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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

KEFIRDEN IZOLE EDiLEN MAYA VE BAKTERILERIN PROTEOLITIK
AKTIVITELERININ BELIRLENMESI VE PROTEOLITIK AKTIVITENIN
KONTROLU

Esin ORHAN

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsi
Gida Miihendisligi Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Kamuran AYHAN

Bu ¢alisma kapsaminda, 8 adet piyasadan saglanan ve 2 adet de ev yapimi olmak {izere
toplam 10 adet kefir 6rneginden 82 adet sus izole edilmistir. izolatlarin proteolitik
aktivite (PA) degerleri Hull (1947) yontemine gore belirlenmistir. Sirastyla maksimum
ve minimum PA degerine sahip M24, M19; P23, P32; Y1, Y25 kodlu suslar ile uygun
kombinasyonlar olusturulmustur. 1. (M24+P23+Y1), 2. (M19+P23+Y1), 3.
(P23+M19+Y25) ve 4. (P32+M24+Y1) kombinasyon, laktik asit bakterisi oldugu
diistiniilen suslar arasindaki PA degerinin kiyaslanmasi amaci ile, 5. ve 6. kombinasyon
(Y1+M19+P32; Y25+M24+P23) ise maya oldugu disiiniilen suslarin PA degerlerinin
karsilastirilmast amaci ile segilmistir.

Kombinasyonlara ait PA degerleri belirlenmis, 1. kombinasyonun PA degeri 67,4; 2.
kombinasyonun PA degeri 65,6; 3. kombinasyonun PA degeri 84,3; 4. kombinasyonun
PA degeri 56,1; 5. kombinasyonun PA degeri 81,7; 6. kombinasyonun PA degeri ise
62,2 pg tirozin/mL bulunmustur. Starter kiiltiir olarak kullanilan bu kombinasyonlar ile
6 adet kefir tiretilmis ve iriinlerin pH ve °SH degerleri saptanmistir. Buna gore 10 adet
egitimli panelistin yaptig1 duyusal analiz degerlendirmesi ile tiretilen kefirlerin hepsinin
tiikketilebilir oldugu sonucuna varilmistir.

Kefirden izole edilen laktik asit bakterileri arasindan PA degeri en yiiksek ve en diisiik
olan 4 adet susa biyokimyasal testler uygulanmis, sonuglar Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology (1984)’c gore degerlendirilmis ve suslar tanimlanmistir. Buna
gore; M24 ve M19 kodlu susun Streptococcus salivarius subsp. thermophilus,P23 kodlu
susun Lactococcus subsp. lactis ve P32 kodlu susun Leuconostoc oldugu
diistiniilmektedir.

Sonug olarak, tez ¢alismasinda izole edilip PA degerine gore segilen suslarin pH ve °SH
degerlerinin belirlenmesiyle yapilan duyusal analiz, olusturulan kombinasyonlarin
starter kiiltiir olarak kullanilabilecekleri gostermektedir.

Temmuz 2014, 52 sayfa
Anahtar Kelimeler: Kefir, Proteolitik aktivite, Laktik Asit Bakterisi, Maya
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DETERMINATION OF PROTEOLYTIC ACTIVITY OF YEAST AND BACTERIA
ISOLATED FROM KEFIR AND CONTROL OF THE PROTEOLYTIC ACTIVITY
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Within this thesis, total 82 strains are isolated from 10 kefir samples that 8 of them are
provided from markets and 2 of them are home made. Proteolytic activity (PA) values
of isolates are computed according to Hull method (1947). Acceptable combinations are
constituted with coded M24, M19; P23, P32; Y1, Y25 respectively have maximum and
minimum PA values. 1. (M24+P23+Y1), 2. (M19+P23+Y1), 3. (P23+M19+Y25) and 4.
(P32+M24+Y1) combinations are selected to compare PA values of strains which are
possible lactic acid bacterias while 5. and 6. combinations (Y1+M19+P32;
Y25+M24+P23) are selected to compare PA values of strains that are possible yeasts.

PA values of all combinations are determined thus: 1. combination is 67,4; 2.
combination 65,6; 3. combination is 84,3; 4. combination is 56,1; 5. combination is
81,7; 6. combination is 62,2 pg tyrosine/mL. With these combinations, used as starter
culture, 6 kefir are fermented and products’ pH ve °SH values are obtained. Based on
this, all produced kefir are edible for sensory analysis assessment that is applicated by
10 educated panelists.

Biochemical identification tests are applied to 4 strains, possible lactic acid bacterias,
isolated from kefir and have maximum and minimum PA values. Results are estimated
to Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (1984). Therefore, M24 and M19 are
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus,P23 is Lactococcus subsp. lactis and P32
is identificated probably Leuconostoc spp.

As a conclusion, our results demonstrate that isolates, selected to PA and also pH, °SH
value, sensory analysis assessment, can be used as starter culture.

July 2014, 52 pages
Key Words: Kefir, Proteolytic activity, Lactic Acid Bacterias, Yeasts
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1. GIRIS

Kefirin ilk olarak Kafkas Daglari’nda bulundugu birgok arastirmaci tarafindan
bildirilmektedir. Kefirin Kafkasya'da Elburus Daglari eteklerinde yasayan gogebe halkin
serinlemek amaciyla, inek ve keci siitiinii kullanarak irettikleri diigiiniilmekte ve
yapiminin gizli tutuldugu; Rusya'da yayinlanan "Kefyr” kitabinin 1984 yilinda Moritz
Schulz tarafindan Almanca'ya ¢evrilmesi ile Avrupa'da tanindigr aciklanmistir

(Yiiksekdag ve Beyatli 2003).

Kefirin giin iginde diizenli olarak tiiketilmesinin metabolizmay1 diizenleyici etkisi
oldugu ve sagligi olumlu yonde etkiledigi belirtilmistir. Kefirin kansere kars1 koruyucu
ozelligi diginda cgesitli i¢ organlar ve kan dolagimi iizerinde olumlu etkilerinin oldugu
bildirilmistir. Ayrica bu konu hakkindaki arastirmalar giiniimiizde de devam etmektedir.
Kefir tanesinin yapisinda Kluyveromyces fragilis, Torulopsis kefir, Saccharomyces
lactis, S. cremoris, S. fragilis, Lactobacillus casei, L. brevis, S. thermophilus, L.

acidophilus gibi mikroorganizmalar bulunmustur (Karag6zlii 2003).

Kefir yapiminda kullanilan mikrobiyel kiiltiir ve bu kiiltiirdeki mikroorganizmalarin
proteolitik aktivite (PA) degerleri kefirin duyusal 6zellikleri tizerinde belirleyici bir rol
oynamaktadir. Kefirdeki mikroorganizmalarin proteolitik aktivitelerinin yiiksek olmasi
cesitli acilagsmalarin ve lezzet kusurlarinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Bu
durum Kefir yapiminda starter kiiltir olarak kullanilan mikroorganizmalarin segimi ve
kombine edilmesi gibi kriterlerin {iriin kalitesi izerinde biiyiikk 6nem tasidig1 gercegini

ortaya ¢ikarmaktadir.

Bu calismanin amaci, kefirde bulunan maya ve bakterilerin izolasyon sonrasinda
proteolitik aktivite diizeylerinin belirlenmesi, PA degerine gore se¢ilen suslardan uygun

kombinasyonlarin olusturulmasi ve bu suslarin biyokimyasal testlerle tanimlamasidir.

Izole edilen bazi laktik asit bakterileri (LAB) ve mayalarin proteolitik aktivitelerinin
kontrolii ve tanimlanmasi ile kefir iiretiminde starter kiiltiir olusturma Kkriterlerinin

arastirilmasi, bu ¢alismanin temelini olusturmaktadir. Kefirdeki floranin tanimlanmasi



ve karakterizasyonuna yonelik ulusal ve uluslararasi alanda birgok aragtirma yapilmaistir.
Fakat literatiirde kefirden izole edilen mikroorganizmalarin proteolitik aktivite
seviyesinin belirlenmesi, bu seviye dogrultusunda segilen izolatin tanimlanip Starter

kiiltiir olarak kullanimi hakkinda yapilan bir ¢alisma heniiz bulunmamaktadir.



2. KURAMSAL TEMEL ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Kefir

Tirk Gida Kodeksi Fermente Siitler Tebligi’'ne gore kefir; fermantasyonda spesifik
olarak Lactobacillus kefiri, Leuconostoc, Lactococcus ve Acetobacter cinslerinin degisik sus-
lariile laktozu fermente edebilen (Kluyveromyces marxianus) ve edemeyen mayalari
(Saccharomyces unisporus, Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces exiguus)
iceren Starter kiiltiirler ~ veya kefir tanelerinin kullanildigi fermente siit iriinii olarak
tanimlanmaktadir (Anonim 2009). Kefirin ismi Tiirk¢ce’de hosa giden ‘keyf” kelimesinden
tiretilmistir (Yiiksekdag ve Beyatli 2003). Kefirin, siitiin kefir tanesi ile mayalanmasindan sonra
oda sicakliginda yaklasik 8- 12 saat inkiibe edilmesi ile yapildig1 belirtilmistir (Gokge ve Ustiin
2011).

Kefir tanesinin bazi 6zellikleri su sekilde siralanmaktadir: sarimtirak renkte, capi 1-2
mm’den 3-6 mm’ye degismekte ve minyatiir karnabahar goriiniimiindedir. Ortadogu’da
bu taneye ‘Peygamber darisi” denildigi de bilinmektedir. Tanenin temel olarak
polisakkaritten meydana geldigi ve polisakkarit yapi i¢cinde bir miktar yag ve kazein
mevcut oldugu bildirilmistir. Laktozu fermente edebilen mayalar kefir tanesinin
yiizeyinde bulunurken edemeyenlerin ise orta kisimlarinda bulundugu saptanmigtir

(Yaygin 1994).

Kefir tanesinin protein ve polisakkarit yapiya sahip kompleks bir mikrofloradan
meydana geldigi belirtilmistir (Garrote vd. 1997). Karakteristik mikroflorasi laktik asit
bakterileri, mayalar ve bazi asetik asit bakterilerinden olusan kefir, laktik asit ve maya
fermantasyonuyla ayirt edilmektedir. Sonu¢ olarak elde edilen firiiniin eksi, hafif
alkollii, kopiiklii bir yapiya sahip oldugu bulunmustur (Hafliger vd. 1991, Kurmann vd.
1992). Mayalar  kefirdeki alkol fermantasyonundan  oncelikle  sorumlu
mikroorganizmalar olarak ortaya ¢ikmaktadir. Kefir tanelerinin yapisinda ¢ogunlukla
laktozu fermente edebilen mayalar (Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus,
Torula kefir) basta olmak tizere, laktozu fermente edemeyen mayalarin (Saccharomyces

cerevisiae) da bulundugu belirtilmistir (Irigoyen vd. 2005).



2.2 Kefirin Ozellikleri

2.2.1 Kefirin duyusal o6zellikleri

Reolojik bakimdan kaliteli bir kefirin akici, homojen ve parlak bir gériiniimde olmasi
beklenmektedir. Topaklanmalar kusur sayilmaktadir. Kefir icildigi esnada hafif maya
tad1 hissedilmeli, eksimsi olmali ve serinletici bir etki birakmalidir. Muhafazasi
boyunca kefirde asitlik, CO, ve alkol oranlarinin yiikseldigi belirtilmektedir. Bundan
dolayr kefir tath, orta sert ve ¢ok sert kefir olarak siniflandirilmaktadir (Cizelge 2.1,
Anonim 2007).

