siiresince laktik basil sonuglar1 Sekil 33’te verilmistir. Sekil incelendiginde kontrol
kefir orneklerinin laktik basil sayilarimin depolama siiresince en diisiik oldugu acikca

goriilmektedir.
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Sekil 33. Kefir 6rneklerinin depolama siiresi boyunca laktik basil sayim sonucu (Ki:
Bakterilerden ve mayalardan olusan kefir; K»: Sadece bakterilerden olusan kefir; C: Kontrol
kefir 6rnegi)

Kefir orneklerinin laktik kok sayilar lizerine, kefir ¢esidi, depolama ve kefir ¢esidi x
depolama interaksiyonunun onemli derecede etkili oldugu (p<0,01) bulunmustur. Kefir
orneklerinin laktik kok sayim sonuglari ortalamalarinin Duncan ¢oklu karsilastirma test
sonuglar1 Tablo 58’de verilmistir. Tablo incelendiginde, depolama siiresince laktik basillerde
oldugu gibi kontrol (C) 6rneginin en diisiik laktik kok igerdigi (8,33 log kob/mL) goriilmektedir.
K1 ve K orneklerinin ise sirasiyla 8,72 ve 8,70 log kob/mL laktik kok igerdigi tespit edilmistir.
K1 6rneginin en yliksek laktik kok igerigine sahip oldugu belirlenmistir.

Tablo 58. Kefir Orneklerine Ait Laktik Kok Sayim Sonuglar1 Ortalamalarmin Duncan Coklu
Karsilastirma Test Sonuglari

Kefir Cesidi n Laktik Kok Sayisi (log kob/mL)*
K1 8 8,72+0,142
K2 8 8,70+0,372
C 8 8,33+0,22°

«Farkl1 harflerle gdsterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir. n: Ornek say1st;
Ki: Bakterilerden ve mayalardan olusan kefir; Ko: Sadece bakterilerden olugan kefir; C: Kontrol kefir 6rnegi; =+:
Standart sapma

Tablo 59°da kefir 6rneklerinin depolama boyunca ortalama laktik kok sayim sonuglari
ortalamalarinin Duncan ¢oklu karsilagtirma test sonuglari verilmistir. Buna gore, kefir

orneklerinin 7. ve 21. giindeki ortalama laktik kok sayilarinin istatistiksel olarak birbirinden
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farkli oldugu belirlenmistir (p<0,05). 1. ve 14. giindeki ortalama laktik kok sayilarinin ise
istatiksel olarak birbirinden farkli olmadig: tespit edilmistir (p>0,05). Depolamanin 1. giiniinde
laktik kok sayis1 8,38 log kob/mL olarak bulunurken 21. giinde 8,65 log kob/mL olarak tespit
edilmistir. Genel olarak laktik kok sayisi onceki ¢alismalarda depolama esnasinda azalirken
(Irigoyen vd., 2005, Ak, 2018, Sarica, 2019) bu calismada tam olarak diisiis egiliminde
olmadig goriilmektedir.

Tablo 59. Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Laktik Kok Sayim Sonuglari Ortalamalarinin
Duncan Coklu Karsilastirma Test Sonuglari

Depolama siiresi (giin) n Laktik Kok Sayisi (log kob/mL)*
1 6 8,38+0,31¢
7 6 8,83+0,272
14 6 8,48+0,30°¢
21 6 8,65+0,21°

«Farkl1 harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir. n: Ornek
say1st; +: Standart sapma

Kefir 6rneklerinin laktik kok igerikleri tizerine kefir ¢esidi x depolama interaksiyonunun
istatistiksel olarak p<0,01 diizeyinde etkili oldugu belirlenmistir. Kefir 6rneklerinin depolama
stiresince laktik kok sonuclar1 Sekil 34°te verilmistir. Sekil incelendiginde K> kefir 6rneginin

laktik kok sayilarinin depolama siiresince en yiiksek seviyelerde oldugu acikca goriilmektedir.

Laktik kok sayisi (log kob/mL)
[4)]
1

O T T T T
1 7 14 21

Depolama Suresi (giin)

Sekil 34. Kefir 6rneklerinin depolama siiresi boyunca laktik kok sayim sonucu (Kz:
Bakterilerden ve mayalardan olusan kefir; Ko: Sadece bakterilerden olusan kefir; C: Kontrol
kefir 6rnegi)
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Kefir orneklerinin maya sayilar1 lizerine; kefir ¢esidi, depolama ve kefir ¢esidi x
depolama interaksiyonunun onemli derecede etkili oldugu (p<0,01) bulunmustur. Kefir
orneklerinin maya sayim sonuglar1 ortalamalarinin Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglari
Tablo 60°da gosterilmistir. Tablo incelendiginde, sadece bakterilerden olusan K, 6rneginde
depolama siiresince maya sayisi tespit edilmemistir. K1 ve C 6rneklerinin ise sirastyla 5,00 ve
2,61 log kob/mL maya icerdigi belirlenmistir.

Tablo 60. Kefir Orneklerine Ait Maya Sayim Sonuglar1 Ortalamalarimin Duncan Coklu
Karsilastirma Test Sonuglari

Kefir Cesidi n Maya Sayist (log kob/mL)*
K1 8 5,00+0,322
Kz 8 <1°
C 8 2,61+1,64°

«Farkl1 harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir. n: Ornek sayist;
Ki: Bakterilerden ve mayalardan olusan kefir; K»: Sadece bakterilerden olusan kefir; C: Kontrol kefir 6rnegi; +:
Standart sapma

Tablo 61°de kefir 6rneklerinin depolama boyunca maya sayim ortalamalarinin Duncan
coklu karsilastirma test sonuglar1 verilmistir. Buna gore, kefir 6rneklerinin (K1 ve Kontrol) 7.,
14. ve 21. giindeki ortalama maya sayilarinin istatistiksel olarak birbirinden farkli olmadigi
tespit edilmistir. 1. giindeki ortalama maya sayilar1 en diisiik sayiya (1,57 log kob/mL) sahip
olup, 21. giindeki maya sayisi 2,75 log kob/mL olarak bulunmustur. Yapilan bir ¢alismada 15
glinlik depolama sonunda maya sayisinin 4,70 log kob/mL’den 5,34 log kob/mL’ye arttig1
bulunmustur (Oner vd., 2010). Bu ¢alismada da depolamanin son giiniinde maya sayismnin
baslangic seviyesine gore arttig1 goriilmektedir.

Tablo 61. Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Maya Sayim Sonuglar1 Ortalamalarinin
Duncan Coklu Karsilastirma Test Sonug¢lari

Depolama stiresi (giin) n Maya Sayis1 (log kob/mL)*
1 6 1,57+2,43P
7 6 3,04+2,472
14 6 2,772,292
21 6 2,75+2,25¢%

«Farkl1 harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir. n: Ornek
say1s1; +: Standart sapma
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Kefir 6rneklerinin maya igerikleri lizerine kefir ¢esidi x depolama interaksiyonunun
istatistiksel olarak etkili oldugu belirlenmistir (p<0,01). Sekil 35’de kefir 6rneklerinin
depolama siiresince maya sonuglar1 verilmistir. Sekil incelendiginde depolama boyunca Ki
Orneginin maya sayist 7. giinde artarken 14. ve 21. glinde azalmistir. Bu; Sarica (2019)
tarafindan yapilan ¢aligma verileri ile uyumludur. K, kefir 6rnegi sadece bakterilerden olustugu
icin maya tespit edilememis, kontrol kefir 6rneginin 1.glinlinde maya sayisi tespit edilemezken

depolama siiresince arttigi goriiliistiir
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Sekil 35. Kefir 6rneklerinin depolama siiresi boyunca maya sayim sonucu (Ki: Bakterilerden
ve mayalardan olusan kefir; K»: Sadece bakterilerden olusan kefir; C: Kontrol kefir 6rnegi)

Depolama siiresince elde edilen kefir ornekleri iizerinde yapilan korelasyon analizi
sonuglart Ek-2'de sunulmustur. Bu sonuglara gore, kefir 6rneklerinin maya igerikleri ile su
tutma kapasitesi orta diizeyde negatif yonde (r=-,474; p<0,05), kivam katsayisi i¢erigi arasinda
orta diizeyde negatif yonde (r=-,438; p<0,05) iliski oldugu belirlenmistir. Kefir 6rneklerinin
laktik basil icerikleri ile laktik kok sayisi, pH, % asitlik ve kremamsi/siitlii koku arasinda gii¢lii
diizeyde pozitif yonde (sirastyla r=,673; ,730; ,732; ve ,626; p<0,01), kivam katsayisi, agizda
biraktig1 his ve kopiirme arasinda orta diizeyde pozitif yonde (sirasiyla r=,521; ,542; ve ,517;
p<0,01), lezzet, renk ve goriiniis, serum ayrilmasi ve genel kabul edilebilirlik arasinda orta
diizeyde pozitif yonde (sirasiyla r=,486; ,433; ,425 ve ,475; p<0,05) iliski oldugu tespit
edilmistir. Kefir 6rneklerinin laktik kok icerikleri ile pH arasinda orta diizeyde negatif yonde
(r=-,452; p<0,05), kivam katsayist ile orta diizeyde pozitif yonde (r=,455; p<0,05), kopiirme ile
giiclii diizeyde pozitif yonde (r=,621; p<0,01) iliski bulunmustur.
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Kefirlerin fizikokimyasal ozellikleri

Kefir iiretiminde kullanilan siitiin 6zelliklerine, toplam kuru maddeye, starter kiiltiiriin
tiriine ve miktarina, kefirin Uretimindeki inkiibasyon siiresine ve sicakligina, depolama
siiresine ve kosullarina bagli olarak kefirin fizikokimyasal oOzellikleri degismektedir
(Yiiksekdag ve Beyatl1, 2003, Al ve Yildiz, 2018, Setyawardani vd., 2020). Uriinde jel olusumu
ile kivamin artmasi; optimizasyon prosesi, Uriin tasarimi ve kalite kontrolii i¢in 6nemlidir

(Setyawardani vd., 2020).

Asitlik, pH ve serum ayrilmasi fermente iirlinlerin kalitesi iizerinde 6nemli etkiye sahip
parametrelerdir (Aktas vd., 2023). Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi ve Codex
Alimentarius Standard’ina gore, kefirde asitlik laktik asit cinsinden en az %0,6 olmalidir
(Anonim, 2022a, Anonim, 2022b). Kefirin fiziksel 6zelliklerinden su tutma kapasitesi ve
sinerezis pH diistisiinden etkilenir (Setyawardani vd., 2020). Ciinkii kefirin daha yiiksek asitlige
sahip olmas1 daha kalin protein aglari, daha kiiciik ve diizensiz bosluklar ve daha biiyiik

topaklara neden olmaktadir (Xiao vd., 2023).

