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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ASETIK ASIT BAKTERILERININ
KEFIR DANESINDE GELISTIRILMESI

Nilgiin OZDEMIR

Siileyman Demirel Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Zeynep Banu SEYDIM

Son yillarda yapilan arastirmalar fermente {irlinlere ilgiyi artirmaktadir.
Mikroorganizma faaliyetleri sonucu gerceklesen fermantasyon, olusan son {iriine bazi
onemli fonksiyonel oOzellikler kazandirmaktadir. Kefir, Kefir danesinin siit ile
fermantasyonu sonucunda elde edilen fermente bir siit iirliniidiir. Kefir danesi,
icerisinde baglica laktik asit bakterilerini (LAB) ve mayalar1 belli oranlarda
bulunduran kendine 6zgli bir mikrofloraya sahiptir. Bu mikroflora ile siitiin
fermantasyonu sonucu olusan Kefir, saglik {izerine yararli etkilerinden dolay1
fonksiyonel bir {iriin olarak dikkat cekmektedir.

Bu tez caligmasinin amaci, Kefir danelerinde genellikle bulunmayan asetik asit
bakterilerinin (AAB) dane mikroflorasinda gelistirilmesi, bu kapsam ic¢inde asetik
asit bakterilerinin dane biyokiitle artisina ve ekzopolisakkarit liretimine katkisinin
belirlenmesidir. Asetik asit bakterileri bulunduran Kefir danelerinden elde edilen
Kefirin mikrobiyal, kimyasal, fiziksel ve duyusal ozelliklerinin belirlenmesi de
hedeflenmistir.

Kullanilan spesifik primerler ile PZR {iriinlerinin dizi analizi sonuglarma gore
geleneksel yontemle iiretilmis elma sirkesinden elde edilen Gluconacetobacter cinsi
AAB bakterileri Kefir danesinde gelistirilerek izole edilmis ve tanimlanmustir.
Uygulamanin biyokiitle artigina etkisinin énemli oldugu belirlenmistir (P<0,01).
Aragtirmada, dogal Kefir danesinden iiretilmis Kefir 6rnegi (KC) ve mikroflorasinda
AAB gelistirilen daneden firetilmis Kefir 6rneginden (KA) olusan iki farklhi
uygulama bulunmaktadir. Kefir 6rneklerinin laktobasil igerikleri sirasiyla 9,02 ve
8,53 log kob/mL, laktokok icerikleri 9,28 ve 9,27 log kob/mL, maya igerikleri 2,08
ve 2,0 log kob/mL, L acidophilus igerigi 6,31 ve 6,19 log kob/mL ve Bifidobacterium
spp. icerigi 5,98 ve 5,95 log kob/mL olarak tespit edilmistir. KA 6rneginin AAB
igerigi 3,86 log kob/mL olarak belirlenirken KC 6rnegi AAB i¢cermemektedir.

Kefir 6rneklerinin, sirastyla pH degeri 4,70 ve 4,68; laktik asit degerleri %1,18 ve
1,53; %KM degerleri %12,56 ve 12,18; % kiil miktar1 %1,18 ve 1,26 olarak
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bulunmustur. Uygulamanin Kefir 6rneklerinin titrasyon asitligi {izerine 6énemli bir
etkisi oldugu tespit edilmistir (P<0,05). KA ve KC orneklerinin ekzopolisakkarit
(EPS) igerikleri sirastyla 98,62;59,07 mg/L ve viskozite degerleri 330,9;195,4 mPas
olarak belirlenmistir (P<0,05). KA ve KC 0&rneklerinin sirastyla goriiniis-tekstiir
puant 30,9 ve 25,1; koku puani1 33,8 ve 23,6; tat puanm1 31,1 ve 24,3 olarak tespit
edilmistir. Ornekler arasinda tat puan1 bakimindan istatistik olarak farklilik dnemlidir
(P<0,05).

Bu tez sonucunda, Kefir danesinde AAB gelistirilmesinin Kefirin 6zelliklerine
olumlu katkilar sagladig: belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kefir, asetik asit bakterileri (AAB), biyokiitle artisi, viskozite

2012, 90 sayfa



ABSTRACT

M.Sc. Thesis

GROWTH OF ACETIC ACID BACTERIA IN KEFIR GRAIN

Nilgiin OZDEMIR

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

Supervisor: Prof.Dr. Zeynep Banu SEYDIM

In recent years, studies have been increased concern to fermented products.
Fermentation, that occurs as a result of activities, contribute some important
functional properties to final product. Kefir is fermented dairy product obtained from
fermentation of milk with Kefir grain in milk. Kefir grain has specific microflora
containing mainly Lactic Acid Bacteria (LAB) and yeasts. Kefir, occurring as a
result of fermentation of this microflora, has been classified as a functional product
due to affirmative effects on health.

The purpose of this thesis was to provide growth of Acetic Acid Bacteria (AAB) in
Kefir grain in which AAB does not naturally exist. Furthermore, increment of grain
biomass and exopolysaccharide production were determined. Microbial, chemical,
physical and sensorial properties of Kefir samples produced with Kefir grains
containing AAB were also carried out.

Genus Gluconacetobacter was isolated and identified according to sequence analysis
of PCR products in Kefir grains. In this research, Kefir samples were produced using
Kefir grain containing AAB (KA) and regular Kefir grains (control, KC). According
to the results, AAB inoculation provided significant biomass increase (P<0,01).
Lactobacillus spp., Lactococcus spp., yeast, L. acidophilus and Bifidobacterium spp.
contents of Kefir samples ranged between 9,02 and 8,53 log cfu/mL; 9,28 and 9,27
log cfu/mL; 2,08 and 2,0 log cfu/mL; 6,31 and 6,19 log cfu/mL; 5,98 and 5,95 log
cfu/mL, respectively. AAB content of KA sample was 3,86 log cfu/mL.

pH values, lactic acid, dry matter and ash contents of Kefir samples were 4,70 and
4,68; 1,18% and 1,53%; 12,56% and 12,18%; 1,18 and 1,26 %, respectively.
Exopolysaccharide (EPS) contents and viscosity values of Kefir samples (KA and
KC) were 98,62 mg/L and 59,07 mg/L, 330,9 mPas and 195,4 mPas, respectively
(P<0,05). Appearance-texture scores, odour scores and taste scores of Kefir samples
were 30,9 and 25,1; 33,8 and 23,6; 31,1 and 24,3, respectively.

According to thesis results AAB growth in Kefir grains obtained affirmative effects
on Kefir properties.
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1.GIRiS

Her canli yasamini siirdiirebilmek i¢in enerjiye gereksinim duyar. Enerji elde etme
yollarindan birisi de fermantasyondur. Fermantasyon, enerji elde etmek amaciyla
biiyilk molekiilli maddelerin, 06zellikle karbonhidratlarin mikroorganizmalar
tarafindan daha kiigiik molekiilli maddelere parcalanmasini  saglayan
reaksiyonlarinin genel adidir. Fermantasyon; reaksiyona oksijen girip girmemesine
gore anoksidatif fermantasyon (reaksiyona oksijen girmez) ve oksidatif fermantasyon
(reaksiyona oksijen girer) olarak iki gruba ayrilmaktadir. Etil alkol fermantasyonu,
laktik asit fermantasyonu, propiyonik asit fermantasyonu, butirik asit fermantasyonu
vb. anoksidatif fermantasyona; asetik asit fermantasyonu, sitrik asit fermantasyonu,
okzalik asit fermantasyonu, fumarik asit fermantasyonu vb. oksidatif fermantasyona

ornek gosterilebilir.

Fermantasyonda rol alan mikroorganizmalar sadece kendi yasam dongiileri ig¢in
enerji elde etmezler; ayni1 zamanda da fermantasyon sonucu olusturduklar: molekiiler
yapilar ile yeni bir gida {retimini saglarlar. Arkeolojik kanitlar, gidalarda
fermantasyon isleminin binlerce yil Once bir rastlanti sonucu ortaya ¢iktigini
gostermektedir. Bilinen en eski fermente gidalar arasinda yogurt, ayran, Kefir, sirke,

sarap ve bira bulunmaktadir.

Kefir, Kefir danesinin siit ile fermantasyonu sonucunda elde edilen fermente bir siit
{iriiniidiir. ilk olarak Kafkasya’da iiretildigi ve orada yasayan halkin saglikli
olmasimin diizenli Kefir tiikketimi ile iliskili oldugu belirtilmektedir. Kefir; laktik asit
ve etanol fermantasyonlari sonucunda iiretilen laktik asit, karbondioksit, etanol,
asetaldehit ve diger aroma bilesenlerini igeren, diger fermente siit iirlinlerine gore

kendine 6zgii ve ferahlatic1 fermente siit icecegidir.

Kefir, siitte bulunan besin maddelerinin hepsini bilesiminde bulundurmasinin
yaninda, yapilan arastirmalarla, sindirim sistemine olumlu katkilari, anti-mutajen ve
anti-kanserojen ozellikleri belirlenmis fonksiyonel bir tirlindiir. Kefirin saglik tizerine
pozitif etkisi dane mikroflorasinda bulunan probiyotik bakteri igerigi ve bu

bakterilerin tirettigi metabolik {iriinlerle iliskilendirilmektedir (Zubillaga et al., 2001;



Otles and Cagindi, 2003; Farnworth, 2006; Terzi, 2007; Ershidat and Mazahreh
2009; Giizel-Seydim et al., 2010a). Bu nedenle Kefir dane mikroflorasinda

mikroorganizmalarin igerigi ve orant olduk¢a 6nemlidir.

Kefir danelerinde mikroflora farkliligi, kullanilan siit, iretim sekli, dane inokiilasyon
orani ve orijini ile iligkili olmakla beraber mikroflorada bulunan laktik asit bakterileri
ve mayalar benzerlik gosterir. Kefir dane mikroflorasinda olan degisim {iriiniin
aroma maddelerinde ve duyusal Ozelliklerinde farkliliklara neden olabilmektedir

(Gtizel-Seydim vd., 2010a).

Son yillarda fonksiyonel oOzelliklerinin belirlenmesiyle Onemi artan diger bir
fermente iiriin sirkedir. Sirke, mayalarin fermente olabilen sekeri etanole
dontistiirmesini takiben asetik asit bakterileri tarafindan etanoliin oksidasyonu
sonucu asetik asit olusumudur. Alkol i¢geren sivinin asetik asit bakterileri tarafindan
asetik asit ve suya okside olmasina asetik asit fermentasyonu denir (De Ory et

al.,2002).

Yapilan calismalar sirkenin saglik {izerine anti-tiimor, anti-mikrobiyal, anti-oksidan,
kardiovaskiiler ve kolesterol diisiiriicti gibi etkilere sahip oldugunu gostermektedir
(Nishikawa et al., 2001; Ninfali et.al., 2005; Johnston, 2006; Costa et al., 2009;
Budak and Giizel-Seydim, 2010, Budak et al., 2011). Sirkenin saglik iizerine olumlu
etkisinin, icerdigi bilesenler ve/veya bu bilesenlerin fermantasyon ile olusmasini
saglayan asetik asit bakterileri (AAB)’nden kaynaklandigi diisiniilmektedir. Son
yillarda AAB ile ilgili bircok ¢alisma yapilmistir. AAB’nin anti-mikrobiyal etkisi,
dermatolojide kullanimi, sinirsel iletim {izerine ve deri bariyer fonksiyonu iizerine
olumlu etkisi, bazi tiirleri tarafindan {iiretilen seliillozun yara tedavisinde kullanilmasi
vb. yapilan calismalardan bazilaridir (Fesq et al., 2001; Green et al., 2004; Stasiak
and Blazejak, 2009; Fukami et al., 2010a; Oda et al., 2010; Zhao et al., 2010a;b).

Kefir danesi icerisinde dogal olarak bulunan asetik asit bakterileri (AAB)’nin tespit
edildigi baz1 arastirmalar vardir, ancak AAB iilkemizde bulunan Kefir danelerinde
dogal olarak tespit edilmemistir. Kefir danesinin AAB i¢in uygun bir ortam

olusturdugu diisiiniilmektedir.



Bu tez calismasinin baglica amaglari:

1.

Mikroflorasinda asetik asit bakterileri bulunmayan Kefir danesine AAB inokiile
edereck AAB grubunun dane icerisinde gelistirilmesi ve AAB’nin dane

mikroflorasinda yer almasinin saglanmasi,

Dane mikroflorasinda AAB gelistirilen Kefir danesi kullanilarak iiretilen Kefirin

kimyasal, fiziksel ve duyusal 6zelliklerindeki de§isiminin tespit edilmesi,

AAB’nin Kefir danesinin biyokiitle artisina ve ekzopolisakkarit iiretimine

etkisinin belirlenmesidir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Kefir Tanim

Cagin icecegi olarak tanimlanan Kefir, siitin dogal starter kiltir olan Kefir
daneleriyle ile fermantasyonu sonucunda elde edilen fermente bir siit {riiniidiir.
Kefiri diger fermente siit iriinlerinden aywran en Onemli Ozellik laktik asit
bakterilerinin yani1 sira mayalarin da metabolik aktiviteleri sonucu lretilmesidir

(Gorski, 1994; Frengova et al., 2002).

2.2. Kefirin Tarihgesi

Kefir, yaklasik 5000 yillik bir ge¢gmise sahip, toplumlarin temel besin maddesi olan
stitiin Kefir danesiyle fermantasyonu sonucu olusan ve saglik iksiri olarak belirtilen
bir siit Uirtiniidiir. Kefir, uzun yillardan beri Kafkasya’da bilinmekte ve bu bolgedeki
uzun ve saglikli yasamlariyla taninan insanlar tarafindan yaygin olarak iiretilip

tuketilmektedir.

Kefir danesi ya da Kefirin ilk olarak ne zaman bulundugu bilinmemekte ancak 18.
ylzyildan beri iiretildigi tahmin edilmektedir (Yaygin, 1996). Bazi kaynaklar
Kefir’'in Orta Asya’da gocebe olarak yasayan Tirkler tarafindan tesadiifen
bulundugunu belirtmektedir. Orta Asya’da gocebe olarak yasayan Tiirkler go¢
sirasinda ehlilestirdikleri hayvanlarin (koyun, keci, inek vb.) siitlerini yine bu
hayvanlarin derileri kullanarak tasimaktadirlar. Tasima esnasinda deri i¢inde olusan
pihtidaki slingerimsi yapinin o bolgeden alinarak ilk Kefir iiretiminde kullanildigi
sanilmaktadir. Sonraki Kefir iiretimlerinde de kullanilan ve Kefir danesi olarak
bilinen bu yapiin her Kefir iiretiminde tekrar tekrar kullanarak bir miicevher gibi
nesilden nesile miras olarak aktarildigi belirtilmektedir ( Koroleva, 1988b; Stepaniak

et al., 2002).

Kefir isminin Kafkas dillerinde “en iyi kalite”, Orta Asya Tiirkgesinde ve Arapgada
keyif veren, costuran anlaminda “keyf” veya kopiik anlaminda “kef” sozciiklerinden

tiredigi One siiriilmektedir (Glizel-Seydim, 2001). Ayrica diinyanin birgok



bolgesinde iiretilen Kefir; kephir, kiaphur, kefer, knapon, kefi ve kipi gibi farkh
isimlerle kullanilmaktadir (Koroleva, 1988a; Kok-Tas; 2010).

Son yillarda diinyada tiiketimi yayginlasan Kefir Avrupa iilkelerinde de Kefir, saglik
tizerine olumlu etkilerinden dolay1 fonksiyonel bir iriin olarak begenilerek

titkketilmektedir (Giizel-Seydim et al., 2010a).
2.3. Kefir Danesi

Kefir danesi, kii¢iik karnabahar/misir patlagi goriinlimiinde, ortalama 1-3 cm
capinda, yuvarlak, loplu, beyaz-krem renginde, elastik bir tekstiire sahiptir (Sekil 2.1.
Ozdemir, 2011), (La Rivie're et al., 1967; Kosikowski and Mistry, 1997; Guzel-
Seydim, 2000a; Farnworth, 2005; Gorsek and Tramsek, 2007). Kefir danesi % 85-90
su icermekte; kurumaddede % 57 karbonhidrat, % 33 protein, % 4 yag ve % 3 kiil
bulunmaktadir. (Stepaniak et al., 2002). Danenin elastik olmasi, ¢abuk dagilmamasi,
yapiskan ve yumusak olmamasi fiziksel Ozelliginin uygun oldugunun baslica

gostergesidir.

Kefir danesi; laktik asit bakterileri (LAB), asetik asit bakterileri (AAB) ve mayalari
kapsayan kompleks bir mikrofloradan ve bu mikrofloranin olusturdugu polisakkarit
bir matriks yapidan olusmaktadir (Margulis, 1996; Seydim et al., 2001; Génnevik,
et al. 2011; Magalhdes et al., 2011). Kefir daneleri her fermantasyon sonrasinda
biiyiir, cogalir ve ozelliklerini bir sonraki jenerasyona aktarirlar. Kefir danelerinin
mikroflorasi oldukga stabildir; eger uygun kiiltiirel ve fizyolojik kosullarda saklanirsa

yillarca aktivitelerini koruyabilirler.
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Sekil 2.1. Kefir danesinin dis goriiniisii

(Nilgiin Ozdemir tarafindan fotograflanmistir.)



2.3.1. Kefir ve Kefir dane mikrobiyolojisi

Kefir danesi; LAB, AAB ve mayalar iceren kompleks bir mikrofloraya sahiptir
(Garrote et al., 1997). Dane mikroflorasinda beraber canliliklarini siirdiiren
mikroorganizmalar arasinda simbiyotik  bir iliski  bulunmaktadir. Kefir
fermantasyonu sirasinda ilk 6nce homofermentatif laktokoklar hizli sekilde geliserek
ortam pH degerini diisiirmekte ve pH’nin diismesi laktobasillerin gelisimini
etkinlestirirken laktokok sayisimin azalmasima neden olmaktadir. Mayalar
heterofermentatif  laktokoklar ile beraber aroma bilesenlerin  olusumunu
saglamaktadir. Fermantasyon siirecindeki mikroorganizmalarin simbiyotik iliskisi,
laktik asit bakteri gelisiminin maya ve asetik asit bakteri gelisimini desteklemesi

seklinde kendini gostermektedir (Koroleva, 1982; Giizel-Seydim et al. 2003).

Danenin mikrobiyal igerigini goriintiillemek ve var olan mikroorganizmalarin dane
icinde lokalize oldugu yeri belirlemek amaciyla kullanilan Tarayici Elektron
Mikroskobu (SEM) teknigi ile pek ¢ok arastirma yapilmustir. Yapilan arastirma
sonuclart Kefir danesinin dis kismu ile i¢ kismindaki mikrofloranin degisim
gosterdigini belirtmektedir (Toba et al., 1990; Rea et al., 1996; Giizel-Seydim et al.,
2005). Wouters vd. (2002), Kefir danesinin dis yiizeyinde laktobasillerin, dane
merkezine dogru ise mayalarin hakim oldugunu belirtmislerdir. Jianzhong vd. (2009)
yaptiklar ¢alismada Tibet Kefir danesinde i¢ kisim mikrobiyal hiicre yogunlugunun
dis kisim yogunlugundan daha az oldugunu belirlemis ve i¢ kisimda kisa zincirli
Laktobasillerin, dis kisimda ise uzun zincirli Laktobasillerin baskin oldugunu tespit
etmiglerdir. SEM kullanilarak, Tiirk Kefir danesinin yapisinda bulunan laktik asit
bakterileri, mayalar ve fibril yapilar1 gozlemlenmistir; maya kolonizasyonunun
ozellikle Kefir danesinin orta kisimlarinda yogunlastig1 belirtilmistir (Guzel-Seydim
et al., 2005). Zhoua vd. (2009) SEM kullanilarak incelenilen Kefir danesinde,
mikrofloranin suda ¢6ziinmeyen polisakkarit ve fibril yapi i¢inde bulundugu
belirtilmistir. Ayrica LAB ve mayalarin danede bulunduklar1 bolgeler, Giizel-Seydim
vd. (2005) tarafindan yapilan ¢alisma ile uyum gosterdigini de belirtmislerdir.

Kefir danesinin mikrobiyal popiilasyonunda genel olarak Laktik asit bakterileri
(%65-80 oraninda) baskinlik gosterirken (10%-10%), bunu maya (10°-10°) ve bazen de
asetik asit bakteri (10%-10°) icerigi izlemektedir (Witthuhn, 2005; Farnworth, 2005).



Kefir dane mikroflorasi, danenin orijinine gore cesitlilik gostermektedir. Farkli
orijinli danelerde farkli bakterileri cinsleri veya farkli bakteri tiirleri tespit
edilmektedir. Miguel vd. (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada farkl orijinli Kefir
dane mikrobiyal igerigi incelenmistir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD) orijinli
daneden Lactobacillus satsumensis ve Brezilya orijinli bir daneden ise bir asetik asit
bakterisi olan Acetobacter syzygii bakterileri ilk kez bir Kefir danesinden izole

edilmistir.