Cizelge 2.1 Farkli sertliklerdeki kefirlerin 6zellikleri (Beshkova vd. 2003).

Tatli kefir % Orta sert kefir %  Sert kefir % Cok sert kefir %

Su 88,2 88,9 89,4 89,0
Siit asiti 0,8 0,6 0,7 0,9
Etil alkol 0,6 0,7 0,8 11
Laktoz 2,7 2,9 2,3 1,7
Kazein 2,9 2,7 2,9 2,5
Laktalbumin 0,3 0,2 0,1 0,1
Yag 33 3,1 2,8 33
Kiil 0,8 0,6 0,7 0,6

Muir vd. (1999)’nin kefir, tereyagi ve yogurdun duyusal 6zelliklerinin karsilagtirilmasi
lizerine yapmis oldugu bir ¢alismada, kefirin laktik asit icerigi yogurda gore daha diistik
cikarken, asetik asit igerigi yliksek ¢ikmustir. Orotik asit, sitrik asit ve tirik/formik asit
icerigi tim bu triinlerde (kefir, tereyagi, yogurt) birbirine yakin bulunmus, propiyonik

asit ise belirlenememistir.



2.2.2 Kefirin kimyasal 6zellikleri

Kefirin yapiminda kullanilan siitiin nitelikleri, inkiibasyon siiresi ve depolamaya bagl

PR

olarak kefirin bilesimi ve kimyasal ozelliklerinin degistigi belirtilmektedir. Kefirin

soguk ortamda muhafazas: esnasinda asitlik, etil alkol, serbest yag asitleri, asetaldehit

miktar: ve viskozite miktarinda artis olurken, laktoz, protein, aseton miktari ve maya

sayisinda ise azalma gozlenmistir (Cizelge 2.2, Anonim 2007).

Cizelge 2.2 Dokuz giinliik muhafaza esnasinda kefirdeki degisimler (Anonim 2007)

1. Giin 2. Giin 3. Giin
Kuru madde (%) 11,63 11,57 11,18
Laktoz (%) 3,35 3,30 3,20
Yag (%) 2,8 2,8 2,0
Protein (%) 3,57 3,37 3,25
Asitlik (SH) 39,2 40,32 43,38
pH 4,20 4,17 4,15
Serbest yag asitleri (ml 41,96 45,08 47,48
Eqg/100 g yag)
Etil alkol (ppm) 1365,0 2205,0 2280,0
Asetaldehit (ppm) 29,5 65,0 75,0
Aseton (ppm) - 6,95 4,55
Viskosit (san.) 2,65 5,45 8,30
Canli maya (ad/ml) 2,0x10° 1,7x10° 1,0x10°
Kiil (%) 0,69 0,69 0,69

Kefir fermantasyonu esnasinda olusan olaylar asagida siralandigi gibi 6zetlenebilir

(Konar ve Sahan 1989).

1. Laktozdan laktik asit olusumu (Laktik asit fermantasyonu)

2. Laktozdan etil alkol ve karbondioksit olusumu (Alkol fermantasyonu)



3. Kefire 6zgii tipik mayay1 andirir kefir aromast olusumu

4. Sinirh 6lglide proteinin pepton ve aminoasitlere parcalanmasi

Endiistriyel kefir iiretim teknolojisinin asamalar1 su sekilde siralanmaktadir (Gokge ve

Ustiin 2011):

%8 KM (Inek siitii)

Yagli siit, yarim yagl siit veya yagsiz siit
Homojenizasyon

Is1l islem (90-95°C’de 5-10 dk)

Sogutma (18-24°C’ye)

Mayalama (%2-8 kefir kiiltiirii)

Inkiibasyon (20-25°C’de 18-24 saat)

Piht1 par¢alama, olgunlasma (12-14°C 24 saat)

© 0 N o g b~ w0 DR

Paketleme

2.3 Fermente Siit Uriinlerinde Mikrobiyolojik Kriterler

Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi’ne (Cizelge 2.3, Anonim 2009) gére
kefire ait baz1 mikrobiyolojik limitler ¢izelge 2.4 te belirtilmistir. Buna gore 3 adet kefir
orneginde bulunmasina izin verilen koliform bakteri sayisinin en fazla 9 EMS/g-mL
olmas1 gerektigi ve 2 adet kefir 6rneginde koliform bakteri sayis1 95 EMS/g-mL’yi
asmast durumunda Orneklerin kabul edilemez oldugu sonucuna varilmaktadir. Kiif
miktari ise 3 adet kefir 6rnegi i¢in en fazla 102 EMS/g-mL ve 2 adet 6rnekte 10° EMS/g-
mL’nin istiine ¢ikmast durumunda Orneklerin  kabul edilemeyecegi yorumu
yapilmaktadir. Son kriter olarak 5 adet kefir 6rneginde Escherichia coli’nin 3 EMS/g-
mL’den kiiclik sayida olmasi ve 3 EMS/g-mL’den biiylik hicbir 6rnegin kabul

edilemeyecegi seklinde belirtilmistir.



Cizelge 2.3 Tirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi (Teblig No:
2009/25)Fermente Siit Uriinlerine Ait Mikrobiyolojik Degerler (Anonim

2009)

Uriin Mikroorganizmalar Numune Limitler

alma plam ®)
n C m M
Kefir Koliform bakteriler () 5 2 9 95
Kiif 5 2 10° 10°

E. coli () 5 0 <3
Yogurt, meyveli vb. yogurtlar,  Koliform bakteriler (°) 5 2 9 95
ayran ve diger fermente siit Maya (probiyotik 5 2 102 103

tirinleri kullanilanlar haric)

Kiif 5 2 10° 10°

E. coli () 5 0 <3

(M) : Aksi belirtilmedikge limit kob/g-mL olarak degerlendirilir.

(® : EMS (En Muhtemel Say1) yontemi

n : Partiden, bagimsiz ve rastgele segilen numune sayisi

¢ :m ve M arasinda olmasina izin verilen maksimum numune sayist (M degeri tasiyabilecek en fazla
numune sayisint)

m : (n-c) sayidaki numunede bulunabilecek en fazla mikrobiyolojik deger

M : ¢ sayidaki numunenin bu degeri agmasi halinde uygunsuz olup kabul edilemez oldugunu gdsteren
mikroorganizma sayisi

2.4 Kefir Cesitleri

Sade Kefir: Yapiminda hicbir katki maddesi kullanilmayan kefir olarak
tanimlanmaktadir. Genellikle bu gesit kefirin {iretiminde yag orani en az %3 ve kuru

madde orani en az %8 olan siit kullanilmaktadir (Anonim 2007).

Meyveli kefir: Bu iiriiniin iiretiminde cesitli meyve soslarindan faydalaniimaktadir. Ilave
edilen aroma maddelerinin Tirk Gida Kodeksi’ne uygun ozellikte olmasi gerektigi
belirtilmistir. EKlenilen meyve sosunun tiiriine gore kefir ¢ilekli, muzlu vb. sekillerde
isimlendirilmektedir. Meyveli kefirde tat ve aroma, ilave edilen meyve tiiriine gore
degisiklik gdstermektedir. Homojenizasyon islemi igin 120-140 kg/cm? basing 65°C’de



uygulanmaktadir. Meyve sosunun kefire ilavesi ise pihti kirma isleminden sonra

gerceklestirilmektedir (Anonim 2007).

Light kefir: Sade kefirin yapimindan farkli olarak kullanilan siitiin yag oran1 %1 olacak
sekilde standardize edildikten sonra iiretilen kefir olarak tanimlanmaktadir. Yag
standardizasyonu oncesinde ise %2 diyet lifi eklendigi ve homojenizasyon isleminin
120-140 kg/cm?basing altinda ve 65°C sicaklikta uygulandigi belirtilmistir (Anonim
2007).

Kefir tiikketimini arttirmak ve farkli lezzetlerde kefir iiretmek amaciyla yapilan bir
calismada fenolik bilesenler bakimindan yiliksek olan erik ve pekmez kullanilmis,
duyusal analiz sonuglarina gore panelistler tarafindan en c¢ok begenilenin erik

kullanilarak tiretilen kefir oldugu bildirilmistir (Kok-Tag 2013).

Ankara piyasasinda satilan kefirlerin mikrobiyolojik, fiziksel, kimyasal ve duyusal
ozellikleri tlizerine yapilan bir arastirmadaki duyusal analiz sonucu panelistlerin karisik
meyveli ve muzlu kefirleri sade kefire gére daha c¢ok begendikleri, ¢ilek tadinmi ise

begenmedikleri sonucuna ulagilmistir (Uslu 2010).

2.5 Kefirin Probiyotik Ozellikleri

Kefir siitteki tiim besin maddelerini igerdigi i¢in beslenme degeri yiiksek, sindirimi ise
kolay bir igecek olarak bilinmektedir. Mikroorganizmalarin metabolik faaliyetleri ile
laktoz ve proteinlerdeki degisimler sonucu olusan karbondioksitin, kefirin sindirimini
kolaylastirdig1 gézlenmistir. Ayrica kefirdeki laktozun yaklasik %90°indan fazlas: L (+)
laktoz halinde bulundugu i¢in kefirin fizyolojik olarak da 6nemli oldugu agiklanmistir
(Anonim 2007). Fermantasyon sirasinda homofermentatif laktik asit bakterilerinin
salgiladiklar1 B-galaktozidaz enzimi ile laktoz once glikoz ve galaktoza pargalanmakta
daha sonra ise heterofermentatif laktik asit bakterilerinin (Leuconostoc) agiga ¢ikardig

enzimle glikoz ve galaktoz, laktik asit, CO, ve aroma maddeleri olan asetoin, diasetil,



asetaldehit ve asetona parcalandigi belirtilmistir. Mayalarin ise kefirde bulunan laktozu,
glikoz ve galaktoza, bu sekerleri de etil alkol ve CO;’e pargaladigi gézlenmistir (Yaygin
1994).

Kefir, bilesiminde bazi B grubu vitaminleri icerdigi belirtilmistir. Biotin agisindan iyi
bir kaynak olmasi, folik asit, Bi, gibi diger B vitaminlerinin de viicutta sentezine ve
emilimine yardimci oldugu bulunmustur. Kefir i¢inde bulunan B vitaminleri ile bobrek-
karaciger ve sinir sisteminin isleyisinde; kalsiyum ve magnezyum ile saglikli kemik
gelisiminde; fosfor ile viicudun karbonhidrat, yag, protein ve enerji metabolizmalarinda;
esansiyel bir aminoasit olan triptofan ile sinir sisteminin rahatlatmasinda 6nemli rol
oynadigi belirtilmektedir. K vitamini, pantotenik asit, niasin bakimindan da kefir iyi bir
kaynak olarak gosterilmektedir. Kolesterol diisiiriicii etkiye sahip oldugu da
bildirilmistir (Anonim 2007).

Gidalarda kullanilan bazi probiyotik mikroorganizmalar su sekilde siralanmaktadir:
Lactobacillus acidophilus, L. casei, L. brevis, L. reuteri, L. plantarum, L. fermentum,
Bifidobacterium bifidum, B. infantis, B. longum, B. animalis, B. breve, B. lactis,
Streptococcus thermophilus, Enterecoccus faecium, E. faecalis, Propionibacterium
freundenreichii, Saccharomyces boulardii (Sener 2009). Kefirin mikroflorasinin ise
laktik streptekok, leukonostok, termofilik laktobasil, mezofilik laktobasil, mayalar
(laktozu fermente edebilen ve edemeyen) ve asetik asit bakterilerinden olustugu
bilinmektedir. Kefir tanelerinin mikrobiyel bilesiminin tanelerin orijinine ve
fermantasyon yontemine bagh olarak degisebildigi belirtilmistir (Kurmann vd. 1992,
Beshkova vd. 2002, Giizel-Seydim vd. 2005).