Kefirin su tutma kapasitesi, suyu tutma egilimi veya iirliniin faz ayrigmasina karsi
direncidir (Goncu vd., 2017). Asitlendirilmis siit jellerinin kivami ve su tutma kapasitesi,
fermente siit irlnlerinin kalitesiyle yakindan iliskilidir (Bensmira ve Jiang, 2012). Bu
caligmada tiretilen kefir 6rnekleri 21 giin depolanmis ve depolanma siiresince pH, asitlik, su
tutma kapasitesi ve serum ayrilmasi degerleri belirlenmistir (Tablo 62). Tablo incelendiginde,
K1, K2 ve kontrol kefir orneklerinin depolanma siiresince pH degerleri sirasiyla 4,44-4,61,
4,26-4,34 ve 4,49-4,82 arasinda, asitlik degerlerinin %0,77-0,78, %0,80-0,84 ve %0,72-0,78
arasinda degistigi bulunmustur. Ayrica kefir orneklerinin su tutma kapasitesi 21 giinliik
depolanma stiresince %43,25-%60,76 arasinda degisirken; serum ayrilmasinin 6,75-10,25 mL

arasinda degistigi gozlemlenmistir.
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Tablo 62. Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca pH, Asitlik, Su Tutma Kapasiteleri ve

Serum Ayrilmasi

Fizikokimyasal Ozellikler (Ort£Ss)

Ornek Depolama siiresi Su Tutma Serum
(giin) pH % Asitlik Kapasitesi Ayrilmasi

(%) (mL)
1 4,57+0,02 0,77+0,02 58,11+0,00 9,00+0,00
7 4,61+0,02 0,77+0,00 43,25+0,93 9,00+0,00
“ 14 4,44+0,06 0,78+0,03 46,49+2 .83 8,50+1,41
21 4.45+0,02 0,78£0,02 46924314  1025+035
1 4,34+0,07 0,80+0,00 60,76+0,53 8,75+1,06
7 4.29+0,01 0,84+0,03  472742.69  9,50+0,00
“ 14 4.33+0,01 0,83+0,01  51.85:0.86  6.75:035
21 4.26+0,03 0.84+0,02 5097124 875035
1 4.82+0,01 0,72£0,02 54994045  10,01=0,01
7 4,66+0,01 0,72+0,01 43,98+1,82 10,00+0,00
© 14 4,67+013 0,78+0,01 47,74+1,95 9,50+0,71
21 4,49+0,01 0,74+0,03 48,24+0,66 10,25+0,35

Ki: Bakterilerden ve mayalardan olusan kefir; Ko: Sadece bakterilerden olusan kefir; C: Kontrol kefir 6rnegi; Ort:
Ortalama deger; Ss: Standart sapma

Kefirin depolanma siiresi s6z konusu oldugunda, 7 giin boyunca depolanan 6rneklerde
pH'da diisiis gozlenirken (K1 6rnegi harig), Ki 6rneginin 14-21 ve kontrol 6rneginin ise 7-14
giinleri arasinda depolama siiresince pH degerinin yaklasik olarak sabit kaldig1 tespit edilmistir.
Fermantasyonun yedinci giiniinden sonra pH'im sabit kalmasi, laktik asit bakterilerinin diisiik
pH degerlerine kars1 duyarliligina baglanmaktadir (Magra vd., 2012). Bu durum, LAB sayisinin
azalmasma ve dolayisiyla kefirin daha fazla asidik hale gelmemesine neden olmaktadir
(Irigoyen vd., 2005, Magra vd., 2012). Ayrica, belirli depolama siirelerinden sonra pH'in
istikrarli kalma egilimi, Collar (1996) belirttigine gore, laktik asit bakterileriyle karisik
kiiltiirlerde yetistirilen mayalarin varligina bagl olabilir. Bu mayalar, laktik ve asetik asit
olusumunu azaltabilir. Yogurt gibi diger fermente siitlerde depolamayla birlikte pH diismesinin
nedeni kiiltiirdeki bakteriler tarafindan laktozun parcalanmasi olurken kefirin depolamayla
pH’sinin degismeme nedeni mayalarin varligi oldugu belirtilmistir (Irigoyen vd., 2005).
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Varyans analizi yapilarak ¢alismada iiretilen kefirlerin depolama siiresi boyunca pH, %
asitlik, su tutma kapasitesi ve serum ayrilmasi arasindaki istatistiksel fark ortaya koyulmustur
(Tablo 63). Varyans analizi sonuglarina bakildiginda, pH degerleri i¢in kefir ¢esidi ve
depolamanin p<0,01; kefir ¢esidi x depolama interaksiyonunun ise p<0,05 diizeyinde 6nemli
oldugu tespit edilmistir. % Asitlik degerleri incelendiginde ise kefir ¢esidi p<0,01 diizeyinde
etkili olurken, depolama ve kefir ¢esidi x depolama interaksiyonunun etkili olmadig1 (p>0,05)
belirlenmistir. Su tutma kapasitesi ve serum ayrilmasi degerleri ilizerine kefir cesidi ve
depolamanin p<0,01 diizeyinde etkili oldugu, kefir ¢esidi X depolama interaksiyonunun ise
etkili olmadig1 (p>0,05) goriilmiistiir.

Tablo 63. Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Fizikokimyasal Ozelliklerine Ait Varyans
Analiz Sonuglari

s Su Tutma Kapasitesi ~ Serum Ayrilmasi
Varyasyon pH % Asitlik %) (mL)

Kaynaklari -

KO F KO F KO F KO F

Kefir Cesidi (A) 2 0,26 110,014™ 0,02 35970 42,577 14,080 4,508 13,113"

Depolama (B) 3 0,03 13,940 0,00 2,671 186,633 61,720 2,594 7,547

AxB 6 0,01 4,386" 0,00 1,290 2,503 0,828 0,75 2,182
Hata 12 0,00 0,00 3,024 0,34
Genel 24

* dnemli (p<0,05), ** cok 6nemli (p<<0,01), SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamas1

Kefir orneklerine ait pH degerleri ortalamalarinin Duncan g¢oklu karsilastirma test
sonuglari Tablo 64’de gosterilmistir. Kefir ¢cesidinin pH degerleri iizerinde ¢ok 6nemli derecede
farkliliga neden oldugu goriilmiistiir (p<0,01). Kefir orneklerinin depolama siiresince pH
degerlerinin ortalamasinin en yiiksek 4,66 (kontrol 6rnegi), en diisiik 4,30 (K2 6rnegi) oldugu
tespit edilmistir. Ayrica, Ki, K2 ve kontrol orneklerinin pH degerlerinin ortalamalarinin
istatiksel olarak farkli oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Literatiirde, kefir ¢esidinin farklilig
nedeniyle pH degerlerinin depolama siiresince incelendigi farkli ¢alismalarin oldugu da

goriilmektedir (Goncu vd., 2017, Al ve Yildiz, 2018, Aktas vd., 2023).
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Tablo 64. Kefir Orneklerine Ait pH Degerlerinin Ortalamalarinin Duncan Coklu
Karsilastirma Test Sonuglari

Kefir Cesidi n pH"
K1 8 4,514+0,08°
Ko 8 4.30+0,04°
C 8 4.66+0,13°

«Farkl1 harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir. n: Ornek sayisi;
Ki: Bakterilerden ve mayalardan olusan kefir; Ko: Sadece bakterilerden olusan kefir; C: Kontrol kefir 6rnegi; +:
Standart sapma

Kefir 6rneklerin depolama siiresi boyunca pH degerleri ortalamalarinin Duncan ¢oklu
karsilastirma test sonuglar1 Tablo 65°de verilmistir. Tablo incelendiginde, kefir 6rneklerinin pH
degerleri ortalamalarmin depolama boyunca siirekli azalis egiliminde oldugu goriilmiistiir
(p<0,05). Elde edilen sonuglara gore, kefir drneklerinin en yiiksek ortalama pH degerleri
depolamanin 1. giiniinde (4,57), en diisiik ise 21. glinde bulunmustur (4,40). Literatiire
bakildiginda benzer sonuglarin elde edildigi goriilmektedir. %5 oraninda kefir danesiyle
mayalanan kefirlerin 1. giin pH degeri 4.4 olurken 21. giin sonunda 4.5 oldugu tespit edilmistir
(Irigoyen vd., 2005). Kok-Tas vd. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada, 1. giin ve 21. giin pH
degerleri sirastyla 4,49 ve 4,35 olarak bulunmustur. Aktas vd. (2023) yapilan ¢calismada ise inek
siitlinden yapilan konsantre kefirin 1. giin pH degeri 4,56 olarak bulunurken, 21. giinde 4,52
oldugu rapor edilmistir. Magra vd. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, %7 kefir danesi ve
%3,5 yag iceren siit ile fermantasyon gergeklestirilmis ve 14 giinliik depolama sonunda
baslangigta pH degeri 3,87 iken 14. giinde 3,72 ye diistiigli goriilmiistiir.

Tablo 65. Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca pH Degerlerinin Ortalamalarmin Duncan
Coklu Karsilastirma Test Sonuglari

Depolama siiresi (giin) n pH"
1 6 4,57+0,222
7 6 4,52+0,18%
14 6 4,4840,17°
21 6 4,40+0,11¢

«Farkl1 harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir. n: Ornek
say1si; +: Standart sapma

Kefir orneklerinin pH degerleri iizerine kefir ¢esidi x depolama interaksiyonunun

istatistiksel olarak etkili oldugu belirlenmistir (p<0,05). Kefir 6rneklerinin depolama siiresince
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pH degerleri Sekil 36’da verilmistir. Sekil incelendiginde kontrol kefir 6rneginin pH
degerlerinin depolama siiresince en yiiksek, K kefir 6rneginin ise en diisiikk pH degerine sahip
oldugu agikc¢a goriilmektedir. Ayrica kefir 6rneklerinin depolama siiresince pH degerlerinde
baz1 kii¢iik dalgalanmalarin oldugu, pH degerlerinin siirekli olarak azalmadigi da belirlenmistir.
Glin (2022) tarafindan da benzer sonug elde edilmis olup, kefirin 1., 7., 15., ve 21. giindeki pH
degeri sirasiyla 4,45, 4,47, 4,43 ve 4,44 oldugu bulunmustur.

5 5
4
3 —=—K
T - K
Q —a-C
2 -
1 -
0 I 1 1 |
1 7 14 21
Depolama Siresi (gin)

Sekil 36. Kefir 6rneklerinin depolama siiresi boyunca pH degerleri (Ky: Bakterilerden ve
mayalardan olusan kefir; K»: Sadece bakterilerden olusan kefir; C: Kontrol kefir 6rnegi)

Kefir drneklerine ait % asitlik degerleri ortalamalarinin Duncan ¢oklu karsilagtirma test
sonuglart Tablo 66°da verilmistir. Kefir ¢esidinin % asitlik degerleri tizerinde ¢ok 6nemli
derecede farkliliga neden oldugu goriilmiistiir (p<0,01). Calismada titre edilebilir asitlik
degerlerinin artis egilimi gosterdigi bulunmustur. Kefir 6rneklerinin depolama siiresince %
asitlik degerinin ortalamasinin en yiiksek K, kefir drneginde (%0,83), en diisiikk % asitlik
degerinin kontrol kefir 6rneginde (%0,74) oldugu belirlenmistir. Ek olarak, K1, K> ve kontrol
orneklerinin % asitlik degerlerinin ortalamalarmin istatiksel olarak p<0,05 diizeyinde farklh
oldugu goriilmiistiir. Kefir iretimindeki farkliliklar nedeniyle % asitlik degerlerinin depolama
siiresince incelendigi ve farkli % asitlik degerlerine sahip oldugu ¢alismalar vardir (Goncu vd.,

2017, Irkin ve Berkkacan, 2022).
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Tablo 66. Kefir Orneklerine Ait Asitlik Degerlerinin Ortalamalarinin Duncan Coklu
Karsilastirma Test Sonuglari

Kefir Cesidi n Asitlik (%)"
K1 8 0,78+0,02°
Ko 8 0,83+0,02°
C 8 0,74+0,03¢

«Farkl1 harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir. n: Ornek sayisi;
Ki: Bakterilerden ve mayalardan olusan kefir; Ko: Sadece bakterilerden olusan kefir; C: Kontrol kefir 6rnegi; +:
Standart sapma

