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I

ONSOZz

Bu arastrmada (¢ ilden (Ankara, Antalya, zmir) temin edilen kefir taneleri
kullarularak elde edilen kefir igerisindeki laktik asit bakteri floras: izole ve identifiye
edilmeye calgildi. Aragtirma sonucunda heniiz tartisma konusu olan kefir florasinm
tespitine katki saglanmaya cahsildi

Yiksek lisans epitimimin her asamasmda ¢ahgma azmuni, bilgiyi ve
uygulamayr Ofrendifim, her konuda yardmlarm: ve destegini esirgemeyen
Damisman hocam Dog.Dr. Abamiislim GOVEN’e, Yrd.Dog¢.Dr. Murat GﬂLMEZ’e,
Dr. Hilmi YAMAN’a, Ars.Gor. Berna DUMAN’a, maddi desteginden dolayn KAU
Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Yonetim Kurulu Bagkanh@ma, maddi ve manevi
desteklerini eksik etmeyen aileme ve emegi gegen herkese tegekkiir ederim.



1. GIRIS

Siit ve siit driinlerinin beslenme ve saglk agismdan yararlannm bilincine
vanimasma paralel olarak bu gidalarm tiiketimi giin gectikge artmaktadw. Geligmis
iilkelerde tiiketicilerin bu driinlere olan ilgisinin artmlmasi ve tiikketimin cazip hale
getirilmesi i¢in siit Qrlnleri teknolojisinde yeni Uriinlerin Gretimi ve gelistirilmesi
faaliyetleri hizla devam ederken, bu (riinlerin saghk agisindan yaran da
artmilmaktadir. Yeni Uriinlerin elde edilmesi amacryla fermantasyondan da
yararlamimaktadir. Fermantasyon, gidalarin lezzetini ve aromasm artirmak ve
muhafaza siiresini uzatmak ig¢in kullamlan en eski metotlardan biridir. Siitiin
fermantasyonu, mﬂdoorga:ﬁzma]arm metabolik ve enzimatik faaliyetleri sonucu,
stitlin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinde olugan modifikasyon olarak tanmmlanabilir.
Fermente iirlinler hayvansal ve bitkisel kaynakhdwr. Hayvansal iiriinler igerisinde et
tirlinleri ve siit {irlinleri bagta gelir.

Sitin fermantasyonu, olduk¢a kontrolli ve bilingli olarak laktik asit
bakterileri, mikrokoklar, propiyonik asit bakterileri, kiif ve mayalarm tek veya
kombine Kkiiltiirlerinden yararlanularak yapilmaktadr. En eski fermente sit friinii
yogurttur. Kefir de yine 6nemli bir fermente sit driintidir. Orjinini Kafkasya’dan
alan bu iriin diinya {lkelerinde giderek yaygmlagmaktadr. Fermente siit Giriinlerinin
firetim metotlari, besin degerleri, kimyasal ve mikrobiyolojik &zellikleri giin gectikce
daha derinligine arastinlmigtir.

Giindmilz koruyucu hekimlik konulan: arasmda yer alan alternatif tip ve onun
konulanndan biri olan probiyotik gidalar, bunlar igerisinde ise probiyotik siit iiriinleri
giderek dnemsenmektedir. Baghca probiyotik niteliklere sahip olan dogal fermente
st {iriind kefirdir. Bu nedenle kefirin koruyucu ve tedavi edici 6zellikleri difer siit
tirdnlerine kiyasla olduk¢a Onemsenmiy ve kefirin saglhk dzerine Onemli yararlar
sagladi bildirilmigtir.

Ulkemizde kefirin endiistriyel @retimi olmamasma kargm, halk arasmda
kefire duyulan ilginin 6zellikle konu ile ilgili haber ve yaymiara paralel olarak giin
gectikge arttign belirlenmistir. Kefirin saglk agismdan yararlan anlagildik¢a talebin
daha da arttifi, iilkemizde ticari pazan bulunmamasi nedeniyle de ev tipi kefir
yapmmumin giderek yayginlagtifn gézlenmektedir.



Kefir iiretiminde kullanilan kefir taneleri kompleks bir mikrofloraya sahiptir.
Kefir tanesi florasii laktik asit bakterileri ve mayalar olugturur. Bu flora, laktozun
mikrobiyal metabolizmasi sonucu olusan glukoz ve galaktoz zincirlerini igeren
kefiran adindaki polisakkarit yap: (kefir tanesi) icerisinde simbiyotik bir yagam siirer.
Kefir tanesi mikroflorasiin ¢ok &zel ancak degisken oldugu bildirilmektedir (73,
81).

Orjinine bagh olarak kefir tanesinde yerlesik olan mikroorganizmalarm
sayist, cinsi ve tlirli degisebilir. Bu degisiklik elde edilen kefirin 6zelliklerine yansir.
Ozellikle bakteri/maya orani, kefirin duyusal 6zellikleri ile dayanma siiresi Gizerinde
etkilidir. Bu nedenle kefir iiretimi ve saklanmasi yogurtta oldugu kadar kolay
degildir. Kefir tanesi, birgok mikroorganizmanm gelisimini engelleyen bazx kimyasal
ve fiziksel 6zellikler tagir.

Kefirin yaplsi kullanilan hammaddeye, tanenin mikroflorasmma ve bdlgesel
varyasyonlara bagh olarak degismektedir. Rapor edilen . verilere gére tipik 6zellikler:
%0.8-1.5 laktik asit, %0.1-2.0 etanol ve karbondioksit iiretimine bagh olarak
kopiirme yetenegi olarak bildirilmistir (24, 130).

Yapilan ¢abgmalardan kefirin karakteristik &zellikleri ve saghk {izerindeki
olumlu etkilerinin mikroflora kompozisyonuna bagh oldugu anlagilmaktadir. Ancak
bu mikrofloranmn sabit olmayip birgok faktore bagh olarak az ¢ok degisebildigi de
bildirilmektedir. Bu durumda oncelikle kefir mikroflorasmm detayh olarak ortaya
konmasmmn yapilacak olan birgok biyokimyasal arastrmaya baslamanm &n kosulu
olabileccgi de akla gelmektedir. Bu arastumada G¢ farkh ilden (Ankara, Antalya,
Izmir) temin edilen kefir tanesi Srnekleri kullamlarak elde edilen kefirin icerisindeki
laktik asit bakteri florasi karglagtwmali olarak arastmldi ve sonugta  kefir
mikroflorasinin agiga ¢ikarilmasi amaglandi. Aym zamanda kefir rneklerinde asitlik
ve pH degisimi ile laktik mikroflora arasindaki iliski arastirilmaya ¢ahsiids.



1.1. Tanim ve Tarihge

En iyl bilinen fermente siit triinleri yogurt ve peynirdir. Diinya’da 2000°den
fazla fermente siit friindi ¢esidi bulunmaktadir. Bununla beraber son zamanlarda
yapilan calismalar, ¢ofu iirliniin benzer oldugunu, bazilarnin ise sadece yoresel
olarak dretildigini, aym veya benzer irinlerin farkh isimler ile adlandinidigm
gostermistir. Kullamlan siitlerin ¢esidi ve dominant mikroorganizma floras1 dikkate
alindiginda, fermantasyon sonucu iiretilen metabolik iirinlere gore fermente siit
tiriinleri gruplandinldiginda Griin ¢egidinin ¢ok daha az oldugu belirtilmigtir (129).

Siit teknolojisinde fermantasyona dayal: siit triinleri kimi zaman “fermente
slit Girlinleri”, kimi zaman da igerdikleri asitler nedeniyle eksi bir aromaya sahip
olduklarindan “eksi siit riinleri” olarak adlandmmlir. Laktik asit fermantasyonunun
yam sira, alkol fermantasyonundan dolayr alkol igeren baz siit {iriinleri de “siit
ickileri” olarak tamimlanmugtir (141). '

Robinson ve Tamime (107) fermantasyon sonucu olusan fermente siit {iriinlerini
ti¢ grupta siiflandirmustir;

- Laktik asit fermantasyonu sonucu olugan triinler

- Maya - laktik asit fermantasyonu sonucu olusan diriinler

- Kiif -laktik asit fermantasyonu sonucu olusan {iriinler

Yogurt ve buttermilk birinci kategoride, kefir ve kmuz ikinci kategoride,
Viili (Fin fermente siit irlin{) ise son kategoriye drmek verilmistir (86).

Kefir, Sovyet Rusya'ya, oradan da Dogu Avrupa iilkeleri (Polonya, Cek
Cumhuriyeti, Slovanya vb.) ile Iskandinav iilkelerine yayilmstir. Mogolistan’dan
Dogu Avrupa'ya kadar olan cofrafyada gelencksel olarak iiretilen igeceklerin
baginda gelmektedir (68, 128). Polonya ve diger birkag iilkede de en ¢ok tiiketilen
fermente siit igecegidir. Bat1 Avrupa’da kefir tiiketimi Dogu Avrupa’ya gore daha az
iken Ymer (Danimarka fermente siit igecegi) gibi difer fermente sit driinleri
iskandinavya’da daha gok tercih edilmektedir (128). Ondokuzuncu yiizyiln sonunda
Dogu ve Orta Avrupa iilkelerinde kefir, besleyici degeri yaninda fizyolojik degerinin
belirlenmesi ile popiler bir igecek halini almugtir (76).

Kesin bir tarih olmamasma ragmen yogurt ve ayran yaklasik olarak 6000
yildan beri bilinmektedir (140). Kimizm 13. ylizyil kefirin ise 18. yiizyildan beri
tiretildigi bildirilmistir (146). En eski fermente siit Griinlerinden yogurt, ayran ve
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muhtemelen kimiz sézcikleri Tirk dilinden koken aldign gibi (35, 67) kefir
sozcigiiniin de Tirk¢e’de igildikten sonra hissedilen iyi olma hali anlamindaki
“keyf” ve sarhos eden, basa vuran anlammda ki “kef” sdzciigiiyle Kafkas dillerinde
“en iyl kalite” anlamina gelen “keyf” soézciiklerinden tiiretildigi ileri sfiriilmiigtiir.
Kefir Almanya’da “seving ickisi” olarak da tanimlanmaktadir (93). Ayrica kefir
kephir, kiaphur, kefyr, kepher, knapan, kepi, kippe gibi degisik adlarla da
nitelendirilmektedir (52).

Kefir tanelerinin nasil elde edildii kesin olarak bilinmemektedir. Ancak,
kefir taneleri Kafkasya’da kegi tulumu i¢inde inek sitinin dana veya koyun
sirdenleri ile pihtilastinlmasi sonucunda tulumun i¢ ylizeyinde birka¢ hafta sonra
siingerimsi bir kabuk tabakasinn olugsmasi ve bu kabuk tabakasmm tulumdan
kazindiktan sonra kurutuldugu ve daha sonra mayalama isleminde kullambirken kefir
tanelerinin elde edildigi bildirilmigtir (58).

 Kefir tanelerinin karnabahar ¢iceginin minyatir sekline benzeyen kigiik,
dﬁzénsiz sekilli, sanmsi-beyaz renkte, kivrimh ve piiriizli ylizeyli, elastik ve yan
sert yapiya sahip oldugu belirtilmistir (17, 23).

Kefir; kefir taneleri, kefir kiiltiirii ya da kefir starter kiiltiirii kullamlarak siitiin
fermente edilmesi ile elde edilen hafif asitli, alkollii ve kopiiklii bir fermente siit
icecegidir. Mayalanan siitten kefir tanelerinin siiziilerek uzaklagtmimasi ile elde
edilen kismu ifade eder. Bu siiziintii bir sonraki fermantasyonda kullamimak {izere
kiiltiir olarak 1sil iglem g6rmiis ve homojenize edilmis siite %3-5 oranmda asilanarak
kefir kiltiirii olarak kullanilir (75, 129, 146).

Geleneksel kefir ylizyillardr evierde yapilip tiiketilmektedir. Rusya’da kefir
{izerine en eski ¢alisma Dr.W. Podwysstzki’nin “kefyr” isimli kitabidir. 1884 yilinda
Moritz Schulz tarafindan terciime edilmistirr Bu eserde kefirin tarihi geligimi,
gesitleri, nitelikleri, basgta Kuzey Avrupa ve difier bolgelere nasil yayildigi genis
olarak anlatilmistr. Cahgmada kefirin ik defa Kafkasya’da Elbe nehri kiyismdaki
yiksek daf kdoylerinde dretilmeye baslandify, yayimasinda ise buralara gelen
ziyaretgilerin etkili oldugu belirtilmektedir. Dr. Sipowitz kefirin ilk dretildigi yerin
2500 m ytikseklikteki Karatsccajeff dag koyii oldugunu bildirmistir. Aymi arastirica
kefir dretiminin uzun yillar bu ydrede gizlilik i¢inde siirdiirildiigiini, Gretimin bu
dag kdylerinde deri tulumu iginde gergeklestirildigini belirtmistir (118).



1. 2. Kefire Ait Genel Ozellikler
1.2.1. Mikrobiyolojik Ozellikler

1.2.1.1. Kefir Tanesinin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Kefir iretiminde fermantasyonu saglamak i¢in kefir tanelerinden, kefir
kiltiriinden ya da bunlardan retilen starter kiltiirlerden faydalamlir. Kefir tanesi
genel olarak laktik asit olusturan mezofilik streptokoklar, aroma olugturan
streptokoklar, mezofilik ve termofilik laktik asit bakterileri, laktozu fermente eden ve
edemeyen mayalarla asetik asit bakterilerini iceren kompleks bir mikrofloraya sahip
oldufu, bu mikroorganizmalarin say1 ve oranlarin tanenin elde edildifi bolgeye ve
{iretim prosediiriine gére farklihk gosterdigi belirtilmistir (55, 90, 109).

Kefir tanesi ag benzeri lifsi uzantilar ve levhams: yapilarin siki birlesiminden
ibarettir (16). Tanenin merkezinde mayalan ve bakterileri birlikte bulunduran agm
mayalar tarafindan {retildigi, tanenin merkezden uzak bolgelerinin lifii yapismm
daha basit oldugu ve mikroorganizmalarin taneden siite gegisini kolaylastirdig:
bildirilmigtir (16). Kefir tanelerinin i¢ kismlarnda laktozu fermente edebilen
mayalar, dig ylizey kisimlarmda ise laktozu fermente edemeyen mayalar
bulunmugstur. Kefir tanesinde simbiyotik yasam siiren floraya ek olarak kefir
viskozitesini ve kivamim artiran Acetobacter aceti ve Acet. rasens’m dnemli bir role
sahip oldugu bildirilmistir (76).

Bottazi ve Bianchi (16) tane mikroflorast igerisinde mayalar ile laktobasillerin
rastgele kanigmadiklarmi; laktobasillerin dis ylizeyde, mayalarn ise tanenin merkez
kismlannda  bulundugunu ve laktobasillerin daha yogun oldugu bélgelere
rastladiklarit rapor etmiglerdir. Bu bdlgelerin varhigi Marshall ve ark. tarafindan da
dogrulanmugtir (81).

Kefir tanelerinin yaklagik 10® kob/g maya ile 10%-10° kob/g laktobasil ve
laktik streptokok icerir. Genellikle mikrobiyal icerigin % 65-80’i laktobasillerden
(homo ve heterofermantatif, mezofilik ya da termofililik) olustugu, geri kalan
kismlarm ise streptokoklar (~%20) ile mayalardan (~%S5) ibaret oldugu rapor
edilmigtir (76). Mikrobiyal yapisindaki bu farkliliklarm uygulanan {retim
tekniklerindeki farklhliklarla ve/veya kefir tanelerinin farkh kaynaklardan ahnnug



olmasiyla agiklanabilecegi bildirilmistir (21, 71).

Kefir tanesinde ¢ig siitte mevcut pek ¢ok mikroorganizma bulundugu, -ancak
patojen bakterilerin ve difer yabanci mikroorganizmalarn tane igerisinde
gelisemedifi bildirilmistir (109). Tanelerin igerdifi  mikroorganizmalann esas
fonksiyonunun laktoz fermantasyonu, laktik asit {iretimi ile kefir siitiinde patojenik
mikroorganizmalarin  gelisimini engelleyen bakteriositlerin, peroksitlerin ve
antibiyotiklerin {iretilmesi oldufunu bunun da hastahklarm ya da uzun siiren hastahk
tedavisinin neden oldugu bagirsak bozukluklarinda kefirin bagirsagm normal floras:
lizerine olumlu etkisi seklinde yorumlanabilecegi one stirilmisgtiir (104).

Farkli organizmalann, populasyon dengesini degistirmeksizin nitrojen ve
biiyiime faktorleri agismdan zayif olan bu gibi icecekleri birlikte fermente etme
yetenefi sagwticidr  (73).  Populasyonun  sabitlifinin nedenleri  ¢ok iyl
aciklanamamasmna ragmen kefir igerisindeki ekolojik dengenin saglanmasinda
polisakkaritlerin 6nemli bir rol oynadig1 tahmin edilmektedir (71). Ottogalli ve ark.
(95) ile Rosi (112) bu stabiliteyi, laktik asit bakterileri ile mayalar arasmdaki
simbiyotik iliskiye dayandirmustir. Bakteri metabolik @iriinleri mayalar tarafindan bir
enerji kaynag olarak kullaniirken mayalarm bakteriler icin gerekli olan vitamin,
aminoasit ve bilylime faktdrlerini sagladig bildirilmistir. Buna ragmen bu hipotezi
dogrulayici ¢ok az sayida ¢alisma yapilmugtir (79).

Rosi ve Rossi (113) kefir tanelerinde, Lactococcus spp. ve Leuconostoc spp.
gibi difer laktik asit bakterileri ile asetik asit bakterilerinden Acetobacter spp. ve
Enterobacteriaceae iiyelerinin bulunabilecegini fakat bunlann kefir diretimi sirasinda
hijyen eksikliinden ve kontaminasyondan kaynaklanabilecegini belirtmislerdir.
Buna ragmen difer baz arastincilar Lactococcus ssp. ve Leuconostocr SSp.
bakterilerinin kefir tanelerinin normal floras1 oldugunu ileri siirmiiglerdir. Kefirde
kontamine mayalarla dogal mayalaninin birbirinden aywt edilebilmesinin olduk¢a
zor oldugu bildirilmigtir (43, 98, 114).

Bazi kefir orneklerinde enterokoklarm ve koliform grubu bakterilerin
bulundugunu belirten aragtinicilar bu iki gruptaki mikroorganizmalarm normal kefir
mikroflorasinda bulunmadigim ve c¢esitli kaynaklardan kefire bulagmis olabilecegini
belirtmislerdir (24, 62). |



Kefirin dogal florasindaki mikroorganizmalar su sekilde gruplandirlmgtir
(58, 79, 81).

1. Mezofilik homofermantaif laktik streptokoklar (Streptococcus lactis,
Strep. lactis ssp. cremoris )

- Strep. lactis: Mezofilik olan bu starterin buttermilk starteri olarak da
kullamldig:, pirivat: ilk olarak laktata, geri kalan priivati da diasetile, ¢ok az bir
kismum da asetaldehite evirdigi bildirilmistir. Fermantasyonun ilk saatlerinde aktif
olduklan ve asitlii gelistirdikleri, fakat yiiksek asitlikte inhibe olduklan
bildirilmistir (58, 81).

2. Laktobasiller : Kefir tanesinde ¢ok sayida laktobasil tiiriine rastlanmgtir.
Mezofilik laktobasillerin 10?-10° kob/ml gibi az oranda olduklan ve bu yiizden de
irin kalitesi {izerine Onemli bir etkileri olmadig, obligat heterofermantatif
Lactobacillus brevis ve Lact. delbruecki ssp. bulgaricus ve Lact. helveticus ile
fakdltatif heterofermantatif Lact. casei ssp. rhamnosus tirlerine daha g¢ok
rastlanmadig bildirilmigtir (79).

- Lact. brevis: Heterofermantatif olan bu laktobasilin siitte yavas gelismesine
ragmen, kangik kiltiirlerde tesvik edici bir 6zelligi oldugu priivat yoluyla CO, ve
glukoz metabolizmasinda asetat ve laktat drettigi bildirilmistir. Ayrica asetoin ve
diasetil tretenler sitrati da kullanabilir. Kefir tanesinde bulunan heterofermantatif bir
sus olan Lact. kefir ile DNA/DNA dizilisleri benzeyis gosterse de Lact. brevis
suslarmun farklilig: sonradan tespit edilmistir (58).