Kefirin diizenli olarak giinliik tiikketimi ile organizmay1 stabilize edici etkisi oldugu,
saglik tlizerine olumlu etkiler gosterdigi belirtilmistir. Ayrica kefirin; karaciger, safra,
bobrek fonksiyonlar1 ve kan dolasimi tizerinde pozitif etkileri oldugu, antikarsinojenik
ozellik gosterdigi de literatiirde gosterilmistir. Ancak bu konudaki bilimsel

arastirmalarin giinlimiizde de devam ettigi agiklanmistir (Anonim 2001).



Kefirde fermantasyon sonucu meydana gelen maddeler kefirin serinletici, istah agici bir
Ozellik kazanmasini ve begenilen tat ile aromanin olusmasini saglamaktadir. Kefirdeki
laktozun tamamina yakininin maya ve bakterilerin yapisinda bulunan laktaz enzimi
tarafindan pargalandig1 belirtilmistir. Bu nedenle laktoz orani siite gére azaldigi igin
kefirin laktoz intolerans: olan Kisilerce de rahatlikla tiiketilebilecegi bildirilmektedir.
Laktoz intoleransi; insan viicudunda laktozu pargalayan enzimin yetersizliginde
goriilmekte ve laktoz igeren iriinleri tiiketen bu kisilerde ¢esitli bagirsak
rahatsizliklarinin meydana geldigi bir durum olarak tanimlanmustir. Kefirin yapisinda,
esansiyel yagasitleri ve aminoasitlerin de yer aldigi ortaya konmustur. Kefirde olusan
asetik asit, H,O, (hidrojen peroksit) gibi maddeler ve antibiyotiklerin; E.coli,
Salmonella gibi patojen bakteriler iizerine antibakteriyel etki yaptigi gozlenmistir
(Anonim 2007).

Bakteriyosin lireten Pediococcus sp. 13 susunun 16S rRNA ile tanimlanmasi ve
karakterizasyonu ile ilgili bir ¢alismada bu susun antimikrobiyel 6zellikte oldugu ve
Listeria monocytogenes patojenine karsi etkin oldugu saptanmistir (Giines-Altuntas
2011). Yapilan baska bir ¢alismada ise Lactobacillus tiirlerinin Salmonella typhimurium
ve Escherichia coli iizerinde kuvvetli bir inhibitor etkiye sahip oldugu gozlenmistir
(Golowczyc vd. 2008). Carasi (2014) Lactobacillus kefiri CIDCA 8348 susunun
antimikrobiyel 6zellikte oldugu ve siit tiriinlerinde probiyotik olarak kullanilabilecegini
deneysel olarak gostermistir. Kefirde fermantasyon siiresince iiretilen metabolik
tirlinlerin nutrasotik (fonsiyonel) 6zellige sahip oldugu ileri siiriilmektedir (Giizel-
Seydim vd. 2011). Bununla birlikte arastirmacilar, LAB’nin gidalarda hem starter kiiltiir
hem de koruyucu olarak kullanilabilmesi, yeni suslarin izolasyonu ve tanisi amaciyla

caligmalarin devam etmesi gerektigini de vurgulamaktadir (Okcu 2010).

Kefir tiketiminin igerdigi CO, ve kalsiyum tuzlarindan dolay1 {irini seyrelttigi bazi
aragtirmacilar tarafindan belirlenmistir. Koliform, Mycoderma ve Geotrichum candidum
gibi mikroorganizmalarin kefire sonradan bulastigi, dogal kefir mikroflorasinda
koliform grubu mikroorganizmalarin inhibe oldugu bir¢cok bilimsel ¢alismada yer
almaktadir. Kefirin depolama siiresinin uzamasi durumunda Mycoderma ve Geotrichum

candidum gelisebildigi gozlenmistir. Shigella ve Salmonella gibi patojen bakterilerin ise
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kefir taneleri ile birlikte siitte bulunduklarinda aktivite gosteremedikleri belirtilmistir
(Koroleva 1988). Ciinkii kefir tanesinde bulunan mikroorganizmalarin laktik asit ve
antibiyotik gibi triinler iirettigi ve bu bilesenlerin siitte bulunan patojen ve liriinde
bozulmaya sebep olan mikroorganizmalarin gelisimini engelledigi saptanmistir (Chen
vd. 2008).

Geleneksel kefirin tiniform aromasinin kefir tanesinden gelen bir¢ok bakteri ve maya
tirlerinin simbiyotik aktiviteleri sonucu olustugu bildirilmistir. Kefir iiretiminde starter
kiiltiir kullanimi, kontrol edilebilir standardize {irlinlerin olugumunu sagladigi

aciklanmistir (Beshkova vd. 2003).

Rusya’da yapilan bir ¢alismada bifidokefir olarak isimlendirilen yeni bir siit triini
gelistirilmistir ve bu iiriinde 2,0x10" adet Bifidobacterium bulundugu belirtilmistir. Bu
rtiniin yiikksek oranda B kompleks vitaminleri, askorbik asit, glutamat ve treonin
icerdigi gozlenmistir. Yapilan klinik deneyler bifidokefirin patojen bakteri sayisini
azalttigini, ayn1 zamanda toksinleri de elemine ettigini gostermektedir (Molokeev vd.
1998a). Bifidobacterium temeline dayali starter kiiltiir kullanimi ile tretilen kefirin bir
amact da insan bagirsak florasinin gelisimini desteklemek oldugu agiklanmigtir
(Molokeev vd. 1998b). Benzer sekilde standardize edilmis siite kefir taneleri,
Acidophilus bakterisi ve mezofilik grubu streptokok kullanarak Acidophilus’lu kefir

iiretimi gergeklestirmistir (Fal’Berg 1987).

Genis bir cesitliligi olan fermente lriinlerin liretiminde LAB en Onemli endiistriyel
mikroorganizmalar olarak bilinmektedir (Axelsson 1993, Batish vd. 1997, Mete 2011).
Gidalarda yalnizca gida kaynakli patojen ve bozulma etmeni mikroorganizmalar1 inhibe
etmek ve/veya raf omriinli uzatmak icin kullanilan ve gidanin duyusal 6zelliklerinde
degisime sebep olmayan antagonistik kiiltlirlere “koruyucu kiiltiirler” denilmektedir.
LAB’nin, patojenleri ve ozellikle bozulma yapan mikroorganizmalar1 kontrol eden
antagonistik bilesikler de irettigi agiklanmistir. Uzun yillardir gida iiretiminde LAB
starter kiiltiir veya koruyucu kiiltiir olarak kullanilan giivenilir bakteriler olarak tercih
edilmektedir (Ayhan ve Cosansu 1998, Altuntas vd. 2009, Samantir 2012).
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Gourama ve Bullerman (1995), makalelerinde LAB’nin dogru se¢iminin kiif gelisimini
kontrol edebilecegini, fermente iiriinlerin raf Omriinii uzatabilecegini ve bdylece
mikotoksinlere maruz kalinmasiyla olusabilecek saglik risklerinin azaltilabilecegini
belirtmistir (Dalie vd. 2010, Samantir 2012). Bazi laktik asit bakterileri, kontrol
edilmediklerinde gidalarin renk, tat, koku gibi duyusal 6zelliklerine zarar verdikleri i¢in
bu bakterilerin koruyucu kiiltiir olarak kullanildigi gidalara kontrollii bir proses
uygulanmasi gerektigi ifade edilmektedir (Cosansu ve Ayhan 2002, Segkin vd. 2010,
Samantir 2012). Buna gore fermente bir siit iirlinii olan kefirde biyojen amin olarak
tiramin, putresin, kadaverin ve spermidin bulunmus, toplam biyojen aminin ise 2,4-35,2
mg/L arasinda oldugu bazi arastirmalar ile gosterilmistir (Ozdestan ve Uren 2010, Mete
2011). Boza fermantasyonu sirasinda dogal laktik asit bakterilerinin yiiksek sayida
olmasi ya da uygun olmayan starter kiiltiir kullanilmasi sonucu biyojen amin igeriginin

genis bir varyasyon gosterdigi belirlenmistir (Cosansu 2009, Mete 2011).

Bagirsakta tutunabilen bazi probiyotik 6zellikteki LAB’nin 6ncelikle yogurt olmak
lizere siit Uriinlerinin starter kiiltiirlerine ikincil mikroflora olarak ilave edilmektedir
(Tunail 2009). LAB olusturduklar1 ekzopolisakkarit (EPS) ile insan bagirsagindaki
epitelyum dokuyla bakteriler arasinda gergek bir bag meydana getirdigi ve boylece EPS
tretimine sahip suslarin yiiksek bir tutunma kapasitesinde oldugu ileri stiriilmektedir

(Midik 2011).

Kefirde fermantasyon siiresince iiretilen metabolik tiriinlerin nutrasétik 6zellikte oldugu
belirtilmektedir. Hatta kefir fonksiyonel ve probiyotik bir gida olarak tanimlamaktadir
(Glizel-Seydim vd. 2011).

Bilici vd. (2012) tarafindan yapilan bir anket ¢alismasinda; 19-65 yas grubu araligindaki
400 goniilli i¢cinde kefir tiiketenlerin %:20,2’sinin kadin, %9,5’inin erkek oldugu,
tilketim bakimindan yas, egitim ve cinsiyet farkliliginin 6nemli oldugu, ankete katilan
400 kisi icinde kefir tiikketenlerin %95,2’sinin kefirin saglik iizerine olumlu katkisi
oldugunu icin tiikettiklerini belirtirken, tiiketmeyenlerin %71,0’nin kefirle ilgili yeterli
bilgi sahibi olmadiklari igin kefir tiiketmedikleri, kefir tiiketenlerin %96,8’nin evde

kefir iirettikleri, sonucuna ulasilmistir.
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2.6 Proteolitik Aktivite

Proteolitik aktivite, mikroorganizmalar tarafindan salgilanan proteolitik O6zellikteki
enzimlerin proteinleri hidrolize etmesi olarak tanimlanmaktadir. Proteolitik aktivite,
gidanin duyusal 6zellikleri bakimindan 6nemli bulunmaktadir. Proteolitik aktivitenin
belirlenmesinde kullanilan yontemlerin basinda Hull (1947) metodu gelmektedir.
Kazeinin par¢alanmasi ile serbest kalan tirozin ve triptofan miktar1 belirlendikten sonra

sonuglar tirozin esdegeri ile hesaplanmaktadir (Yiiksekdag ve Beyatli 2003).

Laktik asit bakterileri, gelisebilmek igin ortamda bazi serbest aminoasitlerin varligina
gereksinim duymaktadirlar. Streptococcus tiirlerinin, hiicre dis1 proteinaz enzim
aktivitesi ile o6zellikle hiicre zarina bitisik yapida olan kazeini peptitlere pargaladig
belirtilmektedir. Meydana gelen peptitlerin, LAB hiicresi tarafindan alindigi ve hiicre
iginde hidrolize edildigi agiklanmistir (Law ve Kolstad 1983).