Kefir drneklerinin depolama siiresince asitlik degerlerinin ortalamalarinin Duncan ¢oklu
karsilastirma test sonuglar1 Tablo 67°de gosterilmistir. Orneklerin % asitlik ortalamalari {izerine
depolamanin etkili olmadig1 belirlenmistir (p>0,05). En diisiik % asitlik ortalamasi
depolamanin 1. giiniinde %0,76 oldugu, en yiiksek % asitlik ortalamasinin ise 14. giinde %0,80
oldugu bulunmustur. Depolamanin 7. ve 21. giliniinde ise aynt miktarda % asitlik ortalamasi
bulunmus olup bu deger %0,78’dir. Depolamanin 21. giinii disinda Orneklerin % asitlik
degerleri artis gostermistir. Grennevik vd. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada, depolama
sirasinda laktik asit diizeyinde 6nemli bir degisim olmadigi belirtilmistir. Yapilan bir calismada,
elma ve limon liflerinden kefirler yapilmis, kontrol 6rneginin asitlik degerinin 1. giinde %0,68
oldugu 20. giinde %0,87 oldugu belirlenmistir (Goncu vd., 2017). Tomar vd. (2020) inek
stitiinden yapilan kefirlerin 1. giin %0,73, 7. giin %0,77, 14. ve 21. giin %0,80 oldugunu
bildirmektedir.
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Tablo 67. Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Asitlik Degerlerinin Ortalamalarinin
Duncan Coklu Karsilastirma Test Sonuglari

Depolama siiresi (giin) n Asitlik (%)"
1 6 0,76+0,04°
7 6 0,78+0,06%
14 6 0,80+0,032
21 6 0,78+0,05%

«Farkl1 harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir. n: Ornek
sayis1; +: Standart sapma

Kefir 6rneklerinin % asitlik igerikleri iizerine kefir ¢esidi X depolama interaksiyonunun
istatistiksel olarak etkili olmadig1r belirlenmistir (p>0,05). Kefir 6rneklerinin depolama
siiresince % asitlik degerleri Sekil 37°de gosterilmistir. Buna gore, Kz kefir 6rneginin % asitlik
degerlerinin depolama siiresince en yiiksek, kontrol kefir 6rneginin % asitlik degerlerinin ise
en diisiik oldugu goriilmektedir. Kontrol kefir 6rneginin 21. giinii disindaki tiim diger giinlerde
% asitlik degerleri artig gostermistir. Giin (2022) tarafindan yapilan ¢alismada ise inek siitiinden
yapilan kefirin titre edilebilir laktik asit degerinin 1. giin %0,70, 7. giin %0,72, 15. giin %0,74
ve 21. giin %0,77 oldugu bulunmustur. Kék-Tas vd. (2013) yapmis oldugu ¢aligmada, 1. ve 21.
giin laktik asit degerini sirasiyla %0,81 ve 90,92 olarak bulmus olup, bu degerler bu ¢calismada
elde edilen % asitlik degerinden yiiksektir.

Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi ve Codex Alimentarius Standard’ina
gore kefirde asitlik laktik asit cinsinden en az %0,6 igermesi gerekmektedir (Anonim, 202243,
Anonim, 2022b). Uretilen kefirlerin en diisiik % asitlik degeri %0,72 oldugu i¢in iki standarda
da uygun oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 37. Kefir 6rneklerinin depolama siiresi boyunca % asitlik degerleri (Ki: Bakterilerden ve
mayalardan olusan kefir; Ko: Sadece bakterilerden olusan kefir; C: Kontrol kefir 6rnegi)

Kefir 6rneklerine ait su tutma kapasitesi ortalamalarinin Duncan ¢oklu karsilastirma test
sonuclar1 Tablo 68’de verilmistir. Uretilen kefir 6rneklerinin su tutma kapasitesi ortalamalari
iizerine kefir ¢esidinin p<0,01 diizeyinde etkili oldugu goriilmiistir. Kefir 6rneklerinin
depolama siiresince su tutma kapasitesi degerinin ortalamasi %48,69-52,71 arasinda degisip en
yiiksek su tutma kapasitesi degerinin K kefir 6rneginde (%52,71), en diislik su tutma kapasitesi
degerinin K; kefir 6rneginde (%48,69) oldugu tespit edilmistir. Ayrica, Ki ve kontrol
orneklerinin su tutma kapasitesi ortalamalarinin istatiksel olarak p>0,05 diizeyinde farkl
olmadigr goriilmistiir. Kefir ¢esidinin farkliligi nedeniyle su tutma kapasitesi degerlerinin

incelendigi bir¢ok ¢aligma vardir (Guzeler vd., 2019, Setyawardani vd., 2020, Wang vd., 2022).

Tablo 68. Kefir Orneklerine Ait Su Tutma Kapasitesi Ortalamalarinin Duncan Coklu
Karsilastirma Test Sonuglari

Kefir Cesidi n Su Tutma Kapasitesi (%)"
Ki 8 48,69+6,23
K> 8 52,71+5,438
C 8 48,74+4 37"

«Farkl1 harflerle gdsterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir. n: Ornek sayist;

Ki: Bakterilerden ve mayalardan olusan kefir; Ko: Sadece bakterilerden olusan kefir; C: Kontrol kefir 6rnegi; =+:
Standart sapma
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Kefir oOrneklerinin depolama siiresince su tutma kapasiteleri degerlerinin
ortalamalarinin Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglar1 Tablo 69°da verilmistir. Calismada
kefir Orneklerinin su tutma kapasiteleri tlizerine depolamanin etkili oldugu belirlenmistir
(p<0,01). Sonuglar incelendiginde, en diisiik su tutma kapasitesi ortalamasi depolamanin 7.
giiniinde %44,83 olurken, en yiiksek su tutma kapasitesi ortalamasinin ise 1. giinde %57,95
oldugu bulunmustur. Depolamanin 14. ve 21. gliniinde ise hemen hemen ayni miktarda su tutma
kapasitesi ortalamas1 bulunmus olup bu degerler %48,69 ve %48,71°dir. Kefir 6rneklerinin su
tutma kapasitelerinin siirekli olarak bir artis veya azalis egiliminde olmadigi, depolama
boyunca degiskenlik oldugu tespit edilmistir. Atalar (2019) tarafindan yapilan ¢alismada, 21
giinliik depolamada buna benzer sonu¢ bulunmus olup su tutma kapasitesinin siirekli artis veya
azalig egiliminde olmadigi tespit edilmistir.

Tablo 69. Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Su Tutma Kapasitesi Ortalamalarinin
Duncan Coklu Karsilagtirma Test Sonuclari

Depolama siiresi (giin) n Su Tutma Kapasitesi (%)"
1 6 57,95+2,602
7 6 44,8342 ,44°¢
14 6 48,69+2,96°
21 6 48,71+2.40°

«Farkl1 harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir. n: Ornek
sayist; £: Standart sapma

Kefir 6rneklerinin su tutma kapasitesi iizerine kefir ¢esidi x depolama interaksiyonunun
istatistiksel olarak etkili olmadigr belirlenmistir (p>0,05). Kefir 6rneklerinin depolama
sliresince su tutma kapasitesi degerleri Sekil 38’de gosterilmistir. Buna gore, Ko kefir 6rneginin
su tutma kapasitesi degerlerinin depolama siiresince en yiiksek oldugu goriilmektedir. Kefir
orneklerinin su tutma kapasitelerinin %43,25-60,76 arasinda degistigi goriilmiistiir. Yapilan bir
caligmada, 20 giin depolanan kefir 6rneklerinin 1. giin ve 20. giin su tutma kapasitelerinin
sirastyla %35,73 ve %38,46 arasinda oldugu belirlenmis olup elde edilen sonucglarin bu
calismadan daha disiik oldugu goriilmistiir (Goncu vd., 2017). Akbérii (2019) tarafindan
yapilan tez ¢alismasinda farkli kefir 6rneklerinin 28 giin depolanmasiyla su tutma kapasitesinin
%35,35-39,82 arasinda degistigi, su tutma kapasitesindeki bu degisimin nedeni olarak

mikroorganizmalarin ekzopolisakkarit biyosentezinden kaynaklandigi belirtilmektedir.
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Sekil 38. Kefir 6rneklerinin depolama siiresi boyunca su tutma kapasitesi degerleri (Kj:
Bakterilerden ve mayalardan olusan kefir; K»: Sadece bakterilerden olusan kefir; C: Kontrol
kefir 6rnegi)

Kefir orneklerine ait serum ayrilmasi degerleri ortalamalarinin Duncan ¢oklu
karsilastirma test sonuclar1 Tablo 70°de verilmistir. Uretilen kefir 6rneklerinin serum ayrilmasi
degerleri tizerine kefir ¢esidinin dnemli derecede farkliliga neden oldugu goriilmiistiir (p<0,01).
Kefir 6rneklerinin depolama siiresince serum ayrilma degerinin ortalamasi 8,44 mL ile 9,94 mL
arasinda olup, en yiiksek serum ayrilmasi kontrol kefir érneginde (9,94 mL), en diisiik serum
ayrilmasi degerinin K kefir 6rneginde (8,44 mL) oldugu tespit edilmistir. Ek olarak, Ky, K> ve
kontrol orneklerinin serum ayrilmasi degerlerinin ortalamalarinin istatiksel olarak p<0,05
diizeyinde farkli oldugu goriilmiistiir. Kefir tiretimindeki farkliliklar nedeniyle serum ayrilmasi
degerlerinin incelendigi ¢alismalar mevcuttur (Al ve Yildiz, 2018, Akbori, 2019, Guzeler vd.,
2019).

Tablo 70. Kefir Orneklerine Ait Serum Ayrilmasi Ortalamalarinin Duncan Coklu
Karsilastirma Test Sonuclari

Kefir Cesidi n Serum Ayrilmasi (mL)"
K1 8 9,19+0,88°
K 8 8,44+1,18°
C 8 9,94+0,422

«Farkl1 harflerle gdsterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir. n: Ornek say1st;
Ki: Bakterilerden ve mayalardan olusan kefir; Ko: Sadece bakterilerden olusan kefir; C: Kontrol kefir 6rnegi; =+:
Standart sapma

170



Kefir orneklerinin depolama siiresince serum ayrilma degerlerinin ortalamalarinin
Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglari Tablo 71°de gosterilmistir. Kefir 6rneklerinin serum
ayrilmasi tizerine depolamanin p<0,01 diizeyinde etkili oldugu tespit edilmistir. Sonuglar
incelendiginde, en diisiik serum ayrilmasi ortalamasi depolamanin 14. giinde 8,25 mL olurken,
en yiiksek serum ayrilmasi ortalamasmin ise 21. giinde 9,75 mL oldugu bulunmustur.
Depolamanin 1. ve 7. giiniinde ise sirastyla 9,25 mL ve 9,50 mL serum ayrilmasi ortalamasi
belirlenmistir. Kefir 6rneklerinin serum ayrilmasi degerlerinin siirekli olarak bir artis veya
azalis egiliminde olmadigi, depolama boyunca degiskenlik oldugu tespit edilmistir. Sen (2015)
tarafindan yapilan calismada, tiretilen kefirlerin serum ayrilmasi degerlerinin depolamayla belli

bir artis veya azalig egiliminde olmadigi bu ¢alismada oldugu gibi bulunmustur.