- Lact. keﬁr:i Heterofermantatif bir laktobasildir. Kefir tanesinde izole edildigi
zaman yalniz arabinoz, riboz ve glutamati fermente etmektedir. Laboratuar
ortammda yapian galismalarn arabinoz fermantasyonu ve difer karbonhidratlan
fermente etme yeteneginin kaybolmasina yol agan depisiklikleri tegvik ettigi
bildirilmigtir. Fermantasyon iriinleri etanol ve CO,’dir (58, 79).

- Lact. acidophilus : Siitteki gelismesinin yavag olmas: nedeniyle, kefirde az
miktarda oldugu 6ne siirlilmiistiir (58).



3. Mezofilik heterofermantatif laktik streptokoklar (Leuconostoc
mesenteroides ssp. mesenteroides ve Leuc. mesenteroides ssp. dextranicum): Kefire
Ozgii tat ve aromay: verdikleri, bununla beraber ortamda gereginden fazla gelisgmeleri
durumunda gaz olusumu gozlendigi belirtilmistir. Leuc. dextranicum suglan yiksek
sicaklik derecelerinde ve ¢ok sayida mayanm varhfinda aktifiirler. Lewuc.
mesenteoides suslari da polisakkarit iirctir. Leuc. mesenteroides, Leuc. cremoris’e
benzer ve bu nedenle buttermilk Kkiiltiiriini andirr. Leuc. cremoris’in asetaldehiti 3
°C’de ctanole degistirebildigi tespit edilmistir. 5-10 °C’de 1-3 gin siireyle
olgunlagtiriidiyi zaman kefirde alkol miktarmm artmasmma yardm ettii rapor
cdilmigtir (81).

4. Mayalar (Klyveromyches marxianus ssp. marxianus, Torulaspora
delbrueckii, Saccharomyches cerevisiae, Candida kefir): Kefir tiretiminde laictozu
fermente edemeyen mayalarin da mevcut oldugu, glukoz ve galaktoz iceren ortamda
sadece galaktozu metabolize edebildigi bildirilmisti. Maya fermantasyonuyla
diasetil olugsmasi uzun zamandan beri bilinmektedir. Asetaldehitin eklenmesiyle
mayalarla asetoin {iretimi tegvik edilmektedir. Kefirdeki ugucu maddelerce saglanan
tadin maya fermantasyonu yardimiyla olugmasmm zor oldugu bildirilmigtir. En cok
izole edilen mayalar C. kefir ve Sacch. cerevisia’dir (58). iwasawa ve ark.(46)
tarafindan Danimarka’da, biri laktozu fermente edebilen ve digeri ise fermente
edemeyen iki maya izole edilmistir. Bu arastiricilar tarafindan yapilan daha sonraki
¢alismalarda laktoz negatif olan Sacch. exiguus’un tercihen glukoz varhgmda
galaktozu hidrolize -ettigi rapor edilmigtir. Bu organizmanin glukozu tercihli olarak
metabolize eden mikroorganizmalarla kangik kiltiirlerde irerken bir avantaj
saglayabilecegi 6ne striilmistir. ;

Mayalar difer mikroorganizmalarla simbiyotik yagam siirerler. CO,
olusumunda, aroma ve yap: gelisiminde rol oynarlar. Fazla maya fermantasyonu
sonucunda olugumu artar, hacim arti1 ve dolayistyla ambalaj sorunlan olugur (79).

5. Asetik asit bakterileri : Acet. aceti ve Acet. rasena tanede simbiyoz
yasarlar. Asetik asit bakterileriyle, streptokoklar beraber kiiltiire edildiinde
asidifikasyon aktivitesinin arttig1 belirlenmistir. Kivam ve viskoziteyi diizenleyici rol
oynadiklan rapor edilmistir (58, 79, 81).



Kefir tanelerinde tammlanan Lact caucasicus ile ilgili olarak baz
kangikliklar vardir. Bu bakteri taksonomide yer almamaktadr. Amerikan Tip Kiiltir
Koleksiyonunda (ATCC) bulunan orijinal kiiltiir, farkh laktobasillerin kangmmmdan
ibaret bulunmugtur. Kandler ve Kunath (48) tarafindan bu orgamizma yeniden
incelenmis ve Lact. kefir olarak adlandmilmistr. Bu organizmanm ticari ve ev yapim
kefirlerde varlif: saptanmugtir ve La Riviere ve ark. (73) tarafindan Lact. brevis
olarak kabul edilen izolat ile benzerlik gosterdigi, susun fenotipik karakterlerinin
Lact. brevis 190’a benzedigi bildirilmistir. Marshall ve ark. (82) bu susu Lact. kefir
olarak yeniden identifiye ederek adlandirmuglardur.

Kefir tanesinde yer alan mikroorganizmalarn Strep. lactis, Lact. brevis,
Lact. acidophilus, Lact. caucasicus, Leuc. kefir, Sacch. torulopsis, Sacch.
carlbergensis, Sacch. kefir, Candida tenius, Candida pseudeotropicalis, Torula
kefir, Acet. rances, Sacch. fragilis gibi ¢ok gesitli oldugu saptanmstr (30, 79, 101).
Diger bir aragtirmaya gdre de tanede bulunan mikroorganizmalar, Strep. lactis, Lact.
bulgaricus, cesitli tiir mayalar, Strep. cremoris, Lact. dexranicum, Betabacterium
kefir, Lact. casei, Torulopsis kefir, Sacch. fragalis, Sacch. cerevisia, mikoderma
tipleri ve asetik asit bakterileridir (5).

Kefir tanelerinin mikrobiyolojik kompozisyonlannin ¢ok degisik oldugu
bunlar arasinda laktozu fermente eden laktik asit bakterileri ile proteinleri pargalayan
proteolitik bakterilerin bulundugu belirtilmektedir (44). Tanelerin yapisinda bulunan
mikroorganizmalan belirlemek amacryla yapilan ¢aliymalan inceleyen Roissart ve
Luquet (109), kefir tanclerinde, dolayisiyla kefirde Lactococcus lactis ssp. lactis ve
L. lactis ssp. cremoris, L. lactis ssp. lactis bivar. diacetylactis, Lact. brevis, Lact.
kefir, Lact. casei, Lact. acidophilus, Lact. paracasei ssp. paracasei, Lact. delbrueckii
ssp. bulgaricus, Lact. kefiranofaciens, Leuc. lactis, Leuc. mesenteroides ssp.
cremoris, Leuc. mesenteroides ssp. mesenteroides, Leuc. mesenteroides ssp.
dextranicum ile gesitli mayalarin bulundugunu bildirmislerdir.

Temel mikroflorayr laktokok, homofermantatif ve  heterofermantatif
laktobasil, maya ve asetik asit bakterilerinin olusturdugu, taneden izole edilen maya
tirleri arasinda Sacch. cerevisiae, Sacch. delbrueckii, Sacch. unisporus ve Sacch.
lipolytica, C. holmii, C. kefir bulundugu saptanmmstrr (4, 30, 81). Tanede bulunan
laktik asit bakterilerinden, Lact. brevis, Lact. viridescens, Lact. casei, Lact. kefir,
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Lact. kefiranofaciens, Lact. kefirgranum, Lact. parakefir, Leuc. spp. ve L. lactis
tiirleri identifiye edilmistir (30, 79, 126, 137). Bakteri ve mayalan bir arada tutan
matriksin kuru agirhgmm (g/kg) % 34’0nin  protein ve % 47’sinin polisakkarit
oldugu bildirilmigtir (95).

Danimarka kefir tanesinden izole edilen mikroorganizmalarm %701
streptokok ssp, %25°i laktobasil ve %5’i mayalardir. Ticari Yunan kefirlerinde
Sacch. italicus, Sacch. cerevisiae var. ellipsoideus mayalan izole edilmistir.
Laktobasiller yaklasik 3,4 x 10° kob/ml olarak belirlenirken az sayida Strep. lactis
ve Strep. thermophilus izole edilmigtir (34).

1.2.1.2. Kefirin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Iyi bir kefir elde edilebilmesi igin tanede bulunmasi gerekli
mikroorganizmalar 10® kob/ml Strep. lactis, 10° kob/ml Strep. diasetillactis, 10°
kob/ml Lact. brevis' ve 10° kob/ml Sacch. florentinus olarak belirtilmektedir. Strep.
lactis ve Strep. cremoris ilaveleri ile kiiltiir aktiviteleri arttmlabilmektedir .

Kefir kiiltiiri ya da tanesinin laktik mezofilik streptokoklar, aroma olusturan
streptokoklar, mezofilik ve termofilik laktik asit bakterileri, laktozu fermente eden
veya edemeyen mayalarla, asetik asit bakterilerinden meydana geldigi ve kefir
tanesinden mikroorganizmalanin izolasyonunun oldukg¢a zor oldugu belirtilmistir
(75).

Molska ve ark. (85) kefirde yer alan mikroorganizmalardan basillerin tek, ¢ift
ya da zncir, streptokoklarm ¢ift veya zincir, mayalarm ise tek hiicre olarak
bulunduunu ve bu mikroorganizmalarm ortamda yizde dagilmlarmm % 66.62-
69.00 Laktobasil ssp, % 16.11- 22.00 Streptokok ssp, % 18.16- 20.00 maya scklinde
oldugunu rapor etmislerdir.

Tirkiye’de Ergilli ve Ugiinci (26) .tarafindan kefir mikrofloras: iizerine
yapilan bir ¢aliymada, toplam mikroorganizma sayis1 2,6x10° — 26x10® kob/ml
bulunurken laktobasil, maya ve streptokoklarm sayis1 gok yiiksek qikmugtrr.
Lactobacillus genusundan Lact. casei ve Lact. brevis tim &rneklerde saptanmigtir.
Bu nedenle kefirde bir yandan asitlk gelismesinde diger yandan proteinlerin
parcalanmasinda Lact. casei’nin etkili oldugu Lact. brevis’in ise CO, olugumunda
katkida bulundugu ortaya konmustur.
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Tane mikroflorasinn kefirden farkli oldugu bulunmustur (81). Tablo 1’de
¢esitli aragtirma sonuglarma gore kefir tanesi ile kefirde belirlenen mikroflora

populasyonuna ait degerler verilmistir.

Tablo 1. Kefir ve kefir tanelerinin mikroflorasi

Mikroflora Kefir Tanesi Kaynak Kefir Icecegi Kaynak
(kob/g) (kot/ml)
LAKTOBASIL 10° 101 10° 58
10%-10° 76 8,3.10° 66
1,4.10° 1 10%-10° 64
1,6.107 30 10°-10* 64
2.2.10° 81 1,2.107 1
2,0.10° 81
Lact. kefir 10° 65,48.82 10%10° 65,483,832
Lact. brevis 10 73,113,72 106 73,113,72
Lact .acidophilus | 10° 65 - 65
Lact. casei - 85 - 85
STREPTOKOK 107 101 10° 58
10%-10° 76 3,6.10" 66
1,3.107 1 10%-10" 64
1,6.107 30 10° 64
10% 81 1.107 1
Strep. durans - 113 10° 113
Strep. lactis - 65 - 10° 65
LOYKONOSTOK
Leuc.mesenteriodes 10° 113 10° 113
i 10° 10°
ASETIK ~ ASIT 107 112 10°-10° 58
BAKTERILERI 108 111 2,5.10-10* 59
7,6.10°-2.10* 41
10° 112
10° 111
MAYALAR 1 10°-10° 16 10° 58
: 10 101 6,4.10° 66
10 113 3.10° 64
108 76 10%-10° 64
2,5.10° 1 10° 113
42.10°8 30 2.0.107 1
1,5.10* 81 7,3-1,4.10° 41
2,2.10° 81
Sacch. cerevisia v 10° 73,112 10° 73,112
- Sacch.delbrueckii 108 73,112 10° 73,112
Sacch .exiguus - 46 - 46
C. kefir 10°® 62,65,48 10° 62,65,48
C.pseudotropicalis - 41 - 41
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Streptokoklar kefir tanelerinde bulunmug fakat kefir igeceginde izole
edilememistir (65, 81, 112). Bu duruma depolama sirasinda maya populasyonunun
azalmasimn neden olabilecegi belirtilmigtir (81). Mikrobiyal kompozisyondaki
farkliklara; iiretim swasmda hijyene dikkat edilmemesi, tancnin maya ve kiiferle
kontamine olmasi, {iretim sirasinda farkh tekniklerin uygulanmasi ve/veya farkh
kokenli kefir tanelerinin kullaniimasimin etkili oldugu, bununla beraber genel bir kan
olarak, tanede bulunan laktobasiller ve mayalar arasmda istikrarh bir iliskinin varhg
bildirilmistir (81). .

Biiyitk g¢abalara ragmen, orjinal tanelerin mikroflorasmda bulunan
mikroorganizma kiiltlirlerinin kangimindan kefir tanesi yapimnin heniiz
baganlamadig: belirtilmistir (76). :

Kefir tanesinde yer alan mikroorganizmalarin ¢evresel mikroorganizmalar ile
kontamine olmalarimin bu mikroorganizmalarin fonksiyonunu engelleyemeyecegi
one sirilmistir. Bununla birlikte kefir tanesi ve kefirde bir ok hatanin meydana
gelmesinin ana nedeninin kiltir Gretimi ve i{rin elde edilmesi smasmnda
mikrofloranin ortama hakim olamamasindan kaynaklandif: ve kefir mikroflorasmm
¢ok karmagik olmas: nedeni ile bu tiir yabanc1 mikrofloranm belirlenmesinin oldukc;a
gii¢ oldugu belirtilmistir (144). En 6nemli kontamine mikroorganizmalar su sekilde
sralanmugtir '

Koliform Grubu Bakteriler: Koliform grubu bakterilerin kefir tanesine ana
kiltiir, igletme kiltiri ve kefir dretiminde hijyene dikkat edilmediginde
bulagabilecegi ve ﬁrﬁndeki gaz kabarciklarinin ¢ogu zaman koliform bakterilerin bir
isareti olmayip, sekeri parcalayan mayalardan ileri gelebilecegi belirtimigtir (144).

Kahm Mayalan : Kahm mayalarmin (Candida ssp.) ¢ogalmalarnm, diisik 1s1
derecesinde uzun stire fermantasyon sonucu sdz konusu olabilecegi, kefirin iist
kisimda san-beyaz, kremsi bir tabaka olusturarak iiriin de hos olmayan kuvvetli bir
maya aromasi algilanmasma neden olacag belirtitmigtir (144). )

Geotrichum candidum : Kahm mayalan ile aym kogullarda ¢ogalirlar. Kefirin
ist kisimlarda beyaz renkte bir kiif tabakasma neden olduklani ve kefirin penicillum,
mucor gibi kiif cinsleri ile nadiren kontamine oldugu one striilmiistiir (144).



Sirke Asidi Bakterileri (Acetobacter spp.) : Normal kefir florasi i¢inde yer
almakla birlikte, diigiik 151 derecelerinde gogalarak, kefirin eksi bir tat olusumuna
neden olduklarinda sirke asidi bakterilerinin yabanci mikroflora olarak kabul
edilebilecegi belirtilmistir (144).

1.2.2. Fiziksel Ozellikler

Taneler, kiiciik diizensiz gekilde, sarmsi-beyaz, karnabahar ¢igeginin
minyatiir bir sekline benzeyen yan sert graniiller olup piiriizlii ve kivrimh yiizeyleri,
diizensiz formlari, esnek yapilar ve asidik tatlan ile karakterizedirler (17).

Kefir tanelerinin mayalanmig siitten bir sonraki kefir yapimmda kullaniimak
icin geri kazamlmasi gerekmektedir. Taneler siitten geri kazamldiinda ve suyla
yikandiginda degisen bilyiikliiktedirler (0.5-3.5 c¢m ¢apinda). Taneler dayanikh ve
esnek olup koparildiginda elastikiyet gosterirler ve ozel bir kokuya sahiptirler.
Morfolojileri iizetine yapilan son ¢ahsmalar ince tabaka formlarmdan ve kendi
iizerine kivrilmis formlardan globiiler loblu yapilara kadar degisen farkh formlar
gosterdiklerini ortaya koymustur (79).

Resim 1. Kefir taneleri (Bu arastirmada kullamldr)
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1.2.3. Kimyasal Ozellikler

1.2.3.1 Kefir Tanesinin Kimyasal Ozellikleri

Yapilan ¢ahgmalar kefir tanelerinin baghca ¢dziinmeyen tipte proteinlerle
muko-polisakkaritler igeren bir protein ¢esidi ve baz polisakkarit ve lipit
kompleksinden olustugunu ortaya koymustur (23). Kefir tanesinin esasmi olugturan
bu yaprya “Kefiran” denildii ve tanenin yaklaskk %24’tGnit olugturdugu
bildirilmigtir (62, 94).

Kefir dretiminde siitii fermente eden kefir tanesinin; siit proteini, maya ve
bakterilerle stit yagmm bir bilesigi oldugu, taze kefirin kurutulmug parcasmm %10-
16’hk miktarmin  yaklasik %30°’unun protein ve  yaklasgk % 25-50’sinin
karbonhidrattan olustugu belirtilmigtir. Tanenin kitlesinin, mikrobiyal hiicreleri,
otoliz Urlinleri ile siit proteinleri ve karbonhidratlann pargalanmasi sonucu meydana
gelen trinlerden olustugu bildiritmistir (76). Kefir uzun siredir tiketildigi igin bu
polisakkarit glivenli olarak distniliir (123)

Bakterilerin liremesi genellikle ekolojik ve fizyolojik fonksiyonlarryla ilgiki
ckzopolisakkaritlerin {iretimiyle beraber gergeklesir. Gida ve ilag tretimindeki
kullanmn potansiyelleri nedeniyle bir ¢ok ¢alisma yapilmaktadir. '

Biiylk miktarlarda kefir {retiminde tanelerin geri kazanilmasi zor ve
pahalidir. Bu nedenle bu bityiik miktarda kefir Gretimi icin gerekli olan basit ve ucoz
yontemler {zerinde aragtrmalara ihtiyag duyulmaktadr. Bir cok  cahsmada
kiltiirlerde ekzopolisakkarit iireten, kapsiil olisturan laktik asit bakterilerinin
izolasyonuna yOnelinmistir. Cesitli izolatlar rapor edilmis ve bunlar Lact. kefir (48),
Lact. kefiranofaciens (28), Lactobacillus ssp. KPB_167B (149), Lact. kefirgranum ve
Lact. parakefir (126) olarak tarif edilmigtir. Kefirdeki bakteri tiirleri arasindaki
kompleks taksonomik iliskinin tam olarak aragtmimadiin disiniilmektedir.
(4,108,114). Kefir tanclerinden ve Lactobacillus tiirlerinden ekstrakte edilen
Kefiranm kimyasal yapisi Kooiman (57) ile Mukai ve ark. (87, 88) tarafindan
gosterilmistir. Tarif "t::dilen bu kimyasal yap: bir ya da iki seker molekiiliiniin rastgele
baglandifr penta sakkarit {nitelerinden olusan tekrar edilmis hekza veya hepta
tnitelerdir (57, 87, 88).
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Kefiranm, homofermantatif Lact. kefir (73, 150), atipik streptobakterium
(113), Lact. kefiranofaciens (28, 136), ve laktik asit bakterilerinden heniiz kesin
olarak isimlendirilmemis olan KPB-16B (149) sugu gibi kapsiilli bakterilerin
metabolik faaliyetleri sonucu olustugu diglinilmektedir. Kefiran yaklagik olarak esit
oranlarda galaktoz ve glukoz kalmtiarmdan meydana geldigi bildirilmistir (57).
Reolojik ¢alismalar, kefiramn tek bagina soliisyonlarda ¢ok diigiik viskoziteye sahip
oldugunu ve etanol yoklugunda kati jel olusturamadigim géstermigtir (88, 89).
Kefiranin  yapisal ve hidrodinamik &zellikleri gidalarn koyulagtinlmast veya
jellestirilmesi i¢in ticari alanda kullanmmda bazi smurlamalar getirse de gida katks
maddesi olarak kullanimnin yararh olacad: diigiiniilmektedir (101).

1.2.3.2 Kefirin Kimyasal Ozellikleri

Tipik bir kefirin duyusal 6zelliklerinin, aciya kagmayan ve hosa giden eksi bir
tat, hafif bir maya aromasi, yumusak bir yapt ve igerdigi CO, nedeniyle hafif kdpiiklii
bir gériiniimle biﬂikte ferahlatic1 ve serinletici niteliklerden olustugu rapor edilmistir
(52).