Laktik asit bakterilerinin yapisinda bulunan proteolitik enzimlerin peynir aromasina ve
belli driinlerin kokusunun olusumunda etkili oldugu belirtilirken proteolitik aktivite
ozelliginde ise pH ve sicakligin 6nemli oldugu ortaya konulmustur (Giori vd. 1985).Siit
ve siit Uriinlerinde bakteriyosinlerin kullanimi {lizerine yapilan bir ¢alismada peynirin
olgunlagmasi sirasinda gergeklesen proteolizin aromadan sorumlu olan kii¢iik peptitlerin
ve serbest aminoasitlerin olustugu ve bu durumun kalite belirleyici bir unsur oldugu

aciklanmistir (Ayhan ve Giines-Altuntas 2010).

Rasic ve Kurmann (1978) tarafindan yapilmis bir arastirmada, proteolitik aktivitenin
bakterilerin logaritmik gelisme faz1 esnasinda meydana geldigi, Streptococcus
thermophilus'un sadece hiicre ici enzim trettigi, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus'un ise hiicre i¢i ve az miktarda da hiicre dis1 enzim
olusturdugu saptanmistir. Hiicre dis1 enzimlerle proteinlerin, kiigiik parcalara ayrilarak

hiicre i¢ine daha fazla girmesinin saglandig: diisiiniilmektedir.
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Laktik asit bakterileri {lizerinde yapilan baska bir ¢aligmada, laktik asit iiretimi ve
proteolitik aktivitenin cins, tiir ve hatta suslar arasinda gesitlilik gosterdigi saptanmistir

(Yiiksekdag ve Beyatli 2003).

Kefir tanesinden izole edilen Lactobacillus cinslerinin tanimlanmasi ve proteolitik
aktivitesinin belirlenmesi iizerine yapilan bir ¢alismada (Kabadjova-Hristova vd. 2006)
API1 50 CHL hizl1 test kiti ile tanimlanan bazi suslar ve bu suslara ait proteolitik aktivite
degerleri ¢izelge 2.4°te verilmistir. Bu c¢alismada proteolitik aktivite degerleri

belirlenirken Kunitz (1946) yonteminden yararlanilmistir.

Cizelge 2.4 Tanimlanan bazi suslara ait proteolitik aktivite degerleri

Proteolitik
Sus Kodu  API 50 CHL ile tamimlanan tiirler Tanimlama aktivite
derecelendirmesi (absorbans
degeri/mL)
DR22x Lactobacillus kefir Miikemmel (%98,4) 530
DR22r Lactobacillus kefir Cok iyi (%92,7) 290
GK44eps Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis  Cok iyi (%94,4) 340
GK62N Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis  Cok iyi (%92,1) 180
GKa30 Lactobacillus fermentum Miikemmel (%98,5) 360
GK22r Lactobacillus fermentum Cok iyi (%90,2) 189
GK6 Lactobacillus acidophilus Iyi (%85,7) 380

Farkli proteolitik sistemlere sahip olan laktik asit bakterilerinin, Streptococcus
thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus’un birlikte kullanildigi
gibi, simbiyotik iligki igerisinde farkli proteolitik sistemleriyle hem kendilerinin ve
ortaginin gelismesine katkida bulundugu hem de olgunlastirilan peynirlerin lezzetini

gelistirdigi aciklanmistir (Tunail 2009).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 1lzolasyon materyali

Bu calismada Eker, Icim, Altinkilig, Karamaya, Atatiirk Orman Ciftligi Kefiri, Ankara
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Siit Isletmesi tarafindan iiretilen kefir, Ankara Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Siit Isletmesi tarafindan satisa sunulan sivi kefir mayas1 ile yapilmis
kefir, Kazakistan’dan temin edilen iki adet ticari kefir 6rnegi (%1 ve %2,5 yaglh) ve
Endanem Toz Kefir Mayasi ile yapilmis kefir olmak tizere 10 adet kefir O6rnegi
kullanilmigtir. Analizleri yapilan Kefir 6rneklerinin evde mayalananlar1 digindakiler
marketlerden hazir olarak temin edilmistir. Endanem marka toz kefir mayas1 marketten,
Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi yas kefir mayas1 ise Ankara Universitesi Ziraat

Fakiiltesi satis noktasindan saglanmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Ornek alma

Calismada 8 adet ticari firmalarin tirettigi ve 2 adet ev yapimi olmak iizere 10 adet

ornek kullanilmistir.

3.2.2 Orneklerin hazirlanmasi

1 N HCI kullanilarak porselen kroze igindeki 90 g kum asitlendirilmistir. Boylece kum,
icindeki organik bilesenlerden uzaklastirilmigtir. Ardindan %1°lik fenolftalein (Merck)
belirteci ilave edilip 1 N NaOH ile renk degisimi gozlenene kadar titre edilmistir.
Kumun inorganik bilesenlerden uzaklastirilip sterilize edilebilmesi amaciyla 165°C’de

3 saat siire ile etiivde birakilmigtir. Etliv sonrast krozenin igine analiz edilecek kefir

orneginden 100 mL eklenmis ve yaklasik 10 dk siireyle ezilmistir.
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3.2.3 Saflastirma

Ezme islemi sonrasinda krozedeki kefirden 6ze yardimu ile steril kosullar altinda MRS
Agar (de Man Rogosa Sharpe, Merck), PCA Agar (Merck) ve YGC Agar (Merck)
bulunan Petrilere inokiilasyon yapilmistir. MRS Agar’li Petriler anaerob jar (Merck)
icinde olmak {izere diger tiim Petrilerle beraber 28°C’de 24-48 saatlik inkiibasyona

brrakilmustir.

Gelisim gozlemlenen PCA Agar ve YGC Agar bulunan besiyerlerindeki kolonilerden
TSB’ye, MRS Agar’li besiyerindeki kolonilerden ise MRS Broth’a inokiilasyon
yapildiktan sonra Ornekler 28°C’de 24-48 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir.
Gelisme goriilen s1v1 besi ortamindan kat1 besiyeri iceren Petrilere ekim yapilarak ayni
sicaklik ve siirelerde inkiibe edilmislerdir. Islem 2 kez tekrarlanarak saflastirma

basamagi da tamamlanmaistir.

3.2.4 Kiiltiirel sayim

Inkiibasyon siiresinin sonunda Petri kutusundaki koloniler sayilip toplam koloni sayis1
diliisyon faktorii ile carpilarak Ornekteki canli hiicre sayist bulunmustur. Ardisik iki
seyreltiden yapilan ekim sonuglarinin agirlikli aritmetik ortalamasi alinarak ornekteki

say1 hesaplanmistir. Bu hesaplamada kullanilan formiil;

N= C/(d*V*(n;+0.1n,)) seklindedir.
Bu formiilde;

N = Gida 6rneginin 1 g ya da 1 mL'sinde mikroorganizma sayisi

C = Sayim1 yapilan tiim Petri kutularindaki koloni sayis1 toplami

V = Saymmu yapilan Petri kutularina aktarilan hacim (mL)

n;= ilk seyreltiden yapilan sayimlarda sayim yapilan Petri kutusu adedi
ny= Ikinci seyreltiden yapilan sayimlarda sayim yapilan Petri kutusu adedi

d= Sayimin yapildig1 ardisik 2 seyreltiden daha konsantre olanin seyreltme oranidir.
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Incelenen 6rnek s1vi oldugu igin sonuglar kob/mL olarak degerlendirilmistir.

3.2.5 izolasyon

Saflastirilan izolatlardan 3.2.3’te agiklandig: sekilde laktik asit bakterisi oldugu tahmin
edilen TSB ve MRS Broth besiyerinde gelistirilen aktif kiiltiirlerden 1’er mL alinarak
steril kosullarda i¢inde 1 mL toz CaCOj3 bulunan skim milk besiyerine inokiile edilmis
ve 28°C’de 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda gelisme gozlenen
tiipler 4°C’de muhafaza edilmistir. TSB siv1 besiyerine inokiile edilen ve maya oldugu
tahmin edilen izolatlar ise 0,5 mL steril gliserol i¢eren Eppendorf tiiplerine 1 mL olacak
sekilde aktarilarak kiiltiir stoklar1 olusturulmus ve -18°C tekrar kullanilincaya kadar

saklanmislardir.

3.2.6 zolatlarm proteolitik aktivitelerinin (PA) Belirlenmesi

izolatlarn  proteolitik  aktiviteleri  belirlenirken  Hull  (1947)  y&nteminden
yararlanilmigtir. Bu amagla aktiflestirilmis sivi kiiltiirlerden %1 oraninda (0,1 mL)
aliarak 10 mL’lik skim milk besiyerine inokiile edildikten sonra 6rnekler 28°C’de 24
saatlik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda aktif kiiltiirden 5 mL alinip
tizerine 1 mL saf su ve 10 mL 0,72 N Triklorasetik asit (TCA) eklenerek karistirilmis ve
10 dakika siireyle bekletilmistir. Bu siirenin bitiminde karisim, Whatman 42 nolu filtre
kagidi ile siiziilmiistiir. Elde edilen filtrattan 5 mL alinip 50 mL’lik erlene konulmus ve
tizerine 10 mL NayCO3-NasP,O; (Sodyum karbonat-tetrasodyum pirofosfat)
¢ozeltisinden ilave edilip karistirilmigtir. Daha sonra Orneklerin {izerine 3 mL fenol
ayiract eklenip maksimum mavi rengin gelismesi i¢in 5 dk beklenmistir. Ornekler 5000
devir/dk hizda 15 dk siireyle santrifiijlenmis (Hettich Zentrifiigen, Mikro 22R,
Deutschland) ve bu islem sonunda siipernatantlarin, spektrofotometrede (Shimatzu UV-
1700 UV-VIS spectrophotometer, Japan) 650 nm dalga boyundaki absorbanslar1 (OD)
Ol¢iilmiistiir. Yapilan 6l¢iimlerde sahit olarak, steril 5 mL skim milk besiyerine yukarida
belirtilen iglemler uygulanarak elde edilen sivi kullanilmistir. Analizde kullanilan

¢ozeltilerin hazirlanislar1 EK 2’°de agiklanmustir.
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Proteolitik aktivite analizi i¢in bahsedilen yontem laktik asit bakterileri ve mayalar
olmak tizere her iki grup icin de ayni sekilde uygulanmistir. Fakat mayalarin proteolitik
aktivite degerleri belirlenirken besiyeri olarak skim milk yerine TSB besiyeri
kullanilmistir. TSB besiyerinin tercih edilme sebebi, mayalarin daha iyi gelisecegi
besiyeri bilesenlerine, 6zellikle de skim milk’e gore fazla miktarda glikoz oranina sahip
olmasina dayanmaktadir. Yapilan bir calismada yiiksek ve diigsiik gravitedeki malt
fermantasyonu siiresince mayalarin proteolitik aktivitesinin fermantasyon siiresi
boyunca arttig1 gézlenmistir. Maltin starter kiiltiir tarafindan kullanilmasi ve zamanla
glikoza kadar parcalanmasi ile mayalarin gelisimi olumlu yonde etkilenmis, PA

degerlerinin de fermantasyon boyunca arttigi belirtilmistir (Cooper vd. 2000).

3.2.7 Proteolitik aktivite diizeyine gore secilen izolatlarin kombinasyonlarinin
olusturulmasi ve bunlarin proteolitik aktivitelerinin kontrolii

Izole edilen her iki mikroorganizma grubu icinden proteolitik aktivitesi en yiiksek ve en
diisiik olan iki adet olmak tizere toplam 6 adet izolat se¢imi yapilmistir. Segilen bu
izolatlar arasinda PA degeri en diisiik ve en yiiksek olan iki izolat, PA seviyelerini
karsilagtirmak amaci ile uygun {iglii kombinasyonlarda kullanilmigtir. Olusturulan bu
kombinasyonlar, steril cam sise igindeki pastorize inek siitiine0,5 mL olmak tizere steril

kosullar altinda inokiile edilmis ve 28°C’de 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir.