Giiney Afrika orijinli Kefir danesinden izolasyon sonucunda; L. delbrueckii spp.
delbrueckii, L.  delbrueckii  ssp. lactis, Leu. mesenteroides  ssp.
mesenteroides/dextranicum 2, L. fermentum, Lc. lactis spp. lactis 1, L. lactis
bakterileri; Zygosaccharomyces spp., Candida. kefyr, C. lipolytica ve Saccharomyces
cerevisiae mayalar1 tamimlanmis ve pediyokoklar, asetik asit bakterileri ve
propiyonibakterler bulunmamistir. Calismada kullanilan 8 farkli Kefir danesinin her
birinin mikroflorast  yukarida bahsedilen mikroorganizmalarin  farkhi

kombinasyonlarini igerdigi belirtilmistir (Witthuhn et al., 2004).

Irigojen vd. (2005) tarafindan yapilan bir calismada Ispanya orijinli Kefir danesi
kullanilmustir. Laktobasil- Laktokok 10® kob/mL, maya 10°> kob/mL ve AAB sayisi
10° kob/mL olarak belirlenmis ve AAB popiilasyonunun Rea vd. (1996) tarafindan
tespit edilen diizeyden daha fazla oldugu belirtilmistir. Ayrica, bu ¢alismada %1 ve
%S5 Kefir danesi inokiilasyon oraninin mikrobiyal ac¢idan olusturdugu fark
aragtirtlmistir. Maya ve AAB igerigi, %5 inokiilasyon oraninda daha yiiksek iken,
Laktobasil- Laktokok cinsleri %1 inokiilasyon oraninda daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Bu durum dane igindeki mikroflorasinin miikemmel dengesine 1s1k

tutmaktadir.

Arjantin orijinli dort farkli Kefir danesi kullanilarak iiretilen Kefir 6rneklerinin
mikrobiyolojik analizler sonuglarinda L. plantarum, L. kefir, L. plantarum, L.
parakefir, Lc. lactis subsp. lactis, Lc. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis, Leu.
mesenteroides, Acetobacteriae sp. ve Saccharomyces cerevisiae ile Kluyveromyces

marxianus mayalar1 tespit edilmistir (Garrote et al., 2001).



Kroger (1993) Avrupa orijinli Kefir 6rneklerinde streptokok icerigi 10°-10'
kob/mL, termofilik laktobasil icerigi 10° kob/mL ve mezofilik laktobasil igerigi 10*—
10° kob/mL, maya icerigi 3x10° kob/mL bulundugunu belirlemistir.

Irlanda orjinli Kefirde 10° kob/mL laktokok, 10® kob/mL leukonostok, 5x10° kob/mL
laktobasil, 10° kob/mL asetik asit bakteri ve 10° kob/mL maya bulundugu
belirtilmistir (Rea et al., 1996 ).

Giizel-Seydim vd. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada Kefirin fermantasyon
sonunda laktokok igerigi 8,64 log kob/mL olarak belirtilmistir. Maya sayisi ise
fermentasyonun besinci saatinde 4,21 log kob/mL iken fermantasyon sonunda 6,16
log kob/mL olarak tespit edilmistir. Bir gilinliikk depolama sonucunda LAB ve maya
miktarlari sirasiyla 9,19 ve 6,55 log kob/mL olarak tespit etmislerdir. Tiirkiye orijinli
Kefir danelerinde LAB/maya oran1 10°/10° olarak belirlenmistir.

Génnevik vd. (2011) tarafindan yapilan arastirmada Norveg orijinli Kefir danesinden
tretilen Kefir (ana kiiltiir) %0,2 oraninda starter kiiltiir olarak kullanilarak Kefir
tiretilmis ve tretilen Kefirin 8 haftalik soguk depolama siiresince mikrobiyal ve
kimyasal 6zellikleri incelenmistir. {1k 4 haftalik depolama sonucunda LAB sayisinda
8 log kob/mL’den 2-3 log kob/mL’ye kadar bir azalma gozlemlenirken, son 4 haftada
bu saymin degismedigi belirlenmistir. Depolama siiresince maya sayisinda 3,3 log
kob/mL’de 5 log kob/mL’ye kadar diizenli bir artig goriilmiis buna paralel olarak da

mayalarin metabolizma iiriinii olan CO; ve etanol miktarinda artig gdzlemlenmistir.

Kefir dane mikroflorasida laktozu fermente edebilen mayalar (Kluyveromyces lactis,
K. marxianus, K. lactis, Candida kefir, Torula kefir) ve laktozu fermente edemeyen
mayalar (Saccharomyces cerevisiae, Sacch. unisporus) birlikte bulunmaktadirlar
(Marquina, et al. 2002; Irigojen, 2005). Kefirin maya igerigi 10°-10° arahginda
degisim gosterdigi cesitli arastirmalarda belirtilmektedir (Kuo and Lin, 1999; Simova
2002; Farnworth, 2005; Guzel-Seydim, 2005; Kok-Tas, 2010; Zajsek and Gorsek,
2010). Giiney Afrika orijinli Kefirin 8 log kob/mL olan maya miktar1 bugiine kadar
belirlenen en yiiksek degerdir (Loteran et al., 2003).



Jianzhong vd. (2009) tarafindan yapilan g¢alismada PCR-Denatiire Gradient Jel
Elektroforezi (DGGE) kullanilarak Tibet Kefir dane mikroflorasi incelenmis ve SEM
kullanilarak goriintiilenmistir. Bakteriyel cesitliligin mayalara kiyasla daha fazla
oldugu belirtilen bu c¢alismada tespit edilen bakteriler; L. helveticus, L.
kefiranofaciens, L. kefiri, L. casei, Lc. lactis, mayalar, Sacch. cerevisiae, K.

marxianus, Kazachstania unispora, Kazachstania exigua’dir.

Cizelge 2.1. Kompleks Kefir dane mikroflorasi (Ottogalli et al.,1973; Rosi, 1978; Koreleva
1991; Pintado et al., 1996; Garrote et al., 2001; Simova et al., 2002; Marquina 2002; Santos et al.,
2003; Yuksekdag et al., 2004; Witthun et al., 2005; Delfederico et al., 2006; Latorre Garcia et al.,

2007; Terzi, 2007; Chen et al., 2008; Wang et al., 2008; Jianzhong et al., 2009; Miguel et al., 2010;

Kok-Tas, 2010; Giizel-Seydim et al, 2010b).

Laktobasiller Streptokoklar
Lactobacillus kefir Streptococcus thermophilus
Lactobacillus kefiranofaciens Streptococcus cremoris
Lactobacillus kefirgranum Streptococcus faecalis
Lactobacillus parakefir Streptococcus durans
Lactobacillus brevis Leuconostoc mesenteroides
Lactobacillus plantarum Asetik Asit Bakterileri
Lactobacillus helveticus Acetobacter sp.
Lactobacillus rhamnosus Acetobacter pasteurianus
Lactobacillus delbrueckii Acetobacter aceti
Lactobacillus acidophilus Acetobacter rascens
Lactobacillus casei Acetobacter syszgii
Lactobacillus paracasei Mayalar

Lactobacillus hilgardii Saccharomyces cerevisiae
Lactobacillus fermentum Saccharomyces delbruecki
Lactobacillus viridescens Saccaromyces unisporus
Lactobacillus gasseri Saccharomyces exiguus
Lactobacillus fermentum. Kluyveromyces lactis
Lactobacillus mesenteroides Kluyveromyces fragilis
Lactobacillus crispatus Kluyveromyces marxianus
Lactobacillus buchneri Candida holmii




Cizelge 2.1. (devam)

Lactobacillus satsumensis
Lactobacillus acidophilus
Laktokoklar

Lactococcus lactis subsp. lactis
Lc. lactis subsp. lactis biovar. Diacetylactis

Lc. lactis subsp. cremoris
Bifidobakterler
Bifidobacter bifidum
Bifidobacter langum

Bifidobacter breve

Candida friedricchi
Candida albicans
Candida kefir

Candida tenuis

Candida pseudotropicalis
Candida lambica
Candida valida
Cryptococcus humicolis
Torulaspora delbrueckii

Kazachstania unispor

Kazachstania exigua

2.3.2. Kefir ve Kefir dane kimyasi

Kefir danesinin ve Kefirin kimyasal icerigi; tipki mikrobiyal igerigi gibi dane
orijinine, dane inokiilasyon oranina, fermantasyon kosullarina (sicaklik ve siire) ve
fermantasyonda kullanilan siit ¢esidine (inek, koyun, keci, deve, bufalo, soya siitii)
bagli olarak degismektedir. Tiim bu parametreler Kefirin pH, titrasyon asitligi,
laktoz, yag, protein orani ve etanol igerigi gibi kimyasal 6zelliklerini, kopiik olusumu
ve viskozite gibi fiziksel Ozelliklerini ve tat-koku-goriinlig-tekstiir gibi duyusal

ozelliklerini etkilemektedir (Irigojen, 2005; Silva, et al., 2009; Kok-Tas, 2010).

Kefir danesi yaklasik olarak; (agirlik/hacim) %85-90 su, %0,2 yag, %3 protein, %6
seker, %0,7 kiil, %0,1-0,3 asetik asit, %1-2 laktik asit ve % 0,1-1 alkol icermektedir
(Garrote, et al., 2001; Wojtowski, et al., 2003; Silva, et al., 2009). Ayn1 zamanda
Kefir, baz1 esansiyel amino asitler (triptofan, fenilalanin 16sin izoldsin, metiyonin
vb.), vitaminler (A, B;, B, Bs ve C vb.), mineraller (magnezyum, potasyum,
kalsiyum, fosfor vb.), aromatik bilesenler (asetaldehit, diacetil, asetoin vb.) gibi
makro ve mikro elementleri de igermektedir (Otles, et al., 2003; Liut-Kevicius and
Sarkinas, 2004; Grénnevik et al., 2011). Bu kusursuz optimal denge ve en

miitkemmel sinerjik sentez Kefir’i farkl bir siit iirlinli yapmaktadir.
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Cizelge 2.2. Kefirin kimyasal icerigi (Nayir, 2008)

Bilesenler 100g
Enerji 65 kkal
Su (%) 85-90
Protein (%) 3,5
Yag (%) 2,8-3,3
Laktoz (%) 4,0

Siit asidi (g) 0,8
Laktik asit (g) 0,8-2
Etil alkol (g) 0,9-2,9
Esansiyel amino asit (g) 1,75
Vitaminler (mg) 2,1
Mineraller (g) 0,6-0,86

Kefirde tiim bu kimyasal bilesenlerin olusumunda mikroorganizmalar 6énemli etkiye
sahiptir; fermantasyonda mayalar, etanol ve karbondioksit iiretimine katkilarindan
dolay1 6nemli bir yer tutar (Irigojen et al., 2005; Grénnevik et al., 2011). Kefirin
kimyasal igeriginin fermantasyon sonrasi depolama siirecinde de degisimi
mikroorganizmalarin faaliyetinin devam ettiginin gostergesidir. Depolama siirecinde
maya sayisindaki artis ile etanol ve karbondioksit miktarlarindaki artis pozitif

korelasyon gostermektedir (Beshkova et al., 2002; Grénnevik et al., 2011).

Karbondioksit (CO;) igerigi Kefire ferahlatici, hafif kopikli ozellikler
kazandirdigindan dolay1 Kefirin duyusal 6zelligin 6nemli bir tanimlayicisidir. Kefirin
karbondioksit igerigin de maya aktivitesinin etkin oldugu belirtilmektedir. Daneden
elde edilen Kefirin CO, igerigi 0,85-1,05 g/l araliginda degistigi belirtilmektedir
(Beshkova et al., 2002; Simova et al., 2002; Giizel- Seydim et al., 2005).

Asetaldehit, diasetil ve asetoin bilesenlerinin Kefir aromasima katkisindan dolay1
oldukca dikkat ¢ekmektedir. Bu bilesenlerin konsantrasyonunda Kefir fermantasyonu
stiresince artis gozlemlenirken, depolama siiresince asetaldehit konsantrasyonunda
artma, asetoin konsantrasyonunda azalma belirlenmistir (Giizel-Seydim et al., 2000a,

2000b).

Kefirin organik asit igerigi ile ilgili ¢esitli caligmalar yapilmistir. Fermente siit
tirlinlerinde organik asitler genel olarak mikrobiyal metabolizma sonucu olusan

metabolik iriinlerdir. Bu organik asitler son {irliniin organoleptik &zelliklerinin

11



olusumunda etkili olurken; ayn1 zamanda bazilariin saglik tizerinde de pozitif etki
gosterdikleri  belirtilmektedir. Gilizel-Seydim vd. (2000a) tarafindan yapilan
calismada kefirin 4°C’deki depolama siiresince organik asit degerlerindeki degisimi
(orotik, sitrik, piirivik, laktik, {irik, asetik, propionik, biitirik ve hippiirik) 275 nm’de
UV detektor kullanilarak HPLC ile belirlenmistir. Depolama siiresince sitrat miktari
1438-1863 ng/g, trik asit miktar1 27-33 pg degisim aralifinda oldugu belirtilmistir.
Pirtivik asit miktar1 0. giinde 18 pg/g, orotik asit miktar1 21. giinde 131 pg/g
araliginda tespit edilmistir. Kefirde asetik, propionik, biitirik ve hippurik asit

depolama siiresince tespit edilememistir.

Kinik vd. (1998) tarafindan Kefirin fermantasyonu ve depolama siiresince organik
asit bilesenleri belirlenmistir. Plirivik, siiksinik ve propionik asitlerin fermantasyonun
6. saatine kadar arttig1 ve daha sonrasinda depolama siiresince azaldigi, orotik ve
sitrik asit miktarlarinin ise hem fermantasyon hem de depolama siirecinde azaldigi

belirtilmistir.
2.4. Kefir Uretimi

Kefir iiretiminde genellikle hammadde olarak inek siitli kullanilmasina ragmen keci,
koyun, deve ve bufalo, hindistan cevizi, piring siitleri de kullanilabilmektedir. Ayrica
soya siitii, Kefir tiretiminde kullanilan bir hammaddedir. Son yillarda yapilan bazi
calismalar fonksiyonel o6zelliginin yiiksek oldugu bilinen keci siitiiniin Kefirde

kullanim1 yoniinde egilim gostermektedir (Quiros et al. 2005; Satir, 2011).

Kefir, geleneksel ve endiistriyel olmak tizere iki farkli sekilde tretilebilmektedir.
Geleneksel Kefir tiretimi, starter kiiltiir olarak dane kullanilmasi ile diger fermente

stit Girtinlerinin iiretiminden farklilik gostermektedir (Simova et al., 2002).

Geleneksel Kefir iiretiminde, 85-90 °C’de 20 dakika pastdrize edilen ve 25 °C’ye
kadar sogutulan siite optimum %2 oraninda Kefir danesi eklenir. Kefir danesi
eklenen siit 25°C’de, 20- 24 saat inkiibasyona birakilir. Siire sonunda, pH 4,6
degerine ulasinca pihtt olusur ve fermentasyon tamamlanir. Fermentasyon
tamamlandiginda karbondioksitin etkisiyle Kefir daneleri olusan pihtinin ylizeyine

dogru c¢ikmaktadir (Seydim, 2001). Olusan piht1 siizgecten gecirilerek icerisindeki
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Kefir danelerinin ayrilmasi saglanir. Ayrilan daneler yeni bir fermantasyon/Kefir
{iretimi icin siite eklenirken siizgecten ayrilan sivi kisim ise 4°C’de 1 giinliik
depolama (olgunlagsma) sonrast Kefir olarak tiiketilebilmektedir (Sekil 2.2.).
Geleneksel iiretimde eklenen optimum dane oraninin %2-3 aralifinda degisim
gosterdigi belirtilmektedir (Koroleva, 1991; Kok-Tas, 2010). Ayrica eklenen dane
oran1 1ile Kefirin inkiibasyon siiresinin negatif bir korelasyon gosterdigi

belirtilmektedir (Kuo and Lin, 1999).

Cig Siitiin Pastorizasyonu
(90 °C 2dKk)

|

Sogutma (25 °C)

|

Kefir Danelerinin ilavesi (% 2) Kefir Danelerini Tekrar
<4mmmm  inokiile Edilmesi

Fermantasyon
(25 °C’ de 20-24 saat)

|

Kefir Danelerinin sl  Kefir Danelerinin

Ayrilmasi Steril Ortamda
Steril Su ile Yikanmasi

Kefir (Uriin)

|

Ambalajlama

|

Sogukta Depolama (4°C)

Sekil 2.2. Geleneksel Kefir tiretimi

Endiistriyel Kefir iiretiminde ise pastorize edilen ve 25 °C’ye sogutulan siite Kefir
kiiltiirii (starter) ilave edilir. 20-24 saat 25°C’de fermente edilir. Kefirin pH degeri
4,6 diizeyine ulasinca fermantasyon sonlandirilir ve iirlin karistirilip aseptik dolum
yapilir. Uriin +4°C’de 1 giinliik depolama sonrast tiiketilebilir (Sekil 2.3), (Otles and
Cagindi, 2003; Kok-Tas, 2010).
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Cig Siit

l

Yag Standardizasyonu
(tam yagh, yarim ve az yagh)

l

Homojenizasyon

l

Pastorizasyon
(90 °C -2 dk)

l

Sogutma (25 °C)

l

Kefir Kiiltiirii Inokiilasyonu

l

Fermantasyon
(25 °C’de 18-20 saat)

l

Pihtimin Kirilmasi
(Karistirma)

l

Kefir (Uriin)

l

Ambalajlama

|

Sogukta Depolama (4°C)

Sekil 2.3. Endiistriyel Kefir iiretimi
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Endiistriyel iiretimde ticari olarak iiretilen starter kiltlirler kullanilmaktadir. Bu
starter kiltlirler genelde daneden izole edilen mikroorganizmalarin biyoteknolojik
olarak gelistirilmesi ve sonrasinda liyofilize edilmesi ile hazirlanmakta ve Str. lactis,
L. plantarum, Str. cremoris, L. casei, Str. diacetylactis, L. cremoris, Sacch.
florentinus vb. mikroorganizmalar igermektedir (Hertzler and Clancy 2003).
Beshkova vd. (2002) tarafindan yapilan ¢alismada Kefir danesinden izole edilen iki
bakteri (L. helveticus ve Lc. lactis subsp. lactis) ve bir maya (Sacch. cerevisiae)’nin
iki yogurt kiiltiirti (L. delbrueckii subsp. bulgaricus ve St. thermophilus) ile kombine
edilerek starter kiiltiir olusturulmasi buna Ornek olarak gosterilebilir. Ancak bu
kiltiirlerden elde edilen Kefir, Kefir danesinden elde edilen Kefire 6zgii kimyasal
ozellikleri ve tat-aromayr tam anlamiyla son iiriine verememekte ayrica; Kefirin
fonksiyonel 6zelliginin en dnemli gostergesi olan probiyotik mikroorganizmalar1 da
yeterli miktarda yapisinda bulunduramamaktadir. Dane mikroflorasindaki mikrobiyal
zenginlik ve mikroorganizmalarin 6zelligi bunun nedeni olarak gosterilmektedir
(Farnworth, 2005; Giizel-Seydim et al., 2010). Simova vd. (2002) Kefir danesinden
uretilen Kefir-A, Kefir danesinden iiretilen Kefir-B ve Kefir kiiltiiriinden iiretilen
Kefir-C  mikrobiyolojik ve kimyasal ozellikleri agisindan karsilastirmislardir.
Aragtirma sonuglarina gére A, B ve C oOrneklerinde streptokoklarda %26-30 artis
tespit edilirken, laktobasillerde %13-23 ve mayalarda da %10-17 azalma
belirtilmistir. Sonuglar, Kefir iiretimi i¢in Kefir danesi kullanilmasi gerektigini
gostermektedir. Bozkurt vd. (2010) tarafindan yapilan bir ¢calismada da geleneksel
olarak Kefir danesinden iiretilen Kefir ile piyasada ticari olarak satilan Kefirin
fonksiyonel etkinliginin en Onemli kriteri olan mikrobiyal igerikleri, ozellikle
probiyotik icerikleri karsilastirilmistir. Arastirma bulgular1 geleneksel Kefirde tespit
edilen mikroorganizma ve probiyotik bakteri iceriklerinin ticari olarak iiretilen
Kefir’'e gore onemli diizeyde fazla oldugunu gostermistir. Kefir liretiminde dane
kullanimi Kefir’in fonksiyonel o6zelliginden en {ist diizeyde yararlanilmasini

saglamaktadir.
2.5. Kefiran-Ekzopolisakkarit Yapi

Kefiran; Kefir danesinin i¢erisindeki mikroflora tarafindan iiretilen ekzopolisakkarit

bir yapidir (Rimada and Abraham, 2001; Mukai et al., 1998; Micheli et al., 1999).
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Mikroorganizmalar intraseliiler (depo) polisakkaritler, ekstraseliiler polisakkaritler ve
yapisal formdaki polisakkaritler olmak {izere 3 ayr1 polisakkarit tiirii
sentezlemektedirler. Ekzopolisakkarit (EPS) formlar1 hiicre duvari ile birlesmis olan
kapsiiller seklinde iiretilebildigi gibi biiylik miktarlarda hiicre duvart disinda biriken
ve kiiltiir ortamina yayilan salgilar seklinde de iiretilebilen yapilardir (Sutherland,

1998; Ramesh and Tharanathan, 2003).