Kefire 6zgi tadm, laktik asit, etanol, CO,, asetaldehit ve aseton gibi aroma
tirinlerinin ve simbiyotik bakteri ile maya tiirlerinin metabolik aktivitelerinin bir
sonucu oldugu belirtitmistir (143). Koroleva (59)’ya gore laktik asit bakterileri
mayalarin aktivitelerini tegvik eden laktik asidi kendi metabolizmalan sonucu
tiretirier.

Kefiri diger fermente siit iriinlerinden ayman &zellik, laktik asit ve alkol
fermantasyonlarmm  birlikte yirGmesidir. Laktik asit fermantasyomu yiksek
sicaklikta alkol fermantasyonu isc diigik sicaklikta meydana gelir. Sicaklipa bagh
olmﬁk degisen alkol igerigi nedeniyle kefir kmn zaman bir siit ickisi, kimi zaman da
cksimig sit {irlind olarak isimlendirilmektedir. Alkol ve CO, ile kefirde hoga giden
aroma ve keskin tat olusumunun biyik Ol¢lide kefirm olgunlagma déneminde
gergeklestigi belirtilmistir (144). Kefir dretiminde alkol ve CO; miktan, {iriiniin
olguntuguna bagh olarak degisiklik gdstermektedir. Fermantasyomumn farkh sicakhk
derecelerinde degisik seyrettigi, 5-15 °C’de daha ¢ok CO, olugtugu, buna kargm
laktik asit olusumunun oldukga yavag gelistigi, 16-22 °C’de ise daha ¢ok laktik asit
meydana geldigi belirtilmigtir. Bu nedenle sabit bir sicaklik segimi yerine 6nce 16-22
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°C’de asitlik gelisme.sinin saglanmasi, daha sonra 5-10 °C’de CO, olusumunun
gergeklestirilmesi, dolayisiyla fermantasyonun kademeli uygulanmasi &nerilmektedir
91).

Kefir tanelerinin modern iretimi her giin i¢in canh tanclerden % 3-5°lik bir
kismm siirekli sekilde siite inokiile edilmesi ve biiyiiylip gelisen tanelerin geri
kazanilmasma dayanmaktadir. Hazir haldeki kefir i¢ecegi, krema kivaminda ve eksi,
hafif k6pikli tad: ile karakterize edilmekte, kefirin 6ziinli olusturan diasetilin ve
esas aromamn, sitrat1 kullanan Strep. lactis ssp diacetlylactis ve Leuconostoc ssp.
tarafindan iiretildigi ve kefirin siitten daha fazla vitamin B1, B2 ve folik asit icerdigi
belirtilmigtir. Kefirin kimyasal kompozisyonu siitiin ¢esidi, tanenin tipi ve kullamlan
teknolojinin gegidi gibi birgok faktre baghdir (76).

lyi bir kefirin asagidaki Ozelliklere sahip olmasi gerektigi rapor edilmigtir
(44);

1. Uriiniin asitligi 36-40 SH olmalidir.

2. Akici kivamda, homojen ve parlak goriintimde, icildiginde hafif maya tat
ve aromas: hissedilmeli ve serinletici bir nitelikte olmalhdir. Kefire Ozgii hafif
acmnsi tat hissedilmehidir.

3. % 0.6-0.9 laktik asit, % 0.8 alkol ve hacimce % 0.2 CO, icermelidir.

4. Cam sigelerde 3-4 °C’de 8-10 giin siireyle dayanabilmelidir.

Kefir asitlik, kivam, tat ve koku bakmmdan degiskendir. Iyi bir kefir ferahhk
verici, hafif asidik tatta, tereyagms: kokuda, su salmayan iyi bir kivamda olmah ve
CO; igeriginden dolay1 hafif kdpiirmelidir. Ortalama %1.5 yag iceren bir kefirin %
0.72 akkol, % 0.72 laktik asit ve yaklagik 0.5 mg/ml diasetil icerdigi rapor edilmigtir
(63). Uriin degisik yollarla olgunlastinldigindan geleneksel bir kefirin tat ve
kokusunu saglamak zor olabilmektedir. 24 saat depolanmis zayif kefirin % 0.67 asit
igcrirken, 48 saat depolanmus kefirin % 0.78 asite sahip oldugu, 48-56 saat
depolanmug kuvvetli ve olgun kefirin ise %2 laktik asit icerdigi belirtilmistir. Kefirin
depolama sicakhgmmn flora metabolitleri ile tat ve kokusu {Gizerine etkisi vardir. 18-
20 °C’de, asitlik artarken CO; ve alkol oranmm dastiigh, 24 °C’de laktik asit ve
aroma bakterileri azalirken maya ve asetik asit bakteri sayismin arttifn Sne
striimiistir. Kefirde mayalarm artmasi aym zamanda istenmeyen bir kokumm
olusmasmna da neden olur (61). Kefir kﬁltﬁrﬁ ile Propionibacterium shermanii’nin
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simbiyoz galigmas1 sonucu kefirin, basta B, vitamini olmak iizere difer vitaminlerce
zenginlestigi bildirilmigtir (87).

Kefir bilesiminde yer alan maddeler esas itibariyle yapildign siitiin
ozelliklerine baghdir. Aynca bilesimi, tadi ve aromasi {izerine siitin mayalama
sicaklig1 ve bekleme siirest etkili olabilmektedir (152).

Kcfirde asctaldehitin diasctile oranmnin 3:1 oldugunda en uygun lezzet
dengesinin saglandif1 rapor edilmistir (128). Tablo 2’de ticari kefir ile Laboratuar
sartlaninda yapilan kefir arasinda kimyasal 6zellikler karsilastimlmgtir (91).

Tablo 2. Ticari kefir ile laboratuarda iiretilen kefirlerin kimyasal
kompozisyonu (91).
Ticari kefir (%) Laboratuar Yapilan kefir(%)
Bilegimi | 1.6rnek | 2.6rnek | 3.5mek | 2 gunlik | 4 ganlik | 6 ganlik
Alkol 0,70 0,60 0,80 0,23 0,81 1,10 '
Laktik asit | 0,81 0,61 0,76 0,66 0,83 0,90
Laktoz 2,78 2,90 2,37 3,70 2,24 1,67
Kazein 2,98 2,74 2,99 2,57 2,59 2,56
Albumin 0,28 0,17 0,10 0,42 0,40 0,39
Peptonlar 0,05 0,07 0,08 0,07 0,09 0,12
Yag 3,35 3,10 2,81 3,62 3,63 3,63
Kiil 0,79 0,65 0,68 0,64 0,62 0,63
Su 88,26 89,10 89,41 88.09 88,79 89.00

Kefir yapmmu istege bagh olarak gesitlilik g6sterdiginden tath, orta sert, sert
ve ¢ok scrt kefir olarak fermantasyon siiresi uzatilarak tiiketime sunulabilmektedir.
Bunlarin bilesimi Tablo 3’de gosterildigi gibidir (151).

Tablo 3. Farkli aromatik nitelikteki kefirlerin kimyasal bilegimi (151).

Bilegimi (%) Tath Sert Kefir | Orta Sert Kefir | Sert Kefir | Cok Sert Kefir
Su 88,2 88,9 89,4 89,0
Laktik asit 0,8 0,6 0,7 09 .
Etil Alkol 0,6 0,7 © 0,8 L1
Laktoz 2,7 2,9 23 1,7
Kazein 29 2,7 2,9 2,5
Laktalbumin 0,3 0,2 0,1 0,1

Yag 3.3 3,1 2,8 33
Mineral maddeler 0.8 0,6 0,7 0,6




18

Kefirde kuru madde miktan kullanan siitin kuru maddesine bagh olarak
degismektedir. Arastirmalarda kefir yag oranlarina gore de siuflandirlmgtir. Yagsiz
kefi; en az % 0.3 yag, yannm yagh kefir; % 1.5 -1.8 yag, yagh kefir; en az % 3.5
yag, krema kefiri; en az % 10 yaghdir. Piyasalarda % 3.5 yagh veya az yagh kefir
bulunmaktadir (56).

En Onemli kimyasal degisiklikler fermantasyon sirasinda olmaktadir. Bu
smada CO;’de artiy gbzlendigi, etanol miktarmm yavas geligtigi, sitrik asit
miktariin, diasetil ve asetona doniisme sonucu bityiik odlgiide azaldifi ve kimyasal
Ozelliklerdeki degisimin kullanilan tanenin veya kiiltiirin aktivitesme biiyiik Glciide
bagh oldugu belirtilmistir (33).

Fermantasyonda olusan CO, fermantasyonun agz kapah bir kapta
ylriitiilmesi durumunda {irliniin kOpiirmesine neden olmaktadwr. Bu nedenle kefir
alkollit ve kopiirme 6zelligine sahip bir siit icecegi olarak da degerlendirilir. Kefirin
yapisinda bulunan laktik asit, okzalik asit ve a- ketoglutarik asidin kefire eksimsi ve
ferahlatic1 bir lezzet kazandrdigs, kefirin tipik aromasmmm olugmasmda ugucu yag
asitleri, alkoller ve karbonil bilesikler ile kefirin olgunlasma doneminde olusan
diasetil, propiyon aldehit, asetaldehit, n-propanol ve izoamil alkolin Onemli ro}
oynadigt belirtilmektedir. Bu nedenle kefirin kimyasal 6zellikleri (asitlik, laktoz,
yag, protein oranlari, serbest yag asitleri miktar1, alkol geligimi, ugucu bilesikler)
kefirin duyusal dzelliklerine direk etki etmektedir (44, 51, 132, 138). :

Tim kefirlerde fermantasyon swrasmda olugan olaylarm aym oldugu ve bu
olaylarin §6yle 6zctlenebilecegi belirtilmistir (56, 83).

1. Laktozdan laktik asit olusumu (laktik fermantasyon)

2. Laktozdan etil alkol ve CO; olusumu (alkol fermantasyonu)

3. Koefire 6zgii tipik maya aromast olugumu

4. Sinrh Olglide proteinin pepton ve aminoasitlere pargalanmasi (yavas
proteoliz)

Kefir tanesi veya kefir kiiltiriinin site agilanmas: ile icerikteki
mikroorganizmalar sitteki besin maddelerini farkh dizeyde fermente ederek
pargalarlar. Homo ve heterofermantatif olan laktik asit bakterileri laktozu laktik asit
ve diger organik asitlere, aroma maddelerine ve CO,’e déniigtiiriirken biyolojik
agidan Onemli antibakteriyel maddeler olustururlar. Laktik asit bakterileri ve
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mayalarm salgiladiklari proteolitik enzimler sayesinde siit proteinlerini peptid ve
amino asitlere kadar parcaladiklari, ayrica siurh da olsa bu salgiladiklan lipolitik
enzimlerin siit yagm hidrolize ederek ortamda serbest yag asitlerinin artmasma
neden olduklan belirtilmistir. Kefirin Gretimi sirasnda baglayan bu biyokimyasal
olaylarm muhafazasi swrasmda da devam ettigi, bir taraftan kefire has tat, aroma,
goriiniis gibi dzellikler gelisirken, diger taraftan sindirilme oram yiikselerek
beslenme degeri arttifn ve bdylece saglik acgisindan siite gore ¢ok daha yararh bir
icecek elde edildigi bildirilmistir (54).

Yapilan bir ¢alismada (51), tretilen kefirlerde depolama boyunca émeklerin
pH’lan dismi, asitlikleri yiikselmistir. Kuru madde degerleri diigiis gostermistir.
Kefir tanesi ile @iretilen kefirlerin kuru maddelerinde Gretim swasmda kayip, kiiltiir
ile dretilenlere gore daha fazla bulunmugtur. Uretim agamasmda yag, protein ve
laktoz miktarlan azalma gostermistir. Depolama srasmda yag miktan degismezken
protein ve laktoz miktarinda az da olsa azalma meydana gelmigtir. Serbest yag
asitleri gerek dretim, gerekse depolama swasmda artiy gostermistir. Maya miktan
tim kefir &rneklerinde depolama boyunca 7,1x10*- 5,7x10° kob/ml arasinda
degismistir, depolama siiresince bu degerde azalma gozlenmistir. Olusan alkol,
asctaldehit ve ascton depolama sirasinda artiy gostermistir. Alkol miktan 41 ppm ile
48 ppm arasmda degigmistir. Tane ile {retilen kefirlerde alkol oram daha yiiksek
bulunurken, kiiltlir ile dretilenlerden daha digik bulunmustur. Aym durum
asetaldehit ve aseton igin de gegerlidir. Viskozite depolama boyunca artmms, tane ile
tiretilenlerde kiiltir ile Gretilenlere gore daha disiik bulunmustur.

Kefir tanelerinde veya kefir kiiltiiriinde bulunan mayalar inkiibasyon srrasmda
siitte baz:1 degisikliklere neden olduklan belirtilmistir (146);

Laktozdaki degisiklikler: Homofermantatif Iaktik asit bakterilerinin
salgiladiklar: laktaz '(B- galaktosidaz) enzimi ile laktozu dnce glukoz ve galaktoza
pargaladiklan, sonra bir molekil laktozdan dért molekiil laktik asit olugturduklari,
heterofermantatif bakterilerden 16ykonostoklarm ise ¢ikardiklan enzimlerle laktozu
dnce glukoz ve galaktoza pargaladiklars; sonra glukoz ve galaktozdan laktik asit, CO,
-ile aroma maddeleri olan asctoin, diasetii ve ascton meydana getirdikleri
belirtilmigtir. Mayalann ise ¢ikardiklan enzimlerle laktozu glikoz ve galaktoza
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parcalayarak bir molekiill glukoz ve galaktozdan iki molekiil etil alkol ve iki
molekiil CO, olusturduklan belirtilmigtir.

Proteindeki degisiklikler: Baz laktik asit bakterileri, asetik asit bakterileri
ve mayalar salgiladiklar proteolitik enzimlerle proteinleri pepton, peptid ve serbest
amino asitlere kadar parcaladiklan ve kefirde serbest amino asit miktarmm ok fazla
oldugu belirtilmistir.

Siit yagindaki degisiklikler: Mikroorganizmalarmn olugturdugu lipaz enzimi
slit yafim parcalayarak kefirde serbest yag asitleri miktarmmn artmasmna neden
oldugu saptanmugtir. Siitte bulunan laktoz, protein ve yagdaki degigimler swrasmnda
¢esitli aroma maddeleri ile patojen ve bozulmaya neden olan mikroorganizmalara
karst antibakteriyel etki gosteren asetik asit, H,0, gibi maddeler ile nisin benzeri
antibiyotiklerin olustugu rapor edilmigtir. Asetik asit bakterileri proteinleri pargalar.
Bu degisimlerin kefirin muhafazasi srasinda da devam ettigi, bdylece kefirin
kendine dzgil tat, aroma, goriinds ve Szelliklerinin olugtugu bildirilmistir.

1.3. Kefirin Saglik Uzerindeki Etkileri

Stt mamulleri igerisinde peynir ve tereyad: Uretiminde yapm teknigi
geregince siitlin 6nemli 63elerinden bir kismu Srnegin laktoz, yag, protein ile bazi
mineral maddeler peynir suyu ve yayk altna gectigi halde kefir yapmmmda boyle
bir kaylp olmamaktadir. Kefirin siitteki tiim besin maddelerini igerdigi i¢in kefirin
besleme degeri yogurt gibi gok yiiksektir. Sitln bilesimine baghi olarak kolay
sindirilcbilen protein ve yagca zengin oldugu, laktozun fermantasyonda bir miktar
azalmas: ile tiiketicinin bilingli diyet ve diigik kalori alma istegini kargilama
konusunda biiyiikk bir potansiycle sahip oldufu, ayrnca ortaya ¢ikan bu yeni
maddelerin serinletici, istah agici, sevilen bir tat ve aromaya sahip olan bu siit
mamuliiniin karakteristik 6z¢lliklerini olugturdugu bildirilmigtir (52, 121).

Siitten yapilan bir iriin olmasi ve tiketim swasmda en az 10° kob/ml
mikroorganizma i¢ermesi nedeniyle kefir fonksiyonel bir iiriin olarak kabul
edilmektedir. Aym zamanda probiyotik bir iiriindir. Bir ok iilkede kefir yapmmmmn
artmasiyla beraber son on yil i¢inde tedavi edici ve besleyici dzelliginin oldugu ileri
siriilmily; buda kefire olan ilginin giin gegtik¢e artmasma neden olmugtur (54).
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Sindiriminin kolay, proteince zengin olmasi nedeniyle kefir, hastalar ve
gocuklar i¢in uygun bir besindir. Hatta 20-30 giinliik bebeklere bile giinde 1-2 kasik
icirilmesi Onerilmektedir. Endiistriyel kefir Gretiminde L (+) laktik asidin ortama
hakim olmas1 Ozellikle anne siitii ile beslenen gocuklarin beslenmesinde Gnem
tasimaktadir (147).

1.3.1. Yiiksek Tansiyon Uzerine Etkisi: Kefir bakterilerinin siitiin
fermantasyonu swrasinda  kazein {izerindeki proteolitik  aktiviteleri sonucu
olugturduklann  biyoaktif peptidlerin duyarh insanlarda yiiksek tansiyonu
baskilayabilecegi ileri siirtilmiistiir (76).

1.3.2. Kolesterol Uzerine Etkisi: Baz1 kan lipitleri diizeyinin artmas: kalp-
damar hastahiklan i¢in risk faktorii olarak 6nemlidir. Kefirin serum kolesterol {izerine
azaltict etkisinin nasil olugtugu tam olarak bilinmemekle birlkte Lact.
acidophilus’un  kolesterol molekiiliinii asimile edebilme &zelligi oldugu ileri
stiriilmiigtiir. Aynica kefirdeki diisiik pH’ya bagh olarak kolesteroliin presipitasyonu
sonucu da kolesterol seviyesinin diisebilecegi bildirilmistir (3, 127).

Laktobasillerin enzimatik olarak safra asitlerini dekonjuge ederek onlarmn
viicuttan atibmlarini hizlandirmalarryla safra asitlerinin yapmm i¢in gerekli olan
kolesteroliin harcanmasi sonucu serum Kkolesterol diizeyinin azalabilecegi ileri
stiriilmiistir (18).

1.3.3. Kanser Uzerine Etkisi: Probiyotik bir iiriin olan kefirin kanserden
Ozcllikle kolon kahserinden konakgryr korumalan ile ilgili cesitli hipotezler ileri
stirilmiigtir. Konak¢iun immun yanitm arttrrarak, yarisma kolonizasyonu veya
inhibitdr maddeler “ile kisa zincirli yag asitleri ve bakteriosinler iireterek,
antimutajenik ajanlar iireterek, safra tuzlarmm ikincil safra tuzlarma doniigiimiing
cngelleyerek etki ettikleri belirtilmektedir (42).

1.3.4. Toksin Reseptorierinin Yikimlanmas: : Probiyotik bakterilerin bazi
bakteri toksinlerini notralize etmeye elverisli metabolitleri tiretme kapasitesine sahip
oldugu belirtilmistir (103). A

1.3.5. Immun Sistemin Uyanimas: : Lact. acidophilus ve Bifidobacterium
bifidum gibi probiyotiklerin immun sistemin bazi fonksiyonlarim etkiledikleri
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bildirilmistir. Bu etkiler salgisal yanit, hiicresel ve spesifik olmayan immun yanit
seklinde gruplandirilabilir (40, 110).

1.3.6. Anemi Uzerine Etkisi : Sovyetler Birligi'nde 4-6 yas arasmdaki 101
cocuk iizerinde yapilan bir arastrmada qocuklarn kanlarmdaki hemoglobin miktary,
kefir ile beslenmeden &nce 11 mg/100 ml iken bir ay sonra bu degerin arttify rapor
cdilmigtir. Arastrma sonunda anemili gocuklarin kefir ile beslenmesi Onerilmigtir
(12).

1.3.7. Sindirim Sistemi Uzerine Etkisi : Kefir mikroflorasmdaki bakterilerin
bagirsak mikroorganizmalarina karsi yiiksek antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu
ve kefirine sindirimi kolaylagtirmasinda etkili olan faktérlerin arasinda Kalsiyum
tuzlart ve CO,’nin varhy ile @irin salgismm sivilasmasi ve bu yolla idrarm artmnlmas
oldugu belirtilmistir (58).