Tablo 71. Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Serum Ayrilmast Ortalamalarmin Duncan
Coklu Karsilastirma Test Sonuclari

Depolama siiresi (giin) n Serum Ayrilmasi (mL)"
1 6 9,25+0,762
7 6 9,50+0,452
14 6 8,25+1,44b0
21 6 9,75+0,822

«Farkl1 harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir. n: Ornek
sayisi; =: Standart sapma

Kefir orneklerinin serum ayrilmasi tizerine kefir ¢esidi X depolama interaksiyonunun
istatistiksel olarak etkili olmadigr belirlenmistir (p>0,05). Kefir 6rneklerinin depolama
stiresince serum ayrilma degerleri Sekil 39°da gdsterilmistir. Buna gore, K> kefir 6rneginin
serum ayrilmasi degerlerinin depolama siiresince en diisiik oldugu gorilmektedir. Kefir
orneklerinin serum ayrilma degerleri 6,75-10,25 mL arasinda degistigi belirlenmistir. Yapilan
bir ¢alismada ticari kefir starter kiiltiiri kullanilarak yapilan kefirin serum ayrilmasi degerinin,
kefir danesi kullanilarak yapilan kefirlerden daha az oldugu bulunmustur (Arslan, 2015). Ancak
bu caligmaya bakildiginda ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak iretilen kontrol kefirinin

serum ayrilmasi degerinin daha fazla oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 39. Kefir 6rneklerinin depolama siiresi boyunca serum ayrilmasi degerleri (Ki:
Bakterilerden ve mayalardan olusan kefir; K2: Sadece bakterilerden olusan kefir; C: Kontrol
kefir 6rnegi)

Viskozite, iirliniin dokusuyla dogrudan ilgili olan ve tiiketicinin tercihine etki eden bir
parametredir (irkin ve Berkkacan, 2022). Uretilen kefirlerde kullanilan bakterilerin ve
mayalarin etkisinin ve depolamanin kefir Orneklerinin viskoziteleri iizerine etkisi de
incelenmistir. Bu amacla kefir 6rneklerinin 20 rpm ve 50 rpm’de viskozite degerleri tespit
edilmis ve sonuglar Tablo 72’de verilmistir. Tablo incelendiginde, kefir 6rneklerinin 20 ve 50
rpm’de viskozite degerleri sirasiyla 1206,43-3418,10 cP ve 672,57-1687,62 cP aralifinda
degistigi belirlenmistir. 20 rpm ve 50 rpm’deki en diisiik viskozite degerine kontrol kefir
orneginin, en yiiksek viskozite degerine ise Ko kefir 6rneginin sahip oldugu belirlenmistir. Giin
(2022) tarafindan yapilan ¢alismada, kefir 6rneginin viskozite sonuglarinin depolamayla arttigi

bulunmustur
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Tablo 72. Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Viskozite Degerleri

Viskozite Degerleri (cP) (Ort£Ss)

Ornek Depolama siiresi (giin)
20 rpm 50 rpm
1 1532,86+46,25 828,29+16,82
7 2480,60+154,36 1267,33+30,03
© 14 2203,45+89,28 1148,95+22,88
21 2059,52+46,17 1094,71+11,89
1 2223,93+48,53 1215,29+18,85
7 3212,74+63,33 1687,62+41,16
“ 14 2570,00+76,40 1378,76+24,66
21 3418,10+82,11 1779,90+39,36
1 1286,67+35,11 672,57+8,57
7 1934,76+68,62 1042,05+27,72
y 14 1206,43+53,44 675,19+12,04
21 2096,43+127,03 1116,71+37,43

Ki: Bakterilerden ve mayalardan olusan kefir; K: Sadece bakterilerden olusan kefir; C: Kontrol kefir 6rnegi; Ort:
Ortalama deger; Ss: Standart sapma

Varyans analizi yapilarak calismada iiretilen kefirlerin depolama siiresi boyunca
viskozite degerlerinin istatistiksel farki ortaya koyulmus ve Tablo 73’de sonuglar verilmistir.
Varyans analizi sonuglarina bakildiginda, viskozite degerleri tizerine kefir ¢esidi, depolama ve
kefir ¢esidi x depolama interaksiyonunun hem 20 rpm’de hem 50 rpm’de p<0,01 diizeyinde
etkili oldugu tespit edilmistir. Ak (2018) tarafindan yapilan ¢alismada da depolama siiresinin
p<0,001 diizeyinde etkili oldugu belirlenmistir.
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Tablo 73. Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Viskozite Degerlerine Ait Varyans Analiz
Sonuglari

Varyasyon - 20 rpm 50 rpm
Kaynaklar1 KO F KO =
Kefir Cesidi (A) 2 64735864,63 12836,080™ 17829050,41 36648,303™
Depolama (B) 3 22423848,46  4446,29™  5548528,88  11405,22™
AxB 6 2836854,71 562,50™ 578131,98 1188,37™
Hata 480 5043,27 486,49

Genel 504

* onemli (p<0,05), ** ¢cok 6nemli (p<0,01), SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi

Kefir orneklerine ait 20 rpm ve 50 rpm’deki viskozite degerlerinin ortalamalarinin
Duncan ¢oklu karsilagtirma test sonuglari Tablo 74’de verilmistir. Buna gére, hem 20 hem de
50 rpm’de en yiiksek viskozite degeri sirasiyla 2856,19 cP ve 1515,39 cP olmak tizere Kz kefir
orneginde belirlenmistir (p<0,05). 20 rpm’de ve 50 rpm’de en diisiik viskozite degerine sahip
kefir 6rneginin, kontrol kefir 6rnegi oldugu bulunmustur. Aktas vd. (2023) yapmis oldugu
calismada, 50 rpm’de inek siitiine kiyasla buffalo siitiiniin daha yiiksek viskoziteye sahip
oldugunu, en diisiik viskoziteye ise kegi siitinden yapilan kefir orneginin sahip oldugu

bulunmustur. Bu durum kullanilan siit ¢esidinin viskoziteyi etkiledigini gostermektedir.

Tablo 74. Kefir Orneklerine Ait Viskozite Degerlerinin Ortalamalarimin Duncan Coklu
Karsilastirma Test Sonuglari

Kefir Cesidi n 20 rpm” 50 rpm”
K1 168 2069,11+£358,22° 1084,82+162,61°
K> 168 2856,19+487,002 1515,39+231,162
C 168 1631,16+398,60° 876,63+206,50°

«Farkl1 harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir. n: Ornek say1si;
Ki: Bakterilerden ve mayalardan olusan kefir; Ko: Sadece bakterilerden olugan kefir; C: Kontrol kefir 6rnegi; =+:
Standart sapma

Kefir 6rneklerinin depolama boyunca viskozite degerlerinin Duncan ¢oklu karsilastirma
test sonuglar1 Tablo 75°de verilmistir. Tablo incelendiginde, 20 rpm ve 50 rpm i¢in, en diisiik
viskozite degeri depolamanin 1. giiniinde (sirastyla 1681,15 cP ve 905,38 cP) oldugu tespit
edilmistir. 20 rpm ve 50 rpm’deki en yiiksek viskozite degerleri depolamanin 7. giinlinde
sirastyla 2542,70 cP ve 1332,33 cP olarak rapor edilmistir. Kefir orneklerinin viskozite
degerlerinin siirekli olarak bir artis veya azalis egiliminde olmadigi, depolama boyunca

174



degiskenlik gosterdigi belirlenmistir. Bu sonug, ge¢miste yapilan c¢alismalara benzerlik
gostermektedir (Koca, 2016, Goncu vd., 2017, Atalar, 2019, Aktas vd., 2023). Kok-Tas vd.
(2013) tarafindan yapilan ¢alismada, kefir 6rnegi 21 giinlik depolanmis ve depolamayla
viskozite degerinin diistiigii belirlenmistir.

Tablo 75. Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Viskozite Degerlerinin Ortalamalarinin
Duncan Coklu Karsilagtirma Test Sonuglari

Depolama siiresi (glin)  n 20 rpm”* 50 rpm”*
1 126 1681,15 +400,68° 905,38+229,59°¢
7 126 2542,70+£575,7282 1332,33+270,658
14 126 1993,41+583,01° 1067,634294,81°
21 126 2524,68+640,872 1330,44+320,80?2

«Farkl1 harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir. n: Ornek
say1si1; +: Standart sapma

Kefir orneklerinin viskozite degeri lizerine kefir ¢esidi x depolama interaksiyonunun
istatistiksel olarak p<0,01 diizeyinde etkili oldugu belirlenmistir. Kefir érneklerinin depolama
stiresince viskozite degerleri hem 20 rpm hem de 50 rpm igin Sekil 40°da gosterilmistir. Buna
gore, K kefir orneginin viskozite degerlerinin depolama siiresince en yiiksek oldugu
goriilmektedir. K; kefir 6rneginin viskozite degerleri 20 rpm de 2223,93-3418,10 cP, 50 rpm’de
1215,29-1779,90 cP arasinda degistigi gorilmiistiir.
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Sekil 40. Kefir 6rneklerinin depolama siiresi boyunca 20 rpm (A) ve 50 rpm (B)’de viskozite
degerleri (K1: Bakterilerden ve mayalardan olusan kefir; K2: Sadece bakterilerden olusan
kefir; C: Kontrol kefir 6rnegi)
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Calismada tiretilen kefir 6rneklerinin kivam katsayilar1 (K), akis davranis indeksleri (n)
ve regresyon katsay1 degerleri Power Law Modeli kullanilarak tespit edilmis ve elde edilen
sonuglar Tablo 76’da gosterilmistir. Tabloya gore, tiim kefir 6rneklerinin akis davranis indeksi
(n) 0,147 ile 0,375 arasinda degisip, 0 ile 1 degeri arasina sahip oldugu igin Newtonyen olmayan
psodoplastik akis davranigi gostermislerdir. Yapilan bazi ¢caligsmalarda da kefirin psddoplastik
akis davranig gosterdigi bildirilmektedir (Atalar, 2019, Aktas vd., 2023). Ayrica, tim kefir
orneklerinin kivam katsayilar1 depolama boyunca 8002,23- 44295,40 Pa.s" araliginda olup en
diisiik kivam katsayisina kontrol kefir 6rnegi, en yiiksek kivam katsayisina Kz 6rneginin sahip
oldugu belirlenmistir. Aktas vd. (2023) yapmis oldugu ¢alismada, inek siitiinden yapilan
stiriilebilir kefirin kivam kat sayisinin 1. giin 298,56 Pa.s"ve 14. giin 310,66 Pa.s" oldugu tespit
edilmis olup, elde edilen degerlerin bu ¢alismadan elde edilen kivam katsayisi degerlerinden
diisiik oldugu bulunmustur. Bu ¢alismada ayrica, kefir 6rneklerinin Regresyon katsayisinin (R?)
ise 0,993 ile 0,999 arasinda degistigi bulunmus olup, elde edilen bu sonuc¢lar Aktas vd. (2023)
tarafindan yapilmis olan ¢calismadaki degerlerden yiiksektir.

Tablo 76. Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Kivam Katsayilari, Akis Davranis
Indeksleri ve Regresyon Katsayisi (R?)

Depolama  Kivam Katsayisi (K, Pa.s"  Akis Davranis indeksi

Omek stiresi (giin) (Ort+£Ss) (n) (Ort+Ss) RE(OrtSs)
1 13510,33+1297,24 0,285+0,03 0,999+0,001

7 17881,28+1243,16 0,321+0,01 0,995+0,004

© 14 18061,66+1820,68 0,293+0,03 0,996+0,005
21 15133,60+2954,84 0,331+0,05 0,993+0,006

1 20427,34+465,07 0,281+0,00 0,996+0,002

7 31789,97+1280,95 0,234+0,01 0,997+0,001

“ 14 20216,22+257,30 0,314+0,00 0,999+0,000
21 44295,40+1033,52 0,147+0,01 0,994+0,001

1 9365,484+255,59 0,328+0,01 0,999+0,000

7 17317,43+708,80 0,283+0,01 0,998+0,001

Ny 14 8002,23+1218,05 0,375+0,04 0,998+0,000
21 23237,81+£279,33 0,227+0,00 0,997+0,002

Ki: Bakterilerden ve mayalardan olusan kefir; Ko: Sadece bakterilerden olusan kefir; C: Kontrol kefir 6rnegi; Ort:
Ortalama deger; Ss: Standart sapma
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Tablo 77°de kefir 6rneklerinin depolama boyunca kivam katsayisi degerlerine ait
varyans analiz sonuclar1 verilmistir. Varyans analizi sonuglarina bakildiginda, kivam katsayisi
degerleri iizerine kefir ¢esidi, depolama ve kefir ¢esidi x depolama interaksiyonunun p<0,01

diizeyinde etkili oldugu bulunmustur.