EPS, glikozid baglar1 ile birbirine bagli olan seker {initelerinden olusmaktadir.
Bakteriyel EPS’lerin ¢gogunlugu diizenli oligosakkaritlerin tekrarlanan birimlerinden
olusmus heteropolisakkarit yapida, bazi bakteriyel EPS’ler ise tek tip sekerden
meydana gelen bir homopolisakkarit yapidadir (Kenne and Lindberg, 1983). EPS;
uzun zincirli, molekiil agirlig1 yiiksek, suda ¢oziinmeyen ya da yogunluk vererek
dagilan, jel 6zelliginde yapilardir. Bu yapt mikroorganizmalar i¢in enerji ve karbon
kaynag1 olarak kullanilmasa da mikroorganizmalar tarafindan olusturulan &zellikle
fermente triinlerin tekstiirii ve reolojisi gibi kendine 6zgii fiziksel 6zelliklerinin

yapilanmasinda etkilidir (Frengova, 2002).

Bir fermente i¢ecek olan Kefirin fiziksel 6zelliklerinin olusumunda etkili olan ve
Kefir danesinde var olan mikroorganizmalar tarafindan iiretilen EPS yap1 ise
‘Kefiran’ olarak adlandirilir. Kefiran suda ¢éziinemeyen, esit miktarda D- glukoz ve
D- galaktozdan olusan glukogalaktan yapida dallanmis heteropolisakkarit bir yapidir.
HPLC ile belirlenen molekiil agirligmin 10’ Da’dan fazla oldugu belirtilmistir
(Kooiman, 1968; Micheli et al., 1999; Piermaria et al., 2009). Kefiranin kimyasal
yapist NMR (Niikleer Manyetik Rezonans) teknigiyle belirlenmistir. Yap1 hekza-
heptasakkaritin tekrarlanarak dallanmis biriminden olusmaktadir (Sekil 2.4).

— 6HP-D-Gp-{1—2(6)} B -D-Galp{ 1—-A)-o-D-Galp-(1— 3)-p -D-Galp(1—HB-D-Gp-

——

&(2)

Sekil 2.4. Kefiranin kimyasal yapis1 (Farnworth, 2005)
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Fermente siit iirlinlerindeki EPS yapinin sentezlenmesinde iiretiminde kullanilan
laktik asit bakterilerinin (LAB) roliiniin biiylik oldugu bilinmektedir ve LAB
tarafindan {retilen EPS’in gilivenli oldugu yapilan arastirmalarla belirlenmistir

(Dubac and Mollet, 2001).

Kefiranin, Kefir danesine 6zgii L. kefiranofaciens, L. kefir, L. kefirgranum, L.
parakefir, bakteri tiirleri tarafindan iiretilen bir EPS oldugu bilinmektedir (Kooiman,
1968; Kandler, 1983; Fujisawa, 1988; Yokoi, 1991; Takizawa et al., 1994; Cheirsilp
et al., 2003; Wang et al., 2008).

Yapilan arastirmalarda Kefir mikroflorasinda bulunan bazi bakterilerin EPS
iiretebilme yetenegi ve liretme miktar1 incelenmistir. Van Geel-Schutten vd., (1999)
L. reuteri LB121 tarafindan iretilen EPS miktarini 9800 mg/l olarak belirlemislerdir.
Bir diger ¢alismada Kefir danesinden elde edilen L. plantarum, L. bulgaricus, L.
helveticus, Str. thermophilus bakterilerinin bazi suslarinin tek tek EPS iiretebilme
yetenegi belirlenmis ve bu bakteriler arasinda en yiiksek EPS {iretimi 460,27 mg/l
olarak, L. bulgaricus HP1’¢ aittir. Bu ¢alismada incelenen bakteri suslarinin tirettigi
EPS yapida glukoz ve galaktoz oranlari degisiklik gostermektedir. L helveticus
tarafindan sentezlenen EPS’lerin glukoz:galaktoz oram1 2:1°dir. Incelenen
bakterilerden sadece L. bulgaricus suslarinin tirettigi EPS esit oranda (1:1) glukoz ve
galaktoz icerdigi i¢in Kefiran yapisindadir (Frengova et al., 2005; Wang et al., 2009).
L. plantarum KF5’in {irettigi heteropolimerik polisakkarit mannoz, glukoz ve
galaktozu sirastyla 1:4,99:6,90 oraninda icermektedir (Wang et al., 2010). Ayrica
maya ve LAB birlikteliginin Kefiran iiretimine pozitif etki gosterdigi bilinmektedir
(Mitsue et al., 1999). Mitsue vd. (1999) Kefiran iireten bakteri L. kefiranofaciens ile
Torulaspora delbrueckii mayasi kombine edildiginde Kefiran iiretim miktarinin
arttig1 tespit edilmistir. Cheirsilp vd. (2003), L. kefiranofaciens iiretilen Kefiran ve L.
kefiranofaciens ile Sacch. cerevisiae tarafindan birlikte tiretilen Kefiranin miktarlar
karsilagtirmistir;  Sacch. cerevisiae ile birlikte gelistirilen kiiltiiriin  Kefiran
miktarmin (49 mg/L), L. kefiranofaciens kiiltliriiniin tirettigi Kefiran miktarindan (25

mg/L) 6nemli diizeyde fazla oldugu tespit edilmistir.
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Kefiran ekzopolisakkaritinin sagligl diizenleyici/desteleyici ozellikleri
(immiinomodiilatdr, epitelyum koruyucu anti-timor etki vb.) yapilan aragtirmalarla
desteklemektedir. Antibakteriyel 6zellige sahip oldugu, bagirsak bagisiklik sistemini
tesvik ettigi ve Bacillus cereus’a karsi epitel hiicreleri korudugu belirtilmistir
(Vinderola, 2006; Medrano, 2009). Vinderola (2006) tarafindan yapilan bir
calismada kefirden elde dilen EPS’nin gdgiis kanserine etkisi incelenmis ve fareler
lizerinde yapilan bir deney sonucunda kanser hiicrelerini azalttig1 tespit edilmistir.
Fareler iizerinde yapilan bagka bir calismada ise Kwon vd. (2008) tarafindan Kefir
danesinden izole edilen Kefiranin alerjik brons astimi ve akciger dokusunun
iltihaplanmasimin tedavisinde terapotik etkiye sahip olabilirliligi belirlenmistir.
Piermaria vd. (2009) yaptiklar1 bir calismada Kefiran polisakkaritinden {iretilen
filmlerin gida endiistrisinde ambalaj materyali olarak kullanilabilirliligini

gostermislerdir.
2.6. Kefir Uretiminde Yeni Teknolojik Gelismeler

Kefir, yararli mikrobiyal ve kimyasal igerigi nedeniyle arastirmacilar ve dolayh
olarak bilingli tiiketiciler tarafindan her gecen giin daha fazla dikkat ¢cekmektedir
(Gtizel-Seydim et al., 2010a). Kefirin aromast ve kompozisyonu yapiminda
kullanilan danenin orijinine gore degismesinin yani sira kullanilan siitiin ¢esidine,
teknolojik isleme gore de degismektedir. Kefir yapiminda Kefir danesi ilave edilerek
fermente edilebilen bircok substrat kullanilmaktadir. Bunlarin arasinda siit en iyi
ortami saglayan bir substrattir, ayrica su, piring, peynir alti suyu gibi ortamlar
kullanilarak Kefir ve Kefire benzer igecekler elde edilebilmektedir (Magalhaes, et al.,
2010b). Peynir alt1 suyu proteinleri genis spektrumlu kimyasal, fiziksel ve biyolojik
Ozellikleri bulunan zengin bir protein karigimidir. Orta cagda peynir alti suyu
proteinlerinin insanlar1 hastaliklara karsi koruyucu ve terapotik ozelliklerinin
bulundugu ve bazi hastaliklarin tedavisinde bu maddenin sik¢a kullanildig:
belirtilmektedir. Oligosakkaritler ve peyniralt1 suyundaki yaglar (sfingolipitler) gibi
peynir suyunun protein olmayan bilesikleri degerli siit¢iiliik katkilar1 olarak
nitelendirilebilir ve fonksiyonel gidalarda ticari olarak kullamlabilirler. Ornegin,
peynir alti suyunda bulunan prebiyotik Ozellikteki galakto oligosakkaritler Kefire

probiyotik 6zellik kazandiran mikroorganizmalardan Bifidobacteria cinsi bakterilerin
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gelisimini ve/veya aktivitesini desteklemektedirler. Yine peynir alti suyunda bulunan
sfingolipitler biyolojik olarak aktif ve anti-karsinojeniktir (Anonymous, 1998;
German et al., 2001). Son yillarda yapilan arastirmalar ise peynir alt1 suyunun Kefir
ve Kefir benzeri iirlin yapiminda kullanimi iizerinde yogunlagmistir. Ayrica Kefir
yapiminda substrat olarak peynir altt suyu ve/veya deproteinize peynir alti suyu
kullanimu ile geleneksel olarak siit kullanimi arasinda fermantasyon siiresince olusan
ucucu bilesenler ve biyokimyasal degisimler bakimindan benzerlik gostermektedir.
Anti-bakteriyel ve anti-viral, anti-oksidant, anti-karsinojenik aktivitelerine sahip
peynir alti suyunun Kefirin fonksiyonel 6zellikleri ile birlestirilmesi {iretilen iiriiniin

onemine katki saglamaktadir.

Koutinas vd. (2009) peynir alt1 suyu kullanarak iirettikleri Kefiri sert-tip peynir
tretiminde starter kiiltiir olarak kullanmislardir. Substrat olarak peynir alti suyu
kullanilarak {iretilen Kefire, danelerinden ayrildiktan sonra endiistriyel kurutma
odalarinda 38 °C 1s1l kurutma uygulanmis ve sert-tip peynire starter kiiltiir olarak
ilave edilmistir. Uretilen peynir ticari olarak iiretilen rennet peynirine kiyasla
organoleptik Ozellikleri daha gelismis ve tuz ilavesine gerek duymadan raf omrii

uzadig belirlenmistir.

Ertekin ve Giizel-Seydim (2010) tarafindan Dairy Lo® yag ikame maddesi ve inulin
prebiyotigi kullaniminin yagsiz Kefir kalite kriterleri iizerine etkisi arastirilmistir.
Calismada; tam yagh siite (TY), % 2 Dairy Lo® iceren siite (DL), % 2 iniilin i¢eren
siite (INU) ve yagsiz siite (YK) % 2 oraminda Kefir danesi inokiilasyonuyla Kefir
elde edilmistir. Elde edilen iirlinlerin kimyasal, mikrobiyolojik ve duyusal analizleri
yapilmugtir.  Orneklerin (TK, DL, INU, YK) pH degeri 4,29-4,40 araliginda
bulunurken; laktik asit esdegerinde titrasyon asitligi ve kurumadde degerleri sirasiyla
% 0,70-0,82 ve % 8,6-10,9 olarak tespit edilmistir. Asetaldehit konsantrasyonlari
5,2-7,16 mg/L, etanol konsantrasyonlar1 151-1075 mg/L arasinda tespit etmistir.
Ayrica 7 gilinlik depolama uygulanan orneklerde depolamanin birinci giiniinde,
goriiniir viskozite TY O6rneginde 977 mPas ile en yliksek, INU 6rneginde 528 mPas
ile en diisiik bulunmustur. Biitiin 6rneklerde laktobasil sayis1 9,1-9,4; laktokok sayisi
9,3-9,8; maya sayist 5,3-5,6 log (kob/mL) arasinda bulunmustur. Duyusal

degerlendirmede TY diger orneklerden onemli farklilikta yiiksek puanlar almstir.
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Dairy-Lo kullaniminin da Kefirin duyusal 6zelliklerini olumlu etkiledigi

belirlenmistir.

Tayland’da yapilan bir caligmada inek siitii ve piring siitii kullanilarak Kefir
tretilmistir. Her iki iiretimde de iki farkli kompozisyonda liyofilize Kefir starter
kiiltiiri (Kefir A ve Kefir B) kullanilmis ve toplamda dort iiretim yapilmistir.
Uretilen Kefirler antioksidan aktivitesi ve bakteriyel inhibisyon aktivitesi agisindan
birbiriyle karsilastirilmistir. Calisma sonuglari; kullanilan siit ¢esidinin genel olarak
bakteriyel inhibisyon aktivitesi bakimindan belirgin fark olusturmadigmi
gostermektedir. Bakteriyel inhibisyon etki bakimindan farkin test edilen
mikroorganizmaya gore degistigi, tim tretimlerde en kuvvetli etkinin Escherichia
coli’ye karst oldugu belirtilmistir. Antioksidan aktivite bakimindan BHA (yapay
kuvvetli bir antioksidan madde) ile piring siitiinden elde edilmis Kefir karsilagtirilmig
ve radikal inhibisyon oranlar1 birbirine benzer bulunmustur. Boylece piringten elde
edilen Kefirin hem kuvvetli hem de dogal antioksidan bilesenler igeren bir gida

oldugu gosterilmektedir (Sirirat and Jelena, 2010).

Wroblewska vd (2009) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, transglutaminaz ilavesinin
Kefirin duyusal kalitesi ve siit proteinlerinin immuno reaktivitesi lizerine etkili
oldugu belirtilmistir. Yapilan test (yarismali eliza yOntemi) sonucunda
transglutaminaz ilave edilerek iiretilen kefir azalmis immuno reaktif 6zelligi ve

artmis duyusal 6zelligiyle karakterize edilmis ve alejik insanlar i¢in dnerilmistir.
2.7. Kefirin Saghk Uzerine Etkileri

Kefir; yapiminda kullanilan siitiin laktoz, protein, yag, mineraller ve vitaminler gibi
oldukca zengin besin igerigini yapisina alirken fermente iiriin olmasi nedeniyle
yapiminda kullanilan kompleks dane mikroflorasini, bu mikrofloranin {irettigi
metabolitleri ve biyoaktif bilesenleri (baz1 serbest amino asitler, kojuge olmus
linoleik asitler, biyoaktif peptitler) de yapisinda bulundurmaktadir. Bu nedenle
fonksiyonel bir gida olarak gosterilen Kefirin saglik tiizerine etkisi bilimsel

arastirmalarda One ¢ikan bir konudur.
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Kefir fermantasyonu sirasinda olusan biyoaktif peptitlerin bagisiklik sistemini
diizenleyici etkisi, Kefir danesinden elde edilen polisakkarit yapinin akciger
kanserinin  yayilmasim1  ve tiimor olusumunu engelleyici etkisi, dane
mikroflorasindaki bazi mikroorganizmalarin p-galaktozidaz aktivitesi sayesinde
laktoz intolerans1 gosterenlere karsi olumlu etkisi, dane igindeki bazi laktobasiller
tarafindan iretilen organik asitler, hidrojen peroksit, diasetil ve bakteriosin gibi
bilesenlerin anti-mikrobiyal etkisi ve hipokolesterolemik etkisi gibi kefirin saglik
lizerine faydalarindan dolay1 diyet ile tiiketimi oldukc¢a 6nemlidir (Furuwava et al.,
1991; Zacconi et al., 1995; Tamai et al.,1996; Zubillaga et al., 2001; Farnworth,
2006; Terzi, 2007; Gilizel-Seydim et al., 2010a).

Son yillarda yapilan gesitli calismalarda; Kefirin ve Kefir danelerinin anti-kanserojen
etkisi arastirilmistir (Shiomi et al.; 1982; Fernandes and Welch, 1987; Furukawe,
1990; Furukawa et al., 1991; Cevikbas et al., 1994; KaragozIlii and Bayarer, 2004;
Giizel-Seydim et al. 2006). Kefirin igerdigi mikroorganizmalarin, fekal enzim
aktivitesini biiylik Ol¢iide diisiirmesi sonucunda, oOzellikle kolon kanseri riskini
azaltict etki gosterdigi belirtilmistir (Fernandes and Welch, 1987). Grishina vd.
(2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada; genotoksik oldugu bilinen ve insan kolon
hiicrelerinde DNA’nin zarar gérmesine neden olan fekal su ornekleri iizerinde Kefir
ve ayranin antigenotoksik etkisi incelenmistir. Yapilan analizler sonucunda fekal
suyun genotoksitesini Kefir ve ayranin 6nemli derecede azalttigi gézlemlenmis ve bu
antigenotoksik etkinin sebebi olarak Kefir ve ayranin igerdigi kisa zincirli yag

asitlerinin miktar1 gosterilmistir.

Kefir, yararli mikroorganizmalar1 igerisinde bulundurmasi (L. acidophilus, L. casel,
L. reuteri, L. lactis; B. bifidum, B. langum, B. breve vb.) ve bu mikrorganizmalarin
tilkketim sirasinda insan biinyesine canli olarak alinabilmesi ve saglik iizerine pozitif
etkilerinin olmasi ile fonksiyonel bir gida oldugu bilinmektedir (Otles and Cagindi,
2003; Goniilates, 2008; Ershidat and Mazahreh 2009; Kok-Tas, 2010).

Bekar vd. (2010) mide kanseri icin bir risk faktorii olarak gdsterilen ve rol oynayan
Helicobacter pylori enfeksiyonunun tedavisinde probiyotik bakteri i¢eriginden dolay1

kefir ilavesinin pozitif etki gosterdigini belirtmislerdir. H. pylori enfeksiyonunun
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tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin etkinligi olduk¢a zordur. Yapilan ¢aligmada H.
pylori ile enfekte olan kisiler ikiye gruba ayrilmis ve bir gruba antibiyotik tedavisi
uygulanmakta iken diger guruba antibiyotik tedavisine ilave olarak 250 mL Kefir 14
giin siiresince uygulanmistir. Sonucglar Kefir verilmeyen grupta mikroorganizma
tahrip oran1 % 50 iken Kefir verilen grupta % 78,2 oldugunu gostermektedir. Yiicel,
(2000) H. Pylori’nin antibiyotiklere kars1 direng gdstermesi, antibiyotikler midenin
asidik pH degerinde stabil etkiyi saglayamamasi ve midenin bosalmasi ile midede
kalis siirelerinin olduk¢a kisa olmasi gibi nedenlerden dolayr enfeksiyonun

tedavisinin zor oldugunu belirtmistir.

Broilerde Kefirin probiyotik olarak kullanilmasi {izerine yapilan bir ¢aligmada igme
suyuna Kefir ilave edilmistir. Deneme sonucunda Kefir ilaveli igme suyu
tikketenlerde canli agirlik kazanci 6nemli diizeyde artarken, karkas randiman1 da suya
eklenen Kefir orani ile pozitif korelasyon gostermektedir. Calisma sonucunda
broilerde Kefirin probiyotik olarak kullanilmasinin biiylime performansini artirdigi
sonucuna varilmistir (Karademir and Unal, 2009). Bdylece probiyotik bakteri ieren
iriinlerin sadece insanlar i¢in degil ayn1 zamanda da hayvan icin beslenme ve
gelisiminde, hayvan saghiginda (kanatlilar1 Salmonella’dan koruma, inekleri siitten
kesilme gibi stres bagl ¢esitli saglik sorunlarindan koruma vb.) basarili bir sekilde

kullanilabildigi belirtilmistir.

Ayrica Kefir danesindeki probiyotik bakteriler antimutajen aktiviteleri bakimindan
da 6nemlidir. Lactobacillus acidophilus tiirii ve Bifidobacteria cinsi bakterilerin bazi
suslart ile bu probiyotik bakteriler tarafindan iiretilen organik asitlerin (6zellikle
biitirik asit ve bunu takiben asetik asit vb.) mutajenlere kars1 yliksek inhibitor etkisi
gosterdigi  bilinmektedir (Lankaputhra and Shah, 1998). Yapilan caligmalar L.
acidophilus’un tiimor hiicreleri inhibe ettigi, prokarsinojen maddelerin karsinojen
maddelere donlismesine neden olan mikroorganizmalara karsi antagonistik etki
gosterdigi bildirilmistir (Nayir, 2008). Kok-Tas vd. (2011) tarafindan yapilan baska
bir ¢alismada da probiyotik bakterilerden biri olan B. bifidum S17 PRL2010 susu ilk

kez bir kefir danesinden izole edilmistir.
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Goniilates (2008) tarafindan yapilan bir in vivo ¢alismada Kefirin insanlar tizerindeki
immiinomodiilator etkileri arastirilmistir.  Yapilan calismaya 18 gonilli kisi
katilmistir. Goniilliiler, fermente {irlinlerden yoksun bir diyetle 2 hafta beslenmeleri
sonrast 6 hafta siiresince hafta i¢i her giin 200 mL Kefir ilaveli bir diyetle
beslenmislerdir. Laboratuvar testleri i¢in, Kefir verilmeden once (0. hafta), Kefir
verilmeye baslandiktan sonra (3. ve 6. haftalarda) ve Kefir verilmesi durdurulduktan
3 hafta sonra (9. hafta) kan ve serum Ornekleri toplanmistir. Yapilan test sonuglar
degerlendirildiginde lenfosit (degisik antijenik yapilar1 Ozellikli olarak taniyip
birbirinden ayiran bagisiklik sistemi hiicre toplulugudur; B lenfositler ve T
lenfositler) sayilarinda Kefir tiiketimiyle parelel olarak artis gozlemlenmis hatta
goniilliilere Kefir verilmesinin kesilmesinden sonra da artan bu degerlerin korundugu
tespit edilmistir. Lenfosit alt gruplarinin (Cluster Designation, lenfosit yiizeylerde
bulunan ve bu hiicrelerin tanimlanmasini saglayan hiicre ylizey molekiillerine gore
adlandirma sistemi) akim sitometri yontemiyle aktivitesine bakilmig CD8 (sitoksik T
lenfositler) ve CD19 (aktivasyon reseptorii tasiyan B lenfositler) bagislik sistemi
hiicrelerinde artis gézlemlenmistir. Bu da Kefirin bagislik sistemini enfeksiyonlara
karst hazir tutugunu gostermektedir. Ayrica, sitokin (bagisiklik sisteminde rol
oynayan hiicrelerin fonksiyonlarmi diizenleyen protein yapidaki molekiiller) tiretimi
tizerine de Kefirin supernatantinin etkisi incelenmistir. Sonuglar Kefir
supernatantinin  pro-inflammatory sitokinlerin iiretimini artirdigini gostermistir

(Hong et al., 2009).