Hayvanlarda ve insanlarda yapilan arastrmalarda Lact. acidophilus ve Lact.
bulgaricus igeren fermente siit lriinlerinin tiiketilmesiyle midedeki koliform grubu
organizmalarm sayisinda diigme, laktobasillerde ise artma goriildiigii rapor
cdilmektedir. Bu raporlarda tiim fermente st mamulleri gibi siirekli kefir
tiketilmesinin bagirsak florasim dizeltti3i ve buna bagh olarak bazi bagirsak
rahatsizhiklarinu iyilestirdigi agiklanmugtir (105, 147).

Asiditesi ndtralize edilmig Kkefirle tedavi.edilen mide ve duedonum
iilserlerinde olumlu sonuglar alindig1 ve midede asitligin diigtigh, agn ve sindirim
rahatsizliklarinin azaldig1 belirtilmistir (83).

Hafif asidik kefir ve onun karakteristik mikroflorasmm, tiikiirik, mide ve
pankreas salgisin kolaylagtrdig ve bagirsak hareketlerini diizenledigi bildirilmistir.
Kefirin bagirsakta gidalarin hareket etmesini ve laktik asit, asetik asit ve antibiyotik
benzeri maddelerle de ince bagwsak faaliyetlerini kolaylagtirdift rapor edilmigtir
(76). |

Probiyotik bakterilerin bagirsak epitel ylizeyindeki bakterilerin yapisma
alanlarma tutunma Ozelliklerinden dolayi1 yiizeyin dominant mikroflorasm
olusturduklart ve patojenlerin veya diger bakterilerin Giremelerini smirlandirdiklan
bildirilmigtir (110, 135).
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1.3.8. Kefirin Antibakteriyel ve Antifungal Etkisi: Aragtwmalar kefirin
antitiimoral aktivitesi, immiinostimulan etkisi ile hem antibakteriyel hem de
antifungal aktivitesini ispat etmigtir. Laktik asit bakterilerinden ¢ok metabolik
trinlerin  saprofit ve patojenik bakterilerin Giremeleri Gizerinde giiclii bir inhibitdr
etkiye sahip oldugu bildirilmigtir (117). Bu etki, mevcut besinler i¢in rekabet ve
inhibitdr metabolitlerin dirctimi (H,0,, organik asitler, diasctil ve bakteriosinler),
gibi farkh mekanizmalan igerdii ve ¢ogu durumda, bu faktorlerin birlegmesinin,
inhibisyonu giiclendirebilecegi bildirilmistir. Ryan ve ark. (115) incelenen  ¢ogu
Gram pozitif bakterilerin, bazi laktik asit bakterilerinin {irettigi bakteriosine karst
duyarh oldugunu fakat Salmonella typhi, Escherichia coli ve Pseudomonas
aeruginosa iizerinde etkili olmadigimi gdstermigtir.

Kefirin g:esitli' Gram negatif ve Gram pozitif bakterilere karst antimikrobiyal
etkisi oldugu ve kefirde olusan asetik asit, H,O, gibi maddeler ile antibiyotikler E.
coli ve salmonella gibi bazx patojen bakterilere karg1 antibakteriyel etki gosterdigi
bildirilmigtir. Ulkemizde yapilan g¢alismalarda kefiin Gram pozitif koklar,
stafilokoklar ve Gram pozitif basiller {izerine etkili oldugu ayrica C. albicans, C.
tropicalis, C. stellatoidea, C. crusei, C. albicans klaur, Sacch. cerevisiae,
Rhodotula, Torulopsis glabrata, Microsporium namum ve Trichopyton
mentagrophytes, Trichopyton rubrum’a kargt antifungal etkisinin bulundugu
belirlenmistir. Invivo ve invitro olarak yapilan gesitli ¢ahgmalarda kefir ve
tanclerinin antitiimorol, hipokolestemik ve immunomodiatdr edici etkisi bulundugu
da bildirilmektedir (64, 127, 148). o

1.3.9. Laktoz Intolerans Uzerine Etkisi: Kefir olusumu swasmda
mikroorganizmalarin siitteki proteinleri pepton, peptid hatta amino asitlere; laktozu
da laktik asit ve alkole kadar pargaladiklarindan laktoz miktarmm siite oranla daha
diistik olmasi nedeniyle laktoza karsi duyarlihigi olan kisilerce daha kolay sindirildigi
ve kefirde fermantasyon sonucu olugan laktik asidin % 90 dan fazlasmm IL(+) laktik
asit oldugu bildirilmistir. Fermente siit driinlerinde L(+) laktik aside &zel bir nem
verilmektedir. Laktik asidin izomer formundan sadece L(+) laktik asit insan
metabolizmasinin intermedier {riinii olarak olugtuu ve daha sonra CO, ve H,O’ya
pargalanarak enerji kaynaf: olarak ve kismen de glikojen yapmmda yeniden
kullanildigs, bbylece insan organizmasinda kalntisiz ve hizh bir sekilde pargalandipa



24

belirtilmektedir. Kefirde bulunan laktik asit igerigi % 0.6- 1 kadardr (2, 17, 19, 29,
52, 121).

Cesitli hastaliklarm iyilestirilmesinde hastalik siresince giinde 1 litre kadar
kefir alinmasi gerektidi, hatta bunun 6 aydan 1 seneye kadar devam edebilecegi
bildirilmektedir. Bu miktarin bir defa da degil 2-3 icimde almabilecegi, Glser gibi
midc rabatsizliklan igin, icilecek kefirin eksi degil taze olmasi gerektifi belirtilmigtir
(147).

Kefirin yiiksck diizeyde besleyici, biyolojik ve diyetetik degere sahip oldugu
gastrointestinal ve metabolik hastaliklar, hipertansiyon, kalp hastah$ ve alerjik
hastalarin yam sira saghikh insanlar igin de tavsiye edildigi belirtilmigtir (76).

Ulkemizde siit igme aliskanligmm yaygm olmadig dikkate ahnirsa, fermente
stit driinleri tiiketiminin 6nemi bir kat daha artmaktadir. Diizenli tiiketildifinde
iyllesmeyi tesvik ettifi ve agmlk artip safladifma da dikkat cekilmistir (120).
Ayrica sinirsel rahatsizhk, istahsizlik ve uykusuzluga karsi dogal bir ilag oldugu
bildirilmistir (147). |

1.4. Kefir Uretim Teknikleri

Kefirin tarihsel kaynagi Kafkas daglarmda koyun veya kegi sitiinin
mezofilik sartlarda  hayvan derisinden yapilan ¢antalarda, kilden yapilmg
¢Omleklerde, deri torbalarda veya tahta kaplarda kefir taneleri ile fermantasyona
birakimasiyla baslamustir. Olugan kefir alinip yerine taze sit ilave edilerek bu islem
devam ettirilmigtir. Torbalara konan taze siit ve kefir taneleri giin boyu evin giriy
kapisina asilarak buradan eve giris-gikiy yapildikga deri torbamn galkalanmasi
saglanarak asitlifi yiiksek, icilebilir kivamda, kopiikli hafif alkolli kefirin firetildigi
bildirilmigtir (108). Kefire islenecek siitlerde fermantasyon, fig1 ya da tulumun i¢
ylizeyinde dagim§ olan jelatinimsi yapida ve suda erimez Ozellikte, irili ufakh,
pismi§ pirince veya karnabahar ¢igeklerine benzeyen beyazimsi san tanelerle
baslatilmstir (94). _

Kaliteli bir kefir Gretimi, kullanilan site, uygulanan pastorizasyon ve
homojenizasyon normuna, killtiiriin niteliine, agilama miktarma, inkiibasyon siire ve
sicakligina, ambalsjlama ve muhafazaya bagh bulunmaktadir.
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1.4.1. Cig Siitiin segimi

Onceleri sadece kisrak siitiinden hazirlanan kefir, sonralan genis gapta inek
siitiinden islenmeye baslamustir. Kefirdeki yag icerigi de ilkelere gdre degismektedir.
Polonya’da %2 yagh siitten kefir dretilmekte, Norve¢’te ise tam yagh sit
kullanilmaktadir (100). Kefir rekonstite siitten ya da UHT siitle de dretilebilir. Kefir
dretiminde istenilen kivamm elde edilebilmesi igin siit proteinlerinin tamamen
denatiirasyonu gerekli oldugundan, iretim sirasinda UHT sitlere ikinci kez bir isitma
islemi uygulanmas: gerektigi ileri siiriilmastiir (6).

Farkli tir siitler kullamlarak dretilen kefirlerde olgunlagma swrasindaki
degisikliklerin incelendigi bir ¢cahsmada en iyi kefirin inek siitinden Gretildigi fakat
sagim hijyenine uyularak panelistlerin olumsuz puan verdikleri tat ve koku faktori
ortadan kaldirilirsa en iyi kefirin kegi siitlinden de yapilabilecegi bildirilmigtir. Kefir
yapimunda siitiin diinda peynir suyu, yagsiz siit ve yayik a1 gibi stitiilik artiklarmn
da kullanilmasinin miimkiin oldugu bildirilmistir (141).

Sahan (125) farkh siitlerle yapian kefirin kimyasal 6zelliklerini Tablo 4°de
verildigi gibi belirtmigtir .
Tablo 4. Farkl siitlerden yapilan kefirlerin bazi kimyasal 6zellikleri (125).

Kefirin Ozelligi inek siti Kegi siitii Koyun siitii
PH 4,28 420 433
Asitlik (SH) 46,7 46,9 53,2
Fermente laktoz orani (%) 33,7 34,6 40,3
Kuru madde azalma (%) 15,9 14,4 9,9
Vizkozite (sn) ' 2,73 2,87 93
Alkol miktari (%) 0,26 0,29 037
CO, igerigi (g/l) 1,61 L10 2,14

1.4.2. Cig Siitiin Isitilmas: ve Homojenizasyonu

Cig siit once homojenizasyon sicakh@ma kadar 6n isitma islemine tabi tutulur
ve 70 °C’de, 150-200 bar basingta homojenize edilir. Bu sayede istenilen kivam
saglanmug olur (22). Homojenize edilmis sitn sttlmast son firiin igin gok biiyik
Oncm arz ctmektedir. Bu islem ile serum proteinlerinin bitylik bir kisrm denatiire
olur. Bu islem 95 °C’de 5 dakika sirede yapilmaktadr. Denatiire olan serum
proteinlcrinin su tutma kapasiteleri artarak Griinde viskozite artis1 ve aym: zamanda su



26

salma da azalma olusur. Istma islemi ile sitteki istenmeyen mikroorganizmalar da
yok edilir 22).

Wegner ve Zickrick (144), kuru madde miktarnm, ya§ oranmm artmas: ve
homojenizasyon ile kefirin yapisim diizeltmenin mimkiin olmayacagim
bildirmektedir. Bunun yam swra Thomsen (134) artan yag icerifinin {iriinde
acilasmaya neden olabileceginden sdz etmektedir.

Isi uygulamasmmn kefirin kalitesi {izerine etkisini inceleyen Bondarev (15),
kefir iiretiminde kullamlacak siite dort farkl 1s1 periyodu uygulamugtir. Bunlar; 85 —
87 °C’de 5-10 dakika, 92-95 °C’de 20-30 dakika, 110 °C’de otoklavda ve gifte
pastdrizasyonla (plakal st degistiricide), 72-76 °C’de istma ve sonra 85-87 °C’de
20 dakika pastSrizasyondur. Belirtilen normlarda is1 islemi uygulanarak hazirlanan
siitlere % 4 kefir kiiltiirii ilave edilmis ve 20 °C’de inkiibasyon uygulanarak, iiretilen
kefirlerin aroma, viskozite ve su salma Gzellikleri incelenmigtir. Bulgularda; 1stya
bagh olarak kivamdaki artigin, serum proteinlerinde denatiirasyonun daha fazla
olmasindan ileri geldigi ve kefir siitiinin 92-95 °C’de 20-30 dakika isitilmasmm en
iyl uygulama oldugu agiklanmustir. Cifte pastdrizasyonun ise ekonomik bir ybtﬁem
olmadig; bildirilmistir.

Norveg’te yapilan diger bir ¢alismada, Piechocka ve ark. (100) tarafindan, %
0.06, % 0.5, % 1, % 2, % 3.5 yag iceren siitlere, 1s1 ve homojenizasyon basmcmm 9
farkll kombinasyonu uygulanmugtir. Farkli islem g6rmiis 9 ornek, 18 ve 22 °C’lerde
18 saat inkilbe edilmistir. Cahymada, % 0.5 yagh ve yag: almmug siitlerle yapilan
kefirin Gst kisminda serum aynlmasmn, digerlerine oranla  belirgin oldugu
kaydedilmistir. Kivam, homojenizasyon isismm artmimasmdan olumlu ydnde
ctkilenmigtir. 220 atii basingta homojenizasyon ve 94 °C’de 10 dakika 1si islemi en
iyl kalite faktorleri olarak Gnerilmistir. Yag miktarmm % 0.06°dan % 2’ye ¢ikmasi,
duyusal niteliklerin belirgin sekilde diizelmesine neden olmustur.

Kusursuz bir kefir eldesi igin, dncelikle kaliteli ¢ig siite gereksinim vardir.
Kullanidacak siitin antibiyotikten arnmug, bakteri sayismm 10%nm altinda ve
asitliginin 6.8 SH’y1 ge¢memis olmasi gerektigi belirtilmistir (134).
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1.4.3. Mayalama

Giiniimiize degin laboratuar kogullarinda tane {retiminin bagariya
ulagamadipy, kefir {iretiminde starter kiltiir olarak kullanimak fizere yeni tanelerin
sadece daha 6nce olusmus baska tanelerin kullanilmasryla dretilebildigi belirtitmistir
(106).

Tavlag (131), tane ve kiiltir ile yapilan dretimlerde en belirgin farklih3m
kuru madde ve yag oranlarinda gozlendigini, kefir kiiltiirii ile Gretilen kefirlerin
kimyasal ve
sonuglari verdigini belirtmistir.

Karag6zlii (51)’niin kaynatilmis, pastdrize ve steril sit kullanarak kefir
kiltirit ve kefir taneleriyle ayn ayn hazrladifi kefirlerde yaptign fiziksel ve
kimyasal analiz sonuglarini Tablo 5°de verildigi gibi belirtmistir.

duyusal nitelikler agismdan tane ile yapian iiretime gbre en iyi

Tablo 5. Farkh siitler kullamlarak kefir tanesi ve kefir kiiltiird ile mayalanms
kefirlerin baz1 kimyasal dzellikleri (51).

Kaynatilmg siit Pastérize ve steril siit
Kullanilarak yapilan kefir droegi kullanmilarak yapilan kefir 6rnegi
Tane ile Kiltir ile Tane ile Kiiltir ile

_ mayalama mayalama mayalama mayalama
PH 4,17 4,16 4,03 ve 4,17 4,00 ve 4,15
Asitlik (SH) 40,98 38,85 37,02 ve 39,48 36,72 ve37,70
Kuru madde (%) 11,46 11,77 9,31 ve 9,62 9,87 ve 9,65
Yag (%) 2,80 2,75 2,60 ve 2,60 2,65 ve 2,60
Protein (%) 3,39 3,48 2,71 ve 2,87 2,67 ve 2,93
Laktoz (%) 3,30 3,75 3,23 ve 2,69 3,50 ve 2,94
Kil (%) 0,69 0,72 0,63 ve 0,58 0,61 ve 0,64
Serbest yag asitleri 44,84 39,05 27,41 ve 42,07 19,87 ve 58,22
(mleq/100 g )

Kurutulmus kefir taneleri 30-32 °C’deki su igerisinde 3 saat tutulur Siire
sonunda taneler giser ve ylizeyde toplanr. Yizeydeki bu taneler almarak
kaynatilmig-sogutulmus suyla yikanir. Sterilize edilmis yagsiz siite 1 kisim tane 3
kisim siit oraminda agilamir. 19-20 °C’de 24 saat inkiibasyona brrakilir. Inkiibasyon
sonunda yiizeydeki taneler alitur, daha dnce asilandifn gibi siite agilanir. Bu islem
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siitte gaz kabarciklan goriiniinceye kadar tekrarlanir. Siitte gaz olugumu kefir
mayasinn aktif hale geldiginin bir gdstergesi olarak belirtilmigtir (50).

Kuru kefir tanelerinin, sporlu bakterilerle kontamine olmas1 sonucu saghga
zararh olabilirler. Biyiikk kefir tanclerinin ise i¢ kisimlarinda bozulmalar
olabileceginden tehlike yaratabilecegi ve bu nedenle kuru kefir taneleri ve bilyik
tanclerin kullanilmadan 6nce kontroliiniin zorunlu oldugu bildirilmistir (114).

Kefir taneleri isttilmig, homojenize edilmis ve inkiibasyon 1s1 derecesine dek
sogutulmus siite agilanr. Bulasma riskini ortadan kaldmmak igin firetim asamasinda
hijyene gok dikkat edilmesi gerekmektedir. Uretim iki basamakh olabilmektedir. Bu
durumda {iretimin birinci basamaginda, ana kiiltiir i¢in siite % 5 oraninda kefir
taneleri agilanir. Inkiibasyon 23 °C’de 20 saatte tamamlanir. Inkiibasyon genellikle
2 asamadan meydana gelir. Once 20 °C’de (16-23 °C) laktik asit fermantasyonu olur.
Inkiibasyonda arzu edilen pH (4.5-4.6) degerine ulasiidiktan sonra kefir taneleri steril
bir slizge¢ yardimiyla pihtidan aynlr ve su ile ykanr. Inkiibasyonun * ikinci
agamasmda ise pihtilasan siit 10 °C (5-15 °C)’de olgunlagmaya brrakilir. Bu agamada
alkol fermantasyonu agirliktadir. Birinci asama i¢in siire 8-12 ya da 24 saat, ikinci
asama i¢in ise 1-3 giindiir (22, 55, 118).

Urctimin ikinci basamaginda isc, isletme kiiltirii hazirlamak i¢in siit ana
kiiltiirden agilanir. Bunda da aym sekilde isitilmug ve homojenize edilmis siit
kullanilir. {lave edilen miktar yaklagik % 3-5 oranmndadr. 23 °C’de 20 saat inkiibe
ettikten sonra elde edilen isletme kiltiirli, esas kefir Giretiminde kullanilir (22). Siit,
isletme  kiiltiirii ilq aglanir ve 18-20 saat inkiibasyona brakilr. pH 4.5-4.6
oldugunda, kefir 4-6 °C’ye kadar sogutulur. pH’nin daha da diigmemesi igin, bu
soputma isleminin 20 dakika gibi kisa bir sirede gergeklestirilmesi gerektigi
belirtilmistir. Sogutmadan sonra {iriiniin stabilitesinin saglanmasi i¢in kefir depolama
tankina aliur. Burada denatiire olan proteinler serbest suyu absorbe ederler. Baylece
lirliniin viskozitesinin daha da artti1 belirlenmistir. Dolum @nitesine pompalanarak
ambalajlanir ve soukta depolanir. Ambalajlanmug kefirin pH degeri 4.34.5 ve SH
degeri ise 40-60 arasinda olmas: gerektigi rapor edilen veriler arasmdadur.
Tcknolojisine uygun bir dretim yapildiginda alkol oranmm % 0.2-0.8 kadar oldugu
kaydedilmigtir. Normal siit sigelerinin kullanilmasindan dolayr ugucu alkolin biiyiik
bir kismu aynlmaktadir. Yag oram siitte % 2.5 olarak ayarlanabilir (22). Disiik
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fermantasyon 1sis1, maya gelisimini sagladigmdan alkol fermantasyonuna neden olur.
Fermantasyon isistin yiiksek olmasi ise laktik asit bakterilerinin daha fazla
gelismesi nedeni ile asitligin artmasma neden olur (80).

Shmeleva ve Yakovlev (124), Rusya’da tanklarda kefir {iretimi yerine kefir
kialtiri ve kefir siitliniin siirekli {iretim yOntemlerinin gelistirilmesi {izerinde
¢ahgmalar yapmuslardir. Rus patenti alan bu dretim ydnteminde pastrizasyondan
sonra sicaklim 20-25 °C’ye sogutulmasi ve olgunlagma tanklarma almmas:
seklinde planlanmig ve olgunlagma tanklarinda pihtilagan {riin hidrostatik bir basing
altinda siiziilerek tanelerden aynlmistir. Siizme asamasinda asitligin 24 SH oldugu
bildirilmektedir. Olgunlagma tankindan siirekli siiziilen {iriindin kiiltir olarak
degerlendirilebilecegi ifade edilmektedir. Bu yontem Rus patenti almugtur.