3.2.8 Uretilen Kefirlerin Duyusal Analizlerinin Yapilmasi
Olusturulan kombinasyonlar ile firetilen kefirler fermantasyonlarmm ilk giiniinde

duyusal analiz i¢in ¢izelge 3.1°de belirtilen sekilde ve 10 panelistten olusan bir grup
tarafindan degerlendirilmistir (Lawless ve Heymann 1999).
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61

Cizelge 3.1 Duyusal analiz semas1 ve puanlama

Goriiniis Renk Koku Homojen yap1 Eksilik Mayamsi Alkol | Ferahlaticitat | Yabanci Genel begeni
tat tadi aroma
1 Asin koti 1 Asin koti 1 Asin koti 1 Asin koti 1 Cok 1 1 Cok |1 1 1 Asin kotii
az Cok az Cok Cok
az az az
2 Cok koti 2 Cok koti 2 Cok koti 2 Cok koti 2 Az 2 Az 2 Az 2 Az 2 Az 2 Cok kot
3 Kotii 3 Kotii 3 Kotii 3 Kotii 3 Orta |3 3 Orta | 3 3 3 Kotii
Orta Orta Orta
4 Ortanmn alti | 4 Ortanin alt1 | 4 Ortaminalti | 4 Ortaminalti | 4 Fazla | 4 4 4 4 Fazla 4 Ortanin alt1
kotlinlin Gistti | kotiiniin {istii | kotlinlin Gistd | kotiiniin Gistii Fazla Fazla Fazla kotiiniin tisti
5 Koti 5 Koti 5 Koti 5 Koti 5 Cok 5 5 Cok |5 5 5 Kotii
fazla Cok fazla | fazla Cok Cok fazla
fazla

6 lyinin alt:

6 lyinin alt:

6 lyinin alt:

6 lyinin alt:

6 lyinin alt1

ortanin usti ortanin Usti ortanin Usti ortanin Usti ortanin Ustii

7 lyi 7 lyi 7 lyi 7 lyi 7 lyi

8 Cok iyi 8 Cok iyi 8 Cok iyi 8 Cok iyi 8 Cok iyi

9 Mikkemmel | 9 Mikemmel |9 Mikemmel |9 Miikemmel 9 Miikemmel




3.2.9 Secilen izolatlarin tanimlanmasi

PA degerine gore segilen toplam 6 adet izolatin biyokimyasal 6zelliklerini belirlemek
amaciyla Gram boyama, oksidaz ve katalaz testi yapilmuistir. EK olarak, izolatlar
hareket, glikozdan CO; gaz1 iretimi, arjinin hidrolizi, Voges Proskauer, Metil Red,
karbonhidrat (sakkaroz) fermantasyonu, farkli sicaklik (10 ve 45°C), pH (4,4 ve 9,6) ve
tuz konsantrasyonu (%4, %6,5 ve %18) gibi fenotipik gelisme Ozelliklerine gore
incelenmistir (Harrigan ve McCance 1990, Temiz 2000, Carr vd. 2002, Cakmakg1 vd.
2002, Halkman 2005).

3.2.9.1 Gram boyama

Calismada uygulanan Gram boyama Cakmake1 vd.(2002)’e gore yapilmistir. Islem igin
18-24 saatlik aktif kiiltiirler kullanilmastir.

3.2.9.2 Katalaz testi

MRS Agar (Merck) iceren Petri kutusunda 28°C’de 18-24 saatlik inkiibasyon sonrasi
gelisen koloni tizerine mikro pipetle %3’liikk hidrojen peroksit (H,O2) damlatilir ve en
ge¢ 1 dakika iginde gozle goriiliir gaz ¢ikist olursa sonug katalaz (+), goriilmezse
katalaz (-) olarak degerlendirilir (Halkman 2005).

3.2.9.3 Oksidaz testi

Yontemin uygulanmasi direkt olarak Bactident Oxidase (Merck) ile yapilmistir. Bu
amacla MRS Agardan 6ze ile tek bir koloni alinmis ve 1 mL saf suda ¢6ziildiikten sonra
test seridinin reaksiyon bolmesine 6ze ile aktarilmistir. 60 sn iginde mavi-menekse renk

doniistimii oksidaz testinin pozitif sonug verdigini gostermektedir (Halkman 2005).
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3.2.9.4 Hareket testi

Izolatlarin hareket 6zelliklerini belirlemek igin direkt olarak SIM Medium (Sulfate,
Indole, Motility Medium, Merck) kullanilmistir. MRS’de gelistirilen izolat igne 6zeyle
batirma kiltlir olarak inokiile edilmis ve tiipler 28°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda gelisme tiim besiyerinde gerceklesmisse hareket

pozitif, sadece agilama hatti boyunca olursa hareket negatif olarak degerlendirilmistir

(Halkman 2005).

3.2.9.5 Glikozdan CO, tiretimi

MRS Broth besiyerinde gelistirilen izolat, icinde Durham tiipii olan ve 10 g/L glikoz
iceren Fenol Red Broth (Merck) besiyerine inokiilasyon yapilmistir. Inokiile edilen
tiipler 10 giin boyunca 28°C sicaklikta inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonrasi
tiplerde olusan sararma ve gaz olusumu pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir

(Harrian ve McCance 1990).

3.2.9.6 Arjinin hidrolizi testi

Bilesimden hazirlanan modifiye MRS Broth (Merck)  besiyerine 9%0,5 arjinin
aminoasiti eklenmistir. MRS Broth’ta gelistirilen aktif kiiltiirden modifiye MRS
dekarboksilaz besiyeri iceren tiiplere inokiilasyon yapilmistir. Hemen sonra tiiplerin
hava ile temasim1 engellemek amaciyla anaerobik sartlarin olusturulabilmesi igin
tizerlerine 1’er mL steril sivi parafin eklenmis ve tlipler 28°C’de 2-7 giin siiresince
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon boyunca tiiplerdeki renk degisimi diizenli bir
sekilde kontrol edilmis besiyerinin kendi rengi olan mor renk, glikozun kullanilmasiyla
inkiibasyonun ilk giinii sartya doniismiistiir. Inkiibasyonun ilerleyen giinlerinde ise
arjinin aminoasitinin kullanilmasina bagl olarak sar1 rengin tekrar mor renge dondiigi

tiiplerdeki izolatlar pozitif olarak degerlendirilmistir (Temiz 2000).
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3.2.9.7 Voges Proskauer testi

MRS Broth besiyerinde 18 saatlik siire ile gelistirilen aktif kiiltirden MR-VP Broth
(Merck) besiyerine 6ze ile inokuliim yapilmis ve 28°C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Besiyerinden 48. saatte alinan 1 mL kiiltiire VP testi uygulanmustir.
Tiiplerin iizerine dnce 0,6 mL a-naftol daha sonra ise 0,2 mL %40’lik KOH ¢ozeltisi
ilave edilmis ve 4 saat sonra kiraz kirmizis1 renk olusumu goézlenen tiipler i¢in sonug

pozitif olarak degerlendirilmistir.

VP testi i¢in kullanilan 5 mL’lik kiiltiirlerden 1’er mL alinmasi ile kalan 4 mL’lik
kiiltiirler MR testinin uygulanmasi i¢in tekrar ayni sicaklikta 96 saate kadar

inkiibasyona birakilmistir (Halkman 2005).

3.2.9.8 Metil Red testi

VP testi sonrasinda MR-VP Broth (Merck) besiyerindeki kiiltiirler 28°C’de 48 saat daha
inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra tiiplere pastdr pipeti ile 3-4 damla metil red
indikatorii damlatilmis ve saridan kirmiziya donen tiiplerdeki izolatlarin test sonucu

pozitif olarak degerlendirilmistir (Temiz 2000).

3.2.9.9 Karbonhidrat (sakkaroz) fermantasyonu

Testin amaci izolatlarin sakkarozu fermente etme yeteneklerinin belirlenmesi oldugu
icin bilesimden hazirlanan modifiye MRS Broth besiyerine (Yeast extract icermeyen)
%1 oraninda sakkaroz eklenmistir. 20 saatlik siire ile aktiflesmis kiiltiirden besiyerine
inokiilasyon yapilmis ve anaerobik kosulun saglanmasi i¢in tiiplere 1’er mL s1v1 parafin
ilave edilmistir. Tiipler 28°C’de 5 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasi rengin mordan sartya dondiigii tlipler icin test pozitif sonug¢ olarak

degerlendirilmistir (Temiz 2000).
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3.2.8.10 Farkh sicakhiklarda gelisme testleri

Izolatlar 10 ve 45°C olmak iizere iki farkli sicaklikta gelistirilmis ve gelisme durumlari

Carr vd. (2002)’e gore belirlenmistir.

3.2.8.11 Farkh pH’larda gelisme testleri

Tanimlama testlerinin uygulandig1 izole edilmis bakterilerin pH 4,4 ve 9,6’da gelisme

durumlar1 Harrigan ve McCance (1990) ve Carr vd. (2002)’e gore incelenmistir.

3.3.8.12 Farkh tuz konsantrasyonlarinda gelisme testleri

Analizde kullanilan bakterilerin %4, %6,5 ve %18 olmak tizere farkli tuz

konsantrasyonlarindaki gelisme testleri Temiz (2000)’e gore gerceklestirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1 Bakterilerin izolasyonu ve Kiiltiirel Sayim

izolasyon materyali olarak Eker, I¢im, Altinkilig, Karamaya, Atatiirk Orman Ciftligi
Kefiri, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Siit Isletmesi tarafindan iiretilen kefir,
Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Siit Isletmesi tarafindan satisa sunulan yas kefir
mayasi ile yapilmis kefir, Kazakistan’dan temin edilen iki adet ticari kefir 6rnegi (%1 ve
%?2,5 yagli) ve Endanem Toz Kefir Mayasi ile yapilmis kefir olmak tizere 10 adet kefir
ornegi kullanilmistir. Ornekler 3.3.2.°de aciklandig1 gibi izolasyona hazirlanip uygun
diliisyonlardan MRS Agar, PCA ve YGC Agar olmak iizere 3 farkli besiyerine ekimi
yapilmis, uygun sicaklik ve siire ile inkiibasyona birakilmistir. Gelisim gozlenen
Petrilerde 3.3.5°de agiklandigi gibi kiiltiirel sayim yapilmis ve hesaplanmistir. Sonuglar
cizelge 4.1°de verilmistir.

Tez calismasinda 10 adet kefir 6rneginden laktik asit bakterisi oldugu tahmin edilen 58

adet, maya oldugu tahmin edilen 24 adet toplamda 82 adet koloni izole edilmistir.