Tablo 77. Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Kivam Katsayis1 Degerlerine Ait Varyans
Analiz Sonuglar1

Kivam Katsayisi

Varyasyon Kaynaklar1 SD

KO F
Kefir Cesidi (A) 2 518445246,81 305,04™
Depolama (B) 3 228777987,20 134,607
AxB 6 72200447,42 42,481™
Hata 12 1699593,23
Genel 24

* onemli (p<0,05), ** cok onemli (p<0,01), SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamas1

Calismada tiretilen kefir 6rneklerine ait kivam katsayi degerleri ortalamalarinin Duncan
coklu karsilagtirma test sonuglar1 Tablo 78’de gosterilmistir. Kefir 6rneklerinin depolama
siiresince kivam katsay1 degerinin ortalamasi 14480,74 Pa.s" ile 29182,23 Pa.s" arasinda olup,
en diisiik kivam katsay1 kontrol kefir 6rneginde, en yiiksek kivam katsay1 degerinin K kefir
orneginde oldugu tespit edilmistir. Ayrica, Ki, K> ve kontrol 6rneklerinin kivam katsayi
degerlerinin ortalamalarinin istatiksel olarak p<0,05 diizeyinde farkli oldugu goriilmiistiir.

Tablo 78. Kefir Orneklerine Ait Kivam Katsayisi Ortalamalarinin Duncan Coklu
Karsilastirma Test Sonuglari

Kefir Cesidi n Kivam Katsayisi (K, Pa.s" "
K1 8 16146,72+2523,59P
K2 8 29182,23+10606,492
C 8 14480,74+6631,49¢

* Farkl1 harflerle gdsterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir. n: Ornek say1si;
Ki: Bakterilerden ve mayalardan olusan kefir; Ko: Sadece bakterilerden olugan kefir; C: Kontrol kefir 6rnegi; =+:
Standart sapma

Kefir orneklerinin depolama siiresince kivam katsay1 degerlerinin ortalamalarinin
Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglar1 Tablo 79°da gosterilmistir. Kefir 6rneklerinin kivam

katsay1 tizerine depolamanin p<0,01 diizeyinde etkili oldugu belirlenmistir. Sonugclar
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incelendiginde, en diisiik kivam katsayi1 ortalamas: depolamanin 1. giiniinde 14434,39 Pa.s"
olurken, en yiiksek kivam katsay1 ortalamasinin 21. giinde 27555,60 Pa.s" oldugu belirlenmistir.
Depolamanin 7. ve 14. gilinlinde ise sirastyla 22329,56 Pa.s" ve 15426,71 Pa.s" kivam katsay1
ortalamasi bulunmustur. Kefir érneklerinin kivam katsay1 degerlerinin siirekli olarak bir artis
veya azalis egiliminde olmadigi, depolama boyunca degiskenlik oldugu tespit edilmistir. Bu
sonucun yapilan bazi ¢alismalarla uyumlu oldugu goriilmektedir (Atalar, 2019, Aktas vd.,
2023). Yapilan bir ¢alismada, %3,5 yag iceren siitte %3 ve %7 kefir danesi ile fermente edilen
kefirin 0-14 giin aras1 depolamayla kivam katsay1 degerlerinin diistiigi goriilmiistiir (Magra vd.,
2012). Akis davranig indeksi (n) ise 0,681 ile 0,929 arasinda degisip bu ¢calismada elde edilen
sonuglardan yiiksektir.

Tablo 79. Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Kivam Katsayis1 Ortalamalarmin Duncan
Coklu Karsilastirma Test Sonuglari

Depolama siiresi (giin) n Kivam Katsayisi (K, Pa.s" "
1 6 14434,39+7382,47°

7 6 22329,56+7382,47°

14 6 15426,71+£5913,97¢

21 6 27555,60+13536,752

* Farkl1 harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir. n: Ornek sayisi;
+: Standart sapma

Kefir orneklerinin kivam katsayis1 degerleri iizerine kefir c¢esidi x depolama
interaksiyonunun istatistiksel olarak p<0,01 diizeyinde etkili oldugu belirlenmistir. Kefir
orneklerinin depolama siiresince kivam katsayist degerleri Sekil 41°de gosterilmistir. Buna
gore, Ko kefir 6rneginin kivam katsayis1 degerlerinin depolama siiresince en yiiksek oldugu
goriilmektedir. K, kefir 6rneginin kivam katsayisi degerlerinin 20216,22 Pa.s" ile 44295,40

Pa.s" arasinda degistigi gorilmiistiir.
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Sekil 41. Kefir 6rneklerinin depolama siiresi boyunca kivam katsay1 degerleri (Ki:
Bakterilerden ve mayalardan olusan kefir; K>: Sadece bakterilerden olusan kefir; C: Kontrol
kefir 6rnegi)

Kefir orneklerinin pH ile % asitlik degerleri, kivam katsayisi, lezzet, agizda biraktigi
his, kremamsy/siitlii koku, renk ve goriiniis, serum ayrilmasi (duyusal analiz) ve genel kabul
edilebilirlik arasinda giiclii diizeyde negatif yonde (sirasiyla r=-,778; -,756; -,614; -,645; -,673,;
-,646; -,566 ve -,625 p<0,01), serum ayrilmasi ile orta diizeyde pozitif yonde (r=,455 p<0,05)
bir korelasyonun oldugu tespit edilmistir. pH ve asitlik arasindaki ters iliskinin bilinmesi
sebebiyle, bu sonuglarin beklendigi gibi oldugu gozlemlenmistir. Ayrica kefir 6rneklerinin, %
asitlik degerleri ile su tutma kapasitesi arasinda orta diizeyde negatif yonde (r=-,503 p<0,05),
kivam katsayisi, agizda biraktig1 his, kremamsy/siitlii koku ve kabul edilebilirlik arasinda orta
diizeyde pozitif yonde (sirastyla r=,591; ,600; ,554 ve ,530; p<0,01), lezzet ile orta diizeyde
pozitif yonde (r=,435 p<0,05) iliski oldugu belirlenmistir. Kefir 6rneklerinin su tutma kapasitesi
ile renk ve goriiniis ve serum ayrilmasi (duyusal analiz) arasinda orta diizeyde negatif yonde
(swrastyla r=-,407 ve -,504 p<0,05), asitlik/eksilik tat ile orta diizeyde pozitif yonde (r=,563
p<0,01) bir korelasyon belirlenmistir. Kefir 6rneklerinin serum ayrilmasi ile asitlik/eksilik tat,
lezzet, agizda biraktig1 his, asitlik/eksilik koku arasinda orta diizeyde negatif yonde (sirasiyla
r=-,444; - 438, -,463 ve -,425 p<0,05) iliski bulunmustur. Kefir 6rneklerinin farkl hizlarda (20
rpm ve 50 rpm) belirlenen vizkozite degerleri arasinda ¢ok giiclii diizeyde pozitif yonde (r=,989

p<0,01) bir korelasyon tespit edilmistir (EK-2).
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Duyusal analiz

Gidalarin duyusal 6zellikleri, iiriniin tercih edilmesinde en 6nemli kalite kontrol
kriterlerinden birisidir (Yildiz-Akgul vd., 2018). Bakteri ve mayalardan olusan kefir, sadece
bakterilerden olusan kefir ve kontrol kefir 6rneklerinin depolama siiresince duyusal analizleri
gerceklestirilmigtir. Duyusal analiz; tat, koku, yapr ve tekstiir ve genel kabul edilebilirlikten
olusan 4 ana baghk altinda yapilmistir. Tat basligi altinda kefirler; kremamsi/siitli,
asitlik/eksilik, lezzet ve agizda biraktigi his ozellikleri agisindan degerlendirilmistir. Koku
basligi altinda kefirler; kremamsy/sitli  ve asitlik/eksilik  ozellikleri  agisindan
degerlendirilmistir. Yapt ve tekstiir olarak; renk ve goriiniis, viskozite, serum ayrilmasi ve
koplirme Ozellikleri agisindan degerlendirilmistir. En son olarak da genel kabul edilebilirlik
acisindan degerlendirilmistir. Tablo 81’de depolama siiresince gerceklesen duyusal analiz
sonuglar1 verilmistir. Panelistler tarafindan begenilen kefir orneklerinin belirlenmesi icin
duyusal analiz 6zelliklerine verilen tiim puanlarin ortalamalar1 alinmstir. Kefirlerin genel kabul
edilebilirlik sonuglarina bakildiginda, Ko kefir 6rneginin depolanma siiresince (21. giin disinda)
daha ¢ok begenildigi goriilmektedir. Kontrol kefir 6rnegi ise genel kabul edilebilirlik agisindan
panelistlerden depolama siiresince diisiik puan almistir. Bu durumda, calisma kapsaminda

iiretilen kefirlerin kontrol kefir 6rneginden daha fazla begenildigi tespit edilmistir.
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Tablo 80. Kefir Orneklerinin Depolama Siiresince Gergeklestirilen Duyusal Analiz Sonuglar

Duyusal Analiz Ozellikleri

-
_ QE‘) Tat Koku Yap1 ve tekstiir
Sz
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E = & % A o A i o = o £ 2 X =
3} g = e @ g = _e > 3 T = £ e
M = & = N 5.2 & = X : o > 3 =
o) g ~ ) < < g ~ c 2 =< « e e
7 S = 2 < s = L 2 g 9 O uw
2 g Z S g Z @O > 5 M
v < < v < Z
1 627+1,84 7,06£1,09 6,65t1,82 6,00+1,82 7,13+1,65 7,63+0,92  7,58+1,59 6,88+1,83 8,02+1,60 7,71£1,68 6,94+1,70
7 6,03£2,08 742+1,06 6,75£1,54 6,71+1,81 6,67£1,93 7,50+1,06 7,791,100 6,63+1,97 8,29+0,90 7,08+1,86 7,02+1,36
K1
14 6,5442,02 7,04£0,86 6,46+1,61 6,38+1,66 6,68+1,90 7,29+1,30 7,54+1,25 6,50+1,74 8,13+0,74 7,50+1,02 7,07+1,16
21 6,67+£1,31 6,67£1,20 6,38+1,21 6,08+1,59 6,50+1,50 7,00+0,93  7,79+1,64 5,71£2,01 8,04+1,27 8,08+1,14 6,74+1,10
1 6924132 729+1,63 746t141 738+1,21 7,063£1,06 7,69+1,23  7,96+0,86 5,96+2,31 7,88+1,68 7,54+1,47 7,35+1,15
7 7,04£1,92 6,96+1.46 7,08+1,38 6,88+1,94 6,88+1,68 6,92+1,59 7,791,225 6,54+2,17 7,75+1,67 7,63+1,64 7,25+1,22
K2
14 6,75+2,15 725136 7,04+1,55 721£1,56 6,92+1,77 725+145  7,96+095 742+1,61 8,33+0,64 7,63+1,10 7,35+1,00
21 6,63+1,76 6,46+£2,00 6,63+1,79 6,33+£1,71 7,00+1,10 7,21+1,14  7,67+1,79 4,79+247 8,25+0,85 821+0,78 6,47+1,63
1 588+1,36 6,54+1,02 6,17+1,74 6,02+1,78 6,48+1,87 7,19+1,33  7,13+1,94 7,50+1,10 8§,13+1,42 6,46+1,93 6,17+1,40
7 621£221 7,13+£095 6,54+1,86 6,42+1,95 6,63£1,91 7,33+082 = 7,67£1,58 7,25+1,73 7,96+1,23 6,79+2,30 6,65+2,05
C
14 6,54+1,53 6,75+0,99 5,63+1,56 5.88+1,60 6,75+1,48 721+1,18  7,42+1,32 7,25+1,42 8,08+0,78 6,96+1,73 6,37+1,43
21 6,67+1,34 6,58+1,10 596+1,57 5,92+1,67 6,63£1,58 7,08+1,25  7,75+1,70 5,79+1,84 7,67+2,12 7,38£1,79 6,42+1,59