Geleneksel Kefir Uretimi : Bu yontemde kefir yapilacak siit 90-100 °C’de 5-
10 dakika ssitildiktan sonra 20-25 °C’ye kadar sogutulur. Bu siite % 2-10 oraninda
kefir tanesi katilir ve iyice kangtirilir. 20-22 °C’de 18-24 saatlik fermantasyondan
sonra piht1 homojenize edilir, taneler stizgegten gegirmek sureti ile aynilir. Siizgegte
kalan tancler yeni bir kefir yapiminda kullanilacag gibi yikanarak veya oda isismda
kurutulduktan sonra 4 °C’de muhafaza edilebilir. Rus metodu olarak bilinen diger
yontem isc daha blyiik oranlarda kefir {iretiminde uygulanmakta olup, Giretimde iki
asama vardrr. [k asamada taneler siite % 2-3 oraninda inokiile edilir. Fermantasyon
sonunda taneler siiziilerek ana kiltir olarak, lretimde % 1-3 oranmnda tekrar
kullanilabilir. Bu tip dretimler gok asamah oldugu i¢in kontaminasyoma agiktir.
Ayrica her {retim standart olmadigi igin mayalarm fermantasyonu ile CO,
ambalajda sisme ve patlamaya neden olabilir. Gelencksel yolla iretilen kefirin raf
Omri 3 giin kadardr (36, 138, 153).

Kefir, degisik yontemlerle elde edilebilir. Henneberg evde kefir idretimi igin
su bilgileri vermektedir. 20 gram kefir tanesi, sitilmis ve 20 °C’ye sogutulmusg 1 litre
siite agilanir. 24 saat sonra taneler siiziilerek aynlr ve kefir CO, gaz kagmayacak
sekilde kapakli bir siseye almur. Kapali ve serin bir yerde ara sia calkalamak koguht
ile 24 saat bekletildikten sonra tiiketilir (134).

Endiistriyel Kefir Uretimi : Endistriyel kefir iretimi ile ilgili farkh
yontemler bildirilmekle beraber temel islemler aymdir. Kefir tanelerinden saf kiltir
bazirlanir. Bu amagla lLiyofilize veya dondurulmus kefir kiiltiri kullaniir,
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Homojenize edilmis ve %8 civarinda kuru madde igeren inek siitii 90-95 °C civarinda
5-10 dakika sitilir. Siit 18-24 °C’ye kadar sogutulduktan sonra % 2-8 civarinda kefir
kiltirdi ile mayalanir ve aym 1s1 derecelerinde 18-24 saat inkiibasyona bmrakilir. Bu
sirada sik sik kanstinlarak mikroflorann homojen bir sckilde dagilmasi saglanir.
Inkiibasyon sonunda pH 4.4-4.9 arasinda degismektedir. Baz isletmelerde kefir 12-
14 °C’de 24 saat olgunlasmaya birakilirken, bazilarinda ise dogrudan 3-10 °C’de ki
soguk odaya ahnir (44, 66, 146). Endistriyel kefir Gretim gemas1 Sekil 1°de
verilmigtir (129).

Sekil 1. Endiistriyel kefir {irctim gemast (129).

Cig siit
On 151tma(65-70 °C)

Homojenizasyon 17.5-20.0 MPa Yagsiz siit

Is1 uygulamasi (90-95 °C/5dk) Ist uygulamasi (90-95 °C/30-45 sn)

N _
Sog%ma (22-25°C) J Si\mna(ﬂ- 0 Haftada iki kez tartmm

v 1

Inkdbasyon (% 2-3 /yaklagik 12 saat) -, Inkibasyon % 5 tane/20saat  Yikama

Sogutma (14-16 °C) Tanenin Siizme l Kefir tanesi
v Bl ¥

Olgunlastirma (14-16 °C) «— Siiziintii

Sogutma (5-8 °C) |, Sopuma 10°C

Paketleme

Soguk muhafaza

A : Onceki veya sonraki giin igin kefir Gretimi
B : Bir giln ya da iki dnceki giin igin starter dretimi
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Isletmelerde kefir {iretimi icin gerekli donanmlar su sekilde siralanabilir;
Kefir kiiltiriini dretmek ve muhafaza etmek igin ckipman, kefir siitiinii fermente
etmek igin tank ve siizgeg ya da filtre, pihtilasan kefir sitiini depolama tank: ve
doldurma makinesi (90).

1.4.4 Tanelerin Geri Kazamilmas:1 ve Muhafazas:

Kefir taneleri kullamldiktan sonra siizilip, kaynatims sogutulmus suda
yikanir. Kisa siire iginde kiiltiir ya da kefir iiretiminde kullamlmayacak tancler 8-10
giin 4-5 °C’de yas durumda saklanabilir. Uzun siiren fermantasyon siirelerinden
sonra aktivasyon azalmasi sonucu lezzet ve kivamda azalma meydana gelebilir.
Yikama isleminden sonra, normal starter mikrofloranm yapismm diizelecegi, taneler
uzun siirc kullanilmayacaksa oda sicakhginda 36-48 saat kurutulup aliiminyum folyo
icerisine sarilarak soguk ve kuru bir yerde 12-18 ay aktivitelerini kaybetmeden
saklanabilecegi bildirilmistir (47, 58, 62).

1.4.5 Kefir Starterleri ve Taneleri ile Mayalama

Kefir fermantasyonu sonrasi tanelerin geri kazanilmasi ozellikle biyik
miktarlarda tiretimde yorucu ve zaman gerektiren bir istir. Petterson (97) tanelerin
geri kazamlmasm gerektirmeyen ticari kefir dretimi icin liyofilize starter
gelistirmistir. Homolaktik streptokok, laktobasil ve Candida kefir’in sclektif suglan
her bir ekimde aym pH’da, konsantre ve liybﬁlizc etmis, son igerigi % 75 Lact.
lactis, % 24 Lact. lactis biovar diasetilactis, % 0.5 Lact. lactis biovar Iactobaéilli ve
%0.1 maya olacak sekilde kangtormstr. Bu starterler iiretimde daha iyi bir aroma ve
tat clde etmek i¢in kullamlmistir (daba ¢ok diasetil, daha az maya tadi). Fakat
mayalann disiik sayis: irlinde daha az CO, ve daha az etil alkol olusumuna neden
olmugtur.

Klupsh (55) iki starter igeren tek kullanmmiik kefir starteri patentini almustir.
Lact. lactis ssp, lactis ve onun biovar diasetil ve cremoris ile Lact. acidophilus, Lact.
brevis ve Lact. Iaétis’i de igeren kangik bir starterden %2 oranmnda siite agilanarak
24-27°Cde pH 4.4’¢ diigene kadar inkiibe edilmistir. Siit sogutulduktan sonra - Lact.
brevis ve C. kefir kiiltiiril ilave edilmistir. Fakat inkiibasyon devam etmemistir. Uriin
bu nedenden dolay: maya icermis fakat mayalarca fermente edilememistir. Petterson
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(97)’un starterlerinde oldugu gibi yukarnida bahsedilen {riiniin daha az etil alkol
icerdifi ya da gazsiz oldugu goriilmistir. Bu Griniin ambalajlanmasinda gaz
olusumundan kagmilmistrr. Fakat bu {riinde istenilen kopiirme kalitesini
saglayamamugtir (55). y

Kefir taneleri kompleks bir mikrofloraya sahip olduklarmdan, optimum
kosullarda stabil kompozisyonlu bir starter clde etmek gilic olmaktadir. Kefir
tanelerinin aktiflestirilmesi ve Gretimi icin gerekli kosullardan birinin olmamasi,
starterlerin  mikrobiyal kompozisyonunda degismelere ve fermantasyon siiresinin
uzamasmna yol agar. Bunun sonucunda da arzulanan kalitede bir iiriin elde edilemez.
Kefir tanclerini olusturan mikroorganizmalar kendi kendilerini regiile ectme
ozelliginde olduklarindan arzulanan kompozisyonlu bir starter elde etmek igin uygun
kogsullarin saglanmas: gerekir. Endiistriyel kefir Giretiminde, tanelerin bu 6zelliinden
yararlanlir (114).

Kefir florasim ve kompozisyonunu etkileyen faktérler sunlardir (114):

1. Tanenin Site Katilma Orami; kefir tanelerinin 1:10, 1:20 gibi bityik
oranlarda siite ilave edildiklerinde homofermantatif ve heterofermantatif laktik asit
streptokoklari ve mayalarin minimum diizeyde gelistifzi ve bunun pedeninin hizh
asitlik gelisimi oldugu bunun sonucu olarak asitligin hizh geligmesinin fermantasyon
sliresinin kisalmasina neden olacag: belirtilmistir. Termofilik laktobasiller ve asetik
asit bakterileri starterlerinin siite katima oranmndaki degismelerden etkilenmedikleri
tanelerin  siite katlma oram azaldiginda, asii mikrofloray1 olugturan
mikroorganizmalann sayisinda artiy goriildigi ifade edilmistir. Kefirdeki tim
mikroorganizmalarn aktif olarak gelistikleri katilma oram 1/50 olarak saptanmugtir.
Tanclerin siite 1/10 oramnda katildiklarinda pH degeri 3.6-3.8 olurken, 1/30-1/50
oranminda katildiklarinda bu deger 4.4-4.6 olmaktadir. 1/30-1/50 katilma oram yiiksek
diizcyde ugucu yag asitlei ve CO, olusturmaktadoe. Bu durum starterdeki
heterofermantatif laktik asit streptokoklarmm ve mayalarm fazla gelisme
gostermclerinden kaynaklanabilecegi belirtilen veriler arasmdadir.

2. Inkibasyon Sicakligi ve Siresi; -kefir tanelerinin yiiksek inkibasyon
sicakligina maruz  brakidiginda homofermantatif laktik asit  bakterileri
(streptokoklar ve laktobasiller) daha az gelisti3i ¢iinkii bu suslann mezofilik
karakterde oldugu belirlenmigtir. Kefir starterlerinde temel olan tiim mikroorganizma
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gruplanimi hakim kilabilmek i¢in, tanelérin inkiibasyon sicakhgmda 5-6 saat daha
phti ile birlikte tutulmasi gerektigi onc sirilmigtir. Baz durumlarda piht
olustuktan sonra sicakligt 7-10°C ye diisiirerek, taneler ile starter 24 saat bir arada
bekletilir. Bu iglemin mikrofloranin  kantitatif kompozisyonunu ve karakterini
degistirmedigi ancak bu sxradé Mycoderma tipi mayalarm bulagmasmn engellenmesi
gercktigi, bekletme siiresi ¢ok uzarsa Geotricum candidum’un geligerek tat ve
kalitenin bozulmasina neden olacag: belirtilmigtir.

3. Kanigtirma ve ytkama; kanstirma igleminin starterin homofermantatif laktik
streptokok ve maya icerifini 10 kat artiracag dier bakteriler {izerinde ise bir etkisi
olmadii ayrica karistirma ile siit i¢inde mikrobiyal metabolitlerin daha iyi dagilim
saglanacag: belirtilmigtir. Kefir tanesinde bulunan mikroorganizmalardan sadece
mayalarin yikama isleminden etkilenmedigi, hatta bu islemin mayalarm gelisimini
stimiile ettigi bildirilmistir.

Gerekli tiim kosullar hazirlanarak elde edilen kefir starterinin 1 ml’sinde
bulunmasi gereken mikroorganizma ¢esidi ve sayismmn, homofermantatif mezofilik
laktik streptokoklan 10%-10° kob/ml termofilik laktobasiller 10° adet/ml,
heterofermantatif laktik asit streptokoklar 10*-10° kob/ml, mayalar 10°-10° kob/ml,
asetik asit bakterileri 10°-10° kob/ml ve asitligin 42-44 SH olmast gerektii 6ne
stirtilmiistir (114). |

1.4. 6. Kefir Cesitleri

Yagsiz siitten veya yagh siitle elde edilen normal kefirin yam smra son
zamanlarda kefir firetiminde ilging gelismelerden biri meyve ile aromatize edilen
kefir siitlidiir. Antonov ve ark. (10) tarafindan gelistirilen ydntemde, standardize
cdilen site 74-76 °C’de 15-20 saniye ve sonra 85-87 °C’de 5-15 dakika cifie
pastdrizasyon normu uygulanmis ve sonra homojenize edilen siit sogutulup meyve
ve scker surubu kangmm ile 1:1 ya da 1:2 oranmda ya da kefirin % 12 -20’si
oraninda meyve suyu ile kangtirihip sigelenebilecegini bildirmiglerdir.
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1.4.7. Ambalajlama ve Muhafaza

Kefir koyu renkli cam gigclerde veya tetrapak ambalajlarda 3-4 °C°de 2-3 giin
buzdolabnda muhafaza edildikten sonra satisa sunulabilir. Buzdolabmda bekleme
sirasinda mikroorganizmalarin faaliyetleri sonucu kefirin tadi ve aromas: degisebilir.
Bu sekilde buzdolabmda 1-2 giin bekletilen kefirin daha kivamh hog aromal oldugu
ve daha ¢ok begeni kazandifn ve ticari Giretimde siselenmis kefirin raf Smriiniin 3-4
°C’de 8-10 giin oldugu belirtilmigtir (58).

Kefir tancleri hemen kullanilmayacaksa kuru veya yas olarak muhafaza
edilebilir. Her iki yontemde de tanelere uygulanan islemlerde hijyen ve sanitasyona
dikkat edildifinde tancler birgok kez kullamlabilir. Evde kefir Giretiminde tanelerin
muhafazas: igin basit yontemler vardir. Taneler 6ncelikle igilebilir Szellikteki su ile
yikanur ve oda isisinda 36-48 saat bir kagit ya da temiz bir bez pargasi {izerinde
kurutulur. Serin ve kuru bir yerde muhafaza edilir. Bu basit yontemin tanelerin
kontamine olmasmna, bundan dolaytr da simbiyotik floranm degismesine yol
agabilecegi, bu nedenle su hijyeninin yeterince iyi olmadifz bSlgelerde
kontaminasyondan korunmak igin tanelerin yikanmasinda kaynatilnmg sogutulmus su
kullanilmas: gerektigi belirtilmistir (64, 145).

Taneler yas olarak 4°C’de veya oda sisinda 36-48 saat kurutularak muhafaza
edildifinde kuru kefir taneleri 12-18 ay aktivitelerini koruyabilirken, yas tanelerin
ancak 8-10 giin aktivitelerini koruyabilecegi belirtilmistir (30).

Duitschaever (25) tanelerin soguk su ile yikanip 2-4 °C’de 2-3 gin
bekletildikten sonra siv1 nitrojen iginde aylarca muhafaza edilebilecegini bildirmigtir.

Bu yontemlere alternatif olarak, yikanrms taneler % 0.9 steril fizyolojik tuziu
su iginde 4°C’de dnemli bir aktivitc kaybma uframadan 2-3 ay saklanabilir (145).
bununla beraber taneler dondurulup kurutularak saklanabilir. Fakat bu yontemde
mayalarin % 80’inin tahrip olabilecegi, taneler tekrar kullanilirken, daha &nce
taneden izole edilmis mayalarm ilavesiyle tanenin standardize edilmesi gerektigi 6ne
sirilmigtlir. Bu gckilde muhafaza edilen tancler ticari sekilde piyasaya
sunulmaktadir (97). . |

Garrote ve ark.(30) Tanelerin farkh muhafaza ySntemlerini kargilagtirmus ve
tanclerin muhafazasinda  alternatif bir metodun daha kullanilabilecegini

7.8, TUMSEXOGREY i ‘?:af;r:a%;' )
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belirtmiglerdir. Arastinicilar tanelerin siit iginde 20 °C ve —-80 °C’de 120 giin
mikroflorasim koruyabildiklerini, difer yontemlerle muhafaza edilen tanclere gore
agrbklarmin bir miktar arttiym belirtmislerdir. Sit icinde —20 °C ve -80 °C’de
dondurulan tanelerle yapilan kefirin normal tane ile yapilan kefire benzer bir
mikrofloraya ve CQO; i¢erigine sahip oldugunu belirtmiglerdir.

1. 5. Kefirde goriilen kusurlar ve dnleme yollan

Kefir tiretiminde goriilen tat, koku ve goriinlimdeki birgok bozukluga iiretim
sirasinda hijyene dikkat edilmemesi veya tanenin mikrobiyal florasmm bozulmas
neden olabilir.

Wegner ve Zickrick (144) tarafindan kefirdeki hatalar spesifik olmayan eksi
siit tadi, fazla gaz olusumu veya kopiirme, serum aynlmasi, kiiltiir aktivitesinin
azalmasi ve tat kusurlan seklinde belirtilmistir.

Kefir taneleri {iretim sirasinda su veya siitle yikanarak bir sonraki tiretim i¢in
hazirlamir. Fakat asin yikama islemi tanedeki mikrofloray1 azaltacafmndan kiltiir
tiretimindeki siireklilik bozulur ve kalite kotilesir. Kefirde spesifik olmayan maya,
aroma yapan ve sirke asidi bakterilerinin azhig, fermantasyon sicakhiginin yiiksek
olmasi, fazla kiltlir agilamasi ve kisa nkiibasyon stiresinin de kiiltiir Giretimindeki
stireklilifin bozulmasina yol agabilecegi belirtilmigtir. Bununla birlikte aroma yapan
bakterilerin ya da mayalarin fazla gelismesi, diisiik sicakbk derecesinde uzun siire
inkiibasyon sonucu dirlinde gorilen asm gaz ve asitlik olusumu problemlerini
giderebilmek amaciyla tanelerin yikanmas: gerektigi de belirtilmistir (60).

Starter oranmin iyi ayarlanamamasi ve / veya uygun olmayan fermantasyon
kogullarindan dolay: kefirde goriilen bazi hatalar Tablo 6°da verilmistir (114).
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Tablo 6. Kefirdeki kusurlar ve nedenleri (114).

Kusurlar Nedenleri

Eksi siit tad1 Mayalarm, aroma ve asetik asit bakterilerinin yetersiz iremesi, ¢ok
uzun ya da ¢ok kisa inkiibasyon ve katilan kiiltiir miktarmm fazla
olmasi

Aci tat Uretimde ya$ orani fazla siit kullanilmas:

Metal tat Kefirin uzun siire uygun olmayan metallerle (Fe, Cu, Mn) temas
etmesi

Maya tadi, peynir | Kefirin Candida ssp., Oospora lactis, sirke asidi bakterisi ile

tad, sirke tadi kontamine olmasindan kaynaklanir.

Asin gaz olusumu | Kiiltiir/siit oraninin 1/30’dan az olmasi, mayalann ve aroma

ve kopiirme bakterilerinin agin firemesi inkiibasyon sicakligmm yetersiz ve
inkiibasyon siiresinin uzun olmasi

Starter Siitte inhibitor varhf, kefir tanelerinin’' yrikanmasi ve siitte tutulma

aktivitesinin siiresinin uzamas:

zayiflamasi ,

Tanelerin Mayalarn agin gelismesi, zararh mayalarm kangmasi, inkiibasyon

yumugak ve sicaklifinin yetersizligi ve inkiibasyon siiresinin uzun tutulmasi

mukozumsu

kivamda olmasi

Siit serumunun - Koagulasyon tamamlanmadan kangtirma islemine baglanmasi

_ayrilmasi

Alkol ve CO, Maya miktarinin yetersizligi.

noksanlif »

Kefirde uzayan bir | Laktik asit bakterilerinin yikimlanmasi

p1

Kefir iiretimini smirlayan faktorlerden biri paketlemedeki sorunlardan
kaynaklanmaktadir. Kefirin olgunlasma asamasinda maya faaliyetleri, laktik asit
bakterilerinde oldugu gibi durdurulamadifmdan, depolama srrasmda CO, miktarmmm
artmasi sdz konudur. Giinlimiizde tiiketici plastik kaplarda meydana gelen herhangi
bir sismeyi, bozulmamn bir isareti olarak kabul etmektedir. Bu nedenle kefiri plastik
kaplara paketleyebilmek igin  olgunlasmada drin igerisinde CO, geligiminin
durdurulmas: gerektigi belirtilmigtir. Kefir tanesinden elde edilen starterlerin ilavesi
ile Gretiminin ydnlendirilmesi ve bdylece CO, iiretiminin smrlanmasmm miimkiin
olabilecegi ifade edilmigtir. Kiltliriin olgunlagsma derecesi, kiiltiir miktar;, agilama
sicaklify, pibtilastrma siiresi  Grliniin  niteliklerini  yonlendirmede ve aroma
olusumunda etkili olmaktadw. Yiksek inkiibasyon sicakhgmda CO, miktan
azalabilmektedir. Bu durumda mikrobiyolojik, kimyasal duyusal niteliklerin klasik
kefir nitcliklerine oranla sapmalar gasterebilecegi belirtilmigtir (80).
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Pihtilagan {iriiniin pompalanmasi, sogutulmasi, akis1 ve doldurulmasinda 5zen
gostermek gerekir. Ozellikle hava girmesine engel olunmahdir. Aksi halde driinde
serum ayrilmasi, ¢okme ve tat bozukluklan goriilecegi bildirilmektedir (6, 144). -

Koroleva ve Bavina (60), son iiriiniin kalitesinin diizeltilmesi ve c¢esitli
kusurlarin giderilmesi i¢in Kkefir tanelerinin ¢ogaltilmasma iligkin sorunlan
aragtrmuglardir. Buna gore; kefir taneleri gogaltilirken tane ile siit arasmdaki oranm
1/30- 1/50 arasinda olmas halinde tane igindeki tiim mikroorganizmalarm aktif hale
gelebilecegi bildirilmektedir. Tanelerin 18-22 °C’ler arasinda ¢ogaltilmasi ile tane
aktivitesinin azalmayacag: da ifade edilmektedir.