Cizelge 4.1 Orneklere ait kiiltiirel sayim sonuglart

Besiyerleri

Firma MRS (log kob/mL) PCA (log kob/mL)  YGC (log kob/mL)
F1 7,15 7,43 2,60
F2 9,44 8,58 5,43
F3 7,18 7,46 7,42
F4 8,42 8,43 5,42
F5 6,95 7,26 4,11
F6 7,28 8,97 6,34
F7 6,90 7,40 3,48
F8 6,85 7,30 7,53
F9 7,54 7,81 -
F10 7,43 8,11 -

(-) : Gelisme goriilmemistir.
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Calismada MRS besiyerinde F2 6rnegindeki LAB sayisi en yiiksek 9,44 log kob/mL; en
diisiik ise F8 orneginde 6,85 log kob/mL, PCA besiyerinde F6 o6rneginde 8,97log
kob/mL; en diisiik ise F5 6rneginde 7,26 log kob/mL, YGC besiyerinde ise maya sayisi
en yiiksek F8 6rneginde 7,53 log kob/mL, en diisiik ise F1 6rneginde 2,60 log kob/mL
olarak bulunmustur. Benzer bir caligmada {i¢ farkli yontemle (geleneksel, birinci
fermantasyonda starter kiiltiir ve ikinci fermantasyonda starter kiiltiir kullanilarak)
iiretilen salgam suyu orneklerindeki LAB’ne ait kiiltiirel sayim sonuglar1 sirasiyla 10,06;
9,70 ve 8,76 log kob/mL olarak belirlenmistir (Sebat 2011). Elde ettigimiz veriler daha

once yapilan bu ¢aligmayla uyumludur.

4.2 Tzolatlarin Proteolitik Aktivite Degerlerinin Belirlenmesi

Izolatlarin proteolitik aktivite degerleri 3.2.6.’da agiklandig1 gibi belirlenmis olup, sekil

4.2’deki tirozin standart egrisine gore mg tirozin/mL olarak hesaplanmstir.

0,14

y =0,2649x - 0,0291
R*=0,9816

0,12

0,1

0,08

mg tirozin/mL

0,06

0,04

0,02 T T T T T T T T
0,173 0,223 0,273 0323 0373 0423 0473 0523 0,573 0,623

Absorbans (OD)

Sekil 4.1 650 nm dalga boyunda tirozin standart egrisi
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Sekil 4.2 Analizlerde kullanilan spektrofotometre (Shimatzu UV-1700 UV-VIS
spectrophotometer, Japan)

Calisgma kapsaminda izole edilen suslarin proteolitik aktivite diizeyleri tirozin
standardina gore hesaplanmis olup elde edilen veriler ¢izelge 4.2°de goriilmektedir.

Analizler 2 paralelli olarak yiiriitiilmiistiir.

Arastirmada 10 adet kefir 6rnegi kullanilmig olmakla birlikte Kazakistan’dan gelen ve
Kazakistan’dan gelen diger o6rneklerde oldugu gibi F4 kodlu 6rnektede inokiilasyon
sonrasinda maya gelisimi gézlenmedigi igin PA miktar: da belirlenememistir (Cizelge

4.2).
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Cizelge 4.2 Izolatlara ait proteolitik aktivite degerleri

Firma Izolat Proteolitik izolat Proteolitik izolat Proteolitik
Numarasi aktivite Numarasi aktivite Numarasi aktivite
(PCA) miktari (MRYS) miktar: (YGC) miktari
ng ng ng
tirozin/mL tirozin/mL tirozin/mL
P1 59,2 M1 64,4 Y1 150,2
F1 P2 50,8 M2 77,6 Y2 82,2
P3 57,8 M3 60,2 Y3 145,3
P4 471 M4 49,3 Y4 143,6
F2 P5 54,0 M5 51,9 Y5 122,1
P6 36,4 M6 66,5 Y6 80,7
P7 65,4 M7 100,0 Y7 (€9)
F3 P8 46,4 M8 88,2 Y8 88,1
P9 61,2 M9 88,2 Y9 135,3
P10 60,4 M10 62,3 Y10 *
F4 P11 48,1 M11 493 Y11
P12 455 M12 474 Y12
P13 x) M13 31,1 Y13 64,7
F5 P14 36,7 M14 30,1 Y14 84,4
P15 27,1 M15 30,5 Y15 93,9
P16 25,4 M16 32,8 Y16 124,0
F6 P17 29,1 M17 37,9 Y17 124,0
P18 x) M18 37,2 Y18 94,7
P19 50,4 M19 19,7 Y19 98,6
F7 P20 51,2 M20 30,1 Y20 98,9
P21 56,5 M21 29,8 Y21 106,6
p22 85,4 M22 127,9 Y22 136,8
F8 P23 85,6 M23 454 Y23 103,7
P24 65,5 M24 191,1 Y24 128,9
P25 58,3 M25 62,8 Y25 56,5
F9 P26 70,1 M26 106,7 Y26 1449
p27 58,7 M27 97,3 Y27 91,1
p28 37,6 M28 111,2 Y28 *
F10 P29 46,1 M29 30,5 Y29
P30 35,2 M30 23,6 Y30
P31 21,8 M31 133,7 Y31 *
F11 P32 21,2 M32 111,4 Y32
P33 26,3 M33 111,6 Y33

(x) : Stokta kaybedilen izolat.
(*) : 4. 10. ve 11. firmaya ait orneklerin YGC Agar besiyerine ekimi sonucu herhangi bir gelisme
gozlenmemistir.

Ug farkli besiyeri kullanilarak yapilan 3.2.3’te verildigi gibi izolasyon sonucu elde
edilen izolatlara ait proteolitik aktivite degerleri incelendiginde PCA besiyerinde en

diisiik PA 6zelligi gosteren iki kefir 6rneginden (F6 ve F11) elde edilen izolatlarda PA
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miktart 21,2 ile 29,1 pg tirozin/mL araliginda belirlenmistir. Buna gére F11 6rneginden
izole edilen P32 izolatinin 21,2 pg tirozin/mL ile en diisiik oldugu anlagilmaktadir
(Cizelge 4.2). En yiiksek PA miktar1 F8 6rneginden izole edilen P22 izolat1 85,4 ug
tirozin/mL ve P23 izolat1 ise 85,6 pg tirozin/mL olarak belirlenmistir. MRS besiyerinde
en diisiik PA o6zelligi gosteren kefir F7 6rneginden elde edilen 19,7 pg tirozin/mL ile
M19 izolat: iken, en yiiksek PA miktar1 F8 6rneginden elde edilen 191,1 pg tirozin/mL
ile M24 izolat1 oldugu goriilmektedir. Son olarak, YGC besiyerinde en diisiik PA
Ozelligi gosteren izolat, F9 drneginden elde edilen 56,5 pg tirozin/mL ile Y25 izolat
iken, en yiiksek PA miktar1 F1 6rneginden izole edilen 150,2ug tirozin/mL ile Y1 susu

olarak belirlenmistir.

Kazakistan’dan temin edilen F11, F10 ve F4 6rnekleri disinda tiim kefirlerde maya
gelisimi gozlendigi i¢in PA miktarlar1 arastirilmigtir. Fakat bu ti¢ 6rnekte herhangi bir

sekilde maya gelisimi olmamustir.

Yogurt ve peynir i¢in starter kiiltlir {iretimi iizerine yapilan bir ¢alismada Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus izolatlarina ait proteolitik aktivite degerlerinin ise 0-0,984
mg tirozin/5 mL arasinda degistigi gozlenmistir (Korkmaz 2011). Salamura beyaz
peynir ile ilgili yapilan bir arastirmada ise Lactococcus suslarinin PA degerleri 25,4 ile
77,2 pg tirozin/mL Enterococcus suslarininki 29,3 ile 121,1 pg tirozin/mL araliginda

bulunmustur (Durlu- Ozkaya 2001).

4.3 Proteolitik  Aktivite = Degerlerine gore Secilen Suslarin  Uygun
Kombinasyonlarinin Olusturulmasi

Proteolitik aktivite analizi sonucunda her ii¢ besiyerinde gelisen, maksimum ve
minumum PA degerlerine sahip 6 adet sus secilmis ve PA Ozellikleri ¢izelge 4.3’teki

gibi bulunmustur.
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Cizelge 4.3 Sugslara ait PA 6zellikleri

Suslar PA degerleri (ng/mL)
M24 191,1 (Maksimum)
M19 19,7 (Minimum)
P23 85,6 (Maksimum)
P32 21,2 (Minimum)
Y1 150,2 (Maksimum)
Y25 56,5 (Minimum)

Secilen suslar arasinda uygun kombinasyonlar ise ¢izelge 4.4’te gosterildigi sekilde
olusturulmustur.1., 2., 3. ve 4. kombinasyonlar laktik asit bakterisi oldugu diisiiniilen
suslar arasindaki PA degerinin kiyaslanmasi amaci ile, 3. ve 4. kombinasyonlar ise
maya oldugu diisliniilen suslarin PA degerlerinin karsilagtirilmasi amaci ile segilerek

olusturulmustur.

Cizelge 4.4 Suslarin kombinasyonlarinin olusturulmasi

Kombinasyonlar Suslar

1. Kombinasyon M24 + P23 + Y1
2. Kombinasyon M19 + P23 + Y1
3. Kombinasyon P23 + M19 +Y25
4. Kombinasyon P32 + M24 +Y1
5. Kombinasyon Y1+ M19 + P32
6. Kombinasyon Y25+ M24 + P23

Kombinasyonlar1 olusturulan ve karsilastirllmak istenilen gruptaki suslarin disindaki
diger iki sus ise PA degerleri en yiiksek olan suslar olarak secilmistir. Boylece
kombinasyon gruplar1 arasindaki tek fark ayni mikroorganizma grubu icinde oldugu
diistiniilen suslar arasinda olacak sekilde bir araya getirilmistir. Kombinasyonlar igin
secilen ii¢ susun her birinden %1 (0,05 mL) oraninda alinip 5 mL’lik steril skim milk

besiyerine inokiile edilmis ve 28 °C’de 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir.
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4.4 Kombinasyonlarin Proteolitik Aktivite Degerlerinin Belirlenmesi

Inkiibasyon sonrasinda gelisme gdzlenen biitiin tiiplere PA analizi 3.2.6’da aciklandig
gibi uygulanmis ve sonuglar ¢izelge 4.5’te verilmistir. Buna gore; ayni grupta oldugu
disiiniilen suslar M24, M19, P23, P32; Y1, Y25 arasindaki PA degeri farkinin
simbiyotik siiregte de degismedigini yani PA degeri maksimum olan susun
kombinasyon olusturulduktan sonra da PA diizeyi bakimindan diisiik olan sustan yiiksek
degerde oldugu anlasilmistir. Ayrica suslarin tek basina sahip oldugu PA miktarinin
simbiyotik siire¢ (kombinasyonlarin olusturulmasi) sonrasinda belirlenen PA, her ii¢

susun PA degerlerinin ortalamasina yaklastig1 goriilmektedir.