Génnevik vd. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada Norveg orijinli Kefir danesinden
tiretilen Kefirin 8 haftalik depolama siiresince glutamik asit miktarinda bir azalma
gozlemlenirken bu amino asidin dekarboksilasyon iiriinii olan y- aminobiitirik asit
(GABA) miktarinda artis gézlemlenmistir. Yapilan ¢alismalar GABA’nin saglik
tizerine olumlu etkisi oldugunu gostermektedir. Inoune vd. (2003) 12 haftalik bir
periyotta giinliik olarak 10 mg GABA igeren fermente bir siit iirlinliniin tiiketimi
hafif dereceli hipertansif hastalarda kan basincini diisiiriicii etkiye sahip oldugu tespit

etmislerdir.

Kefirin lipid peroksidasyonuna etkisinin arastirildigi fareler {izerinde yapilan bir

calismada ise karbontetrakloriir (CCly)’lin olumsuz etkisi iizerine Kefirin etkisi
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arastirilmistir. Deney hayvanlar1 4 gruba ayrilarak 1. gruba standart fare yemi, 2.
gruba 1,5 mL/kg CCly, 3. gruba 1,5 mL/kg CCl4+30 mL Kefir, 4. gruba 1,5 mL/kg
CClytvitamin E 250 mL/kg verilmistir. Sonucta Kefir ve vitamin E uygulanan
gruplarda plazma MDA (lipid peroksidasyonunun bir belirteci) diizeyinde anlamli
derecede diisiik, GSH (glutatyon) diizeyi ve GSH-Py (gulutatyon peroksidaz) ve CAT
(katalaz) aktiviteleri ise yiiksek bulunmustur. Ayrica Kefirin GSH, GSH-Px ve CAT
tizerinde indiikleyici rol oynadig1 ve lipid peroksidasyonunu azalmada vitamin E’
den daha etkin oldugu belirtilmistir. Boylece Kefirin, 6zellikle Kefirde bulunan
laktik asit bakterilerinin, hem serbest radikal toplayict hem de antioksidan enzimleri
artirict yonde etki gostererek bircok dejeneratif hastaligin nedeni olan oksidatif stresi
engelledigi belirtilmektedir (Gliven et al., 2004). Baska bir ¢alismada antioksidan
olan kefirin deneysel sepsis sonucu meydana gelen organ (akciger, karaciger, bobrek,
dalak ve kalin bagirsak) hasarimi azalttigi belirtilmekte ve organ fonksiyon

bozuklugunda kefirin yararl bir tedavi olabilecegini diisiinmektedir (Oresin, 2008).

Quiros vd. (2005) tarafindan kegci siitiinden elde edilen Kefirin HPLC/MS-MS’ de
yapilan analizi sonucunda fermantasyon sirasinda olusmus bazi diisiik molekiil
agirlikli peptitler belirlenmistir. Bu peptitler Anjiyotensin Dontistiiriici Enzim
Inhibitérii =~ (ACE)  aktivitesi  gostermektedir.  Karacigerde  bilesimlenen
Anjiyotensinojen ile bobrek iistii bezinde salgillanan renin hormonu birlesip
Anjiyotensin-I’i  olusturur. Anjiyotensin-I Anjiyotensin Ddniistiiriici  Enzim
yardimiyla Anjiyotensin-II’1 olusturur. Anjiyotensin-II kalp damarlarinda kan
basincin1  diizenler; ancak asir1 salgilanmasi hipertansiyona sebep olurken
hipertansiyonun ileri evresi kalp krizi, kalp yetmezligi gibi hastaliklarin nedeni

olarak gosterilmektedir.

Yapilan bir ¢alismada Tibet Kefirinden izole edilen L. plantarum MA2’nin yiiksek
kolesterol diyeti ile beslenen farelerin bagirsak mikroflorasina ve lipid
metabolizmasina etkisi incelenmistir. Fareler iki gruba ayrilip bir grup yiksek
kolesterol diyeti, diger grup ise yiiksek kolesterol diyetine ilave fizyolojik tuzlu suda
¢oziindiiriilmiis liyofilize L. plantarum MA2’nin her fareye 10'' hiicre/giinde doz
seklinde ayarlanan diyeti ile 5 hafta beslenmistir. Sonuglar L. plantarum MA?2 ile

beslenen farelerde serum kolesterol ve LDL (diisik yogunluklu lipoprotein)
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kolesterol seviyesini énemli derecede azaldigini; ancak HDL (yiiksek yogunluklu
lipoprotein)  kolesterol seviyesinde degisim olmadigimi gostermistir. Ayrica bu
bakteri ile beslenen grubun bagirsak florasinda laktik asit bakterileri ve
bifidobakterilerin popiilasyonunda bir artis goézlemlenmistir. Bu sonuglar bagirsak
probiyotik icerigini artiran ve kolesterol diizenleyici etki gosteren L. plantarum MA2

susunun probiyotik 6zellikte oldugunu gdstermektedir (Wang, et al., 2009).

Kefir danesindeki mikroorganizmalar ve bu mikroorganizmalar tarafindan iiretilen
laktik asit, asetik asit, etanol, biyoaktif peptitler ve diger biyoaktif bilesenler gibi
ikincil metabolik iiriinler bazi patojen mikroorganizmalara karst inhibitdr etki
gostermektedir (Silva et al. 2009). Marquina vd. (2002) farelerin bagirsak
mikrobiyal aktivitelerinde Kefir tiiketiminin etkisi incelemislerdir. Yapilan ¢aligma,
Kefirin in vitro ortamda bagirsak mikroflorasinda laktik asit bakterileri
popiilasyonunu onemli diizeyde arttirarak LAB kars1 sinerjik etki gosterdigini ve
Escherichia coli popiilasyonunu ise azaltarak hastalik etmeni bakterilere karsi
antagonist etki gosterdigini ortaya koymaktadir. Raja vd. (2009) tarafindan yapilan
bir calismada Kefir danesinden izole edilen L. lactis cremoris ‘in gida
zehirlenmesine neden olan mikrorganizmalara (E. coli, S. aureus, Bacillus cereus,
Clostridium botulinum, Salmonella spp., Pseudomonas spp. vb.) karsi anti-
mikrobiyal etkisi farkli pH degerlerinde (4,5-6,5-8,5) arastirtlmistir. En iyi etki pH
4,5-6,5 araliginda gozlemlenerek tiiketim pH degeri 4,6 olan Kefirin antimikrobiyal
ozelligi vurgulanmistir. Brucella bakterilerinin Kefirde canli kalma siiresinin
arastirildigi bir ¢alismada ise Brucella melitensis 16M ve Brucella abortus 544
suslarindan hazirlanan bakteriler Kefir icerisindeki ii¢ farkli bakteri yogunlugunda ilk
0-24 saat araliginda canliliklarin1 = silirdiirirken, 24 saatten itibaren {ireme

yeteneklerini kaybettikleri belirtilmistir (Taskin, 2007).

Sadece kefirin degil kefiranin da saglik iizerine etkileri olduk¢a fazladir. Maeda vd.
(2004) yaptiklar1 caligmada yiiksek yagli diyetle beslenen ratlarda 30 giinliik kefiran
verilmesi sonucunda serum ve karaciger lipid diizeylerinin (toplam-kolesterol, LDL-
kolesterol, trigliserit, fosfolipid) kontrol grubuna gore daha diisilk oldugu

belirlenmistir.
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2.8. Asetik Asit Bakterileri

Gida mikrobiyolojisinde pH 5 degerinin altindaki pH degerlerinde gelisebilen, bu
nedenle genelde asidik gidalarda bulunan bakterilere asidi seven anlaminda
‘Asidofilik bakteriler’ denir. Bu bakteriler laktik asit bakterileri ve asetik asit

bakterileri olmak tizere iki ana gruptan olugmaktadir

Asetik asit bakterileri (AAB) dogada yaygin olarak bulunan bir bakteri grubudur. Bu
bakteri grubunun en dikkat ¢eken yonii ise bazi gida/icecek iirlinlerinin {iretimini
(sirke vb.) saglarken; baz1 gida/icecek iirlinlerinin (sarap vb.) bozulmasina neden
olmalaridir (Siever and Swings, 2005). AAB ile ilgili sadece gida biliminde degil
farkli disiplinlerde de arastirmalar yapilmakta, kimyasallarin (D-glukonik asit, L-
sorboz, dihidroksiaseton) ve biyopolimerlerin (seliiloz, asetan) endiistriyel

tiretiminde kullanilmaktadir (Kersters et al., 2006; Sengiil and Karabiyikli, 2011).

AAB’nin boyutlar1 0,4-1 pm genisliginde 0,8-4,5 um uzunlugunda degisim
gostermektedir. Bu bakteri grubu; gram negatif veya gram degisken oOzellik
gosterirler. Bu bakteri grubu elipsoidal veya kivrimli bir sekle sahip; hareketli, polar
veya peritrik flagellaya sahiptir ve endospor olusturmazlar. Oksijen (O;) tercihlerine
gore incelendiginde ise aerobik ozellik gostermekte, solunum metabolizmasinda
oksijen yakalayici olarak rol oynamaktadir. Ancak uygun olmayan kosullarda
anaerobik veya oksijeni diisiik konsantrasyonda olan ortamlarda alternatif elektron
alici olarak kullanilabilir. AAB’nin optimum gelisme sicakligi 25-30 °C optimum pH
degeri 5-6 araliginda olup pH 4’iin altindaki degerlerde de gelisim gosterebildigi
belirtilmektedir (De ley et al., 1984).

AAB, seker ve/veya etanol igeren substratlarda (sarap, bira, sirke, bal, meyve sulart;
elma, liziim) gelisim gostermektedirler. Etanolu asetik aside doniistiirerek sirke
yapiminda kullanilmasindan dolay1r bu ismi almiglardir. Ancak glikozu glukonik
aside, galaktozu galaktonik aside, arabinozu arabonik aside doniistiirebilirler. Sirke
yapimu haricinde sorbitolu sorboza doniistiirme, seliiloz iiretimi gibi farkh
endiistriyel uygulamalar1 vardir. Alkol fermantasyonu igin yan iiriin olan gliserol,

AAB i¢in karbon kaynagidir.
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2.8.1. Asetik asit bakterilerinin sistematik siniflandirilmasi

Asetik  Asit bakterileri ilk sistematik siniflandirmasinda  Acetobacter ve
Gluconobacter iki ana cinse ayrilmistir (Buchanan and Gibbons, 1974). Acetobacter
cinsi bilinen hig bir ailede yer almazken, Gluconobacter cinsinin Pseudomonadaceae
ailesine ait oldugu diisiiniilmiistiir. Gelisen teknoloji ile bir¢ok taksonomik kriter ve
molekiiler testler (yag asidi kompozisyonu, ¢oziilebilir protein elektoforezi, guanin-
sitozin GC igerigi, DNA-DNA hibridizasyonu vb.) temelinde yapilan yeni
simiflandirmada Acetobacter ve Gluconobacter cinslerinin yiiksek filogenetik
benzerlige sahip oldugu belirtilmis ve bunun sonucu olarak da “Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology” kitabinda Acetobacter ve Gluconobacter cinsi bakteriler
Acetobacteraceae ailesine dahil edilmistir. Acetobacter cinsi 4 tiir (Acetobacter aceti,
A. pasteurianus, A. liquefaciens, A. hansenii); ve Gluconobacter cinsi sadece 1 tiir
(Gluconobacter oxydans) belirtilmistir. iki ana cins aras1 en énemli fark Acetobacter
etanolu asetik aside ve sonrasinda tamamen karbondioksit ve suya kadar
oksitleyebilir; ancak Gluconobacter asetik asidi tamamen karbondioksit ve suya

kadar oksitleyemez (Guillamén and Mas, 2011).

Son yillarda molekiiler tekniklere (DNA-DNA veya DNA-RNA hibridizasyonu ve
16S rDNA analiz vb.) bagll yapilan c¢aligmalarla mikroorganizmalarin
siniflandirilmasi1 tekrar goézden gegirilmektedir. Son smiflandirmaya gore AAB
Alpha-proteobacteria smifinin bir tiyesidir. Alpha-proteobacteria sinifinin bir ailesi
olan Acetobacteraceae altinda 2’si 6nceden tanimlanan 12 cins belirlenmistir. Bu
cinsler; Acetobacter, Gluconobacter, Acidomonas (Urakami et al., 1989),
Gluconacetobacter (Yamada et al., 1997), Asaia (Yamada et al., 2000), Kozakia
(Lisdiyanti et al., 2002), Saccharibacter (Jojima et al., 2004), Swaminathania
(Loganathan and Nair 2004), Neoasaia (Yukphan et al., 2005), Granulibacter
(Greenberg et al., 2006), Tanticharoenia (Yukphan et al., 2008) ve Ameyamaea’dir.

Ayrica bu cinsler altinda da birgok tiir belirlenmistir.

27



Cizelge 2.3. Asetik asit bakterilerinin siniflandirilmasi (Guillomén and Mas, 2011)

Cins Tiir Cins Tiir
Acetobacter A. aceti Gluconacetobacter Ga. azotocaptans
A. cerevisiae Ga. diazotrophicus
A. cibinongensis Ga. entanii
A. estunensis Ga. europaeus
A. indonesiensis Ga. hansenii
A. lovaniensis Ga. intermedius
A. malorum Ga. johannae
A. nitrogenifigens Ga. liquefaciens
A. oeni Ga. nataicola
A. orientalis Ga. oboediens
A. orleanensis Ga. rhaeticus
A. pasteurianus Ga. sacchari
A. peroxydans Ga. saccharivorans
A. pomorum Ga. swingsii
A. syzygii Ga. xylinus
A. tropicalis Ga. persimmonis
Acidomonas Ac. methanolica Gluconobacter G. albidus
G. cerinus
Asaia As. bogorensis G. frateurii
As. krungthrpensis G. japonicus
As. lannensis G. kondonii
As. siamensis G. oxydans
As. spathodeae G. roseus
G. assaii
G. sphaericus
G. thailandicus
Ameyamaea Am. Chiangmaiensis G. wancherniae
Kozakia K. baliensis G. kanchanalouriensis
Neoasaia N. chiangmaiensis
Saccharibacter S. floricola Granulibacter Gr. Bethesdensis
Swaminathania Sw. Salitolerans Tanticharoenia T. sakaeratensis

2.8.2. Farkh kaynaklardan izole edilen ve tanimlanan asetik asit bakterileri

AAB ve asetik asit fermantasyonun kaynagi olarak ilk bilinen madde sirke olsa da
aslinda asetik asit bakterilerinin izole edildigi bir¢ok kaynak vardir. Dogada yaygin
sekilde bulunan, genelde geleneksel fermente iiriinlerin {iretiminde kullanilan (sirke
iiretimi, kambu ¢ay1 liretimi vb.) AAB cesitli kaynaklardan izole edilmekte ve farkli

yontemler ile tanimlanabilmektedir.

AAB izolatlarinda, Acetobacter cinsine ait olan AAB’nin orani digerlerinden daha
fazladir. Bu durum Acetobacter cinsinin daha yaygin oldugunu gostermektedir.
Yamada vd. (1999) Endenozya bulunan bazi fermente gidalar, meyveler, c¢icekler

gibi farkli kaynaklardan AAB grubuna ait olan 64 bakteri izole etmis ve izolatlardan
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45’inin  Acetobacter susu, 11 izolatin Gluconobacter susu, 8 izolatin

Gluconacetobacter susu oldugunu belirlemistir.

AAB igin kahve (Ga. diazotrophicus, Ga. azotocaptans, Ga. johannae), fermente
kakao tanesi (A. pasteurianus, A. syzygii, A. malonum, G. oxydans), hindistan cevizi,
mango ve sapodilla gibi tropik meyveler (A. orleanensis, A. lovaniensis, A.
indonesiensis G. frateuri, Ga. hansenii) farkli izolasyon kaynaklaridir (Fuentus-
Ramiez et al., 2001; Lisdiyanti et al., 2003; Madhaiyana et al., 2004; Nielsen et al.,
2007; De Vuyst et al., 2008). Ayrica, kirazdan (G. cerius) ¢ilekten (G. fraterurii),
seker kamisindan (Ga. diazotrophicus) ve biradan da (A. cerevisia) AAB
izolasyonu yapilmistir. (Yamada and Akida, 1984; Mason ve Claus, 1989; Yamada
et al., 1997; Cleenwerck et al., 2002; Munioz-Rojas and Caballero-Mellado, 2003).

Tayland’da yapilan bir calismada yine farkli bir izolasyon kaynagi olan baldan 4
termotolerant (CMU1, CMU2, CMU3, CMU4 ) asetik asit bakterisi izole edilmistir.
Izolatlarm cinsi Gluconobacter olarak belirlenmistir. Ayrica; izolatlarin 30 °C ve 37
°C’de etenol ve asetik asit toleransi arastirilmistir. Sonuglar izolatlarin hepsinin
sadece %1 (v/v) asetik asit konsantrasyonunda ve 30 °C sicakligi kadar
gelisebildikleri gostermis ancak; CMU4 susunun 30 °C’de % 10 (hacim/hacim)
etanol konsantrasyonuna, 37 °C’de % 9 (hacim/hacim) etanol konsantrasyonuna
kadar geliserek etanol icin en yiiksek tolerans1 gosterdigi belirtilmistir (Kappeng and
Pathom-Aree, 2009).

Debasree ve Gachhui (2007) fermente bir iiriin olan kambugya ¢ayindan (Kombucha
tea) izole edilen RG3" susunun, 16S rRNA gen dizilimi ydntemiyle belirlenmistir.
Analiz sonucunda Gluconacetobacter cinsine ait oldugu, ayrica hem nitrojen
baglayabilen hem de seliiloz iiretebilen yeni bir tiir oldugu belirtilmistir. Bu susun

Gluconacetobacter kombuchae sp. nov. olarak adlandirilmasi 6nerilmistir.

Bir fermente siit iiriinli olan Kefirin mikroflorasi {izerine yapilan baz1 ¢aligmalarda da
baz1 AAB’nin dogal olarak bulundugu tespit edilmistir. Acetobacter spp. Acetobacter
pasteurianus, Acetobacter aceti Kefir danesinden izole edilmistir. (Ottogalli et al.,
1973; Rosi 1978; Koreleva 1991; Garrote et al., 2001).
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Magalhaes vd. (2010a) tarafindan yapilan bir ¢alismada su Kefiri iiretiminde
kullanilan Brezilya orijinli kefir danesinin mikroflorasi incelenmis ve PCR —DGGE
teknigi ile tanimlama yapilmistir. Analiz sonucunda, AAB grubuna ait Acetobacter
lovaniensis isimli bakteri tanimlanmistir. Bu bakteri daha Once siitii fermente

edebilen Kefir danelerinde tanimlanmamustir.

Asetik asit bakterileri genellikle sirkeden izole edilmektedir. Yapilan bazi
caligmalarda, geleneksel {iziim sirkesinden A. pasteurianus, Ga. europaeus;
endiistriyel sirkeden A. oboediens, A. pomorum, A. intermedius, Ga. entanii,
geleneksel balzamik sirkeden A. aceti, A. pasteurianus, Ga. xylinus, Ga. hansenii;
piring sirkesinden A. pasteurianus gibi tiirler izole edilmistir (Sievers et al., 1992;
Harruta et al., 2006; Gullo and Giudici 2008; Ilabaca et al., 2008; Vegas et al., 2010).

Elma sirkesinden asetik asit bakterileri izolasyonu yapilan bir c¢alismada A.
pasteurianus, Ga. hansenii, Ga europaeus ve Ga. xylinus tiirleri izole edilmistir.
Izole edilen popiilassyonun % 35,3’iinii Ga. europaeus ve Ga. xylinus tiirlerinden
olustugu belirtilmis ve bu orana gore elma sirkesi fermantasyonundan
Gluconacetobacter cinsinin sorumlu oldugunu gosteren ilk ¢alisma olarak
belirtilmektedir (Fernandez-Pérez et al., 2010).