1.6. Kefir Laktik Asit Bakterilerinin Izolasyon ve identifikasyon Yontemleri

1.6. 1. Izolasyon Yéntemleri

Aragtiricilanin’ kullandiklari besiyerleri ve inkiibasyon sartlari Tablo 7°de
verilmigtir. Laktik asit bakterilerinin izolasyonunda en ¢ok kullanilan metotta;
Laktobasiller, 18ykonostoklar ve pediokoklar i¢in MRS agarda 30 °C’de 72 saat
aerobik ve anaerobik inkiibasyon, Laktik streptokoklar igin ise M17 agarda 30 °C’de
48 saat aerobik inkﬁbasyon uygulamasidir. Ayrica bazi arastmicilar mayalarin
Gremelerini baskiamak amactyla besiyerlerine farkh konsantrasyonlarda
cycloheximide, etanol kullanmuglardir (77, 78, 101). Leroi ve Pidoux (74) zayif
ireyen laktobasillerin  Giremesi igin Yeast Glukoz Broth’u Onermigtir. Ceslth
aragtiricllarin kefirden laktik asit bakterilerinin izolasyonu amaciyla kullandiklari
ydntemler Tablo 7°de verilmistir.



38

Tablo 7. Cesitli aragtiricilarin izolasyonda kullandiklan ydntemler

Mikroorganizmﬂ Besiyeri Ink. Ink. Ortam Kaynak
Isisv/slire
MRS agar + Cycloheximide | 30°C 72h | Anaerobik 78
50 wml
Lactobacillus agar (LS) +
Cycloheximide (50 p/ml) :
Lactic acid bacteria agar 37°C’de72h | Anaerobik 20,122
Lee’s agar (%10 CO, %5 H,,
o, u85N
Reinforced clostridial agar %85N;)
Lee’s agar 30°C’de72 h | Aerobik 30
. MRS agar .
Lactobasillus - ctobacillus sclective agar | 37°C'dei8h | Anacrobik )
Pediococcus MRS agar 30°C’de72 h | Aerobik 1,80,82
Anaerobik (%8O0N.
Leuconost >
conostoc %10 CO,, %10H,)
MRS agar 30°C’de72 h | Anaerobik 136
(%80N,,%10 CO,,
%I10H,)
MRS a : 30°C’de72 h | Anaerobik 99
MRS agar +% 2 laktoz 30°C’de72 h | Anaerobik 145
Lactobacillus culture agar | 30°C’de72 h | Anaerobik 43
(LC)
Bromine Cresol Purple Plate
Count Agar (BCP)
MRSL 30°C’de 72b | Mikroaerobik 149
Kefir grain polysaccharide- 30°C’de 72h | Anaerobik (%100 28
producing lactobacillus agar (8(0Y)]
(KPL)
MRS + %3 etanol (w/v) + 30°C’de72 h | Anaerobik 101
cycloheximide %0.5(w/v)
MRS agar+ Cycloheximide 30°C°’de72 h | Anaerobik (%90 N,, | 77
200mg/1 %10 CO,)
Rogosa agar 37°C’de 72h | Anaerobik 20
(%10C0,,%5 H,,
%85 N,) A
Glucose yeast extract broth 30°C’de 48h | Aerobik 74
(GYE) .
MRS broth 30°C’de 72h | Aerobik 1,92
APT agar 30°C’de 72h | Aerobik 49
SL agar
M17 agar 37°C’de 72h | Aerobik 20,122
M17 agar+ %3 etanol (w/v) + | 30°C’de 72h | Aerobik 101
cycloheximide %0.5(w/v) .
Streptococcus M17 agar+ cycloheximide 30°C’de 72h | Aerobik 77
200mg/l
PMP agar (Modifiye M17 21°C’de 48h | Aerobik 116

agar)
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1.6.2. Laktik Asit Bakterilerinin Cins Bazinda Identifikasyonu
Laktobacillaceae familyasiun Gyesi olan laktik asit bakterilerinin en
belirgin ozellikleri Gram pozitif, katalaz negatif ve sporsuz
olmalaridir. Familya 4 genusa ayrilir (53).

a. Laktobacillus Genusu
- Thermobacterium grubu,
- Streptobacterium grubu,
- Betabacterium grubu

b. Streptococcus Genusu
- Viridans grup
- Enterococcus grubu ( Fekal streptokok, D grubu)
- Lactococcus grubu ( Laktik streptokok, N grubu)

¢. Leuconostoc Genusu

d. Pediococcus Genusu

Laktik asit bakterilerinin genel ayrminda kullamlan en 6nemli testler ve
bu test sonuglarma gore gruplandmlimalan Sekil 2°de verilmigtir. Tablo 8, 9, 10
ve 11°de ise tiir bazinda identifikasyonda kullanilan &zellikler verilmistir.
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a. Kiiltiirel Teknikler

Sekil 2. Laktik asit bakterilerinin identifikasyonunda yararlamlan testler (132)

Laktik asit bakterileri
Katalaz (-)
, Gram(+)

Kiiresel Cubuk
Streptococcus Lactobacillus

Leuconostoc

Pediococcus
Glikozdan gaz Glikozdan gaz olusurvnu
¢) +) ) O]
Leuconostoc Betabakterium grubu  15°C’de gelisme
Pediococcus ~ Streptococcus : &) ®)

Dortlii kiime  Ikili zincir Streptobacterium Termobakterium
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Tablo 10 . Loykonostoklarin tiir diizeyinde identifikasyonu amaciyla kullamlan testler (31)

‘ L.mesenteroides
.mesenteroideS

L.mesenteroides
dextranicum

L.mesenteroides

L.paramesenteroides

L.lactis

L.oenos

ASIT OLUSTURMA

Amigladin

o

D)

Arabinoz

Sellobioz

(D)

Fruktoz

Galaktoz

Gkuloz

+| +] +| 0| +| ©

+| O] 4| O] O] ®
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Tablo 11. Pediokoklarn tiir diizeyinde identifikasyonu amaciyla kullanilan testler
(32) |

P.damnosus
P.parvulus
P.inopinatus
P.dextrinicus
P.pentosaceus
P.acidilactici
P.halophilus
P.urinaequi

45°C’de Greme - - - -
pH 7.0 drcme
pH 4.5 dreme +
%10 NaCl ‘de - - - -
Katalaz Qretimi . - -
Arginin hidroliz - - - -
| Arabinoz - - - -
Riboz - - - -
Ksiloz Z - - -
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b. Hizh identifikasyon teknikleri
Kefir florasmmn izolasyon ve identifikasyonunda HPLC, PCR, API testi,
kromotografi, DNA-RNA hibridizasyonu, G+C oranmnm belirlenmesi, toplam
¢ozinebilir protein orany, obligat homofermantatif veya fakiiltatif
heterofermantatif suglarin belirlenmesi gibi hizh ydntemlerde kullanimaktadr
(84, 116, 149, 150).



Diger fermente silt triinlerine kiyasla kefirin mikrofloras1 hakkinda kesin
bir bilgi mevcut degildir. Yapilan ¢alimalar gostermistir ki, kefir florasi, tanenin
mikroflorasina, orjinine, iiretim teknigine bagh olarak degismektedir. Kefir
fermantasyonu pH degeri, asitlik, 151 ve ortamdaki besin durumu gibi birgok
faktore baghdir. Bununla birlikte kefirde mikrobiyolojik ve kimyasal olaylar
sonucu meydana gelen antimikrobiyal ve inhibitor maddeler gibi {riinler
floradaki bakteri maya oran: iizerinde etkili olabilmektedir.

Standart ve 1yi kaliteda kefir eldesi icin kefirin mikroflorasmm
belirlenmesi  gerekmektedir. Bu nedenle aragtincilar Oncelikle florayr
belirlemeye, daha sonra bu florayr standart hale getirip kefir starteri olugturmaya
¢ahsmglardr. Bu amagla tane florasinda bakteri maya iligkisini inceleyen gesitli
aragtiricilar (71, 74, 95) bakteri maya oranmm &6zel oldufunu ve tane icerisinde
bunlarn rastgele dagiumadiklarmi  belirtmislerdir. Tanenin mikroflorasmi
inceleyen aragtiricilar baskin floray1 laktobasillerin olugturduunu belirtmiglerdir
(4, 81, 101).

Sonugta bu cahiymada temel amag; kefir mikroflorasindan laktik asit
bakterileri izole ve identifiye etmek, kefir florast agiga ¢ikarmak, farkh kefirlerin
mikrofloralarii  kargilagtrmak, kefir orneklerinde pH ve asitlik degisimi ile
laktik flora arasindaki iliskiyi aragtrmak olarak belirlendi.
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2. MATERYAL VE METOT
2.1. MATERYAL

2.1.1. Kefir Taneleri

Kefir dretiminde kullanilan kefir taneleri Ankara Universitesi Ziraat
Fakiiltesi, Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi ve FEge Universitesi Ziraat
Fakiiltesi’nden koyu renkli cam sigelerde steril fizyolojik tuzlu su igerisinde sagland
ve sirastyla A, B, C grubu kefir olarak adlandnldi. |

2.1.2 Hammadde

Kefir fretiminde %3 yag igeren ticari UHT st kullanildy. Siitler bir litrelik
tetrapak ambalaj olarak satm alindi. Sitlerin kimyasal analizleri Kafkas Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dah laboratuarinda
yapildi. |
2.1.3. Alet ve Ekipman

Uretim ve analizler igin Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Besin
Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dal laboratuarmda mevcut olan alet ve
ekipmanlardan yararlamldl Suslann dogrulanmasi Ingiltere’de Bristol Universitesi
Veteriner Fakdiltesi Hayvansal Gidalar Boliimii biinyesindeki Gida Mikrobiydlojisi
Laboratuari’nda yapildn.

2.2. METOT

2.2.1 Kefir Tanelerinin Aktif Hale Getirilmesi ve Cogaltilmas: :

5 kisim siite 1 kisim tane mayalanarak 25+1 °C’de 20 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda taneler steril bir siizgeg kullamlarak almip, steril su ile
yikandi. Mayalama islemi siitte gaz kabarciklan goriilinceye kadar tekrarland1. Siitte
gaz olusumu goriildiigiinde kefir tanelerinin aktif hale geldigi kabul edildi (80, 129).
Sekil 3°de tanelerin gogaltilma asamalan verilmigtir.
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Sekil 3. Kefir tanelerinin aktif hale getirilmesi ve ¢ogatilmast.
Steril stt

Isitma (25 °C)

Mayalama (% 5 tane) ¢—— Haftada iki kez tartim

[nkiibasyon (251 °C’de / 20 saat) T
Tanelerin siiziilmesi pYikama
Sogutma (51 °C) -

Soguk muhafaza (51 °C’de)

2.2.2 Kefir Kiiltiirii Uretimi

Kefir killtiirii aktif hale getirilmis kefir taneleri kullamlarak @retildi. UHT st
25 °C’ye kadar 1sitildiktan sonra % 5 oraninda kefir tanesi ile mayalandi. 25+1 °C’de
pH 4.5-4.6 oluncaya kadar inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda pihti kangtnbp steril
bir siizgeg yardimyla taneler pihtidan aynldi Elde edilen siiziinti birr sonraki
tiretimde ara kiiltiir olarak UHT siite % 3 oraninda mayalandi. 2511 °C’de pH 4.5-4.6
oluncaya dek inkiibe edildi. Bu sekilde isletme Kkiiltiirii hazirlanmms oldu. Kefir
Uretiminde kullanilacak siite % 3 oranmnda bu “isletme kiiltiirinden mayaland:.
Kiiltirler kullamlmcaya dek 5i1 °C’de muhafaza edildi Sekil 4’de kefir kiiltiiri
iiretim yemas1 verilmistir.

2.2.3 Kefir Uretimi
Kefir firetimi geleneksel yontem kullanilarak yapildi. UHT steril siitler 6 adet
steril erlene 100°er ml dagitildi. Siitler 25°C’ye kadar isitildiktan sonra 3 erlen %5
oraninda kefir taneleri ile; geri kalan 3 erlen ise %3 kefir kiiltiirii ile mayalanip 2541
°C’de 20 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda piht: kangtnldiktan sonra taneler
steril bir slizgeg yardimiyla pihtidan aynidi ve steril su ile yikand. Kefir 5t1 °C’ye
sogutulduktan sonra 51 °C’de olgunlagmaya brrakild: (80, 129).
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Sekil 5°te kefir liretim semas! verilmigtir.

Sekil 4. Kefir kiiltirtiniin Gretimi

Steril sit

lsnia (25 °C)
v

Steril st

v

Isttma (25 °C)

v

v

Soguk muhafaza(5t1 °C)

Mayalama (% 5 tane) ———J Mayalama (% 3 ara kiiltiir)
Inkiibasyon (251 °C’de / 20 saat) Inkabasyon (2541 °C’de / 20 saat)
Tanelerin sOz@ilmesi Sogutma (511 °C)
Sogutma (51 °C) Soguk muhafaza (511 °C)
¢ (isletme kiiltiira)
Soguk muhafaza (51 °C) .
(Ara killtilr)
Sekil 5. Kefir tretimi

Kefir tanesi ile Kefir kiiltir ile
Steril sat Steiil siit
Isitma (25 °C) Isitma (25 °C)
Mayalama (% S tane) Mayalama (% 3 isletme kiiltiiri)
Inkiibasyon (25°£1°C’de / 20 saat) Inktibasyon (25°11°C’de / 20 saat)
Tanelerin sizitllmesi Sogutma (511 °C)
Sogutma (51 °C) Soguk muhafaza (511 °C)
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2.2.4. Kefir Tanesinin Aktif Durumda Muhafazas:

Kefir tiretiminde kullanilan taneler iki giin arayla UHT siite mayaland: ve
251 °C’de 20 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda taneler steril bir siizgeg
yardimryla pihtidan aynlarak steril saf su ile yikandi. Haftada iki kez tanelerin tartim
yapildi. Taneler bir sonraki iretime kadar buzdolabinda 5 °C’de muhafaza edildi.
Bdoylece aktif halde kalmalar1 sagland.

2.2.5. Mikrobiyolojik Analizler

Kefir kiltiiri ve kefir tanclerinden elde edilen kefirden, farkhi morfolojide
koloni izole etme sansim arttirabilmek amacryla farkh muhafaza siireleri kullamld.
Mubhafaza sitresinin 12. 24. ve 36. saatlerinde ekimler yapildi ve bu islem 4 kez tane
ile mayalanmig kefirde, 3 kez ise kefir kiiltiirii ile mayalanms kefirde olmak {Gizere 7
kez tekrarlandi. Diliisyon sivis1 olarak Y Ringer soliisyonu kullanild:

2.2.5.1. Laktobasillus, Ldykonostok ve Pediokokkus Saymm : Bu grup
mikroorganizmalarin sayiminda % 2 laktoz ilaveli MRS Agar (Oxoid, CM 361) ve
Rogosa Agar (Oxoid, CM 627) kullamldi. Rogosa Agar 50°C’ye sogutulduktan
sonra, glasiyel asetik asit ile pH’s1 5.4’e¢ ayarlandi, dokme plak metodu ile ekim
yapilarak paralel sekilde aerop ve anaerobik ortamda 30 °C’de 5-7 giin inkiibe
edildi. Anaerobik ortam saglamak amaciyla petrilerin {izerine ikinci bir kat besiyeri
dokiildii ve petriler anaerobik jarda inkiibasyona brrakilarak olugan koloniler sayild:
(38).

2.2.5.2. Laktik Streptokoklanin Saymmi: Bu amagla M17 Agar (Oxoid, CM 785)
kullanddi. Sterilize edilen besiyeri 50 °C’ye sogutulduktan sonra % 10’luk steril
laktoz ¢Bzeltisinden 50 ml ilave edildi. Dokme plak yontemiyle ckim yapild: ve 30
°C’de 48 saat aerobik sartlarda inkiibe edildikten sonra, olugan koloniler muhtemel
laktik streptokoklar olarak degerlendirildi (139).

2.2.5.3. Maya ve Kiif Saymm : Besiyeri olarak Patoto Dextrose Agar (PDA, Oxoid,
CM139) kullanildi. Sterilize edilen besiyeri 50 °C’ye sogutulduktan somra %10
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tartarik asitle pH 3.5°e ayarlandi. D6kme plak metodu ile ekim yapilarak petnler
20-22 °C’de aerobik sartlarda inkiibe edildikten sonra olusan koloniler sayildi (9).

2.2.5.4. Toplam Mezofilik Aerop Mikroorganizma Saymm : Genel bakteri saymm
icin Plate Count Agar (PCA, Oxoid, CM 325) kullamldi ve O&rneklerin
dilisyonlarindan d6kme plak yoOntemi ile ekim yapildi Ekim yapilan petriler 30
°C’de 48 saat inkiibasyona birakilip olugan koloniler sayildi (9)

2.2.5.5. Koliform Grubu Mikroorganizmalann Saymm: Violet Red Bile Agar’da
(VRBA, Oxoid, CM 107) dokme plak yontemiyle ekim yapildi ve 30 °C’de 24 saat
inkiibe edildikten sonra olusan koloniler sayild: (9).

2.2.5.6. Enterokoklarin Saymmi : Bu ama¢ i¢in Slanetz and Bartley Agara (SB,
Oxoid CM 377) dékme plak metoduyla ekim yapild:i ve petriler 30°C’de 48 saat
inkiibasyona birakilarak olugan koloniler sayild1 (9).

Inkiibasyon sonrast De Man Rogosa Sharpe Agar, Rogosa Agar ve M17
Agar lzerinde gelisen morfolojik gdrinimleri birbirinden farkh diiz, sekilsiz,
yuvarlak, yaygmn, siskin, konveks, mat, parlak, seffaf, beyaz, renksiz, kigik ve
biyllk 20 koloni belirlendi. Farkli goriinimdeki bu kolonilerden toplam 250’si
denemelere almdi. MRS Agar ve Rogosa Agar’dan segilen koloniler MRS Broth
(Oxoid, CM 359)’a, M17 agardan segilen koloniler ise Yeast Glucose Buyyona
(Pepton: 10.0g, Meat Extract:10.0g., NaCl: 5.0g., D-Glucose:5.0g., Yeast
Extract:3.0g., Distile su:1000ml) ekildi (38).

2.2.5.7. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Smwv1 besiyerine ekilen kolonilerin hepsi safliklarim kontrol etmek amaciyla
izole edildikleri kati besiyerlerine 6ze ile gizilerek ekildi. Inkiibasyon sonras1 zayif
dreyen laktik asit bakterileri yeast glukoz buyyonda inkiibe edildi ve tekrar MRS
agara ekilerek koloniler incelendi. Gram boyama sonunda mikroskopta suglarm
safliklar1 kontrol edildi. Saf koloni elde edilinceye kadar aym islem tekrarlandi. Saf
olarak elde edilen her bir sus paralelli olarak M17 Agar, MRS Agar ve Rogosa
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Agara ekilerek 30 0%C’de inkiibe edildikten sonra 4 °C’de muhafaza edildi. Suglar
testler sonuglanincaya kadar iki ayda bir yenilendi (133).