Ki: Bakterilerden ve mayalardan olusan kefir; Ky: Sadece bakterilerden olusan kefir; C: Kontrol kefir 6rnegi; Ort: Ortalama deger; Ss: Standart sapm



Kefir oOrneklerinin depolanma siiresince gergeklestirilen duyusal analiz sonuglari
iizerine yapilan varyans analiz sonuglar1 Hata! Yer isareti basvurusu gecersiz.’de verilmistir.
Kefir orneklerinin tat ana baslhigr i¢indeki varyans analizleri incelendiginde, kremamsi/siitlii
ozellikleri tizerine kefir ¢esidinin p<0,05 diizeyinde 6nemli oldugu, depolama ve kefir ¢esidi x
depolama interaksiyonunun etkili olmadigi (p>0,05); asitlik/eksilik 6zellikleri iizerine Kefir
cesidi ve kefir ¢esidi X depolama interaksiyonunun etkili olmadig1 (p>0,05), depolamanin ise
p<0,01 diizeyinde etkili oldugu; lezzet ve agizda biraktig1 his 6zellikleri lizerine kefir ¢esidi ve
depolamanin p<0,01 diizeyinde etkili oldugu, kefir gesidi x depolama interaksiyonunun ise

etkili olmadigi (p>0,05) bulunmustur.

Kefir oOrneklerinin koku ana bashigi igindeki varyans analizleri incelendiginde,
kremamsi/siitlii 6zellikleri lizerine kefir ¢esidinin p<0,01 diizeyinde 6nemli oldugu, depolama
ve kefir ¢esidi x depolama interaksiyonunun etkili olmadigi (p>0,05); asitlik/eksilik 6zellikleri
iizerine ise kefir ¢esidi, depolama ve kefir ¢esidi x depolama interaksiyonunun etkili olmadig:

(p>0,05) tespit edilmistir.

Kefir 6rneklerinin yap1 ve tekstiir ana basligi i¢indeki varyans analizleri incelendiginde,
renk ve goriiniis 6zellikleri lizerine kefir ¢esidinin p<0,01 diizeyinde 6nemli oldugu, depolama
ve kefir ¢esidi X depolama interaksiyonunun etkili olmadigi (p>0,05); viskozite ozellikleri
iizerine kefir ¢esidi, depolama ve kefir ¢esidi X depolama interaksiyonunun p<0,01 diizeyinde
etkili oldugu; renk ve goriiniis 6zellikleri lizerine kefir ¢esidi ve depolamanin etkili olmadigi
(p>0,05), kefir ¢gesidi x depolama interaksiyonunun p<0,01 diizeyinde 6nemli oldugu; kopiirme
ozellikleri lizerine kefir ¢esidi ve depolamanin p<0,01 diizeyinde etkili oldugu, kefir ¢esidi x

depolama interaksiyonunun etkili olmadigi (p>0,05) bulunmustur.

Kefir orneklerinin genel kabul edilebilirlik ana baghigi igindeki varyans analizleri
incelendiginde ise, genel kabul edilebilirlik 6zellikleri {izerine kefir ¢esidinin p<0,01 diizeyinde
onemli oldugu, depolamanin p<0,05 diizeyinde etkili oldugu ve kefir ¢esidi x depolama

interaksiyonunun etkili olmadigi (p>0,05) goriilmiistiir.
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Tablo 81. Kefir Orneklerinin Depolama Siiresince Gergeklestirilen Duyusal Analiz Sonuclarina Ait Varyans Analiz Sonuglar

Tat Koku
Varyasyan Kremamsy/ 4 4 ) L o
Asitlik/Eksilik Lezzet Agizda biraktigi his | Kremamsy/Siitli ~ Asitlik/Eksilik
Kaynaklar1 Stitli
KO F KO F KO F KO F KO F KO F
Kefir Cesidi
) 6,339 4,010 2381 2,615 23,011 22,755 19,152 16,998™ 6,110 4,940 0,553 0,626
Depolama 3 1,387 0,878 4,663 5121™ 4,429 4,380 4,939 4,383™ 2,149 1,737 2,149 1,737
(B)
AxB 6 1,608 1,017 1,411 1,550 1,301 1,286 1,719 1,526 1,418 1,146 1,234 1,396
Hata 144 1,581 0,911 1,011 1,127 1,237 0,884

Genel 288

* dnemli (p<0,05), ** cok onemli (p<<0,01), SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi
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Tablo 81. Devami

Yapi ve Tekstiir Genel Kabul
Varyasyan e
e SD Renk ve Goriiniis Viskozite Serum ayrilmasi Koplirme Edilebilirlik
Kaynaklar1
KO F KO F KO F KO F KO F
Kefir Cesidi - - - -
A) 2 3,014 5,032 14,847 9,785 0,631 1,992 19,858 17,383 12,856 17,874
Depolama (B) 3 0,596 0,995 38,920  25,650™ 0,607 1,917 7,707 6,747 2,721 3,782°
AxB 6 1,106 1,847 5,431 3,579 1,356 4,279™ 1,117 0,978 1,553 2,160
Hata 144 0,599 1,517 0,317 1,142 0,719
Genel 288

* onemli (p<0,05), ** cok 6nemli (p<0,01), SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi



Kefir orneklerine ait duyusal analiz sonuclarinin ortalamalarinin Duncan ¢oklu
karsilastirma test sonuglar1 Tablo 82°de verilmistir. Tablo incelendiginde, kefir ¢esidinin serum
ayrilmasi ve koku ana basliginin altindaki asitlik/ekslilik 6zellikleri disindaki tiim 6zellikler
tizerine istatiksel olarak etkili oldugu belirlenmistir. Calisma kapsaminda iiretilen kefir
orneklerinin tat ana bashigi altindaki Ozellikleri panelistler tarafindan degerlendirildiginde,
kremamsi/siitlli, lezzet ve agizda biraktigi his 6zelliklerinin sirasiyla 6,83, 7,05 ve 6,95’lik
puanlamayla en ¢ok K, kefir Orneginin begenildigi; asitlik/eksilik o6zelliginin 7,05’lik
puanlamayla en c¢ok Ki kefir 6rneginin begenildigi belirlenmistir. Panelistler tarafindan,
kremamsi/siitli, asitlik/eksilik, lezzet ve agizda biraktigi his ozelliklerine en diisiik puan

sirastyla 6,32, 6,75, 6,07 ve 6,06 olarak kontrol kefir 6rnegine verilmistir.

Uretilen kefir rneklerinin koku ana bashig1 altindaki 6zellikleri panelistler tarafindan
degerlendirildiginde, kremamsi/siitlii 6zelligin 7,10’luk puanlamayla en ¢ok K kefir 6rneginde
begenildigi, en az ise 7,49 ve 6,90’luk puanlamayla kontrol érneginde begenildigi gorilmiistiir.
Asitlik/eksilik 6zelliginin ise 7,35°lik puanlamayla en ¢ok Ky kefir 6rneginde begenildigi, en az

ise 7,20’1lik puanlamayla kontrol kefir 6rneginde oldugu belirlenmistir.

Kefir orneklerinin yap1 ve tekstiir ana basligi altindaki 6zellikleri panelistler tarafindan
degerlendirildiginde, renk ve goriiniis ve kopiirme ozelliklerinin sirasiyla 7,84 ve 7,75°lik
puanlamayla en ¢ok Koy kefir 6rneginde begenildigi, en az ise 6,62’lik puanlamayla kontrol
orneginde begenildigi goriilmiistiir. Viskozite 6zelliginin 6,95’lik puanlamayla en ¢ok kontrol
kefir 6rneginde, en az ise 6,18’lik puanlamayla K kefir 6rneginde begenildigi tespit edilmistir.
Serum ayrilmasi 6zelliginin ise en ¢ok 8,12’lik puanlamayla K; kefir 6rneginde, en az ise

7,96’lik puanlamayla kontrol kefir 6rneginde begenildigi bulunmustur.

Kefir 6rneklerinin genel kabul edilebilirlik 6zelligi incelendiginde ise en fazla 7,10’luk
puanlamayla K> kefir 6rnegi, en az ise 6,40’lik puanlamayla kontrol 6rneginin begenildigi
goriilmiistiir. Muir vd. (1999) ve Wang vd. (2022) tarafindan yapilan c¢alismalarda da, farklh
starter kiiltiir kombinasyonlar1 kullanilarak tiretilen kefirlerin duyusal 6zellikleri belirlenmis ve
sonuglar starter kiiltiir farkliliklarinin kefirin bazi duyusal analiz 6zellikleri tizerine istatistiksel

olarak etkili oldugunu gostermistir.

Kefir orneklerine depolama siiresince duyusal analiz sonuglarinin Duncan ¢oklu
karsilastirma test sonuglar1 Tablo 83’de verilmistir. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde
depolama siiresinin, tat ve koku baslig1 altindaki kremamsi/siitlii, renk ve goriiniis ve serum
ayrilmasi Ozellikleri disindaki tiim 6zellikler iizerine etkili oldugu belirlenmistir. Calisma
kapsaminda tiretilen kefir 6rneklerinin tat ana baglig1 altindaki asitlik/eksilik ve agizda biraktig

his ve yapi tekstiir ana baglig1 altindaki viskozite degeri depolamanin 1., 7., ve 14. giinlerinde
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istatiksel olarak fark gostermemisken (p>0,05), 21. giinde bu ozellikler bakimindan kefir
orneklerinin aldiklar1 puanlar istatistiksel olarak azalmistir (p<<0,05). Kefir 6rneklerinin lezzet
ozelligi panelistler tarafindan degerlendirildiginde, 1. ve 7. glinler arasinda ve 14. ve 21. giinler
arasinda istatiksel fark olmadigi (p>0,05) goriilmiis olup en yliksek degerin 7. giinde (6,79), en
diisiik degerin ise 21. giinde (6,32) oldugu tespit edilmistir.

Kefir orneklerinin koku ana baghgi altindaki asitlik/eksilik 6zelliginin en yiiksek
1.glinde (7,50), en diisiik 21.glinde (7,10) oldugu bulunmustur. K&piirme 6zelligi panelistler
tarafindan degerlendirildiginde, 6rneklerin 7. giinde 7,17 ile en diisiik kopiirme degerine sahip

oldugu goriiliirken en yiiksek kdpiirme degerinin 7,89 ile 21. giinde oldugu tespit edilmistir.

Genel kabul edilebilirlik 6zelligi acisindan ornekler incelendiginde en yiiksek degerin
7. glinde (6,98) en diistik degerin 21. giinde (6,54) oldugu belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglar
Yildiz-Akgul vd. (2018) tarafindan yapilan ¢alismaya benzer olup, duyusal analiz puanlari
depolama siiresi arttik¢a azalmustir. Irigoyen vd. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada depolama
stiresi uzadikca genel kabul edilebilirlik 6zelliginin azaldig1 bulunmus ve ¢alismamizla benzer

oldugu goriilmiistir.