Bir¢ok farkli kaynaktan izole edilen AAB’nin tanimlanmasi i¢in ¢esitli molekiiler
yontemler kullanilmaktadir. Yapilan bir calismada Ispirto sirkesinden elde edilen
izolatlara RAPD—PCR molekiiler yontemi uygulanmis ve Acetobacter sp. tiirlerinden
13 farkli tiir analiz edilmistir. Bu metotla tanimlanan bakteriler A. aceti, A. hansenii

ve A. xylinus olarak tespit edilmistir (Trcek and Raspor, 1999).

De Vero ve Giudici (2008) PCR-DGGE molekiiler yontemi kullanilarak yapilan bir
calismada sirkeden elde edilen izolatlarin baslica 3 cins (Acetobacter, Gluconobacter

ve Gluconacetobacter) altinda toplamistir.

Dellaglio vd. (2005) Italya-Alpler bolgesinde elma suyundan 2 adet bakteri (DST
GL02", DST GLO1") izole etmisler ve bu bakterilerin fenotipik ve kemotaksonomik
Ozelliklerinin belirlenmesi ve 16S rRNA gen dizilimi yontemine dayanan filogenetik

analiz ile Gluconacetobacter cinsine ait 2 yeni tiir oldugu belirlenmistir.
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Gluconacetobacter swingsii sp. nov. ve Ga. rhaeticus sp. nov. olarak adlandirilmasi

Onerilmistir.

Papalexandratov vd. (2009) tarafindan yapilan bir ¢calismada, (GTG)s-PCR teknigi
AAB’nin 158 susuna uygulanmis ve filogenetik agaci ¢ikarilmistir. Sonuglar bu
teknigin AAB’nin tiir ve sus seviyesindeki simniflandirma i¢in oldukca uygun
oldugunu gostermistir. A. pasteurianus LMG 1547 susu ile A. orientalis LMG
21417" susu arasindaki benzerlik (GTG)s-PCR teknigi ile % 85°den fazla, DNA-
DNA hibridizasyon teknigi ile benzerlik % 100, AFLP-DNA teknigi ile = % 55
oldugu i¢in LMG 1547 susunun A. orientalis olarak tekrar simiflandirilmasi

gerektigini belirtilmistir.
2.8.3. Asetik asit bakterilerinin seliiloz iiretimleri

Seliiloz diinyada ¢ok fazla kullanilan ve 6nemli ekonomik degere sahip maddelerden
biridir. Genellikle seliiloz bitkisel kaynaklardan iiretilmektedir. Kagit tiiketiminin
siirekli artmasi, agag¢ ve bitkilerden seliiloz iiretiminin devam etmesi diinya ¢apinda
ciddi tehlike sinyalleri vermektedir. Bu nedenle seliiloz iiretiminde alternatif bir yol
olarak mikroorganizmalar kullanilip biyoteknolojik olarak endiistriyel boyuta

gecirilmesi gerekmektedir.

Bakteriyel seliiloz diger kaynaklardan elde edilen seliiloza gore yiiksek kaliteye ve
bu ozellikler; ince ag yapi, uzun zincir yapi, yiiksek su tutma kapasitesi, yiiksek
kristalize deger, onemli mekaniksel diren¢ Onemli oOzelliklere sahiptir. Ayrica
bakteriyel seliilozun kagit endiistrisinde kullanimi (kagit, pecete vb.) gibi farkh
alanlarda genis kullanimi vardir. Telekominikasyon sektoriinde (mikrofonlar ve
stereo kulakliklarda) kullanimi, laboratuvar/arastirma kurumlarinda kullanimi
(DNA’1n elektroforetik ayrimi), kozmetik sanayide kullanimi (kremlerde ve
toniklerde), tipta; zarar gormiis deri ve organlarin tedavisinde, yapay doku
sentezinde, yapay deri ve yara tedavisinde kullanimi bunlara 6rnek gosterilebilir.
Ayrica gida endiistrisinde emiilsiifiyer, absorbant ve ambalaj materyali olarak
kullanim1 vardir (Jonas and Farah, 1998; Czaja et al., 2007; Poyrazoglu-Coban,
2007; Poyrazoglu-Coban and Biyik, 2008).
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Seliiloz iireten bir¢ok mikroorganizma (Acetobacter, Pseudomonas, Rhizobium,
Agrobacterum, Sarcina vb.) vardir. En iyi bilineni Acetobacter cinsine ait tiirlerdir ve
ozellikle A. xylinum ile ilgili galismalar yapilmustir. Ilk defa 1886 yilinda A.J. Brown
tarafindan A. xylinum’un bakteriyel seliiloz iirettigi belirlenmis ve sonrasinda
Yamada vd. (1997) tarafindan yapilan yeni smiflandirma ile Gluconacetobacter
xylinus olarak isimlendirilmistir (Kornmann et al. 2003; Poyrazoglu and Biyik 2008).
Bakterilerin seliiloz iiretiminde ortamin karbon ve azot konsantrasyonlari, pH ve
sicaklik parametreleri etkilidir. Bu etki bakteri tiirlerine hatta suslarina gore farklilik
gostermektedir (Kaya, 2007). Yapilan bir ¢aligmada birgok besi ortaminda asetik asit
bakteri grubuna ait bazi suslarin seliiloz iiretim verimi incelenmistir. Sonuglara gore;
Ga. xylinus DSM 46604 susunun en yiiksek seliiloz iiretim verimi gosterdigi, A. aceti
DSM 3508 ve A. lovaniensis HBBS suslarinin ise en diisiik seliiloz iiretim verimi

gosterdigi belirtilmistir (Poyrazoglu-Coban, 2007).

Asetik asit bakterilerinden elde edilen seliillozun iiretim verimliligi, fiziksel ve
kimyasal ozellikleri, bakteriyel seliilozun énemi de g6z Oniine alinarak son yillarda

calisma yapilan konularin basinda gelmektedir.
2.8.4. Asetik asit bakterilerinin saghk iizerine etkileri

Son yillarda 6zellikle uzak dogu iilkelerinde (Japonya, Cin Tayvan vb.) yapilan
calismalar asetik asit bakterilerinin saglik tizerine olduk¢a Onemli etkilerinin
oldugunu gostermektedir. Uzak dogu iilkelerinin asetik asit bakterilerine yonelme
sebebi ise geleneksel olarak iirettikleri fermente gidalarda asetik asit bakterilerinin
siklikla kullanilmasidir. Bu konu bati iilkelerin de ilgisini ¢ekmeye baslamis ve

konuyla ilgili aragtirmalar son yillarda artis gostermektedir.

AAB (bazi gram negatiflerle sinirl olarak) yapisinda bulunan karakteristik bazi lipid
bilesenlerine sahiptir. Bunlar fosfolipidler, coenzim Q ve alkali stabil lipidler (ASL)
olarak ifade edilebilir. ASL ise hopanoid (terponoid bilesenler), sfingolipidler
(dihidroseramid ve sfinganin), amino lipidler ve serbest yag asitlerinden olusur.
AAB’nde bir sfingolipid dnciisii olan dihidroseramid yapilar bulunmaktadir. Sifingo
lipidler beyin ve sinir hiicre membranlarinin 6nemli bilesenlerdir. Fukami vd.

(2010a) tarafindan sirkeden izole edilen Acetobacter cinsinden dihidroseramid igeren

32



bakterilerden ASL ekstrakte edilmis ve 14 giin siirecince bunama gibi zihinsel islev
bozukluklar1 olan farelere viicut agirligina oranla 165-1650 mg/kg uygulanmstir.
Sonuglar ASL oral alimimin bunama goriilen fareler iizerinde bilingsel fonksiyonun
Oonemli derecede gelistigini gostermistir. Fukami vd. (2010b) tarafindan yapilan bir
onceki ile baglantili diger bir ¢alismada, yasl farelerde sinaptik fonksiyon (sinirsel
iletim) ve hafiza koruma iizerinde AAB’nin diizenli tiiketiminin etkisi arastirilmistir.
Ozellikle 6grenme fonksiyonunu gelistirme dzelligine sahip dihidroseramidi yiiksek
yogunlukta (kuru hiicre agirliginin % 0,72’ni olusturur.) bulunduran Acetobacter
malorum bir susu (NC 11 683 (S24)) yash farelere uygulanmistir. Calisma
sonucunda AAB’nin hafiza korunmasi ve sinir iletimi lizerine olumlu etkileri oldugu

belirtilmistir.

Sugiyama vd. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada yogun eksersiz sonrasi kaslarda
meydana gelen hasara fermente siitlerden elde edilen asetik asit bakterilerinin oral
yolla aliminin etkisi arastirilmistir. Arastirmada %7,4 kurutulmus bakteri AAB (A.
malorum NCI 1683, A. molarum LMG 1746T), % 73 soya yagi ve % 17 bal mumu
ile kapsiil hazirlanmis ve viicut/kiitle indeksi 22,6 kg/m” olan 40 (16 erkek, 24 kadin)
kisi lizerinde uygulanmistir. Yirmi kisilik bir gruba giinde icerisinde 111mg asetik
asit bakterisi bulunan kapsiil; diger yirmi kisilik gruba (kontrol grubu) ise musir
nisastasindan yapilan kapsiil 1 hafta siiresince verilmistir. Son giin 60 dakikalik
ylrliylis yaptirilarak asetik asit bakterisinin kaslarda meydana gelen hasari azaltici

etki gosterdigi belirlenmistir.

Zhao vd. (2010b) tarafindan saf hale getirilmis fibroblast hiicreleri (bag dokunun ana
maddesi ve yaralarin iyilesmesinde islevi olan kolajen adli proteinin yapimindan
sorumlu hiicrelerdir) iki gruba ayrilmis ve bir gruba Ga. xylinum’un iretigi seliiloz
uygulanmistir; bu gruptaki fibroblast hiicre sayisinda ise artis gdzlemlenmistir.
Sonuglar Ga. xylinum’un iretigi seliilozun fibroblast hiicreler iizerinde etkili
oldugunu gosterirken bu seliilozun yaralarin iyilesmesi, doku olusumunda yararl: etki
gosterebilecegini de belirtmektedir. Zhao vd. (2010a) kiiltiire edilmis insan deri
fibroblast hiicrelerindeki kolajen sentezi iizerine Ga. xylinum’un firetigi seliilozun

olumlu etki gosterdigi bir diger ¢alismalarinda belirtmislerdir.
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Ayrica AAB’nin saglik tizerine dolayli etkileri de vardir. Bazi AAB (Acetobacter
gibi) membranlarinda bulunan gliseroldehidrogenaz enzimi, gliseroliin bir ketotrioz
(3 karbonlu keton grubu) olan dihidroksiaseton (DHA)’a doniisiimiinii saglar. DHA
insan derisi ile etkilesimi sonucu renk bilesenleri olusturan bir maddedir (Draelos
and Zoe, 2002). Bu nedenle kozmetik alaninda bronzlastirici kremlere ilave edilerek
glineslenme hasarina karsi alternatif ve gilivenli krem elde edilir. Ayrica tipta,
dermatoloji alaninda l6koderma (deride pigment kaybi, beyazlagma) tedavisinde
kullanilmaktadir (Fesq et al., 2001; Green et al., 2004; Stasiak and Blazejak, 2009).
Oda vd. (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada deri bariyer fonksiyonu {iizerine
seramid iceren A. malorum NCI 1683 (S24) susunun oral yolla alimi ile etkisi
incelenmistir. Elde edilen sonuclar seramid ve seramid iceren asetik asit
bakterilerinin deri bariyer fonksiyonunu diizenleyici etkide kullanilabilecegini

belirtmigtir.

AAB grubunda yer alan Gluconobacter oxydans’in patulinin toksititesini azaltict etki
gosterdigi bilinmektedir. Patulin; kasilmalara, {ilsere, sinirsel hasarlara, bagisiklik
sistem bozukluklarina ve timor olusumuna neden olabilen saglik agisindan oldukga
tehlikeli bir mikotoksindir (Ricelli et al. 2007). AAB metabolik iirlinii olan asetik
asidin %3 oraninda kullaniminin bazi patojenlere karsi anti-mikrobiyal o6zellik

gosterdigi yapilan ¢caligmalarla belirlenmistir (Ryssel, 2009).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Kefir Danesi ve Sirke

Bu calismada Kefir iiretimi icin Kefir danesi Danem Siit ve Siit Uriinleri Ltd.Sti.
(Goller Bolgesi Teknokenti Siileyman Demirel Universitesi, Isparta)’den ve pastorize
siit Siileyman Demirel Universitesi Miihendislik-Mimarlik Fakiiltesi Gida
Miihendisligi Boliimii Unsiit Siit Isletmesi’den temin edilmistir. Kefir danesinde
asetik asit bakterilerinin gelistirilmesi amaciyla sarap ve sirke Siilleyman Demirel
Universitesi Miihendislik Mimarlik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Béliimii’nde

tiretilmigtir.
3.2. Sirke Uretimi ve Asetik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Kefir danesinde asetik asit bakterilerinin gelistirilmesi amaciyla AAB izolasyonu i¢in
sirke kullanilmistir. Siileyman Demirel Universitesi Miihendislik Mimarlik Fakiiltesi
Gida Miihendisligi Boliimii’'nden saglanan elma sarabi ve elma sirkesi 3:1 oraninda
karistirtlip geleneksel yontemle sirke iiretilmistir (Budak, 2010). Sirke iiretiminin 5.

giiniinde YGC agar (Merck) kullanilarak AAB izole edilmistir.
3.2.1. Asetik asit bakterilerinin ¢ogaltilmasi

Asetik asit bakterileri YGC agarda gelistirilmistir (Budak, 2010). Inkiibasyon
sicaklik ve siire parametreleri Boliim 3.5.’da belirtilmektedir. Elde edilen koloniler
Yeast Glucose Broth (YG-broth; %5 glikoz, %1 yeast extrakt)’da zenginlestirilmistir
(Irigoyen et al., 2005; Pérez-Fernandez et al., 2010). YG-broth 30°C’de 72 sa inkiibe
edilmis ve YG-broth’'un AAB icerigi YGC agar iizerinde sayim yapilarak

belirlenmistir.

3.3. Kefir Uretimi

3.3.1. Asetik asit bakterilerinin Kefir danesinde gelistirilmesi

Sicaklig1 25 °C’ye ayarlanmis pastérize inek siitiine %2 oraninda Kefir danesi ve %4

oraninda 7,36 log kob/ml AAB igerikli broth inokiile edilip fermantasyon islemi
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yapilmistir. Fermantasyon islemi 25 °C’de pH 4.6’da sonlandirilmistir. Aseptik
kosullar saglanarak Kefir daneleri ayrilmis ve steril su ile yikanmistir (Sekil 3.1).
Kullanilan tiim ekipman ve yikama suyu sterilize edilmis, aktarma islemleri UV
steril kabinde gerceklestirilmistir. Bu iglem 15 giin siiresince araliksiz
tekrarlanmistir. 15 giinliik siire sonunda mikroflorasi modifiye edilmis asetik asit

bakterileri i¢ceren Kefir danesi (KDA) elde edilmistir.

Cig st

A 4

Pastérizasyon (90 °C, 2 dk.)

l

Inkiibasyon Sicakligina Sogutma
(25 °C)

AN

Kefir danesi inokiilasyonu (%2) AAB Inokiilasyonu (%4)

N/

Fermantasyon

(20-24 saat; 25 °C)

A 4

Aseptik Olarak Kefir Danesinin
Uzaklagtirilmasi

A 4 A 4

Kefir Kefir Dane+AAB

A 4

KDA

Sekil 3.1. Kefir danesinde asetik asit bakterilerinin gelistirilmesi

(KDA: AAB’nin Kefir danesinde gelistirilmesi ile elde edilen dane)
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Asetik asit bakterileri gelistirilmis Kefir danelerinde asetik asit bakterilerinin diizeyi

25 giin (1., 5., 10., 15., 25. giinlerde yapilan analizlerle) siiresince belirlenmistir.
3.3.2. Asetik asit bakterilerini iceren Kefir danesi kullamlarak Kefir iiretimi

Asetik asit bakterileri iceren Kefir danesi kullanilarak kefir tiretimi Sekil 3.2.°de

sunulmustur.

Cig

l

Pastérizasyon (90 °C, 2 dk.)

A 4

Inkiibasyon Sicakligina Sogutma
(25 °C)

l

KDA Inokiilasyonu (%2)

A 4
Fermantasyon

(20-24 saat; 25 °C)

A 4

Aseptik Olarak KDA
Uzaklastirilmasi

A 4 A

Asetik asit bakteri KDA
icerikli Kefir (KA)

\ 4
Sogukta Depolama

Sekil 3.2. KDA kullanilarak Kefir {iretimi akis semasi
(KA: KDA kullanilarak iiretilen Kefir 6rnegi)
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3.4. KDA Danesinde ve KA Kefir Orneginde Asetik Asit Bakterilerinin PZR

Yontemi ile Belirlenmesi

Izole edilen asetik asit bakterilerinde ve KDA 6rneginde asetik asit bakteri tiirlerinin
belirlenmesinde 16S rDNA teknigi kullamlmustir. Izole edilen DNA’lar secici
primerler yardimiyla optimize edilmis sartlar altinda PZR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu)’de cogaltilmistir. PZR analizi ve dizi analizi REFGEN (Ankara)

firmasina tarafindan yapilmistir.

1. Spesifik secici besiyerlerinde gelistirilen AAB kolonileri steril 6ze yardimiyla
alimmistir. Secici besiyerlerinin hazirlanisi inkiibasyon sicaklik ve siireleri Boliim
3.5.da belirtilmistir. DNA izolasyonu i¢in Qiagen DNeasy Tissue&Blood

izolasyon kiti kullanilmustir.

2. Acetobacter aceti spesifik primer olarak;
NuniADHfw
5’-TGG(T/C)(A/T)CGG(C/T)AT(T/C)CC(G/C)GG-3°
NuniADHrev
5’-GT(G/C/A)GCGTC(A/G)TA(A/G)GC(A/G)TGGAA-3’ kullanilmigtir (Trcek,
2005).

3. Hazirlanan soliisyonlardan PZR’de kullanilmak {izere son konsantrasyonu 50 ng/I
olacak sekilde yeniden dH,O ile diliisyon hazirlanmistir. 50 pL hacimde; 1x
Buffer, 1.5 mM MgCL, 0,2 mM dNTP, 0,4 pmol primer 1,5 U Taq polimeraz
(Fermantase) kullanilmistir. Bu arastirmada kullanilan PZR (Applied biosystems
9700) dongii programi 94 °C'de 30s, 55 °C'de 30s ve 72 °C'de 30s olmak iizere 30
dongii yapilmastir.

4. Dizi analizi reaksiyonunda Bigdye Cycle Sequencing Kit V.3.1 kulllanilmistir.
Reaksiyon sonunda iiriinler ABI 3130XL Genetic Analyzer'da yiiriitiilmiistiir. Dizi
analizi sonrasi sonuclar, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi internet adresi

kullanilarak BLAST programinda degerlendirilmistir.
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3.5. Mikrobiyolojik Analizler

Lactobacillus spp. I¢erigi: Hazirlanan diliisyonlardan 1 mL o6rnek steril petri
kutularina pipetlendikten sonra, 45°C’ ye kadar sogutulmus 15 mL MRS Agar
(Merck) petri kutusuna ilave edilmistir. Inkiibasyon 37°C’de 3 giin %6’lik CO;
inkiibatorde (CO-150, New Brunswick Scientific, ABD) inkiibe edilerek, 30-300

koloni bulunduran petrilerde sayimlar yapilmistir.

Lactococcus spp. Icerigi: Hazirlanan diliisyonlardan 1 mL 6rnek petri kutularma
pipetlendikten sonra, 45°C’ ye kadar sogutulmus 15 mL M17 Agar (Merck) petri
kutusuna ilave edilmistir. Inkiibasyon 37°C’de 2 giin %6’lik CO, inkiibatdrde
gerceklestirilerek, 30-300 koloni bulunduran petrilerde sayimlar yapilmistir.

L. acidophilus icerigi: Kefir drneklerinde L. acidophilus kolonilerini saymak
amaciyla MRS-Sorbitol (Sigma) agar kullanilmistir. %10 ‘luk hazirlanan salicin 0,43
um olan steril filtreden gegirilerek, 50°C’ ye kadar sogutulmus MRS agar igerisine
ilave edilip karigtirllmistir. Hazirlanan diliisyonlardan 1 mL o6rnek steril petri
kutularma alinarak tizerine 15 mL MRS-salicin agar petri kutusuna ilave edilmistir.
Inkiibasyon 37°C ’de 2 giin %6’lik CO, inkiibatérde gerceklestirilerek, 30-300

koloni bulunduran petrilerde sayimlar yapilmistir.