2.2.5.8. izolatlann stokianmasi ve muhafazas:

Laktik streptokok izolatlann yatik olarak hazrlanan Yeast Glukose agara
ekilerek 30 °C’de 48 saat inkilbe edildi. Laktobasillus ve I6ykonostok izolatlar yatik
olarak hazirlanan MRS ve Rogosa Agara ekilerek 30 °C’de 3-5 giin iniibe edildi.
Tiim izolatlar direme goriildiikten sonra buzdolabmda 5 °C’de muhafaza edildi. .

2.2.5.9. Laktik Asit Bakterilerinin identifikasyonu :

2.2.5.9.1. Morfolojik Ozellikler

Genel morfoloji : Mikroorganizmalarnin biytkligh, sekli ve dizilisi gibi
morfolojik 6zellikleri Gram boyama ile boyanan preparatlarda ncelendi (119).

Gram Reaksiyonu : Bu amagla 18-24 saatlik geng kiiltiirler kullanildi. Temiz
bir lam iizerine yuvarlak uglu 6ze ile bir damla buyyon kiiltiirii almdi, Gram boyama
ile boyandiktan sonra, immersiyon objektifinde mcelenen kiiltiirlerden mavi-mor
renkte olanlar Gram pozitif, pembe-kirmuz olanlar ise negatif olarak degerlendirildi.
Kontrol sug olarak gram negatif bir sus olan Escherichia coli kullanildi (119).

2.2.5.9.2. Kiiltiirel Ozellikler

Mikroorganizmalarin kiltlirel Szellikleri izole edildikleri besiyerinde ve
killtive edildikleri buyyonda incelendi. Koloniler; sekil, biiyiiklik, yiikseklik,
parlakhk, renk gibi &zellikler dikkate alinarak sonuglandinldi Buyyonda ise; dip
kisimda {ireme, yaygm Greme, kalm ya da ince zar olugturma gibi Szellikler dikkate
alnarak degerlendirildi (119).

a. Katalaz Testi : Taze bakteri kiiltiirinden bir 6ze yardmmyla temiz bir lam
lizerine alimip yayildi. Uzerine 1-2 damla %3°lik hidrojen peroksit damlatildi.
Kabarciklann gikmas: pozitif olarak kabul edildi. Kontrol sus olarak Escherichia
coli kullanildi (11).
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Glukozdan Gaz Olusturma: MRS broth (triamonyum citratsiz)’tan 8’er ml
koyulmus tilplerin i¢ine durham tiipli yerlestirildi. Sterilizasyon sonras: tiiplere
taze kiiltiirlerden 0.5 ml inokiilasyon yapildi ve 30 °C de 24 saat inkiibe edildi.
Gaz olusumu pozitif kabul edildi (38).

Tolerans Testleri : Laktobasil ve streptokok tiirlerinin 15, 37 ve 45 °C’de
tireyebilme yetenekleri, % 4 ile % 6.5 NaCl'de, pH 3.7, 5.5, 9.6 ile % 10 ve %
40 safra tuzunda {reyebilme yeteneklerinin tespiti amaciyla laktobasil
kiltiirlerinden MRS Buyyona, streptokok kiiltlirlerinden Yeast Glukoz Buyyona
(70 g1l glukoz, 0.62 g/l yeast extract ) ekim yapid. Inkiibasyon sonras:
besiyerlerinde gorillen bulaniklik ve tortu olusumu tireme agisindan pozitif olarak
kabul edildi (15-45 °C’de 3 giin, 37 °C’de 1 giin inkiibe edildi) (38).

Voges Proskauer Testi : Mikroorganizmalarm asetil metil karbonil meydana
getirip getirmedigini belirlemek amaciyla, test edilecek mikroorganizma MR-VP
medium’a (MR-VP, Oxoid, CM 43B) ekildi ve 30 °C de 2-7 giin inkiibasyondan
sonra, temiz bir deney tiipline 1 ml buyyon kiltiiri konuldu, bunun ﬁzennc 0.5
ml alfa naftol ¢ozeltisi (% 95 lik etil alkolde hazirlanmig) ve 0.5 ml % 40’hk
KOH ¢dzeltisinden eklendi ve tiip kuvvetlice galkalandi. 5 dakika iginde kirmiza
renk meydana getirenler pozitif kabul edildi (133). :

Nisasta Hidroliz Testi : Nutrient agar (Difco R0001-17-0) eritilerek sterilize
edilmis (121 °C’de 15 dak.) ve petri kutularma dokalerek katilagmas: saglandy.
Bunun {izerme % 0.3 (w/v) oranmda eriyebilir nisasta iceren nutrient agar
dokiildi. Besiyeri yiizeyi katilagtiktan sonra denenecek kiiltiirler ¢izilerek ekildi
ve 30°C’de 3 giin inkiibe edildi. Bunu takiben petri kutularmm {izerine 5-10 ml
Gram’mn iyot ¢dzeltisinden dokildi. Berrak, agik renkte zon ile gevrili koloniler
pozitif sonug seklinde degerlendirildi (38).

Potasyum telliirite Tolerans Testi : Deneyde %0.04 oraninda potasyum telliirit
iceren Yeast Glukoz Buyyon kullanildi. Denenecek killtiirle inokiile edilen tiipler
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30°C’de 24 saat inkiibe edildi, bulaniklik ve {ireme goriilen tiipler pozitif kabul
edildi (39).

Arginin Hidroliz Deneyi: Argiin buyyonu (Tryptone : 5 gram, Yeast extract:
2.5 gram, D glucose 0.5 gram dipotassium hydrogenphosphate: 2.0 gram, L-
arginin monohydrochloride: 3 gr, distile su 1 litre) tiplere dagmtildiktan sonra,
121 °C’de 15 dakika steril edildi. Denenecek kiltiirler inokiile edildi ve 30 °C’de
7 gin inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra temiz bir tipe 1 ml {ireme olan
buyyondan konulup {izerine 1 ml Nessler reaktifi (potasyum iode: 7 gram,
mercuric iode: 10 gram, potassiumhydroxide: 10 gram distile su:100 ml)
damlatildi. Turuncu kahverengi renk pozitif olarak degerlendirildi (38).

TTC Rediiksiyonu : Steril sartlarda hazirlanan ve 1 gece 37 °C’de bekletilerek
kontamine olup olmadigi test edilen Slanetz and Bartley besi yerine siipheli
sustan ifne uglu 6ze ile ¢izim yapilarak aym sicaklikta 24 saat inkiibe edildi.
Etrafi kumizi-pembe hale ile ¢evrili koloniler TTC pouzitif olarak degerlendirildi
(8.

Beta Hemoliz Testi : Steril olarak hazirlanmis Nutrient agara % 8-10 oranmnda
steril defibrine koyun kam: ilave edilerek bazirlanan besiyeri, petri plaklarmna
dokiildii ve bir gece 37 °C’de bekletilerek, kontamine olmadifn belirlendikten
sonra slipheli suglar bu besiyerine ifne ughu 6ze ile ¢izim yapilarak 37°C"de. 18-
24 saat inkiibe edildi. Etrafi agik beyaz renkte zon ile cevrili koloniler pozitif
olarak kabul edildi (9).

Eskulin Hidrolizi: Eskulin ilaveli modifiye MRS brotha 6ze ile ekim yapildi. 30
°C’de 2-5 giin inkilbe edildikten sonra besiyerinde siyah rengin goriilmesi pozitif
olarak degerlendirildi (38).

Karbonhidrat Fermantasyon Testleri : Laktobasillus grubu
mikroorganizinalar igin MRS fermantasyon buyyonu, streptokoklar icin de
nutrient buyyon, 4.5 ml tiplere dagitidi. 121 °C’de 15 dakika sterilize edilerek
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kullamldi. MRS fermantasyon buyyonuna . % 2 oranmnda test edilecek
karbonhidrat ve %0.004 oraninda klorfenol red indikatérii katilarak Nutrient
buyyona da % 2 oraninda test edilecek karbonhidrat ve % 0.01 oranmda fenol red
indikat6rii katilarak testler yapildi (38, 133).

Nitrat Rediiksiyonu : Nitrat rediiksiyon testi alfa naftil amin metodu ve ¢inko
graniilleri kullanilarak test edildi. 5 ml brotha kiltir ekildi ve 30 °C’de 3 giin
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda tiiplere greis ayraci damlatildi ve renk
degisimi gdzlendi. Kirmuizi renk pozitif kabul edildi (9).

. Anacrob Ureme ve Hareketlilik : Tiiplere dagitilan yumusak agarh besiyerinin
(SIM medium) sterilizasyondan sonra dik olarak donmas: saglandi. Bu besiyerine
geng bakteri kiiltiirlerinden igne 6ze ile ekim yapildL Besiyeri Gizerine ikinci bir
kat olarak agar dokildi. Donmas: beklendikten sonra anaerobik jarda 30°C’de
48-72 saat inkiibe edildi. Tiplerdeki iireme ve bulamklhk anaerob pozitif olarak
degerlendirildi (9).

Endospor Olusturma : Taze bakteri kiiltiirinden, ateste fiske edilerek preparat

hazirlandi. Lamun st malasit yesili ile Ortlildii. Preparat hafif ates {izerinde
tutularak, boya kaynatilmadan, buharlastirildi fakat kurutulmadi. Preparat su ile
yikandi. Zit boya olan karbol fliksin ile 30 saniye boyand. Su ile yikandi ve
kurutuldu. Immersiyon objektifinde incelendi. Referans sus olarak boyamada
Bacillus cereus kullamldi. Bacillus cereus’un sporlan mikroskop altinda
incelendi (9).

API TESTI : Caligmada laktik asit bakterilerinin tanmlanmasma ydnelik
Uretilmis API 50 CHL (Biomeneux) test kiti kullanildi.

Testin esasi farkh Karbonhidratlarm test edilecek suslar tarafindan
fermente edilip edilmemesinin belirlenmesine dayanmaktadir. Test edilecek
suslar ayn ayn MRS broth’ta 18-24 saat siireyle iretildi. Testin yapihg
prosediliriine uygun olarak testin plastik kabma 10 ml olacak sekilde su dagitildi.
Karbonhidratlan igeren seritler yerlerine yerlestirilerek test kullanima hazriland.
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10 ml test broth besiyerine test edilecek suslardan istenilen yogunlukta ve
miktarda ilave edilerek farkh karbonhidrat iceren her bir kutucuga bu
besiyerinden dolduruldu. Plastik kabm st kapag kapatilarak 30 °C’de 24 saat
inkiibe edildi. Besiyerindeki renk degisimleri 1’den 5°e kadar degerlendirilerek
okuma yapildi (APl Software). Bu degerler belirlenerek sonuglar muhtemel
laktobasiller olarak identifiye edildi.

2.2.6.

Kimyasal Analizler

Kefir dretiminde kullandan stte ve dUretilen kefirlere uygulanan kimyasal
analizler sunlardir;

a.

2.2.7.

Kuru Madde Tayini : Omeklerde kuru madde tayini gravimetrik yontemle
saptanmistr. Bu amagla 5 ml Srmek 105 °C’de kurutulmug ve sogutulup
darasi almmug porselen krozelere konulup 105 °C’de yaklagtk 3 saat
tutulduktan sonra kurutma dolabmdan ¢ikanlarak sogutulduktan sonra
tartild. Bu islem, krozelerin agirhg: sabitlenene kadar her 20 dakika da bir
tekrarlandi. Bulunan degerlerden % kuru madde oram hesaplandi (69).

Yag Tayini : Siit yag1 Gerber yontemi ile taym edildi (69).

pH Olgiimii: Kefirlerde muhafaza siiresinin 12, 24, ve 36. saatlerde pH
degisimini incelemek amaciyla 100 ml'lik bir cam behere  kefir
orneklerinden konuldu ve 25°C’deki kefir drnegi igine pH metrenin probu
daldinlarak pH degeri pH metre (Jenway 3150) ile okundu (69).

Titrasyon Asitliginin Belirlenmesi: Omeklerde asitlik tayini, titrasyon
yontemiyle fenolftalein indikat6ri kullanilarak yapildi ve sonuglar % laktik
asit cinsinden verildi. Titrasyonun sona erdigi noktanm saptanmasmda ayrica
pH metreden de yararlanild: (69).

Istatistiksel Analizler
Istatistiksel analizde ANOVA testi kullamidi Test Minitab bilgisayar
programu ile yapildi. |
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3. BULGULAR -

3.1.1. Saymm Sonuglan : Ug farkhi kefir tanesinden elde edilen kefirlerden
muhafaza siiresinin- 12., 24. ve 36. saatlerinde yapilan mikrobiyolojik ekimlerden

elde edilen sayim sonuglar Tablo 12’de verilmistir.

Tablo 12. Kefir tanesi ve kiiltiirii kullamlarak hazirlannms kefirde mikrobiyal

saymm sonuglari ( log)o cfi/ml)
A Kefiri Laktobasil ssp. Laktik Enterokok | Maya- Toplam
Taneden streptokok SSp. Kaf mezofilik
) SSp. aerop canh
SAAT Anaerocb Aerob
12. 8,69+8,56 7,9047,13 8,8348,79 | 5,38+4,95 | 52044,85 | 8,4417,76
24. 8,4918,34 8,4418,18 7,84+7,26 | 5,074+4.83 | 5,28+5,09 | 8,30+7,86
36. 9,2119,08 8,5748,30 727+7,14 | 5,64+502 | 6,3845,67 | 8,6017,81
Kiltlrden
12. 9,50+9,44 | 8,30+7,062 | 10,37+10,01 | 4,8044,71 | 7,50+7,37 | 8,2018,13
24. 8,20+7,72 9,01+8,48 8,8618.82 | 5204498 | 7,3817,59 | 8,8218,71
36. 10,40+10,12 | 9,481924 8,81+8,29 | 4,55+4,40 | 7,53+7,39 | 10,0749,00
B Kefiri
Taneden :
12. 8,4148.34 8,7618,48 8,76:850 | 4,453.46 | 6,0015,15 | 8,1417,46
24, 8,36+8,32 7,94+7,94 8,07+7,85 | 4,554333 | 7,74%7,10 | 7,90+7,63
36. 8,40+8.38 8,1417,71 7,96+7,65 | 4,3944,02 | 8,00£7,15 { 820+7,58
Kiiltirden
12. 8,7048,64 7,50+7,35 7204647 | 5,07+4.99 | 5974590 | 7,0316394
24, 7,2316,78 8,30+8,17 7,30146,95 4,504 7,0746,98 | 8,1118,07
36. 939+8,69 | 11,75£1096 ] 6,90+6,78 | 2,0110,76 | 8,00+7,62 | 11.97+11.85
C Kefiri '
Taneden
12. 9,8018,93 9,4419.08 920+8,76 | 5,6415,00 | 8504827 | 10,2019,68
24. 9,23149,18 9,30+8,85 9.07+8.85 | 6,7746,50 | 9,5649,38 | 8,8848,12
36. 9,2349,21 9,2949,10 8,38+8,36 | 4,9044.63 | 8,78+8,15 | 10,4419,76
Kiltirden
12. 9,8018,92 9.4419,04 9,00+8,99 | 5,55+543 | 8,07+7,74 | 8,5148,44
24, 9,2249,12 9,1419,04 9,0819,03 | 6,2046,03 | 8,7518,66 | 9,0048,30
36. 9,2049,01 9,3848,94 8,4818,31 501490 | 9074890 | 10,0339.92
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Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde C kefir taneleri ile mayalanan
kefirde %37.49 maya, % 41.66 laktobasil, % 31.24 laktik streptokok izole edildigi
goriildi. B kefirinde %26.69 maya, % 36.93 laktobasil, % 36.93 laktik streptokok, A
kefirinde ise %28.69 maya, % 39.81 laktobasil, % 31.47 laktik streptokok izole
edildi

Farkh mubafaza siirelerinde yapilan ekimlerde sayim sonuglan
degerlendirildiginde 12. saatte laktobasillerin sayisi 10® - 10'%kob/ml arasmda
degigirken 24. saatte bu sayida bir azalma gdzlendi. 36. saatte ise say1 en yliksek
degere ulagti. Maya sayis1 ise muhafaza silresi boyunca artt. Laktik streptokok
sayis1 mayalarm aksine muhafaza siiresi boyunca azalds.

Farkh kefir drneklerinde maya, laktik streptokok ve laktobasil sayildi. Her g
Omekte de streptokok ve laktobasillerin sayisi mayalardan yliksek ¢kt C kefir
dmegindeki maya sayisinin diger iki Srnege gore daha fazla oldugu gozlendi.

Taneden elde edilen kefirde bulunan laktobasil sayis, kefir kiiltdrd ile
mayalanan kefirde ki laktobasil sayismdan daha diigik bulhindu (p<0,05). Maya
sayismin da aym sekilde seyrettigi gozlendi.

Enterokoklarm saylarmda muhafaza siresi artisma  bagh olarak olusan
asitlikten ve laktobasillerin baskilayici 6zelliginden dolayr azalma goriildi (p<0,05).
Orneklerin hig birinde koliform grubu bakteriye rastlanmada.

3.1.2. izolatlann Identifikasyonu : MRS agar ve M17 agarda izole edilen
250 sustan, 48 tanesi maya, 67 tanesi Gram negatif, 66 tanesi katalaz pozitif, 44
susun izolasyonunda basan saglanamadi. Laktik asit bakteri 6zelligi gosteren toplam
25 sug Uzerinde calisma ylritildd. Bu suglarm tiimii fakiiltatif anaerob ya da
mikroaerofilik kolonilerdi. Morfolojik karakterleri laktik asit bakterilerine benzeyen
bu izolatlanin Gram pozitif, sporsuz, katalaz negatif, cubuk ve kok seklinde oldugu
gorildii. 25 suy yapilan temel testlerm sonuglarma gore 4 gruba aynidi 13 sug
Streptococ ssp, | sus Leuconostoc ssp, 3 sus betabakterium grubunda ve 8 sug
streptobacterium grubunda degerlendirildi $ekil 6’da suslarm gruplandnimasmda
kullamlan test sonuglari verilmigtir. Sugslarin identifikasyonunda kullamlan &nemli
Ozellikleri Tablo 13 ve 14’te verilmistir.
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Sekil 6. Laktik asit bakterilerinin gruplandmimass

Katalaz (-)
Gram(+)

Kiresel (14 sug) Cul’nﬂl( (11 sug)

Streptococcus Lactobacillus

Leuconostoc

Pediococcus

| I

Glikozdan gaz  olugumu Glikozdan gaz olusumu

v v o !
() (13 sug) (+) (1 sug) (+) @ sug) () (8 sus)

bakterilerin gdriindmil  leuconostoc  betabakterium grubu 15°C’de gelisme

dortlt kiime  ikili veya zincir ) (./

pediococcus streptococcus streptobacterium termobakterium
) (13 sug) (8 sug) O
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Tablo 14. Suslara uygulanan tolerans testleri sonuglan

Sug no I5°C [ 37°C [ 45°C | %4 | %6,5 | pH9,6 | %l0safratuzm | % 40safra tuzu
1 + - + -
2,3,6,7910,11 | +. + + + -
4 + + - + -
53 + - + -
12 + + + +aynf | + + +
13 + + + + - + -
14 + + + - - + -
15 + + + + - + -
16 + - + + + -
17 + + + + + -
18 + + + + -
19,20,22.23 + - + |- - + +
21 + + + + + -
24 + + + - + -
25 + - + + + -

25 izolattan 10 tanesi Lactobacillus ssp., 7 tanesi Streptococcus ssp., 1 tanesi
Leuconostoc ssp. olarak identifiye edildi. 7 tane izolat isimlendirilemedi. izolatlarm
identifikasyonu API CH 50 testiyle dogrulandi. Tablo 15°te identifiye edilen suglarm
bir listesi verilmistir. |

Tablo 15. Identifiye edilen suglar

Izolat No | Adi

1 Lactobacillus cellobiosis
2,3,6,7,9,10,11 Lactobacillus casei

58 Lactobacillus brevis

12 Streptococcus avium

14 Streptococcus thermophilus
16 Streptococcus cremoris
19,20,22,23 Streptococcus lactis

12 Streptococcus avium

14 Streptococcus thermophilus
25 ‘ Leuconostoc paramesenteroides
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3.2. Kefire Ait Kimyasal Analiz Sonuglan

Kefir drneklerinde mubafaza siiresinin 12, 24 ve 36. saatlerinde yapilan
kimyasal analiz sonuglan incelendiginde; B grubu kefir 6rneginde pH degerinin
5.01°den 4.04’e disttgi, asitligin ise 0.59°dan 1.24°e yitkseldigi gozlendi. A grubu
kefirlerde pH degeri 4.95’den 3.97’¢ kadar diserken, asitlik 1.06’dan 1.30’a kadar
yikseldi. C grubu kefirlerde ise pH degeri 4.92’den 3.94’¢ kadar diistii. Asitlik
0.60°dan 1.35% kadar yiikseldi.