Cizelge 4.5 Kombinasyonlara ait PA degerleri

Kombinasyonlar Proteolitik aktivite miktari (ug/mL)
1. Kombinasyon 67,4
2. Kombinasyon 65,6
3. Kombinasyon 84,3
4. Kombinasyon 56,1
5. Kombinasyon 81,7
6. Kombinasyon 62,2

4.5 Kombine kiiltiirler ile Kefir Yapilmasi ve Kefirlerin pH ve °SH degerlerinin
Olciilmesi

Izolatlar arasindan secilen 6 adet sus ile cizelge 4.3’te verildigi gibi iiclii
kombinasyonlar olusturulmus ve bu kombine kiiltiirlerden 0,5 mL alinip steril cam
siseler ic¢indeki 500 mL’lik ticari pastorize inek siitiine steril kosullar altinda
inokiilasyon yapilmustir. Inokiilasyon sonrasi cam siseler kapaklar1 kapali olarak
28°C’de 18 saat olmak {izere inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi ve inokuliim
miktar1, yapilan 6n denemeler ile belirlenmistir. Mayalanan kefir 6rneklerinin pH
degerleri pH metre (620 Lab Ph Meter) ile olgiilmiis ve pH degerlerine iliskin
sonugclarin birbirine yakin ¢iktig1 gézlenmistir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6 Kombinasyonlardan mayalanan kefirlere ait pH degerleri

Mayalanan Kefirler pH
1. Kefir 4,04
2. Kefir 4,30
3. Kefir 3,99
4. Kefir 4,08
5. Kefir 3,98
6. Kefir 4,05

PA degeri yiiksek olan suslarin pH degerlerinin, PA degeri diisiik olan suslardan daha
diisik oldugu goriilmistiir. Yapilan bir c¢alismada fermantasyon sonrast kefir
orneklerinin pH 6l¢iim sonuglart 4,15-4,2 arasinda degistigini gostermektedir (Anonim
2007). Bizim ¢alismamizda da kombinasyon kiiltiirlerle iiretilen kefir 6rneklerinin pH

degerlerinin 3,98-4,3 araliginda degistigi ve daha 6nce yapilmis bu ¢aligma ile uyumlu

oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.3 Kombinasyonlarin pH degerlerinin belirlenmesi
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Bu tez calismasinda kefir iiretimi i¢in kullanilan ticari pastorize siit 6rnegine yapilan
titrasyon asitligi tayini sonucu asitlik %5,5 bulunmustur. Titrasyon asitligi °SH cinsine
cevrilirken kullanilan formiil; % asitlik = (°SH*0,022) seklindedir ve bu formiile gore
ticari siite ait °SH degeri 2,5 olarak hesaplanmistir. Yiizde asitlikten °SH cinsine
cevrilirken kefirler i¢in de ayni formiilden yararlanilmistir ve her biri igin ayni ticari siit
ornegi kullanilmak {izere mayalanan kefirlere ait °SH degerleri c¢izelge 4.7’de
gosterilmistir. Buna gore fermantasyon sonucu siitiin °SH degerinde meydana gelen

artis agikca goriilmektedir.

Cizelge 4.7 Kombinasyonlardan mayalanan kefirlere ait °SH degerleri

Mayalanan Kefirler °SH
1. Kefir 43,53
2. Kefir 35,80
3. Kefir 40,50
4. Kefir 41,93
5. Kefir 45,00
6. Kefir 45,00

Laktik asit bakterisi oldugu tahmin edilen ilk dort sus arasinda PA ve °SH degerleri
arasinda herhangi bir korelasyon olmadig1 gézlenmistir. Ciinkii PA degeri yliksek olan
susun kullanildig1 1. kefir 6rneginde °SH degeri, karsilastirilma yapilan 2. kefir
ornegine gore yiiksek cikarken; PA degeri yiiksek olan baska bir susun kullanildig: 3.
kefir 6rneginde, °SH degeri, karsilagtirlma yapilan 4. kefir 6rnegine gore diisiik
cikmistir. 5. ve 6. kefir drneklerinde ise PA degeri sirasiyla maksimum ve minimum

olan iki farkli sus kullanilmis olmasina ragmen °SH degerleri ayn1 bulunmustur.

32



Sekil 4.4 Kombinasyonlarin °SH degerlerinin belirlenmesi

4.6 Duyusal analiz sonu¢larinin degerlendirilmesi

On kisilik panel grubunun ¢izelge 3.1’de verilen kriterlere gére yapmis olduklar
duyusal analiz sonuglarinin ortalamalari ¢izelge 4.9°da verilmistir. Toplam puanlar goz
Online aliarak yapilan bu degerlendirmede en yiiksek puani 4. kombinasyon ile
mayalanan kefirin aldig1 gozlenirken, en diisiik puani ise 6. kombinasyon ile mayalanan

kefirin aldig1 sonucuna varilmistir.
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Cizelge 4.8 Duyusal analiz sonug ortalamalari

1. kefir | 2. kefir |3. kefir | 4. kefir | 5. kefir | 6. kefir

Goriiniis 82 82 80 84 78 75
Renk 83 82 81 83 82 75
Koku 73 68 74 71 70 66
Homojen | 72 71 64 73 69 64
yap1

Eksilik 27 28 28 29 26 28
Mayams1 | 24 26 25 28 30 20
tat

Alkol tad1 | 15 19 16 19 16 14
Ferahlatic1 | 28 30 32 31 31 26
tat

Yabanci 10 12 16 12 13 10
aroma

Genel 74 69 12 75 72 65
begeni

4.7 Segilen Baz1 Suslarin Biyokimyasal Tanimlamalarinin Yapilmasi

Bu tez calismasi hizlandirilmis proje kapsaminda Ankara Universitesi Bilimsel
Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi Koordinatorliigii tarafindan desteklenmistir
fakat ayrilan biitgenin kisith olmasi sebebi ile mayalarin tanimlanmasinda kullanilmasi
planlanan API ID 32 test kiti temin edilememis tanimlama testleri muhtemel laktik asit
bakterileri i¢in gergeklestirilmistir. Laktik asit bakterisi oldugu diisiiniilen 4 adet izolat
i¢in biyokimyasal tanimlama testleri 3.2.8’de anlatildig1 gibi uygulanmistir. Testlere ait

sonuglar ise ¢izelge 4.8’de verildigi gibi izolatlarin hepsinin kok seklinde, Gr (+),
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hareketsiz, VP negatif, katalaz negatif oldugunu goéstermektedir. Biyokimyasal testlerin
sonuglar1 Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (1984)’e gore degerlendirilip bu

siniflandirma dahilindeki gruplar esas alinarak adlandirilmistir.

Cizelge 4.9 Suslara ait biyokimyasal tanimlama test sonuglari

Suslar

Testler M24 M19 P23 P32
Gram reaksiyonu + + + +
Hiicre Morfolojisi Kok Kok Kok Kok
Katalaz reaksiyonu - - - -
Oksidaz reaksiyonu - - - +
Hareketlilik - - - -
Glikozdan COg iiretimi - - - -
Arjinin hidrolizi - - - -
VP reaksiyonu - - - -
MR reaksiyonu - - - +
Karbonhidrat + + + +
(Sakkaroz)fermantasyonu

10°C’de gelisme - - - -
45°C’de gelisme + + - +
pH 4,4’de gelisme - - + +
pH 9,6’da gelisme + + + +
%4 NaCl’de gelisme + + + +
%06,5 NaCl’de gelisme + + - -
%18 NaCl’de gelisme - - - -

+ : pozitif reaksiyon, - : negatif reaksiyon

Salgam suyundan laktik asit bakterilerinin izolasyonu, tanimlanmasi ve fenolik asit
dekarboksilaz enzim iireten suslarin se¢imi iizerine yapilan bir ¢alismada muhtemel
laktik asit bakteri izolatlarmin biyokimyasal tanimlama sonuglarma gore hiicre
morfolojisi kok olarak belirlenen suslarin da hareketsiz, MR pozitif, katalaz negatif

oldugu gozlenmistir (Ayhan ve Giines-Altuntag 2014). Salgamdan izole edilen laktik
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asit bakterilerinin dekarboksilasyon aktivitelerinin ve biyojen amin {iretme
yeteneklerinin belirlenmesi ile ilgili bir ¢alismada ise Lactococcus olarak tanimlanan
izolatlarin 15°C ve 45°C’de iireyemedikleri 10°C’de ise gelisebildikleri gbézlenmistir

(Mete 2011). Sonuglarimizin daha 6nce yapilan bu ¢alisma ile uyumludur.

Gilinay (2012) tarafindan yapilan Tiirkiye kokenli Lactococcus subsp. lactis suslarinin
kromozal farkliliklarinin tanimlanmasi ile ilgili bir c¢alismada bu susa ait bazi
tanimlayici 6zelliklerin incelendigi ii¢ farkli susun incelendigi bu ¢alismada izolatlarin
hepsi katalaz (-) 6zellikte, 2 adedi arjinin (+), %4 NaCl ve 40°C’de gelisebilirken, 1
adedi de katalaz (-), %4 NaCl ve 40°C’de gelisme gostermedigi agiklanmistir. Bizim
calismamizda da 1 adet Lactococcus subsp. lactis,2 adet Streptococcus thermophilus ve

1 adet Leuconostoc sp. oldugu diisiiniilen izolatlar biyokimyasal testlerle belirlenmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu c¢aligmada hem geleneksel yontemle mayalanan 2 adet kefir hem de ticari kefir
olarak {iretilen ve 8 ayr1 firmadan temin edilen 6rnekler kullanilarak laktik asit bakterisi
ve maya izolasyonu gergeklestirilmistir. Bu izolatlarin Hull (1947) yontemine gore PA
degerleri belirlenmistir. PA degerine gore secilen 6 adet sus ile her biri 3 adet sustan
olugmak lizere 6 adet kombinasyon olusturulmustur ve bu kombinasyonlarin starter
kiiltiir olarak kullanilmasiyla da kefir iiretimi gergeklestirilmistir. Uretilen kefirlerin PA
degerlerinin kontrolii saglanip izolatlarin simbiyotik stliregteki PA degerleri de
izlenmistir. Her ne kadar proje Onerisinde bu basamak Onerilmemisse de kefirlerin
duyusal analiz degerlendirmesi yapilmis (Giizel-Seydim vd 2007) ve duyusal analiz
sonuglarinin olumlu olmasi iizerine biyokimyasal testlerle izolatlarin identifikasyonlari

yapilmistir.

Bu proje kapsaminda yapilan arastirma sonuglarina gore;

Birbirinden farkli 10 adet kefirden, laktik asit bakterisi oldugu tahmin edilen 58 ve
maya oldugu diistiniilen 24 adet olmak tizere toplam 82 adet izolat elde edilmistir. Her
bir izolat, ait oldugu 6ngoriilen mikroorganizma grubunun 6zelliklerine gore muhafaza
edilmistir. Sonrasinda PA  degerlerinin belirlenmesi i¢in uygun kosullarda
aktiflestirilmis ve Hull (1947) yontemine gore 3.2.6’da anlatildigi gibi PA degerleri
belirlenmistir. PA sonuglari incelendiginde, PCA ve MRS besiyerlerinden izole edilen
bakterilerin PA degerlerinin birbirine yakin oldugu, YGC besiyerinden izole edilen ve
maya oldugu diisiiniilen izolatlarin PA degerlerinin ise diger iki besiyerine gore farkli
seviyelerde oldugu goézlenmistir. Yalnizca bu degerlere bakilarak PCA ve MRS
besiyerinden izole edilen bakterilerin laktik asit bakterisi, YGC’den izole edilenlerin ise
maya oldugu sonucuna varilamamaktadir. Fakat PA degerlerine iliskin sonuglar
baslangic asamasinda izolatlar hakkinda bir 6n fikir olusturmus ve izolatlarin PA

diizeylerinin belirlenmesi saglanmistir.
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Her ti¢ besiyerinden elde edilen izolatlarin PA degerleri dikkate alinarak en yiliksek ve
en diigsiik PA degerine sahip 6 adet sus secimi gerceklestirilmistir. Secilen suslar M24,
M19, P23, P32, Y1 ve Y25 kodlu suslardir. Bu suslarin kombinasyonlar ¢izelge 4.4’te
verildigi gibi olusturulmustur. Buna gore en yiliksek PA degerine sahip kefir 3.
kombinasyondan mayalanan, en diigiilk deger ise 4. kombinasyondan mayalanan kefir
olarak belirlenmigstir. Tek basina PA degeri en yiiksek olan sus M24 iken simbiyotik

siirecte en yiiksek deger P23 susunun kullanildigi kombinasyon olarak bulunmustur.