Bifidobacterium spp. I¢erigi: Kefir 6rneklerinde Bifidobacterium spp. kolonilerini
saymak amactyla MRS-NNLP agar segici besiyeri kullanilmistir. NNLP karisima,
Neomisin siilfat (Merck) (100 mg/L), nalidisik asit (Merck) (50 mg/L), lityum klorit
(Merck) (3000 mg/L), paronomisin siilfat (Merck) (200 mg/L) tartilarak, iizerine 100
mL saf su ilave edilmis ve 35°C karnistiricida ¢oziindiiriilmiistiir. Steril filtereden 0,43
um gegirilerek, %20 oraninda MRS agar igerisine ilave edilmistir. Hazirlanan 6rnek
diliisyonlarindan 1 mL steril petri kutularina alinarak ve 45°C’ ye kadar sogutulmus
15 mL MRS-NNLP agar inokiile edilmistir (Ozer et al., 2008). inokiilasyon 37°C ’de
3 giin %6’ ik CO; inkiibatorde gergeklestirilerek 30-300 koloni bulunduran petrilerde

sayimlar yapilmistir.

Maya-Kiif I¢erigi: Hazirlanan diliisyonlardan 1 mL 6rnek petri kutulara alinarak,

45°C’ ye kadar sogutulmus PDA (Potato Dextrose Agar, Merck) ’dan 15 mL petri
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kutusuna ilave edilmistir; 25 °C *de 5 giin inkiibe edilerek, 30-300 koloni bulunduran

petrilerde sayimlar yapilmistir.

Asetik asit bakteri Icerigi: YGC agar (Yeast Glucose Chloramphenicol, Merk)
kullanilmistir (Pérez-Fernandez et al., 2010) ve maya inhibitérii olarak 4 mg/L
cycloheximide hazirlanip steril filtreden 0,45 pm gegirilerek ilave edilmistir
(Marquina et al., 2002; irigoyen et al., 2005). Hazirlanan diliisyonlardan 100 pl
ornek YGC-cycloheximide agar bulunan petri kutularina ilave edilmistir. Yayma
yontemi kullanilmigtir. 30°C *de 5 giin inkiibe edilerek, 30-300 koloni bulunduran
petrilerde sayimlar yapilmistir. Ayrica igerisinde AAB gelistirilen YG-broth i¢in de
YGC agar kullanilmis ve 30°C ’de 5 giin inkiibe edilmistir.

3.6. Kimyasal Analizler

Kefir 6rneklerinde; asitlik, pH, titrasyon asitligi, kuru madde ve kiil igerikleri AOAC
(1996)° ya gore belirlenmistir.

3.6.1. pH

Orneklerin pH degerleri Inolab (WTW, Measurement System, FL, ABD) pH metre

kullanilarak belirlenmistir.
3.6.2.Titrasyon asitligi (% Laktik asit)

Kefir orneklerinde asitlik tayininde 25 mL kefir, fenolfitalein varliginda 0,25 N
NaOH cozeltisi ile titre edilerek; titrasyon sonucunda harcanan miktar biiretten
kaydedilerek titrasyon asitligi sonucu bulunmustur. Elde edilen titrasyon asitligi

degeri 0,0225 faktorii ile carpilarak % laktik asit hesaplanmustir.

3.6.3. Kuru madde icerigi

Biitiin numuneler i¢in Onceden etlivde kurutulup, tartimi alinan kurutma kabi
icerisine 5 g Kefir 6rnegi alinmis ve etiivde 105 °C’ de sabit agirliga gelene kadar

kurutulmugtur. Kurutulan Ornekler desikator igine yerlestirilerek oda sicakligina
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getirilmistir. Tartimlar hassas terazi (Metler Toledo, AB204, isvigre) kullanilarak

yapilmustir. Sonuglar yilizde olarak hesaplanmastir.

M;-M

x 100
M,-M

% KM =

(3.1.)
M=Kurutma kab1 agirligi (g)

M1=Kurutma kabi ve kalintinin agirlig1 (g)

M2=Numune ve kurutma kab1 agirlig1 (g)

3.6.4. Kiil icerigi

Biitin numuneler igin dnceden 400 °C’de kiil firminda kurutulup, tartim alinan
krozeler icerisine 5 g Kefir 6rnegi alinmis ve 525 °C’de kiil firninda drnekler beyaz
kiil oluncaya kadar yakilmistir. Ornekler desikator icine yerlestirilerek oda
sicakligma getirilmistir. Tartimlar hassas terazi (Metler Toledo, AB204, Isvicre)

kullanilarak yapilmigtir. Sonuglar yiizde olarak hesaplanmistir.

mq-m

% Kiul Miktar1 = x 100

m;-m

(3.2.)
m=Kroze agirlig1 (g)

m;=Kroze ve yanma sonucu kalan kiil agirligi (g)

my=Kroze ve tartilan 6rnek agirligi (g)
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3.7. Organik Asit Bilesenlerinin Belirlenmesi

Kefir 6rneklerinde organik asit bilesenleri HPLC’de belirlenmistir. HPLC cihazinda,
sistem kontrol {initesi (LC- 20AT), pompa (LC- 20AT), UV dedektor (SPD-10Avp),
kolon firmn1 (CTO-10Avp), otomatik drnekleyici (SIL-20AC) ve gaz giderme birimi
(DGU- 20A5) bulunmaktadir. Organik asitlerin belirlenmesinde laktik asit (Sigma),
asetik asit (Sigma), sitrik asit (Sigma), formik asit (Sigma) ve piirivik asit (Sigma)

standartlar1 kullanilmistir.

Kefir 6rnekleri organik asit tayini i¢in 5 g tartilarak iizerine 5 mL %2’lik H3POj ilave
edilip homojenize edilmistir. Karisim 2 dakika 14500 rpm’de santrifiij edilmis ve
santrifiij edilen 6rneklerin iist faz1 almmustir. Ust fazin 1mL almip 3 mL ekstraksiyon
¢oOzeltisi ile seyreltilip bir karigim hazirlanmistir. Ekstraksiyon ¢ozeltisi olarak pH’s1
8,00+0,05’e ayarlanmis olan 0,01 M KH,PO, ¢6zeltisi kullanilmistir. Organik asitleri
tayin etmek i¢cin 1 mL karisim, 3 mL metanol ile sartlanmistir, 10 mL saf su ile
yikanan kartustan (Siipelco C18 kati faz kartusu) gegirilip eluat bir tiipe alinmis ve
kartus 2 mL ekstraksiyon ¢ozeltisi ile yikanmistir. Eluatlar birlestirilmis ve
enjeksiyon hacmi 20 uL olacak sekilde HPLC’ye enjeksiyon yapilmistir (Alhendawi
etal. 1997).

Organik asitlerin ayrimi Luna C18 (250 x 4,6 mm) Sum boyutlarindaki kolon
kullanilarak gergeklestirilmistir. Analizde hareketli faz olarak H;PO4/H,O ( pH 2,5 )
¢ozeltisi kullanilmistir. Analitik kosullar; kolon sicakligi 30 0C, hareketli faz akis hizi
0,8 mL/dk, enjeksiyon hacmi 20 pl ve analiz siiresi 30 dk olarak belirlenmistir.
Organik asitlerin kromotogramlart 210 nm dalga boyunda UV-VIS dedektor
kullanilarak gozlemlenmistir. Kantitatif olarak formik asit, laktik asit, asetik asit,

sitrik asit ve piriivik asit tayin edilmistir.

Organik asit bilesenlerine ait standart kromatogrami Sekil 3.3.’de ve KA Kefir
Orneginin organik asit bilesenlerine ait Ornek kromatogrami Sekil 3.4.’de

sunulmustur.

42



m

gpdPetectar & Ch1:210nm 5

25

20

153

] 3
10 a4
] : 5
0]
on 25  s0 75 100 125 min
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Sekil 3.4. KA Kefir 6rneginin organik asit bilesenlerine ait 6rnek kromatogram

(1-Formik asit, 2-Laktik asit, 3-Asetik asit, 4-Sitrik asit, 5-Piriivik asit)

3.8. Biyokiitle Artisinin Belirlenmesi

Kefir danesine AAB igerigi belirlenmis brothdan %4 oraninda ilave edilerek 15 giin
aktiflestirilmistir. Kefir daneleri aseptik kosullar saglanarak steril kagit pedler
tizerinde 10 dakika bekletilerek fazla sulart alinmistir. Kefir dane agirliklart 15
giinliik aktiflestirme siirecinde her bes giinde bir hassas terazide (A&D Comp,
Japonya) tartilmis ve kontrol grubu ile karsilastirilarak biyokiitle artis1 orani tespit

edilmistir.

43



3.9. Ekzopolisakkarit Miktarinin Belirlenmesi
3.9.1. Ekzopolisakkarit uygulamasinda kullanilan c¢ozeltiler

Trikloroasetik asit (TCA) Cozeltisi: 20 g TCA (Merck) tartilip, 100 mL saf su ile

tamamlanmistir.

Alginate Cozeltisi: 0,25 g alginate tartilir ve hacmi 250 mL ye saf su ile

tamamlanmis (0,25g/250 mL). Kalibrasyon egrisi hazirlamak i¢in kullanilmastir.

Fenol Cozeltisinin Hazirlamisi: 80 g fenol (Fluka) tartilip ve hacmi 100 mL ye saf
su ile tamamlanmigtir. Fenol ge¢ ¢6ziindiigii ve kanserojen oldugu i¢in ¢eker ocakta

4-5 saat tamamen ¢0ziinmesi saglanmistir.
3.9.2. Ekzopolisakkarit ekstraksiyonu ve konsantrasyonunun belirlenmesi

Orneklerin EPS miktarlarin1 belirlemek amaciyla, Zisu ve Shah (2003)’m EPS
ekstraksiyonu modifiye edilerek uygulanmistir (Amatayakul et al., 2006). EPS
konsantrasyonu Dubois vd. (1956)un fenol-siilfirkk metoduna goére asagida

sunuldugu gibi belirlenmistir.

e 100 mL kefir Ornegine 2 mL %20 TCA ilave edilerek protein
uzaklagtirilmistir.

e 6500 RPM’de 30 dakika 4 °C’de santrifiij edilmistir.

e 4 M NaOH ile slipernatant pH’s1 6,8 ayarlanmustir.

e Serum proteinlerini uzaklastirmak i¢in 100 °C’de 30 dakika su banyosunda
bekletilmistir.

e 6500°de 30 dakika 4 °C’de santrifiij edilmistir.

e Karbonhidrat uzaklagtirmak icin siipernatant miktar1 kadar etanol (Merck)
ilave edilmistir.

e 1 gece 4 °C’de bekletilmistir.

e 6500 RPM’de 30 dakika 4 °C’de santrifiij edilmistir.

e Elde edilen pelete 10 mL dH,0 ilave edilmistir.

e (Oda sicakliginda 1 saat sonikasyon banyosunda bekletilmistir.
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e 12 kDa diyaliz tiiplerine alinmistir.

e 2 hafta boyunca hergiin tiiplerin bulundugu su degistirilmistir (4 °C)

e Numuneler i¢in okuma yapilitken 2 mL standart alginate yerine EPS
ekstraksiyonu i¢in hazirlanmis numeneden 2 mL konulmustur.

e Uzerine 6nce 50 mL fenol ve 5 mL H,SO4 eklenmistir.

e 10 dakika beklenmistir.

e Tiipler vortekslenmistir.

e 35°C’lik etiivde 15 dakika bekletilmistir.

Standart Kkalibrasyon grafiginin belirlenmesi: Alginat c¢ozeltisi ile uygun
dilusyonlar hazirlanmistir. Her bir konsantrasyon i¢in 2 mL saf su bulunan 3 deney
tipli hazirlanmistir. Her bir konsantrasyon i¢in hazirlanan deney tiiplerine farkl
konsantrasyonda alginat ¢ozeltileri 2 mL konup, tizerine 6nce 50 mL fenol ve 5 mL
H,SO4 eklenmistir. 10 dakika beklenip, tiipler vortekslenmistir. 35 °C’lik etiivde 15
dakika bekletilip, hazirlanan tiiplerin absorbanslart spektrofotometrede (UV 1700,
Shimadzu, Japonya) 480 nm’de okunmustur. Kalibrasyon egrisi ¢izilip egim ve

kesim degeri belirlenmistir (R%:0,9942).
3.10. Kefir Orneklerinin Reolojik Ozelliginin Belirlenmesi

Reolojik analizler Brookfield Rotational Rheometer (DV-II Pro LV, Brookfield
Engineering Laboratories, ABD) cihazi kullanilarak yapilmistir. Kefir 6rneklerinde
100 rpm’de viskozite degerleri spindle DV-4 ile belirlenmistir (Kok-Tas and Guzel-
Seydim, 2010; Ertekin and Guzel-Seydim, 2010).

3.11. Duyusal Degerlendirme

Kefir ornekleri duyusal analiz agisindan tecriibeli olan Siileyman Demirel
Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii 6gretim iiyeleri ve 6grencilerinden olusan
12 panelist tarafindan degerlendirilmistir. Kefiri severek tiiketen ve ozelliklerini
bilen, siklikla duyusal degerlendirme yapan panelistler se¢ilmistir (Lawless and
Heymann, 1999; Ertekin and Guzel-Seydim, 2010). On denemelerle belirlenmis dis
goriiniis, koku, tat, tekstiir kriterleri duyusal degerlendirmede kullanilmistir. Duyusal

degerlendirme formu Cizelge 3.1.’de sunulmustur. Ornekler panelistlere 1 giin 4
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°C’de soguk depolama sonras: plastik bardaklarda 120 mL su ve kraker ile soguk

olarak sunulmustur.

Cizelge 3.1. Kefir duyusal degerlendirme formu

Panelist ad1 : Tarih:
Duyusal Degerlendirme Formu

Deney Adi: Kefir Dane Mikroflorasindaki Degisimin Kefirin Bazi1 Nitelikleri Uzerine Etkileri
Deney Yapacak Kisinin Adi: Nilgiin OZDEMIR
Tanimlar:

1. Testimiz; sayilabilir derecelendirme duyusal analiz testidir. Testimizde iiriin ile ilgili kesit-dis
goriiniis-yap1, koku, tat ve genel degerlendirme basliklar: altinda Kefire 6zgii spesifik
tanimlayici kelimeler yer almaktadir.

2. Her basligin altinda {iriin i¢in istenilen 6zellikler belirtilmistir. Liitfen, dzellikleri okuduktan
sonra dikkatli bir sekilde puanlama yapiniz. Formda belirtildigi gibi karakteristik 6zelligi
tasiyan ornek (ler) icin aciklama kisminda yer alan puanlari vermeniz uygundur.
Karakteristik tanimlayici kelimeye uygun ozellik tasimayan 6rneklerde puanlarimi uygun
sekilde azaltmamz gerekmektedir.

3. Diisiiriilen Puanlama Nedenleri

4. Ornekler arasinda liitfen su---kraker---su seklinde agzimzi galkalamaya dzen gosteriniz.

KEFIR; siit renginde, homojen, yogun ayran kivaminda, agizda dolgunluk hissi veren, fermente
bir tada sahip, hafif eksimsi, hosa giden ferahlik hissi uyandiran karakteristik duyusal 6zelliklere
sahip fermante bir siit icecegidir. Kefir’i degerlendirmek 6nemli bir ayricalikdir.

Goriiniis ve Tekstiir

Kefirin Karakteristik 6zelligini ifade eden Kefir érnekleri
R Puan
tamimlayic kelime
256 478
Hosa giden giizel homojen goriiniimlii' 0-10
Hafif kopiiklii goriintim* 0-5
Kremsi-Beyaz renk’ 0-5
Agiz kaplama 0-5
(Dolgunluk hissi)
Viskozite’ (yogun ayran kivami) 0-5
Serum ayrilmasi olmayan 0-5
Toplam Puan 35

"'Yag partikiilleri ve pihti pargalar1 vb. kétii goriiniim kusurlarindan puan diisiiriilmelidir.
? Kefirde kopiiklii goriiniim istenilen bir 6zelliktir.

? Kefirin kendine 6zgii rengi

* Kefirde viskozite yogun ayran kivaminda olmast istenir.
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Cizelge 3.1. (devam)

Koku
Kefirin Karakteristik 6zelligini ifade eden Kefir érnekleri
. Puan
tamumlayici kelime
256 478
Hissedilebilir yogunlukta kendine 6zgii koku 0-10
Hosa giden Fermente koku 0-5
Hosa giden ¢ok hafif sirkemsi koku 0-5
Hafif eksimsi Koku 0-5
Hayvansal olmayan koku 0-5
Toplam Puan 30
Tat
Kefirin Karakteristik 6zelligini ifade eden Puan Kefir ornekleri
tammlayici kelime 256 478
Agizda hissedilebilir yogunlukta kendine 6zgii tat 0-5
Ferahlatici tat 0-5
Hosa giden fermente tat 0-5
Hosa giden hafif Eksimsi tat 0-5
Hosa giden hafif geniz yakici- keskin tat 0-5
Hosa giden hafif sirkemsi tat 0-5
Yabanci kétii tat bulunmayan 0-5
Toplam Puan 35

Liitfen size sundugumuz Kefir Ornegini begenme diizeyine gore siralaymz.

LO70) 224 LI o 17503 T 111 PSP RSP PP Y

L070) Qo 1S53 1 T L1 s PR
Orta dereCe DEZENAIMIL.........ccevieeieriieieieetesteetet ettt st e e st eaesaeeteesaenseeseenseeneenseeneenseenn e s s e e es

COK DEGENIMEAIML ..ottt ettt ettt ettt e et e e e st e te e e e+ tesaeetesneenae e e n e e ee e

Hig DEGENMEAIML... ..ottt ettt sttt ettt et e et e st ettt e e e e
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3.12. istatistiksel Analiz

Bu arastirmada ¢ tekerrlir yapilmig ve tiim analizler her tekerriir i¢in iki paralel
olarak diizenlenmistir. Arastirma sonuclar tekrarli dlgiimler ve tek yonlii varyans
analizi kullanilarak incelenmistir. P<0,05 anlamli olarak kabul edilmistir.
Degiskenler grup ici ve grup degiskenler arasindaki ortalamalarin farkli olup

olmadig1 belirlenmistir (SPSS, 2006).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Aragtirmada; mikroflorasinda AAB bulunan Kefir danesinden (KDA) iiretilmis Kefir
ornegi (KA) ve AAB bulunmayan Kefir danesinden (KDC) iiretilmis Kefir 6rnegi
(KC) seklinde iki farkli uygulama bulunmaktadir. Yapilan analizler sonucunda bu iki
farkli uygulama ile tretilen ve 1 gin 4 °C’de depolanan Kefir 6rneklerinin

mikrobiyolojik igerikleri, kimyasal, fiziksel ve duyusal 6zellikleri degerlendirilmistir.

4.1. KDA ve KA Orneginde Asetik Asit Bakterilerinin PZR Analizi sonuglar

Sirke 6rnegi uygun besiyerinde gelistirilerek koloni izolasyonlar gergeklestirilmistir.
besiyerlerinin hazirlanigi, inkiibasyon sicaklik ve siireleri Bolim 3.5 de
belirtilmistir. Primerler Bio Basic Inc, (Ontario, Kanada) firmasindan temin

edilmistir (Bolim 3.4).

Spesifik primer kullamilarak PZR analizi ve dizi analizi REFGEN (ODTU
Teknokenti, Ankara)’de  yaptirllmistir. Dizi  analizi  sonrast  sonuglar,
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi internet adresi kullanilarak BLAST programinda
degerlendirilmistir. PZR iirtinlerinin dizi analizi sonuglarina ait AAB homolojisi

Cizelge 4.1."de belirtilmistir.

Cizelge 4.1. Spesifik primerler kullanilarak elde edilen PZR {iriiniin dizi analizi

sonrasi bazi bakteri isimleri ve genetik benzerlikleri

. HOMOLOJi/
BAKTERI ADLARI BENZERLIK GENBANK NO URUN
(%)

Gluconacetobacter
saccharivorans %100 JF346082 Uzim
strain Gsl
Gluconacetobacter
. ) %99 AB099297 Sirke
intermedius
Gluconacetobacter
. . o %99 HQ400670 Sirke
intermedius strain Gi8
Gluconacetobacter )

. ] %99 AB095100 Sirke
persimmonis
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Dizi analizi sonuglart BLAST degerlendirmelerine gére Gluconacetobacter spp.
tespit edilmistir. Gluconacetobacter saccharivorans ssp en yiiksek derecede
benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Degerlendirmelerin  filogenetik agac
gosterimleri Sekil 4.1. verilmistir. Degerlendirme sonuglarina gore izole edilen

mikroorganizmalarin Gluconacetobacter spp. oldugu tespit edilmistir.