Depolamayla beraber genel kabul edilebilirliginin azalmasinin nedeni olarak
viskozitenin degisimi olabilecegi diisliniilmektedir. Clinkii depolamayla beraber orneklerin
kivam katsayis1 arttigindan yani kefir 6rnekleri daha yogun kivam aldigindan panelistler
tarafindan begenme durumunun azaldigi disiiniilmektedir. Bu durum aslinda kefirde
kullanilacak starter kiiltiirlerin sadece fermantasyon ve {iretim asamasinda degil depolama

asamasinda da ¢ok dnemli oldugunu gostermektedir.

Kefir orneklerinin depolama siiresince duyusal analiz degerleri Sekil 42°de
gosterilmistir. Sekil incelendiginde, K> kefir orneginin depolamayla birlikte diger kefir

orneklerine gore daha yiiksek duyusal kaliteye sahip oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 82. Kefir Orneklerine Ait Duyusal Analiz Sonuglarinin Ortalamalarinin Duncan Coklu Karsilastirma Test Sonuglari

Tat Koku Yap1 ve Tekstiir
cggl " | Kremamsy/ | Asitlik/ Adizda | o amsi/ | Asitlikl | Renk ve Serum Calebiinic
Siilii Eksilik Cezzet b”ﬁ'i‘;‘g‘ Siili Bksilik | Gorinds | VISKOZM® | o0 imag | KOpiirme
Ki | 96| 6,53+1,81% | 7,05+1,08% | 6,56+1,54° | 6,44+1,71° | 6,74+1,74" | 7,35£1,08* | 7,68+1,40% | 6,43+1,91° | 8,12+1,16* | 7,59+1,49% | 6,94+1,33?
Ko | 96| 6,83+1,79* | 6,99+1,64° | 7,05+1,54* | 6,95+1,65% | 7,10£1,45% | 7.27+1,37% | 7,84+1,25 | 6,18+2,34° | 8,05+1,30% | 7,75+1,30° | 7,10£1,312
C 96 | 6,32+1,65° | 6,75£1,03° | 6,07£1,69° | 6,06+1,74° | 6,62+1,70° | 7,20+1,14% | 7,49+1,64° | 6,95+1,67% | 7,96+1,46% | 6,90+1,95° | 6,40+1,62°

« Farkl1 harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir. n: Ornek sayisi; Ki: Bakterilerden ve mayalardan olusan kefir; Ko: Sadece
bakterilerden olusan kefir; C: Kontrol kefir 6rnegi; +: Standart sapma

Tablo 83. Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Duyusal Analiz Sonuglarinin Ortalamalarinin Duncan Coklu Karsilastirma Test Sonuclari

Tat Koku Yapi ve Tekstiir

Depolama Genel

siiresi n - Agizda - Kabul
.. Kremamsi/ Asitlik/ - Kremamsi/ Asitlik/ Renk ve . . Serum . S
(giin) Siitlii Eksilik Lezzet blrﬁli(;flgl Siitlii Eksilik Goriiniis Viskozite ayrimas: Kopiirme | Edilebilirlik
1 72 | 6,35£1,56% | 6,97+1,30% | 6,76+1,73% | 6,67+1,70% | 7,08+1,61% | 7,50+1,18% | 7,56+1,54% | 6,78+1,90% | 8,01+1,55% | 7,24+1,77° | 6,82+1,50%°
7 72 | 6,63£2,07% | 7,17£1,17% | 6,79+1,60% | 6,67+1,88% | 6,72+1,81% | 7,25+1,21%° | 7,7541,31% | 6,81+1,96% | 8,00+1,31% | 7,17+1,96° | 6,98+1,58?
14 72 | 6,61£1,90° | 7,01+1,09% | 6,38+1,66° | 6,49+1,68% | 6,78+1,71% | 7,25+1,30%® | 7,64+1,19% | 7,06+1,632 | 8,18+0,722 | 7,36+1,34° | 6,93+1,26°
21 72 | 6,65+1,46° | 6,57+1,47° | 6,32+1,55° | 6,11+1,64° | 6,71+1,412 | 7,10+1,10° | 7,74+1,69? | 5,43+2,14° | 7,99+1,51% | 7,89+1,34? | 6,54+1,45°

«Farkl1 harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir. n: Ornek sayisi; +: Standart sapma



A Kremamsi/Stitli

(Tat)
Genel Kabul A Asitlik/Eksilik
Edilebilirlik s (Tat)
Kopiirme Lezzet
. . Agizda Biraktig
Serum Ayrilmast His
——T 1
Viskozite Kremamsi/Siitlii K2
(Koku) ——C
Renk ve Asitlik/Eksilik
Gortiniis (Koku)
Kremams1/Stitlit
B (Tat)
Genel Kabul 10 Asitlil/Eksilik
Edilebilirlik 8 (Tat)
Kopiirme Lezzet
Serum Ayrilmasi Agrzda Blrakngl
His
——K1
K2
Kremamsi/Stitlit

Viskozite (Koku) o

e Asitlik/Eksilik
Renk ve Gortnis (Koku)
Kremamsy/Siitlit
C (Tat)
Genel Kabul 1 Asitlik/Eksilik
Edilebilirlik 8 (Tat)

Kaépiirme Lezzet
. 5 Agizda Biraktig
Serum Ayrilmasi His
—e—K1
Viskozite Kremamsy/Siitlii K2
(Koku) -
. o Asitlik/Eksilik
Renk ve Gériiniig (Koku)
Kremamsi/Siitli
D (Tat)
Genel Kabul A0 Asitlik/Eksilik
Edilebilirlik 8 (Tat)
Koplirme Lezzet

Agizda Biraktigi

Serum Ayrilmasi .
yr His

——]1

Kremamst/Siithil  =—e=—K?2

Viskozite (Koku) e C

Asitlik/Eksilik

Renk ve Gorimius (Koku)

Sekil 42. Kefir 6rneklerinin depolama siiresi boyunca duyusal analiz 6zellikleri (A: 1. giin, B:
7. giin, C: 14. giin, D: 21. giin)
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Calisma kapsaminda iiretilen yogurt 6rneklerinin duyusal 6zellikleri arasindaki iliskinin
belirlenmesi amaciyla Pearson korelasyon analizi yapilmis ve elde edilen sonuglar Ek-2'de
verilmistir. Kefir 6rneklerinin kremamsi/siitlii tat ile asitlik/eksilik tat, asitlik/eksilik koku, renk
ve gorliniis ve viskozite arasinda zayif diizeyde pozitif yonde (sirastyla r=,314; ,343; ,323 ve
,219 p<0,01), serum ayrilmas1 arasinda ¢ok zayif diizeyde pozitif yonde (r=,187 p<0,01), lezzet,
agizda biraktig1 his, kremamsi/siitlii koku ve genel kabul edilebilirlik arasinda orta diizeyde
pozitif yonde (sirasiyla r=,462; ,519; ,597 ve ,431; p<0,01) bir iligki belirlenmistir. Kefir
orneklerinin asitlik/eksilik tat ile lezzet, agizda biraktig1 his, asitlik/eksilik koku ve genel kabul
edilebilirlik arasinda orta diizeyde pozitif yonde (sirasiyla r=,436; ,485; ,465 ve ,462; p<0,01),
kremamsi/siitlii koku, renk ve gorliniis ve viskozite arasinda zayif diizeyde pozitif yonde
(r=,219; ,274; ,266 p<0,01) bir iliski tespit edilmistir. Elde edilen bu sonuglar Irigoyen vd.
(2005) tarafindan bildirilen sonuglarla uyumlu olup, kefir 6rneklerinin tat, koku, yap1 ve tekstiir

ozelliklerinin panelistlerin degerlendirdigi genel kabul edilebilirligi etkiledigi tespit edilmistir.
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SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alismada, Tirkiye’nin gesitli bolgelerinden elde edilen 30 farkli kefir danesinin
mikrobiyotasi belirlenerek toplam 501 sus izole edilmistir. Elde edilen bu izolatlarin
mikroskobik ve makroskobik 6zellikleri, Gram boyama ve katalaz o6zellikleri incelenmis ve
bunlardan 463 tanesinin muhtemel kefir bakteri ve mayasi oldugu belirlenmistir. Calismada;
kefir iretiminde kullanim1 amaglanan bakterilerden ve mayalardan olusan kefir (K1) ve sadece
bakterilerden olusan kefir (K2) Ornekleri ig¢in kullanilabilecek starter kiiltiirlerin
belirlenebilmesi amaciyla kefir izolatlarinin teknolojik ve probiyotik 6zellikleri aragtirilmistir.
izolatlarin probiyotik 6zelliklerinin belirlenebilmesi icin; safraya direng, simiile mide ortamina
tolerans, bazi patojenlere karsi antagonistik aktivite, oto-agregasyon ve ko-agregasyon,
hidrofobisite, antibiyotik direnci, viriilans faktor, hemolitik aktivite, safra tuzlarini hidrolize
etme yetenegi ve DNase aktivitesi gibi analizler yapilmistir. Kefir izolatlarinin teknolojik
ozelliklerinin belirlenebilmesi igin ise farkli sicaklik ve pH’da gelisim, glikozdan gaz olusumu,
ekzopolisakkarit iiretim yetenegi ve arjinin hidrolizi analizleri ger¢eklestirilmistir. Bu analizler
sonucunda belirlenen izolatlar ile bakterilerden ve mayalardan olusan kefir (K1) ve sadece
bakterilerden olusan kefir (K2) orneklerinin iiretimi yapilmis ve bu kefirlerin 21 giinliik
depolama siiresi boyunca bazi mikrobiyolojik, fizikokimyasal ve duyusal &zellikleri
incelenmistir. Boylece, depolamanin 6rnekler tizerindeki etkisi aragtirilmistir. Yapilan analizler

ile calismaya ait sonug ve Oneriler asagida siralanmustir.

1. Calisma kapsaminda Tiirkiye'nin ¢esitli bolgelerinden elde edilen 30 farkli kefir
danesinden toplam 501 tane izolat elde edilmistir. izolatlarin 6n degerlendirilmesi
icin mikroskobik ve makroskobik 6zellikleri, Gram boyama ve katalaz 6zellikleri
incelenmis ve elde edilen sonuglar neticesiyle 463 izolatin muhtemel kefir bakterisi
ve mayasi olabilecegi diistiniilmiistiir. Bu 463 izolatin 334 tanesi bakteri izolati, 129
tanesi maya izolat1 olarak bulunmustur.

2. Danelerden izole edilen bu suslar molekiiler yontemler kullanilarak tanilanmistir.
Elde edilen sonuglara gore calismada, Lactococcus lactis, Hafnia paralvei,
Lentilactobacillus  kefiri,  Lacticaseibacillus  paracasei, Lactobacillus
kefiranofaciens, Lactobacillus helveticus, Lentilactobacillus parabuchneri,
Lentilactobacillus diolivorans, Schleiferilactobacillus harbinensis, Leuconostoc
mesenteroides, Acetobacter cibinongensis, Lactococcus lactis subsp. cremoris,
Streptococcus vestibularis, Acinetobacter johnsonii, Acinetobacter guillouiae,
Pseudomonas fragi, Pseudomonas brenneri, Pseudomonas psychrophila,

Pseudomonas lundensis, Bacillus pumilus, Enterococcus faecalis, Enterococcus
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faecium, Enterococcus durans, Citrobacter freundii ve Klebsiella oxytoca bakteri
tiurleri  belirlenmistir. Kazachstania unispora, Kluyveromyces marxianus,
Saccharomyces cerevisiae, Geotrichum candidum, Pichia fermentans,
Kazachstania turicensis ve Candida sake izolatlar1 da yine bu ¢alismada elde edilen
mayalardir.