Uretilen kefirlere ait pH ve °SH degerlerinin karsilastirilan suslar arasinda her iki
Ozellik bakimindan da 6nemli bir fark olusturmadigi gézlenmistir. En yiiksek PA

degerine sahip P23 kodlu susun pH degerinin en diisiik oldugu gozlenmistir.

Goriiniis, renk, koku, homojen yapi, eksilik, mayams tat, alkol tadi, ferahlatici tat,
yabanci aroma ve genel begeni Ozelliklerinin degerlendirildigi duyusal analiz
degerlendirme sonuglarina gore bu 10 adet 6zellik bakimindan en yiiksek begeniyi 4.
kombinasyondan (P32+M24+Y1) mayalanan kefir alirken en diisik begeniyi ise 6.
kombinasyondan (Y25+M24+P23) mayalanan kefir almistir. En yiiksek begeniyi alan 4.

kefirin PA degeri diger alt1 kefir i¢inde en diisiik olarak bulunmugstur

Kefirden izole edilen laktik asit bakterileri arasindan PA degeri en yiiksek ve en diigiik
olan 4 adet susa biyokimyasal testler uygulanmis, sonuglar 1984 yilinda yayimlanan
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’e gore degerlendirilmis ve suslar
tanimlanmistir. Buna gore; M24 ve M19 kodlu suslarin Streptococcus thermophilus,
P23 kodlu susun ise Lactococcus subsp lactis. ve P32 kodlu susun Leuconostoc sp.
oldugu distiniilmektedir. Salgam suyundan izole edilen laktik asit bakterilerinin 16S
rRNA ile tanimlanmasi ve bazi gelisme parametrelerinin belirlenmesi iizerine yapilan
bir ¢alismada 16S rRNA gen bolgesi dizi analizi ile tanimlanan izolatin API 50 CHL
testi sonucundan farkli ¢iktigi gozlenmistir (Samantir ve Ayhan 2014). Sucuktan izole
edilen laktik asit bakterilerinin antimikrobiyel o6zelliklerinin belirlenmesi ve
bakteriyosin tireten tiirlerin se¢imi hakkinda yapilan bir c¢alismada da izolatlarin

tanimlamas1 icin API 50 CHL testi tercih edilmistir (Ayhan vd. 2008). Buna gore
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gelecek calismalarda, biyokimyasal tanimlama testlerinin yaninda molekiiler ve hizli

test kitleri ile de dogrulama yapilmasi sonuglarin kesinligi agisindan 6nem tagimaktadir.

Sonug¢ olarak, kefir yapiminda kullanilan starter kiiltiiriin PA degeri bakimindan
degerlendirilmesi hakkinda simdiye kadar sinirli aragtirma oldugunu ve bu ¢alismanin
sonuglarmin gelecekte yapilacak bu konu hakkindaki pek ¢ok arastirma i¢in kaynak
olacagini sOyleyebiliriz. Ek olarak, proje siiresinin ve biit¢esinin kisitli olmasi nedeniyle
izole edilen basta mayalar olmak {izere tiim izolatlarin identifikasyonunun yapilmasi bu
proje ile miimkiin olamamustir. Ozellikle secilen suslarin starter olma ozelliklerinin
belirlenmesi, kefir tretimindeki davraniglarinin incelenmesi ve suslarin optimum
gelisme parametrelerinin  de irdelenmesi gerekmektedir. Sus kombinasyonlarinin
sayisinin arttirtlmasi, kombinasyonlar ile mayalanan kefirlerin duyusal analizlerinin ve
dogru starter kiiltlir se¢iminin yapilabilmesi ancak yeni bir proje c¢alismasiyla

yapilabilecegi goriilmektedir.
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EK 1 ARASTIRMADA KULLANILAN BESIYERLERI

1.1 Plate Count Agar (Merck)

Ticari olarak bulunan bu besiyerinden 25,5 g alinip 1 litre destile su igerisinde
¢oOziilmiig, cam sigelere 500 mL olacak sekilde dagitilmis ve ardindan 121°C sicaklikta
15 dakika sterilize edildikten sonra steril petri kutularina dagitilmistir (pH 7,0+02).

1.2 MRS Agar (Merck)

Ticari olarak bulunan bu besiyerinden 68,2 g alimip 1 litre destile su igerisinde
¢oOziilmiis, cam siselere 500 mL olacak sekilde dagitilmis ve ardindan 121°C sicaklikta
15 dakika sterilize edildikten sonra steril petri kutularina dagitilmistic (pH 5,7+0,2).

1.3 MRS Broth (Merck)

Ticari olarak bulunan bu besiyerinden 52,2 g alinip 1 litre destile su igerisinde ¢oziilmiis
ve tiiplere 5 mL olacak sekilde dagitilmis ve ardindan 121°C sicaklikta 15 dakika
sterilize edilmistir (pH 5,7+0,2).

1.4 YGC Agar (Merck)

Ticari olarak bulunan bu besiyerinden 40 g alinip 1 litre destile su igerisinde ¢oziilmiis,

cam siselere 500 mL olacak sekilde dagitilmis ve ardindan 121°C sicaklikta 15 dakika
sterilize edildikten sonra steril petri kutularina dagitilmistir (pH 7,3+0,2).
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1.5 Triptic Soy Broth (Merck)

Ticari olarak bulunan bu besiyerinden 30 g alinip 1 litre destile su icerisinde ¢oziilmiis,
tiiplere 5 mL olacak sekilde dagitilmis ve ardindan 121°C sicaklikta 15 dakika sterilize
edilmistir (pH 7,3+0,2).

1.6 Fenol Red Broth (Merck)

Ticari olarak bulunan bu besiyerinden 15 g alinip 800 mililitre destile su igerisinde
¢oOziilmiig, tliplere 4’er mL olacak sekilde dagitilmis ve ardindan 121°C sicaklikta 15
dakika sterilize edilmistir. Sonra tiiplerin igerisine daha onceden 0,5 g/10 mL olarak
hazirlanip fitre ile sterilize edilmis glikozdan tiiplerdeki besiyerine 1 ml eklenmistir (pH

7,4+0,2).

1.7 Metil Red — Voges Proskauer Broth (Merck)

Ticari olarak bulunan bu besiyerinden 17 g alinip 1 litre destile su igerisinde ¢ozlilmiis,
tiplere 5 mL olacak sekilde dagitilmis ve sonra 121°C sicaklikta 15 dakika sterilize
edilmistir (pH 6,9+0,2).

1.8 SIM Medium (Sulfate, Indole, Motility Medium, Merck)

Ticari olarak bulunan bu besiyerinden 30 g alinip 1 litre destile su igerisinde ¢oziilmiis,
tiiplere 7 mL olacak sekilde dagitilmis ve ve sonra 121°C sicaklikta 15 dakika sterilize
edilmistir (pH 7,3+0,2).

1.9 Skim Milk(Sigma-Aldrich) Besiyeri

Ticari olarak bulunan skim milk powder (Sigma-Aldrich)’ dan 10 g alinip destile su ile

100 mL’ye tamamlanmistir. Tiiplere dnce 1 g CaCO3 eklenip, sonra hazirlanmis olan

skim milk ¢ozeltisinden 10 mL eklenmistir. Hazirlanan tiipler, 110°C sicaklikta 15
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dakika sterilize edilmistir. Sterilizasyon siiresi boyunca canli mikroorganizma kalmis

olma ihtimaline kars1 37°C’de 48 saatlik inkiibasyona birakilmistir.

1.10 Gliserol (Merck) Saklama Sivisi

Ticari olarak bulunan gliserolden (Merck) Eppendorf tiiplerine 0,5 ml olmak iizere

dagitilip ve ardindan 121°C sicaklikta 15 dakika sterilize edilmistir.
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EK 2 ARASTIRMADA KULLANILAN KIMYASALLAR

1. Hull Metodunda Kullanilan Cozeltiler

Triklorasetik asit: 0,72 N TCA (Sigma-Aldrich) hazirlamak i¢in 1,18 g TCA tartilmis
ve 10 ml saf su ilave edilmistir.

Na,CO3-NasP,0; ¢ozeltisi (Sodyum karbonat-tetrasodyum pirofosfat) :75 g
Na,CO3; (Sigma-Aldrich) ve 10 g NasP,O; (Merck) 500 mL saf suda ¢oziilerek

hazirlanmigtir.
Fenol ayraci: Bir birim Folin ciocalteus (Sigma-Aldrich) ¢ozeltisi, iki birim saf suyla

karistirilarak ve kullanmadan 6nce taze olarak hazirlanmustir.

Tirozin standart kurvesinin hazirlamsi: 100 mL tirozin (Merck) 250 mL saf suyun
icinde ¢oziilmiistiir. Hazirlanan ¢ozeltiden 5, 10, 15, 20, 25 ve 30’ar mL alinip her biri
100 mL’ye tamamlanmistir ve konsantrasyonlar1 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,1 ve 0,12 mg
tirozin/mL saf su olacak sekilde standart ¢ozeltiler olusturulmustur. Hull (1947)

metodunda anlatilan islemler sirasi ile bu ¢ozeltilere uygulanip standart kurve ¢izilmistir
(Ozkaya-Durlu 2001).

2. NaOH (1 N) Cozeltisi

1 g NaOH (Sigma-Aldrich) tartilip 25 mL saf su i¢inde ¢dziilmesi ile hazirlanmistir.

3. HCI (1 N) Cézeltisi

0,9 g HCI (Merck) 25 mL saf su i¢inde ¢oziilmesi ile hazirlanmustir.

4. Fenolftalein Cozeltisi

%1’lik fenolftalein (Merck) ¢ozeltisi i¢in 1 g fenolftalein 50 mL %95°1ik etil alkolde
¢oziindiiriilmiis ve 100 mL’lik balonjojeye aktarilmistir. Hacim ¢izgisine kadar %95°lik

etil alkol ile tamamlanmustir.
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5. Barzit (a- naftol)

0,5 g a- naftoliin 10 mL mutlak etil alkol i¢inde ¢oziilmesiyle hazirlanmistir.

6. O’meara (% 40’k Potasyum Hidroksit) Cozeltisi

4 ¢ KOH’1n 10 mL destile su i¢inde ¢ozlilmesi ile hazirlanmistir.

7. Metil Red indikatorii

0,1 g metil kirmizisinin 300 mL % 95’lik alkol iginde ¢Ozlilmesi sonrasinda bu

¢ozeltinin destile su ile 500 mL’ye tamamlanmasi seklinde hazirlanmistir.

50



EK 3 KEFiR DUYUSAL ANALiIZ DEGERLENDIRME FORMU

KEFIR DUYUSAL ANALIiZ DEGERLENDIRME FORMU

PANELISTIN ADI SOYADI:

TARIH:

Tadima baslamadan énce ve tadim esnasinda érnekler arasinda bir énceki érnekten

agzinizda kalan tadi su ve ekmek ile giderin.

Her bir drnek ve duyusal karakteristik igin belirtilen skaladan bir numara kodlamay:

unutmayin.
Ornek Gériiniis | Renk | Koku Homojen Eksilik Mayamsi | Alkol | Ferahlatici | Yabanci Geinel_
kodu yapl tat tadi tat aroma | begeni
248
316
205
931
416
845
1 Asir kot 1 Cok az
2 Cok koti 2 Az
3 Kot 3 Orta
4 Ortanin alti kétlinlin Gstt | 4 Fazla
5 Orta 5 Cok fazla
6 iyinin alti ortanin Ustii
7 iyi
8 Cok iyi
9 Mikemmel
*

EK NOTLAR:
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:1,2,3,4 ve 10. 6zellik igin 1-9 arasindaki puanlama kullaniimistir.
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