67— Aabb
Aab-e
Aab-c

10

o

Gluconacetobacter saccharivorans strain; LMG 1584

Aab-a

Gluconacetohacter saccharivorans strain Gs1

Aab-d

Gluconacetobacter intermedius strain; TN-613

Gluconacetobacter persimmonis

100 —— Gluconacetobacter hansenii strain: NBRC 14820

69 Gluconacetobacter kombuchae strain RG3

0.0005

Sekil 4.1. Izolantlarin filogenetik agaci
(Aab-a KA Kefir 6rnegi 1. tekerriir, Aab-b KA Kefir 6rnegi 2. tekerriir, Aab-c KA
KA Kefir 6rnegi 2. Tekerriir, Aab-d KDA Kefir danesi, Aab-e AAB zenginlestirilmis
Y G-broth)

Analiz sonuglar1 Kefir danesinde gelistirilen AAB’in Gluconacetobacter cinsine ait
en yiiksek homoloji gosterdigini belirtmektedir. Pérez-Fernandez vd. (2010) kirmizi
liztim sirkesi, beyaz {liziim sirkesi ve elma sirkesi iiretiminden sorumlu asetik asit
bakterilerinin belirlenmesi ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada Gluconacetobacter
europaeus, Ga. xylinus, Ga. hansenii ve Acetobacter pasteurianus tiirlerini izole

etmislerdir. Ayrica bu ¢alismada elma sirkesinden izole edilen izolantlarin
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%35,3’tinti Gluconacetobacter cinsinin olusturmasi elma sirke fermantasyonunda
oldukca 6nemli rol oynadigin1 gostermektedir. Bu c¢alisma elma sirkesiden izole
edilen ve Kefir danesinde gelistirilen AAB dizi analizi sonuglarin1 desteklemektedir.
Dellaglio vd (2005) yaptiklari ¢alismada elmalardan Ga. Swingsii sp. nov. ve Ga.

rhaeticus sp. nov izole etmislerdir.

Dane mikroflorasinda olmayan AAB’nin bu cinsinin aside kars1 yiiksek toleransh
olmasi, Kefir iiretim kosullarina dayanimi ve dane icine kolay adaptasyonu igin
uygun oldugunu gostermektedir. Yapilan bir c¢alismada, Gluconacetobacter
europaeus %10 asetik asit, Gluconacetobacter intermedius ve %6 asetik aside direng

gostermektedir (Treek et al., 2006).

Gluconacetobacter spp. ¢esitli fermente {irlinlerin iretiminde kullanilmaktadir.
Cin’de geleneksel bir icecek olan kambu (kambucha) ¢cay1 LAB, AAB ve mayalarin
fermantasyonu sonucunda {retilmektedir. Kambu c¢aymin fonksiyonel o6zellik
gosterdigi bazi aragtirmacilar tarafindan belirtilmektedir. Yang vd. (2010) kambu
cay1 ve kefir mikroorganizmalar1 arasindaki interaksiyonu arastirmislardir. Kambu
cayindan izole edilen Gluconobacter sp A4 ile Kefirden izole edilen 10 farkli sus
kullanilarak fermantasyon yapilmistir. Gluconobacter sp. A4 d-sakkarit 1,4 laktan
(DSL) iireten bir mikroorganizmadir. DSL kanserojen maddelerin etkisini azalttig
icin fonksiyonel bir bilesendir. Yapilan uygulamada Kefirden izole edilen LAB ile
Gluconobacter sp A4 simbiyotik bir iligki olusturdugu belirlenmis ve DSL iiretimi

birlikte yapilan fermantasyon sonucunda artig gostermistir.

4.2. Mikrobiyolojik Analiz Bulgular:

Asetik asit bakterisi iceren Kefir danesi (KDA) ve kontrol Kefir danesi (KDC)
kullanilarak tiretilen Kefir 6rneklerinin (KA, KC) laktobasil icerikleri sirastyla 9,02
ve 8,53 log kob/mL olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.2). Yapilan diger
arastirmalarda laktobasil icerigi 8-10 log kob/mL degisim araliginda bulunmakta ve
sonuclar yapilan c¢aligmalarla uyumluluk gostermektedir (Garrote et al., 2001;
Witthuhn et al., 2004; Irigoyen et al. 2005; Guzel-Seydim et al. 2005; Papavasiliou et
al., 2008; Ertekin and Giizel-Seydim 2010; Kok-Tas, 2010; Magalhaes et al., 2010).

Yapilan calismada iki farkli uygulama ile iiretilen Kefir orneklerinin laktobasil
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icerikleri arasinda istatistik olarak onemli bir farklilik tespit edilmistir (P<0,05).
Daneye ilave edilen AAB’nin dane mikroflorasindaki laktobasil i¢erigine simbiyotik

etki yaparak pozitif yonde etkiledigi diistiniilmektedir.

Kefir drneklerinin laktokok igerikleri ise sirasiyla 9,28 ve 9,27 log kob/mL olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.2). Cesitli aragtirmalarda Kefir o6rneklerinin laktokok
igerikleri 8,3-10 log kob/mL degisim araliginda oldugu belirtilmekte ve bulgularin
literatiire uyumlu oldugu anlasilmaktadir (Kroger, 1993; Rea et al., 1996; Garrote et
al., 1997; Irigoyen et al., 2005; Guzel-Seydim et al., 2005; Ertekin and Guzel-
Seydim, 2010; Bozkurt, 2010; Kok-Tas, 2010). KC 6rnegi ile KA arasinda laktokok
igerikleri bakimindan 6nemli bir farklilik tespit edilmemistir (P>0,05), (Sekil 4.2).
KA Kefir 6rneginin normal kefirde bulunan laktokok degerinin degismedigi ve
daneye AAB uygulamasinin laktokok tiirleri iizerinde herhangi bir olumsuz etki

gostermedigi belirtilmektedir.

KA ve KC Kefir 6rneklerinin maya icerikleri sirastyla 2,08 ve 2,0 log kob/mL olarak
belirlenmis (Cizelge 4.2) ve sonuglar arasinda istatistik olarak onemli bir fark
bulunmamistir (P>0,05). Cesitli calismalarda Kefir maya igerikleri 4,0-6,6 log
kob/mL araliginda olarak degisim gostermektedir (Kroger, 1993; Rea et al., 1996;
Marquina et al., 2002; Witthuhn et al. 2004; Irigoyen et al., 2005; Guzel-Seydim et
al., 2005; Ertekin and Giizel-Seydim, 2010; Bozkurt, 2010; Kok-Tas, 2010).
Sonuglara gore tespit edilen maya igeriginin her iki Kefir drneginde de literatiirde
belirtilen deger araliginin altinda olmasi, AAB ilavesinin Kefirin maya igerigine
olumsuz bir etkisi olmadigin1 gostermektedir. Maya igeriginin diisiik olmas1 Kefir

dane mikroflorasinin ¢esitli parametrelerden dolay1 kaynaklandig: diistintilmektedir.
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Cizelge 4.2. Kefir 6rneklerinin Lactobacilli spp., Lactococcus spp., L acidophilus,

Bifidobacterium spp. ve maya igerikleri

ORNEKLER (log kob/mL) KA KC

Lactobacillus spp. 9,02+0,03 8,53+0,05
Lactococcus spp. 9,28+0,08 9,14+0,01
L. acidophilus 6,31+0,08 6,19+0,02
Bifidobacterium spp. 5.9840,02 5,95+0,02
Mayalar 2,08+0,06 2,00+0,05
Asetik asit bakterileri 3,86+0,05 L

Yapilan mikrobiyolojik analizler sonucunda, KA ve KC Kefir 6rneklerinde sirasiyla
6,31 ve 6,19 log kob/mL olarak L acidophilus igerigi ve 5,98 ve 5,95 log kob/mL
olarak Bifidobacterium spp. igerikleri tespit edilmistir (Cizelge 4.2). Sonuglar Kok-
Tas (2010) tarafindan Kefir 6rneklerinde belirlenen 5,78-6,43 log kob/mL degisim
araligindaki L acidophilus igerigi ve 5,23-6,14 log kob/mL degisim araligindaki
Bifidobacterium spp. igerikleri ile paralellik gostermektedir. Benzer sonuglar Bozkurt
vd. (2010) tarafindan 6,10 ve 6,16 log kob/mL olarak belirtilmistir. Ayrica KA ve
KC Kefir ornekleri arasinda L acidophilus igerigi ve Bifidobacterium spp. igerikleri
bakimindan istatistik olarak onemli bir farklilik tespit edilmemistir (P>0,05; Sekil
4.2).

Kefir dane mikroflorasinda probiyotik 6zellikli olan L. acidophilus, L. plantarum, L.
johnsonii, L. kefiranofaciens, L. casei, L. brevis, Str. thermophilus, B. longum ve B.
bifidum gibi bakteri tiirleri bulunmaktadir (Shah, 2000; Tuomola et al., 2001; Heller,
2001; Soomro et al., 2002; Wang et al., 2009; Kok-Tas et al., 2011). Yapilan
calismalar L. acidophilus’un tiimor hiicrelerini inhibe ettigi, prokarsinojen
maddelerin karsinojen maddelere doniismesine neden olan mikroorganizmalara karsi
antagonistik etki gosterdigini belirtmektedir (Nayir, 2008). Bifidobakterlerin ise
bobrek rahatsizliklarini iyilesmesi, kandaki amonyak diizeyinin azalmasi ve sindirim

sistemi ilizerine olumlu etkileri oldugu, anti-mutajenik ve anti-kanserojenik etkilere
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sahip oldugu belirtilmektedir (Lankaputhra and Shah, 1998; Rowland et al., 1998).
Ayrica Wang vd. (2009) tarafindan probiyotik 6zellige sahip oldugu belirlenen L.
plantarum MA2 susu ve K6k-Tas vd. (2011) tarafindan Bifidobacterium bifidum S17
PRL2010 susu Kefir danesinden izole edilmistir. Probiyotik 0&zelligi olan
mikroorganizmalarin Kefir iceriginde dogal olarak bulunmasi Kefire terapotik
Ozellik kazandirmaktadir. Bu calismada, KA ve KC Kefir 6rnekleri arasinda
probiyotik 6zelligi bilinen L. acidophilus ve Bifidobacterium spp. igeriklerinin
istatistik agidan farkli olmamasi dane mikroflorasina AAB ilavesi Kefirin probiyotik

0zellikli mikroflorasini olumsuz yonde etkilemediginin gostergesidir.
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Sekil 4.2. KA ve KC kefir drneklerinin mikrobiyal igerikleri

Kefir dane mikrofloras1 AAB gelisiminde Kefir fermantasyonuna 15 giin boyunca
% 4 oraninda ilave edilen YG- brothun AAB igeriginin ortalama degeri 7,36+0,51
log kob/mL olarak belirlenmistir. Kefir danesine ilave edilen YG-brothlarinin AAB

igcerigi uygulama siiresince diizenli bir dagilim gostermektedir.
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Dane igerisinde AAB gelisiminin gostergesi olarak belirlenen AAB igerigi, KA Kefir
orneginde 3,86 log kob/mL olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.2; Sekil 4.2). Tez
calismasinda kontrol 6rnegi olarak kullanilan Kefir dane mikroflorasinda AAB
bulunmamaktadir. Kefir dane mikroflorasindaki ¢esitlilik dane orijinine gére degisim
gostermekte ve oldukga sinirli sayidaki ¢alismada Kefir mikroflorasinda dogal olarak
AAB bulundugu tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalarda bazi Kefir ve Kefir
danesinden izole edilen AAB’ne Acetobacter spp. Acetobacter pasteurianus, A.
aceti, A. syzygii, A. lovaniensis 6rnek gosterilebilir (Ottogalli et al., 1973; Rosi 1978;
Koreleva 1991; Bottazzi et al., 1994; Garrote et al., 2001; Marquina et al., 2002;
Magalhaes et al., 2010a; Miguel et al., 2010). Yapilan arastirmalarda belirlenen Kefir
mikroflorasindaki AAB igerigi 4-6 log kob/mL araliginda degisim gostermektedir
(Garrote et al., 2001; Irigoyen et al., 2005). Kefir dane mikrofloras1 AAB
gelistirilmesiyle AAB degeri 3,86 log kob/mL olarak tespit edilmistir. Uygulamadaki
sonuglar, Marquina vd. (2002) tarafindan yapilan caligmada Kefir dane
mikroflorasinda dogal olarak bulunan 4,10 log kob/mL AAB igerigi ile uyum
gostermektedir. Ayrica asetik asit bakteri inokiilasyonunun, dane mikroflorasini
ozellikle probiyotik Ozellikteki bakteri igerigi bakimindan olumsuz etkilememesi

Kefir’e fonksiyonel 6zelligi bakimindan 6nem kazandirmaktadir.

Son yillarda AAB {izerine yapilan ¢aligmalar artmakta ve AAB’nin saglik {izerine
olumlu etkilerinin oldugu belirtilmektedir. AAB’nin anti-mikrobiyal etkisi,
dermatolojide kullanimi, sinirsel iletim {izerine ve deri bariyer fonksiyonu iizerine
olumlu etkisi, bazi AAB tiirleri tarafindan iiretilen seliilozun yara tedavisinde
kullanilmast vb. yapilan ¢aligmalardan bazilaridir (Fesq et al., 2001; Green et al.,
2004; Stasiak and Blazejak, 2009; Fukami et al., 2010a; Oda et al., 2010; Zhao et
al., 2010a;b). Bu nedenle AAB’nin Kefir dane mikroflorasinda bulunmasinin
tilkemizde tiretilen kefirlerin saglik iizerine gosterdikleri terapotik etkiyi arttiracagi

distiniilmektedir.
Kefir dane mikroflorasinda AAB igerigi Pintado vd. (1996), Witthunn vd. (2004);

Yuksekdag vd. (2004); Guzel-Seydim vd. (2005) ve Kok-Tas (2010) tarafindan

yapilan c¢alismalarda tespit edilmemistir. Ancak farkli orijinli Kefir dane
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mikroflorasinda Garrote vd. (2001) 5,4-5,56 log kob/mL, Marquina vd. (2002) log
4,1 kob/mL ve Irigoyen vd. (2005) 6 log kob/mL olarak yaptiklar1 ¢caligsmalarla AAB

icerigini belirlemislerdir.

Calismada elde edilen AAB igerikli kefir danesinin (KDA) mikroflorasindaki AAB
iceriginin siirekliligini belirlemek i¢in 25 giin siiresince (1., 5., 10., 15., 20., 25. giin)
mikrobiyolojik analizleri yapilmistir. Mikrobiyolojik analiz sonuglarina gore 10. giin
sonunda yaklasik 1 logaritmik bir azalma gozlemlenirken (P<0,05), sonraki 15 giin
siiresince gozlemlenen logaritmik degisim onemsiz olarak belirlenmistir (P>0,05).
Yapilan calismada miikemmel bir dengesi olan Kefir dane mikroflorasinda AAB
gelistirilmis ve AAB igerigin 2,91-2,56 log kob/mL degisim araliginda devamlilik
gosterecegi tespit edilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. KDA danesinin 25 giin siiresince mikroflorasindaki AAB igerigi
4.3. Kimyasal Analiz Bulgular:

Yapilan caligmada, KA ve KC Kefir 6rneklerinin baslica kimyasal analiz bulgulari

Cizelge 4.3’ de belirtilmistir.
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Cizelge 4.3. Kefir 6rneklerinin kimyasal analiz bulgular

Ornekler H Laktik asit Kurumadde | Kiil miktar
P (%) (%, WiwW) (%, WIW)
KA 4,70+0,02 1,18+0,02 12,56+0,06 1,184+0,12
KC 4,68+0,01 1,53+0,04 12,18+0,05 1,26+0,06

KA ve KC Kefir 6rneklerinin pH degerleri sirasiyla 4,70 ve 4,68 degisim araliginda
tespit edilmistir (Cizelge 4.3). KA Kefir 6rnegi ve KC Kefir 6rnegi pH bulgular
arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmamustir (P>0,05). Bu deger Kefir, yogurt
gibi fermente siit iirlinlerin pH degerleriyle uyumluluk gostermektedir. Yapilan
calismalarda Kefirin pH degeri 4,19-4,7 araliginda degisim gostermektedir (Simova
et al, 2002; Irigoyen et al., 2005; Wroblewska et al., 2009; Ertekin and Guzel-
Seydim, 2010; Sirirat and Jelena, 2010). Kefir gibi fermente {iriinlerin pH
degerlerinde fermantasyonda rol oynayan mikroorganizmalar oldukga etkili oldugu
belirtilmektedir (Collar, 1996). Asetik asit bakterilerinin iiriiniin pH’sinda olumsuz

bir degisiklik yapmamast iiriin 6zelliklerinin korunmasi1 bakimindan énemlidir.

Kefir orneklerinin (KA, KC) laktik asit cinsinden titrasyon asitligi degerleri %1,18
ve %1,53 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.3). Bu degerler arasindaki farklilik
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0,01). Kefir 6rnekleri {izerine yapilan
calismalarda laktik asit cinsinden titrasyon asitliginin genelde %0,70- %0,83 deger
araliginda bulundugu belirtilmektedir (Simova et al., 2002; Beshkova et al., 2002;
Ding, 2008; Ertekin and Giizel-Seydim, 2010; Sirirat and Jelena, 2010).
Calismamizda belirlenen degerlere uyumlu olarak, Papavasiliou vd. (2008) %9,7 ve
Kok-Tas (2010) %0,81-0,95 degisim araliginda laktik asit degerleri belirlemislerdir.
Assadi vd. (2000) tarafindan Kefir 6rneginde %]1,5 olarak belirlenen laktik asit
cinsinden titrasyon asitligi degerleri KC Kefir ornegi ile benzerlik gostermektedir.
KA ve KC Kefir orneklerinin % laktik asit degerleri arasindaki farkliligin AAB
uygulamasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir. Ortamdaki organik molekiillerin bir
kisminin AAB tarafindan kullanilmasinin ve asetik asit gibi farkli organik asitlere

hatta karbondioksit ve suya kadar parcalanmasinin sentezlenen laktik asit miktarinda

azalmaya neden oldugu diisliniilmektedir (Guillomén and Mas, 2011).
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Kefir orneklerinin kurumadde igerikleri %12,53 ve %12,18 olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.3). Yapilan baz1 ¢aligmalarda Kefir orneklerinin kurumaddesi %7,8-12
olarak belirtilmistir (Gliven et al., 2004; Irigoyen et al., 2005; Kok-Tas, 2010;
Ertekin and Guzel-Seydim 2010; Ozdestan and Uren, 2010). Kefir kurumadde
degerindeki bu genis skala tiretimde kullanilan siit bilesen miktarlarinin 6zellikle yag
miktarinin farkliligindan kaynaklanmaktadir. KA ve KC 6rneklerin her ikisinin de

kurumadde degerleri yapilan ¢alismalarla uyum gostermistir.

KA ve KC Kefir 6rneklerinin kil igerigi sirastyla %1,18 ve %1,26 olarak belirlenmis
(Cizelge 4.3) ve degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemli bulunmamistir
(P>0,05). Yapilan baz1 ¢alismalar ile belirlenen Kefirin % kiil miktar1 %0,6-0,9
deger araliginda degismektedir (Garrotte et al., 1997; Assadi et al., 2002; Giiven et
al., 2004 Nayir, 2008). Literatiirdeki bu degerler elde edilen bulgularla uyumluluk

gostermektedir.

4.4. Organik Asit Bilesen Icerikleri

Kefir orneklerinde laktik asit, asetik asit, formik asit ve sitrik asit miktarlar
belirlenmis ve standartlara ve Kefir O0rnegine ait kromotogram Bolim 3.7.°de
verilmistir. KA ve KC Kefir orneklerine ait analiz edilen organik asit bilesen

igerikleri Cizelge 4.4.de verilmistir.

Cizelge 4.4. Kefir 6rneklerinin organik asit bilesen igerikleri

Ornekler Formik Laktik Asetik Sitrik Piriivik
(ng/mL) asit asit asit asit asit
KA 908,1+73,7 | 21595,6£957 | 1976,4+84,3 | 8052,2+192,2 —

KC 1049,3+80,1 | 21858,8+367 | 1689,1+81,7 | 6594,8+448,2 —

KA Kefir 6rneginde 908,1 pg/mL formik asit, 21595,5 ng/g laktik asit, 1976,4 pg/g
asetik asit, 8052,2 pg/g sitrik asit tespit edilmistir. KC Kefir 6rneginde ise 1049,3
ug/mL formik asit, 21858,8 ug/g laktik asit, 1689,1 ng/g asetik asit, 6594,8 ug/g

sitrik asit tespit edilmistir. Her iki 6rnekte de piriivik asit tespit edilememistir.
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KA ve KC Kefir orneklerinde her bir organik asit bileseni arasindaki farklilik
istatistiksel olarak dnemli degildir (P>0,05). KA Kefir 6rneginin asetik asit ve sitrik
asit degerleri KC Kefir 6rneginden yiiksek diizeyde oldugu belirlenmistir. Bu Kefir
danesine farkli bir mikroorganizma grubunun ilave edildigini ayrica, ilave edilen
mikroorganizma grubunun krebs dongiisii (sitrik asit dongii) iirlinleri {liretebildigini
gostermektedir. Laktik asit ve formik asit degerlerinin kontrol grubunda daha yiiksek
olmasi ise kullanilan substratin KA Kefir 6rnegine gore daha fazla kisminin laktik ve

formik asite doniistiiglinli gostermektedir.