463 kefir izolatinin probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla safra tuzlari ve
simiile mide ortamina toleranslar1 belirlenmistir. Bakteri izolatlarindan 153 {iniin,
maya izolatlarindan ise 78 izolatin safra tuzlarina direng gosterdigi bulunmustur.
Bu izolatlara simiile mide analizi yapilmis olup, 78 bakteri izolatinin ve 46 maya
izolatinin simiile mide ortamina direng gosterdigi tespit edilmistir. Ancak simiile
mide ortamini gegen bakterilerin canli hiicre kalma sayilar1 hesaplamis, 41 bakteri
ve 25 maya izolati igin probiyotik deneylerin devami yapilmistir. Boylece kefir
iiretiminde kullanilabilecek giivenli ve probiyotik starter kiiltiirler belirlenmeye
calisilmustir.

41 bakteri ve 25 maya izolatina oto-agregasyon ve ko-agregasyon ile hidrofobisite
analizleri yapilmis ve her izolatin farkli degerlere sahip oldugu belirlenmistir. Bu
izolatlarin bagirsak ortaminda etkili bir sekilde lokalize olabilecekleri
diisiiniilmekte ve ayrica, bagirsak ortaminda bulunmasi muhtemel patojenlerle
etkilesime gecerek patojenlerin insan sagligi iizerindeki olumsuz etkilerini
azaltabilecekleri varsayilmaktadir. Bu baglamda, bahsi gecen izolatlarin
fonksiyonel o&zellikleri de artirilmis kefir iiretiminde starter kiiltiir olarak
kullanilabilecekleri sonucuna varilmustir.

Mide ortamindaki canli hiicre sayist fazla olan bakteri ve maya izolatlarinin
higbirisinin hemolitik ve DNase aktivitesine sahip olmadigi belirlenmistir. Boylece
bu izolatlarin kefir tiretiminde kullaniminin herhangi bir giivenlik sorununa neden
olmayacag diisiincesine varilmstir.

Probiyotik ve giivenli oldugu diisiiniilen bakteri ve maya izolatlarinin 16’sinin safra
tuzunu hidrolaz aktivitesine sahip oldugu ve bodylece bu izolatlarin kolesterolii
asimile edebilecegi kanaatine varilmstir.

Bakteri izolatlarimin genel olarak streptomisin, kanamisin, gentamisin ve
vankomisine antibiyotiklerine direngli oldugu belirlenmistir. Laktik asit
bakterilerinin bu antibiyotiklere karsi dogal diren¢ mekanizmalarinin oldugu
bilinmesinden dolay1 beklenilen bir sonu¢ oldugu diisiincesine varilmistir. Tim

maya izolatlar1 antibiyotiklere karsi direng gdstermis, bdylece bu izolatlarin
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hastalik esnasinda kullanilan antibiyotige bagli ishal riskinin azaltilmasina yardimei1
olabilecegi kanisina varilmustir.
Muhtemel probiyotik bakteri izolatlarinin bazilarimin en az bir patojene
antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir. Bu izolatlarin kefir iiretiminde
koruyucu kiiltiir olarak kullanilabilecegi ve iirliniin mikrobiyolojik kalitesinin
arttirilabilinecegi diislincesine varilmistir. Ayrica ¢alismada maya izolatlarmin
antimikrobiyal etkiye sahip olmadig1 tespit edilmistir.
Muhtemel probiyotik oldugu diisiiniilen bazi1 bakteri izolatlarinin viriilans
genlerden asal, ace, efaAfs ve esp genlerine sahip oldugu belirlenmistir.
Bakterilerde efaAfs ve ace genlerinin varliginin bulunmasi insana potansiyel saglik
yararlar1 saglama agisindan Onemli olabilecegi, suslarin insan bagirsaginda
kolonizasyonunu kolaylastirarak bir avantaj saglayabilecegi diistiniilmektedir.
Izolatlarin teknolojik ozellikleri de belirlenerek fiiretilen kefirin depolanma
stiresinin arttirilabilecegi diistiniilmiistiir. Bu amagcla diisik sicaklikta gelisim
gosteren bakteri ve maya izolatlar starter kiiltiir olarak secilmemeye calisilmistir.
Bakteri ve maya izolatlarinin genel olarak pH 4 ve pH 5°te gelisebildigi belirlenmis
ve boylece bu izolatlarin kefir tiretimi igin starter kiiltiir olarak kullanilabilecegi
diistiniilmii stiir.
Bakteri izolatlarinin bazilarinin glikozdan gaz olusturdugu ve arjinini hidrolize
edebildigi tespit edilmistir. Arjinini hidrolize eden suslarin starter kiiltiir olarak
secilmemesine 6zen gosterilmis, arjinin hidrolize etmeyen bakteri suslari starter
kiiltiir olarak segilerek, kefir {iriiniiniin saglik acisindan olumsuzluga neden
olmamasina calisilmistir. Kopiirme 6zelligi kefirde istenen 6zellik oldugu icin
starter kiiltlir olarak gaz olusturan bakteri izolatinin segilmesi, kefirin tekstiir ve
kalitesini arttirilabilecegi diistiniilmiistiir.
Tiim bakteri izolatlarina EPS analizi yapilmis ancak epsA genine sadece iki bakteri,
epsB genine sadece 16 bakterinin sahip oldugu goriilmiistiir. EPS sindirilemedigi
icin bagirsaga ulasarak prebiyotik oOzellik gostermektedir. EPS’ler su tutma
kapasitesini arttirdig icin EPS genlerine sahip izolatlarin kefir iiretiminde starter
kiiltiir olarak kullanilmasi, depolamayla kefirin yap1 ve tekstiiriinii daha kivamli hali
getirecegi ancak kefirin fonksiyonel 6zelligini arttirabilecegi diisiincesine
varilmistir.
Calismada izole edilen 334 bakteri izolati ve 129 maya izolatinin belirlenen
probiyotik ve teknolojik 6zelliklerine gére bakterilerden ve mayalardan olusan K1
kefir ornegi icin 34, 74, 117, 249 ve 286 numarali bakteri izolatlar1 502 ve 568
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numarali maya izolatlari, sadece bakterilerden olusan K kefir 6rnegi i¢in 34, 74,
117, 249 ve 286 numarali bakteri izolatlar1 se¢ilmistir. Ticari kiiltlir kullanilarak da
kontrol kefir 6rnegi tiretilmistir.

Kefir 6rneklerinin depolama siiresince laktik basil sayist 7,60-9,09 log kob/mL,
laktik kok sayist 8,17- 9,14 log kob/mL, ve maya sayisinin <2-5,39 log kob/mL
arasinda degistigi bulunmustur. Kefir 6rneklerinin laktik basil igerikleri lizerine
kefir ¢esidi ve depolamanin etkili oldugu (p<0,01), laktik kok ve maya igerikleri
tizerine ise kefir ¢esidi, depolama ve kefir ¢esidi x depolama interaksyonunun ise
etkili oldugu belirlenmistir (p<0,01).

Depolama siiresince kefir orneklerinin pH degerinin 4,26-4,82 arasinda degistigi,
% asitlik degerinin ise 0,72-0,84 arasinda degistigi gozlemlenmistir. pH degerleri
icin kefir ¢esidi ve depolamanin p<0,01; kefir ¢esidi x depolama interaksiyonunun
ise p<0,05 diizeyinde énemli oldugu belirlenmistir. % Asitlik degerleri i¢in ise kefir
¢esidinin p<0,01 diizeyinde etkili oldugu tespit edilmistir.

Calismada iiretilen kefirler panelistler tarafindan degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuclara bakildiginda depolama siiresince genel kabul edilebilirlik 6zelligi

acisindan K kefir 6rneginin daha ¢ok begenildigi goriilmiistiir.
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A | Asagida bilgileri verilen proje ile ilgili calismanin, etik ilkeler agisindan degerlendirilmesi istegi ile ilgili husus
gonigildii.
Yapilan goriigmelerden sonra; aragtirmanin gerekge, amag, yaklasim ve ydntemleri dikkate alinarak konuyla
ilgili caligmamin gerceklestirilmesinde bilim etigi yoniinden sakinca bulunmadigna, Etik Kurul oy birlig ile
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EK-2. Caliyma Kapsaminda Uretilen Kefir Orneklerinin Depolama Boyunca Baz1 Analiz Ozellikleri Arasindaki Korelasyon

E;r;e,' 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
1 1

2 -0,153 1

3 0,048 673+ 1

4 0,369 - 730~  -452« ql

5 -0,386 132+ 0,404 S 778 1

6 - 474~ 0,007 -0,326  -0,088 0,085 1

7 0,284 -0,322 -0,160 455+ -,503~ -0,248 1

8 0,016 -0,127 -0,195 0,181 -0,372 0,276 0,347 1

9 -0,112  -0,262 -0261  -0112 -0,227 0,085 0,323 ,989++ 1

10 -,438+ 521+ 455+ - 756~ 591 -0,076  -0,175 0,056 0,391 1

11 -0,368 0,304 0,154 -0,335 0,142 -0,072  -0,038 0,039 0,060 445+ 1

12 -0,299 0,169 -0,244  -0,260 0,173 563+ - 444~ -0,027 -0,030 0,026 314 1

13 -0,269 486+« 0,047 614~ 435« -0,074  -438« -0,042 -0,041 461+ 462+ 436+ 1

14 -0,306 542+ 0,001 -,645+~ 600+ -0,031  -463« 0,031 0,036 438+« 519w 485+ 842+ 1

15 -0,188 ,626++ 0,350 -673~ 554w -0,283  -0,256 0,040 0,056 ,607 597+ 219+ 541~ 648~ 1

16 -0,144 0,399 -0019  -0,299 0,277 0,380 -,425+ -0,089 -0085 0,071 343w 465+ 443~ 469~ 466~ 1

17 0,023 433« 0,186 -646~ 0,392 -, 407~ 0,117 0,005 -0,008 512« 323+ 274~ 563+ 549~ 387~ 310~ 1

18 -0,111  -0,167 -0,332  -0,064 -0,234 0,313 0,255 0,012 0,013 0,092 219+ 266+ 246+« 317~ 164~ 163~ 294~ 1

19 0,005 425+ 0,240 -566~ 0,293 -,504~ -0,006 0,031 0,009 528+ 187+ 0,090 ,309~ ,380~ 308~ 154~ 416+ 238~ 1

20 0,025 517 ,621+ -0,303 0,399 0,036 -0,294 0,010 -0014 0,287 0,043 0038 172- 210~ ,156- 0,081 0067 -130~ 305~ 1

21 -0,198 A75+ -0,007  -625+ 530~ -0,165  -0,383 -0,032 -0,027 406+ A31s 462+ 740+ 790~ 490+ 398~ 578« 388~ 325~ 125« 1
Ort 2,53 8,33 8,58 4,49 0,78 50,05 9,19 218549 115895 1993656 656 693 656 648 682 727 767 652 804 741 682
Ss 2,28 0,53 0,31 0,17 0,04 5,50 1,05 656,88 334,02 972854 176 128 164 173 164 120 144 201 131 164 1,45

* onemli (p<0,05),

1: Maya sayis1 2: Laktik basil sayisi, 3: Laktik kok sayisi, 4: pH, 5: % asitlik, 6: Su tutma kapasitesi, 7: Serum ayrilmas1 8: Viskozite (20 rpm), 9:

** cok dnemli (p<0,01)

Viskozite (50 rpm), 10: Kivam katsayisi, 11: Kremamsy/siitlii Tat, 12:
Asitlik/eksilik Tat, 13: Lezzet, 14: Agizda biraktig1 his, 15: Kremamsi/siitlii Koku, 16: Asitlik/eksilik Koku, 17: Renk ve goriiniig, 18: Viskozite, 19: Serum ayrilmasi, 20: Kopiirme, 21: Genel kabul edilebilirlik, Kore.
Para.: Korelasyon Parametreleri, Ort: Ortalama, Ss: Standart sapma
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