Kefir’de bulunan organik asitler fermente bir siit iiriinii oldugu icin biyokimyasal ve
bakteriyel metabolik proses sonucu meydana gelmektedir. Fermantasyonda rol alan
mikroorganizmalarin metabolik yollarina gore sentezlenen son iiriin (organik asit
vb.) farklilik gostermektedir. Calismamizda KA Kefir o6rnegindeki asetik asit
miktarinin  fazla olmast AAB tarafindan asetik asit sentezlenmesinden
kaynaklanmaktadir. Kefirdeki asetik asit miktarinda, Kefir dane mikroflorasi

heterofermantatif LAB ve AAB icerigi etkili olmaktadir.

Magalhaes vd. (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada Kefir 6rneklerinde laktik asit
degeri 5 g/L, asetik asit degeri 0,7 g/L olarak belirlenmistir. Papavasiliou vd. (2008)
Kefir 6rneginde laktik asit degerini 9,7 g/L olarak belirlemislerdir. Grénnevik vd.
(2011) Kefir 6rneginde asetik asit degerini 0,8 g/L olarak belirlemislerdir.

Giizel-Seydim vd. (2000a) tarafindan yapilan calismada kefirin 4°C’deki depolama
stiresince organik asit degerlerindeki degisimi (orotik, sitrik, pirtivik, laktik, iirik,
asetik, propionik, biitirik ve hippiirik) 275 nm’de UV detektor kullanilarak HPLC ile
belirlenmigtir. Depolama siiresince sitrat miktar1 1438-1863 pg/g, iirik asit miktari
27-33 pg degisim araliginda oldugu belirtilmistir. Pirtivik asit miktar1 0. giinde 18
ug/g, orotik asit miktar1 21. giinde 131 pg/g araliginda tespit edilmistir. Kefirde

asetik, propionik, biitirik ve hippurik asit depolama siiresince tespit edilememistir.

4.5. Asetik Asit Bakterilerinin Dane Biyokiitle Artisina EtKisi

KDA ve KDC Kefir danelerine AAB ilavesinin 15 giinliik aktiflesme siirecindeki

biyokiitle artigina etkisi incelenmis ve biyokiitle artis miktarinin tespiti i¢in 15 giin
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stiresince (1., 5., 10., 15. giin) yapilan gravimetrik analiz sonucunda KD danesine
gore KDA danesinde biyokiitle artisin 6nemli derecede farkli oldugu belirtilmistir
(P<0,01). Elde edilen veriler dogrultusunda yapilan istatistik analiz sonuglarina gore;
KDC ve KDA danelerinin 5. giin tartim sonuglar1 arasindaki fark istatistik olarak
onemli (P>0,05) olmadigi, 10. giin tartim sonuglari arasindaki fark 6nemli oldugu
belirlenmistir (P<0,05). Devam eden AAB ilavesinde 15. giin tartim sonuglarina gore
KDC %89,4 oraninda ve KDA %217,6 oraninda artis gostermistir. Iki dane
arasindaki yiizde biyokiitle artis oranmnin olduk¢a ©nemli oldugu bulunmustur
(P<0,01). Bu sonuglar daneye AAB ilavesinin biyokiitle artisin1 pozitif yonde
etkiledigi ve bu etkinin 15 giinliik aktiflesme siiresince artarak devam ettigini

gostermektedir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. KDA ve KDC Kefir danelerinin biyokiitle artis miktari

Cok sayida mikroorganizmayi florasinda bulunduran dogal Kefir danesi 6zgiin olarak
fermantasyon sirasinda substrati fermente ederken kendi biyokiitlelerini de
artirmaktadirlar. Dane mikroflorasindaki mikroorganizmalarin yasam ortami olan
dane sisteminin biyokiitle artis1 {izerine bazi arastirmalar yapilmistir. Rimada ve
Abraham (2001) dane inokiilasyon oraninin ve fermantasyon sicakligiin biyokiitle

artigina etkisini incelemistir. Biyokiitle artisinin fermantasyon sicakliginin 20 °C ile
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30°C arahigindaki artan sicaklik degerleriyle pozitif korelasyon gosterdigi, uygulanan
%1 ve %10 inokiilasyon oranlar ile negatif korelasyon gosterdigi belirlenmistir.
30°C iizerindeki sicakliklarda ise her iki inokiilasyon orani biyokiitle artigini olumsuz
etkilemistir. En fazla artis 30 °C %] inokiilasyon oranindaki bir fermantasyonda

0,05 g/g dane olarak belirlenmistir.

Guzel-Seydim vd. (2011) belli oranlarda modifiye peynir alt1 suyu proteini ve inulin
ilave edilerek hazirlanan siit 6rnekleri, farkli atmosferik kosullar altinda (normal ve
CO, atmosfer), ii¢ hafta siiresince gelistirilerek, Kefir danesindeki biyokiitle artigini
tespit etmislerdir. Peyniralt1 suyu proteini ile zenginlestirilmis siit ortaminda Kefir
danelerinde en yiiksek biyokiitle artis1 %392 olarak belirlenmistir. CO, atmosfer
uygulamasi dane gelisimini, biyokiitle artis1 dane mikroflorasin1 énemli diizeyde

etkilememistir.

Uygulamada mikroflorasinda AAB gelistirilen Kefir danesinin (KDA) biyokiitle artis
oraninin dnemli diizeyde fazla olmasinda, AAB tarafindan tiretilen EPS etkili oldugu

diistiniilmektedir.

4.6. Kefir Orneklerinin Ekzopolisakkarit (EPS) I¢erigi

EPS yap1 Kefirin fizikokimyasal, reolojik ve organoleptik 6zelliklerinin olusumunda
etkilidir ve Kefir danesinde var olan mikroorganizmalar tarafindan iiretildigi yapilan
arastirmalarla belirlenmistir (Wang et al., 2010). Kefirdeki bu yap1 ‘Kefiran’ olarak
isimlendirilmistir. ~ Bir¢ok  arastirmada EPS  igeriginin ve  Ozelliginin
mikroorganizmalarin  ¢esitliligine, fermantasyon kosullarina ve fermantasyon

ortaminin kompozisyonuna bagli oldugu belirtilmektedir.

Calisgmamizda yapilan EPS analiz sonucglarma gére KA ve KC Kefir 6rneklerinin
EPS igerigi sirasiyla 98,62 ve 59,07 mg/L olarak belirlenmis (Sekil 4.5) ve
aralarindaki farklilik istatistiksel olarak dnemli bulunmustur (P<0,05). KA 6rneginin
EPS igeriginin 6nemli derecede yiiksek olmasi Kefir danesine AAB ilavesinden
kaynaklanmaktadir. Ozellikle, PZR sonuglarma gére belirlenen Gluconacetobacter
cinsine, EPS iiretme yetenegi ile biyokiitle artisina katki sagladigi disiiniilmektedir

(Park et al., 2003).
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Sekil 4.5. KA ve KC Kefir 6rneklerinin EPS igerigi

Kok-Tas (2010) Kefir orneklerinde EPS igeriklerinin 79-130,15 mg/L araliginda
degisim gosterdigini belirlemistir. Rimada ve Abraham (2001) yaptiklar1 ¢aligmada
28,9-78,7 mg/L deger araliginda belirlemislerdir. Ayrica, EPS miktarinin
fermantasyon sicakligi ve dane inokiilasyon oraninin artis1 ile pozitif korelasyon

gosterdigi belirtilmistir.

Cheirsilp vd. (2003b) L. kefiranofaciens ile Sacch. cerevisiae tarafindan birlikte
tiretilen kefiran miktarinin L. kefiranofaciens tarafindan tiretilen kefiran miktarindan
yaklagik iki kat fazla olarak belirlenmis ve bu sonu¢ maya ve LAB’in kefiran

tiretiminde de sinerjik etki olusturduklarinin gostergesidir.

Ayrica Kefir danelerinin siit iginde fermantasyonu sonrasi EPS miktar1 218 mg/L,
deproteinize peynir alti suyu i¢inde fermentasyonu sonrast EPS miktar1 247 mg/L

olarak bulmustur (Rimada and Abraham, 2003).

Baslica Kefir danesine 6zgii bakteriler L. kefiranofaciens, L. kefir, L. kefirgranum ve
L. parakefir, L. plantarum bakteri tiirleri tarafindan tiretilmektedir (Kooiman, 1968;
Kandler, 1983; Fujisawa, 1988; Yokoi, 1991; Takizawa et al., 1994; Cheirsilp et al.,
2003; Wang et al., 2008; Wang et al., 2010). Ekzopolisakkarit liretme yetenegine

sahip starter kiiltiirlerin kullanimi ile fermente siit tirlinleri tekstiiriinde iyilesme ve
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serum ayrilmasinda azalma saglamak, su tutma kabiliyetini artirarak reolojik

ozelliklerini gelistirdigi bilinmektedir (Ozer, 2006).

Tibet Kefirden izole edilen L. plantarum KI5 susu tarafindan iretilen
ekzopolisakkaritin 6zellikleri incelenmis ve K15-EPS’in hidroksil (-OH) grubu ile su
molekiilleri arasinda var olan gii¢glii interaksiyondan dolay1 pseudoplastik (yalanci

Newtoniyan olmayan akiskan) 6zelligi gostermektedir (Wang et al., 2010).

Calismamizda da izole edilen bazi Gluconacetobacter tiirlerinin EPS ve seliiloz
urettigi yapilan ¢alismalarda belirtilmektedir (Lisdiyanti et al., 2006; Dutta and
Gachhui, 2007).

Bu nedenle Gluconacetobacter cinsi bakterilerin seliilloz tiretimi ve EPS {iretimi

Kefir’in EPS miktarina katki saglamistir.

4.7. Kefir Orneklerinin Reolojik Analiz Bulgular

KA ve KC kefir orneklerinin 100 RPM’de Ol¢iimii yapilan viskozite degerleri
sirastyla 330,9 ve 195,4 mPas belirlenmistir. Farkli uygulamalarla iretilen kefir
orneklerinin viskozite degerleri arasinda istatistik olarak onemli diizeyde farklilik

oldugu belirlenmistir (P<0,05, Sekil 4.6).

Irigoyen vd. (2005) farkli oranda Kefir daneleri (%1 ve %35) kullanilarak iiretilen
Kefirlerin, 100 RPM’de viskozite degerleri sirasiyla; 293 ve 372 mPas olarak
belirlenmigtir. Kefirin viskozitenin dane inokiilasyon miktariyla artiy gosterdigini

belirtirken fazla dane inokiilasyonunun viskoziteyi azalttigini belirtilmistir.
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Sekil 4.6. KA ve KC Kefir 6rneklerinin viskozite degerleri

Kok-Tas (2010) tarafindan Kefir o6rneklerinin 10 RPM’deki viskozite degerlerini
225-315 mPas araliginda degisim gosterdigi belirlenmistir. Ertekin and Giizel-
Seydim (2010) tarafindan yagsiz siit kullanarak tiretilen Kefir 6rneginin 10 RPM’ de
viskozite degerleri Ol¢iilmiis viskozite degeri 180 mPas olarak tespit etmistir. Benzer
sekilde, Wréblewska vd. (2009) danenin 60 RPM’de viskozite degeri 492 cP,
danenin transglutaminaz ilavelisiz siit i¢erisinde fermantasyonu sonrasinda olusan
Kefirin viskozite degeri 340 cP, farklilik géstermistir. Tratnik vd. (2006) inek ve keci
slitline iniilin, peynir alt1 suyu protein konsantresi ve siit tozu ilave ederek hazirlanan
kefir 6rneklerinde viskozite degerleri 42,2-166,6 mPas degisim araligindadir. Sirirat
ve Jelena (2010) kefir viskozite degerini 24 saat fermantasyon siiresi sonunda 53-54

mm?/sn olarak belirlemistir.

Yapilan calismada, Kefir danesine asetik asit bakterilerinin gelistirilmesi Kefir
orneklerinin viskozite degerleri arasindaki farkliliga neden oldugu diistiniilmektedir.
Babina ve Rozhokova (1973) Kefir danesindeki LAB ve AAB’nin viskoziteyi artirici
yonde etki gosterdiklerini belirtmislerdir. Ayrica bazi ¢alismalarda A. aceti, A.
rancens Kefirin viskozitesinde ve kivaminda artirict yonde etki gosterdigi

belirtilmistir (Libudzisz and Piatkiewicz, 1990; Liu et al., 2005).
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EPS igeriginin viskoziteyi artirici yonde etki gostermesi KA oOrneginin yiiksek

viskozite degerinin nedenini gdstermektedir.
4.8. Kefir Orneklerinin Duyusal Analiz Bulgular

Iki farkli uygulama ile iiretilen Kefir &rneklerinin duyusal degerlendirme bulgular
Sekil 4.7. ve 4.8. a., b., c.’de verilmistir. KA ve KC oOrnekleri tekstiir, koku ve tat
ozellikleri degerlendirilmistir. KA ve KC orneklerinin sirasiyla goriintig-tekstiir
ozelligi 30,9 ve 25,1; koku ozelligi 33,8 ve 23,6; tat 6zelligi 31,1 ve 24,3 olarak
tespit edilmistir. Ornekler arasinda tat 6zelligi bakimindan istatistik olarak farklilik
onemlidir (P<0,05). Asetik asit bakterilerini igeren KA 6rnegi tat 6zelligi bakimindan
KC orneginden daha yiiksek puan almasi yapilan uygulamanin tiiketici tercihi

bakimindan olumlu sonuglar verdigini géstermektedir.

Garinds
ve
Tekstir

= KA

=M

Tat © 2 koku

Sekil 4.7. KA ve KC orneklerinin genel duyusal (tat, koku, tekstiir) degerlendirme

sonuglari

KA ve KC Kefir orneklerinde Goriiniim ve Tekstiir 6zellikleriyle ilgili kriterlerin
degerlendirilmesi Sekil 4.8a.’da verilmistir. K&piiklii goriiniim ve kremsi-beyaz renk
puanlar1 arasindaki fark 6nemli (P<0,01) ancak agiz kaplama, viskozite, serum

ayrilmasi olmayan yap1 puanlar arasindaki farklilik 6nemsiz bulunmustur (P>0,05).

65



Ozellikle, kefirde arzu edilen kopiiklii goriiniim degeri KA &rneginde kontrol

ornegine gore dnemli diizeyde yliksek bulunmustur (Sekil 4.8a).

Hafif Kopukli
Gorinim

Serum Ayrilmasi

i-B Renk
Olmayan Yapi remsi-Beyaz Ren

—h—KA
——KC

Viskozite NSz Kaplama

Sekil 4.8a. KA ve KC o6rneklerinin goriiniim ve tekstiir 6zellikleri ile ilgili duyusal

degerlendirme sonuglari

KA ve KC Kefir 6rneklerinde koku ozellikleriyle ilgili kriterlerin degerlendirilmesi
Sekil 4.8b.’de verilmistir. Hosa giden ¢ok hafif sirkemsi koku puanlar1 arasindaki
fark 6nemli (P<0,05) ancak hosa giden fermente koku, hafif eksimsi koku ve
hayvansal olmayan koku puanlar1 arasindaki farkliliklar 6nemsiz bulunmustur
(P>0,05). iki 6rnek arasinda sirkemsi koku kriter puanlar1 bakimindan fark olsa da

uygulamanin koku degerleri arasinda onemli bir farklilik tespit edilmemistir (Sekil

4.8b).
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Fermente Koku
5,0

== KA
—i—KC

Hayvansal

Olmayan Koku Sirkemsi Koku

Eksimsi Koku

Sekil 4.8b. KA ve KC orneklerinin koku 6zellikleriyle ilgili duyusal degerlendirme

sonugclari

KA ve KC Kefir drneklerinde tat 6zellikleriyle ilgili kriterlerin degerlendirilmesi
Sekil 4.8c.’de sunulmustur. Ferahlatici tat, hosa giden fermente tat, hosa giden hafif
geniz yakici-keskin tat, hosa giden ¢ok hafif tatlimsi tat puanlari arasindaki
farkliliklar 6nemli (P<0,05) ancak hissedilebilir yogunlukta kendine 6zgii tat, hosa
giden hafif eksimsi tat, yabanci-kotii olmayan tat puanlart arasindaki farkliliklar
onemsiz bulunmustur (P>0,05). Sonuglar uygulamanin ferahlatici tat iizerinde
pozitif etkisi oldugunu gostermekte ayrica, hosa giden ¢ok hafif tatlimsi tat ve hafif
geniz yakici-keskin tadin olumlu yonde bir farklilik gosterdigi belirtilmistir. KA
Kefir 6rnegindeki bu olumlu etki asetik asit bakterilerinin metabolik {iriinlerinden

ozellikle asetik asitten kaynaklandig: diigtiniilmektedir.
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Kendine Ozgii Tat

Hafif Tatlimsi Tat

Hafif Geniz Yakicl
Keskin Tat

Sekil 4.8c. KA ve KC o6rneklerinin tat 6zellikleriyle ilgili duyusal degerlendirme

sonuglari

Duyusal analiz sonuglari, AAB uygulamasinin Kefir 6rneginin duyusal 6zelligi

bakimindan olumsuz etkilemedigini géstermektedir.

[5 I
4,55
4 -
3,36
3 .
m KA
2 1 mKC
1 -
0 - .
KA KC
1\ J

Sekil 4.9. KA ve KC orneklerinin hedonik test degerlendirme sonuglari
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Hedonik test sonuglarina gore KA ve KC ornekleri arasinda KA 6rnegi bakimindan
olumlu bir fark vardir (P<0,05). Tiketicilerin begenisinin olumlu oldugu tespit

edilmistir. Uygulamanin Kefir tiiketim yelpazesini genisletecegi diistiniilmektedir.
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5. SONUC

Bilim diinyasinda geleneksel fermente bir siit iiriinii olan Kefire ilgi her gecen giin
artmaktadir. Bilimsel arastirmalarin egilimi ve yapilan c¢aligmalarin sonuglar
giiniimiizde saglik konusunda bilinglenen tiiketicilerin tercihlerini olumlu yonde
etkilemektedir. Kefir’e olan ilginin baglica sebebi Kefir’in dogal ve etkin terapdtik
Ozelliklere sahip bir iirlin olmas1 ve bunun son zamanlarda daha iyi anlatilmasindan

kaynaklanmaktadir.

Beslenmede diizenli olarak tiiketilen Kefirin saglik ilizerine olumlu etki gdsterdigi
bir¢ok bilimsel ¢aligma ile desteklenmektedir. Yapilan ¢aligsmalar, Kefir’in sindirim
sistemi, bagisiklik sistemi, laktoz intolerans ve kolesterol iizerine olumlu etkileri
oldugunu; anti-mutajen, anti-kanserojen, anti-timor  Ozellik  gosterdigini
belirtmektedir. Kefir’in bu terapotik etkisi iiretiminde kullanilan siit, dane
mikroflorasinda bulunan probiyotik mikroorganizma icerigi ve bunlarin {irettikleri

metabolik iirlinlerle iliskilendirilmektedir.

Kefir iiretimi, iiretiminde kullanilan dane mikroflorasinin sinerjik interaksiyonuna
dayanmaktadir. Kefir danesinde bulunan mikroflora igeriginin ve/veya oranlarinin
farkli olmasi dirlniin tat, aroma, tekstiir gibi 0Ozelliklerinde baz1 farkliliklar
gostermektedir. Ayrica probiyotik mikroorganizmalart mikroflorasinda bulundurmasi

Kefirinin fonksiyonel 6zelligi acisindan 6nemli olmaktadir.

Uluslararas1 ¢alismalarda Kefir danelerinde asetik asit bakterilerinin dogal olarak
bulundugu nadiren tespit edilmistir. Ulkemizde ise bugiine kadar Kefirin dane
mikroflorasi ile ilgili yapilan ¢alismalarda, asetik asit bakterilerinin Kefir danesinde
bulunmadig1 belirtilmistir. Bu tez, farkli bir mikroorganizma grubunun dane
icerisinde gelistirilmesi amaciyla uluslararasi yapilan ilk calismadir. Dane yapisinin

farkli mikroorganizmalar icin tasiyici olabilecegi diisiiniilmektedir.

Caligmada iilkemize ait kefir danelerinde bulunmayan ve son yillarda 6nemi artan
asetik asit bakterilerinin dane mikroflorasina adaptasyonu amaglanmistir. AAB’in
fermantasyondaki etkinligi ve saglik iizerine etkileri c¢esitli arastirmalarla

desteklenmektedir. Bu ¢alisma ile  Gluconacetobacter tiirlerinin  dane
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mikroflorasindaki laktik asit bakterileri ve maya igerigini olumsuz etkilemeksizin

dane mikroflorasina yerlestirilmesi basarilmistir.

Yapilan analizler sonucunda asetik asit bakterilerinin ekzopolisakkarit {iretimine
katkisi, biyokiitle artisini pozitif yonde etkilemesi ve danenin dogal mikroflorasinda

olumsuz bir degisiklige neden olmamasi 6nemli sonuglar olarak tespit edilmistir.

Ayrica asetik asit bakterileri icerikli Kefir danelerinden iiretilen Kefir 6rneklerinin
duyusal o6zelliklerinin kontrol Kefir orneklerinden goriiniis-tekstiir, koku ve tat
bakimindan daha cok begenilmesi Kefirin tiikketim yelpazesini pozitif yonde

etkileyecektir.
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