Kefir tretiminde kullarulan siitiin yagm %2.9 olarak 6lgiildii. B grubu kefir
drnepinde yag oram %2.6 olarak 5lglldi. Yag miktarmda %0.3'lk bir azalma
gozlendi. A grubu kefirlerde ise yag oranmnda bir degisiklik olmayp bu deger %2.9
olarak kaldi. C grubu kefir rneklerinde ise %0.2’lik bir azalma ile yag oram %2.7
olarak olgaldii.

 Kefirlerde yapilan kimyasal analiz sonuglan Tablo 16’da verilmigtir.
Tablo 16. Kimyasal analiz sonuglan

KEFIR pH Asitlik Kuru Yag
ORNEGI madde
12.s 24s 36.s 12.s 24.s 36s

A 4,95 4,10 3,97 1,06 1,01 1,30 9,82 29
B 5,01 427 | 4,04 0,59 0,996 1,24 9,63 2,6
C 4,92 4,08 3,94 0,60 1,06 1,35 9,72 2,7
3.3. Hammaddeye Ait Analizler

Siite ait kimyasal analizler :
pH : 64
Kurumadde : % 12
Asitlik : %0,16

Yag : %29
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu aragtirmada Tirkiye’de kullamilan kefir taneleri ve kefir kiiltiirii ile
Oretilen kefirin temel mikroorganizma gruplarinn saymm ile laktik asit bakterileri
tanimlanmaya ve bunlar {izerinde etkili olan pH ve titrasyon asitlifi degisimi
incelenmeye galigild1.

Farkh bolgelerden elde edilen kefir tanelerinin morfolojileri Kosikowski (62)
ile Marshall ve ark. (81)’nm tarif ettiklerine benzer olarak sanmsi-beyaz, karnabahar
¢icegi gbriiniimiinde elastik, parlak ve mukozumsu oldugu gérildi. Tanelerin yapisi
Marshall ve Cole (81) ile Bottazzi ve Bianchi (16)’m rapor ettigi bilgilere benzer
olarak 2-3 mm ve 0.5-3.5 cm biyiikligiindeydi. Ug ilden alman tanelerin boyutu ve
morfolojilerinde farkhiliklar mevcuttu. Fermantasyon boyunca tanelerin boyutu ve
sayisinda artma goriildii.

Farkh kefir 6rneklerinde maya, laktik streptokok ve laktobasil sayildi. Her @ig
omnekte de streptokok ve laktobasillerin sayis1 mayalardan yiiksek bulundu. C grubu
kefir 6rmegindeki maya sayisiun diger iki 6rnege gore daha fazla oldugu gézlendi
Bu sonu¢ Kuo ve ark. (66)’nm buldugu sonugla benzerlik gostermektedir.

En ylksek laktobasil sayis1 C grubu kefirde bulundu. Kroger (64) Avrupa’da
marketlerde satilan kefirlerde 10°kob/ml maya, 10® - 10"°%ob/ml laktik streptokok
ve 10" kob/ml laktobasil identifiye etmis ve Rusya’da iyi kaliteli bir kefirde
10°%kob/ml laktik streptokok, 107 - 10*kob/ml laktobasil ve 10°-10°kob/ml maya
bulundufunu rapor etmistir. Maya sayis1 Kroger (64)’in sonuglarma gore iig kefir
dmeginde yiiksek ¢ikmasma ragmen, laktobasil sayis1 benzerlik gosterdi Fakat maya
sayist Kuo ve ark. (66)’'nm, Garrote ve ark. (30) ile Marshall ve ark. (82)’nm
buldugu sonuglara benzer bulundu.

C grubu kefirde %37,49 maya, %41.66 laktobasil, %31.24 laktik streptokok,
A grubu kefirde %28.69 maya, %39,81 laktobasil ve % 31.47 laktik streptokok, B
grubu kefirde ise bu oranlar %26.11 maya, %36.93 laktobasil, %36.93 laktik
streptokok olarak belirlendi. Molska ve ark. (85) kefir florasm %66-69 laktobasil,
%16-22 laktik streptokok ve %18-20 maya seklinde belirtmislerdir. Libudzsiz ve ark.
(76) ise florayt %65-80 laktobasil, %20 laktik streptokok ve % S maya olarak



belirtmiglerdir. Danimarka’da titketilen kefirlerde ise %70 laktik streptokok, %20
laktobasil ve %5 maya bulunmugtur (34). Arastrmamzda bulunan bakteri sayilarmm
Molska ve ark.(85) ile Libudzsiz ve ark. (76)’mmn belirttigi sonuglarn aksine yiizde
olarak dagihmlari birbirine daha yakmn ¢ikte.

Besin maddelerinin fazla oldugu muhafaza dSneminin bagmda, diger
mikroorganizmalarla birlikte Laktobasil- Loykonostok- Pediokok grubu bakterilerin
sayis1 artrmgtr. Daha sonra tiim mikroorganizma gruplarmin faaliyeti sonucu
ortamdaki laktoz ve diger besin maddelerinin azalmasma bagh olarak Laktobasil-
Loykonostok- Pediokok grubu bakterilerin sayis1 da azalmg, ancak olgunlagma
sonuna dogru diger mikroorganizma gruplarmn ¢esitli sebeplerle (bacteriosin,
yiiksek asitlik, diigik pH) azalmasiyla ortama yeniden Laktobasil- LSykonostok-
pediokok grubu bakteriler hakim olmustur. Bu durum Isleyici (45)'nin peynir
florasinda laktik asit bakterilerini izole ettigi (;ahsmasmda bulugu verilerle benzerlik
gostermektedir.

Laktik streptokok grubu mikroorganizmalarla Laktobasil- Loykonostok-
Pediokok grubu bakterileri arasindaki iliski, laktik streptokoklar i¢in kullanilan M17
Agar’da bu mikroorganizmalarmda iremesine baglanabilir. Laktik streptokok grubu
bakteriler ile maya-kiif sayis1 arasmdaki iligki, maya ve kiflerin de disik pH
derecelerine nisbeten daha dayamkh olmalarmdan ve olgunlagma siiresinin ilerleyen
saatlerinde canli kalarak daha yiiksek sayilara ulagmalarindan kaynaklanmmg olabilir.
Bu sonuglar Unliitirk ve ark.(142) *nm elde ettigi sonuglarla benzerdir.

Kefir 6rneklerinde koliform grubu bakteriye rastlanmadi. Poullet ve ark.(102)
laktik streptokok grubu bakterilerin koliform grubu bakteriler tizerine inhibitor etkili
olduklarmi belirtmiglerdir. Rosi ve Rossi (113) kefir florasmda Enterobacteriaceae
familyasinin  kontamine flora olusturdugunu belirtmis ve normal kefir florasmda
olmamas: gerektigini ileri siirmislerdir.

Enterokoklarn sayis1 muhafaza boyunca azaldL Bunda en Gnemli etkenin
fermantasyonda asitligin hizla yiikselmesi, dﬂsﬁk pH degeri ve laktobasillerin
baskilayici 5zelliginin olduu samimaktadur.

Diger bazi bakterilerin yaninda kefirin normal florasi olarak kabul edilen
kefir florasindan Leuconostoc paramesenteroides identifiye edildi. Rosi ve Rossi
(113) Leuconostoc ssp, asetik asit bakterileri (Acefobacter ssp.) ile
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Enterobacteriaceac familyas: iiyelerinin kefir tanesinde bulunabilecefini fakat
buniarm kefirin normal florasi olmadiginu ileri sirmiglerdir. Buna kargn birgcok
arastiric1 (4, 43, 73, 98, 114), 16ykonostok ve asetik asit bakterilerinin kefirin dogal
florast oldugunu belirtmiglerdir. Kefir florasm: inceleyen Libudzisz ve ark.(76)
Leuconostoc cremoris, Leuconostoc mesenteroides; Angulo ve ark.(4) Leuconostoc
ssp.; Lin ve ark. (77) Leuconostoc mesenteroides; Ergilli ve Ugliniici (26)
Leuconostoc cremoris ve Leuconostoc mesenteroides; Bavina (14) Leuconostoc
dextranicum’u tammlamuslardur,

Kefir &meklerinde fekal streptokoklara rastlanmadi Toba ve ark.(151),
Takizawa ve ark.(126), Garrote ve ark. (30), Hosono ve ark.(43) kefirde

Streptococcus faecalis identifiye etmisler ve bunu hgyen kurallarma uyulmaxmsm
baglamiglardir. Birgok aragtmicmm (65, 82, 112) da identifiye ettifi gibi bu
aragtirmada Strepfococcus thermophilus, Streptococcus.cremoris, Sireptococcus
lactis, Streptococcus avium identifiye edildi. Kunath ve Kandler (65), Rosi (112),
Marshall ve ark.(82) streptokoklan kefir tanelerinden izole etmis fakat kefirde
bulamamiglardir. Buna kargin Toba ve ark.(137), Takizawa ve ark.(126), Garrote ve
ark.(30) kefirde streptokok cinsi izole etmislerdir. Ergiilli ve Ugiinci (26)
Streptocacus lactis Qe Streptococcus cremoris; Bavina (14) Streptococcus lactis,
Karagozlii (51) Streptococcus cremoris, Streptococcus lactis, Streptococcus facealis,
Libudzsiz ve ark. (76) Streptococcus lactis, Streptococcus cremoris, Streptococcus
thermophilus, ~ Streptococcus durans, Streptococcus  filent; Yaygm (145)
Streptococcus lactis, Streptococcus cremoris, Streptococcus faecalis; Marshall ve
ark. (82) Streptococcus lactis, identifiye etmistir.

Kefir florasinda ylksek sayida laktobasil ssp. izole edildi Hosono ve ark.
(43) Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, identifiye etmis fakat cofu
arastmcinn identifiye ettit Lactobacillus kefir'i identifye edememugtir. Pidoux ve
ark. (99) Lactobacillus casei ssp. casei, Lactobacillus brevis, Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus hilgardi, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus buncheri
identifiye etmislerdir. Marshall ve Cole (80) ise sadece Lactobacillus brevis,
Michelli ve ark. (84) Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei; Garrote ve ark. (30)
Lactobacillus brevis, Lactobacillus kefir ve Lactobacillus parakeﬁr bulmuglardur.
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Identifikasyonda, Yaman (145)’m kefir tanelerinden identifiye ettigi ve diger
¢ogu aragtiricr (30, 81, 98, 137)'nm kefir tanesinde veya kefirde identifiye ettigi
Lactobacillus keﬁr, Lactobacillus kefiranofaciens, Lactobacillus delbruencki
identifiye edilemedi.

1dentifiye edilen suglardan biri de Lactobacillus cellobiosis’dir. Libudzissz ve
ark. (76), Kwak ve ark. (70) kefirden Lactobacillus cellobiosis ientifiye etmigtir.

Kefirde yliksek oranda Lactobacillus casei bulundu. Molska ve ark. (85)
kefir tanesinde yaptiklan mikrobiyolojik analizlerde Lactobacillus casei identifiye
ederken kefirde bu susu identifiye edememiglerdir.

Calisma siresince bazi arastincilarm (75,144) da belirttigi gibi laktoba_sﬂerin
identifikasyonunda birgok zorlukla kargilagildi Laktik asit bakterileri ve mayalarn
simbiyotik bir ortam olugturdugu kefirden laktobasillerin izolasyomunda, mayalar
baskilamak i¢in besiyerine katilan cyclobeximide katlmadifi igin  izolatlarm
segiminde yofun maya iremesinden dolayr zorluklar yagandi Aragtincilarm bir
kismu izolasyon besiyerinde cycloheximide kullanirken (77, 78, 101) baz arastiricilar
ise kullanmamuglardir (1, 20, 30, 80, 82, 99, 122, 136, 145, 149).

MRS Agarm ve Ozellikle Rogosa Agarin pH’smm diisiikk olmas: laktik asit
bakterileri igin bir avantaj oldugu gibi aym zamanda mayalar icinde iyi bir -ortam
olugturmaktadr. Bu yiizden cycloheximide katkismm digmda MRS Agar ve Rogosa
Agarn laktobasiller igin ¢ok selektif bir besiyeri olmadifn gozlendi. Gram negatif
bakterileri ve mayalan baskilayabilecek, laktik asit bakterileri igin tam selektif bir
besiyeri bulunmamas: identifikasyonda giicliiklere neden oldu.

lzolatlarm saflagtmimas: agamasi hijyene ve tim saflagtwma kurallarna
uyulmasma ragmen ¢ok zaman ald. Baz suglarda 9-10 kez saflaghrma yapildi
Izolatlarm muhafazasmda 5 °C’de muhafaza edilen suglarm bir kismi canhbgm
yitirdi. Salama ve ark.(116)’nin yaptiklan caligmada benzer bir durumla kargilagmig,
izole ettikleri suglarm bir kismmmn buzdolabmda canhh@m yitirdigimni bildirmislerdir.

Zayif ireyen laktobasiller Pidoux ve ark.(99)’nm Onerdigi sekilde Yeast
Glukoz brothta retildi. Daha sonra Yeast Glukoz yatik agar da muhafaza edildi
Bazn suslanin Oremesini giiglendirmesine ragmen bu besiyeri yine de zayif Gireyen
diger suslar i¢in etkili olmadi.
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Laktobasillerin inkitbasyon silresi olduk¢a uzun oldugundan ¢aliyma siiresi de
uzad. Inkiibasyonun bagmda maya-laktik asit bakteri kolonilerini birbirinden
aymmak zor oldufundan ancak inkiibasyonun 5-6. ginli maya kolonilerinin
biiylmesi ile aynm saglandi. Baz laktobasil kolonilerinde inkiibasyon siiresi ne
kadar uzatilirsa uzatilsm koloni ¢apinda artis olmadr. Baz suglar ise gok zayif Gireyip
besiyeri ylizeyini belli belirsiz sivi bir tabaka halinde kapladi Bu suglarm g¢ogunun
izolasyonu zor veya basansiz oldu.

Identifikasyonda kiitiirel ydntem kullanan ¢ogu aragtmicilar (4, 30, 77, 99,
101) kriter olarak Bergey’s Manual’i gostermistir. Laktobasillerin ayrmmmda temel
testlerden biri olan karbonhidrat testleri kiiltiirel yontemler i¢in yetersiz kahm§tn'
Zaten bu test icin API test kiti hazirlanmistr. Bunun digmda bu gahsmada kullamlan
ve bazi aragtincilarm  kullandif identifikasyon test sonuglarmi toplu olarak gdsteren
gegerli bir kaynak bulmakta zorluk gekildi

fzole edilen ¢ogu sus var olan kaynaklarda verilen Laktobasil tiirlerinin
ozelligine uymadipz igin elimine edildi Oysa kiiltiirel yontemde kullamlabilecek
testleri ve bu testlerin sonuglarim gosteren detayli ve genis bir kaynak olsaydi ¢ok
daha fazla sus identifiye edebilme sans1 dogabilirdi.

Kefir omeklerinde pH degeri ile titrasyon asitligi arasmdaki iligki
incelendiginde, pH degeri distiikge titrasyon asitlifinin artmas1 Aerobik mezofilik
mikroorganizmalann  ve laktik streptokoklarm {iremesinin yavaslamasma,
Laktobasil- Loykonostok- Pediokok grubu bakterilerin ortama hakim olarak, diger
mikroorganizmalari baskilamasina bOylece laktik asit iiretiminin artarak pH’nm
diismesine baglanabilir. Bu veriler Isleyici (54) ve Ozalp (109)in peynirlerde
yaptiklan caligmalarinda bildirdikleri sonuglarla benzerlik gostermektedir.

Freitas ve ark.(27)’mn da belirttifi gibi olgunlagma boyunca muhafaza
siiresinin 24. saatinde &zellikle titrasyon asitligindeki hizh artis, bu saatte laktik
streptokoklarin sayilarmin azalmasi, ve muhafaza siiresinin artmasiyla Laktobasil-
Léykonostok- Pediokok grubu bakterilerinin sayilarmda artiy goriilmesi Laktik
streptokoklarin Laktobasil- Loykonostok- Pediokok grubu bakterileri kadar yiiksek
asitlik derecelerini iyi tolere edemediklerine baglanabilir.
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Kefir 6meklerinden A grubu kefirde yag miktarinda bir degisiklik
gozlenmedi, fakat diger iki grupta yag miktarnda azalma gorildd. Karag6zlil (51) ve
Tavlag (131) yaptklan cahsmada kefir kahtiri ile drettikleri kefirlerde yaj
miktarinda hicbir defisme olmadifim fakat tane ile yaptiklan {iretimlerde yag
miktarmda kayip oldugunu belirtmislerdir. :

Muhafaza boyunca farkh siirelerde yapian kimyasal ve mikrobiyolojik
analizler kefirde fermantasyonun muhafaza boyunca strdigiinii gOstermigtir. Bu
durum Lin ve ark. (77) ile Atasever ve ark.(13)’mm belirttigi verilerle benzerlik
gOstermektedir.

Sonug olarak analiz edilen kefir rmeklerinde identifiye edilen tiirlerin tanenin
orjinine ve {iretimde kullamlan yOntemlere bagh olarak degistigi gozlendi Bu
konuda yapilacak ¢abgmalarm kefirin temel florast yamnda farkh florasm
belirlemede ve bu farkliligm kefirin probiyotik o&zelifine ne y6nde etkide
bulunabilecegi  arastinlmahdir. Fermente sit Gr(nlerinde starter kiltir olarak
kullanilan birgok sugu igermesi ve probiyotik nitelik tagmmasi agismdan kefir Snemli
fermente sit igecegidir. Ulke halkmm sagh$s ve doZru beslenmesi bakmmmdan
kefirin tamtmumin ¢ok iyi yapimasi gerekmektedir. Diger iilkelerde oldugu gibi
{ilkemizde endiistriyel {iretim i¢in ¢aligmalarm yapilmasmda yarar vardir.
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5. OZET

Bu ¢alismada, Tirkiye'de iGi¢ farkh ilden alman kefir tanesi ve bu tanelerden
elde edilen kefir kiiltlirli ile mayalanan kefirlerin mikrobiyal florasi1 belirlendi ve
laktobasil cinsi bakteriler identifiye edilmeye ¢ahsildi Aym zamanda kefir
Smeklerinde asitlik ve pH degisimi ile laktik flora arasmdaki iligki aragtinhp, kefirin
nitelikleri belirlenmeye caligilde. |

Kefir iretiminde %3 yagh UHT steril sit kullanidi. Kefir firetimi gelencksel
yontem kullanilarak yapildi. Siitler 500 mi’lik 6 tane steril erlene 100 mi dagitildi
Sttler 25°C’ye kadar isitildiktan sonra 3 erlen %5 oranmda kefir taneleri ile
mayalandy, geri kalan 3 erlen ise %3 kefir kiiltiirii ile mayalamp 25+1 °C’de, 20 saat
inkiibe edildi. Ink{ibasyon sonunda piht1 kanstmidiktan sonra taneler steril bir siizgeg
yardimryla pihtidan aynildi ve steril su ile yikandi Kefir 14-16 °C’ye sogunﬂduktan
sonra 5+1°C’de olgunlagmaya birakildi

Kefir kiiltiirii ve kefir tanelerinden elde edilen kefirden, farkh morfolojide
koloni izole etme sansmi arttirabilmek amactyla farkh muhafaza sireleri kullamids
Muhafaza siiresinin 12. 24. ve 36. saatlerinde ekimler yapildi ve bu iglem 7 kere
tekrarlandi. Diliisyon stvis1 olarak Y% Ringer solisyonu kullamld:

Laktobasillus, Laykonostok, Pediokokkus Bakterileri Saymm igin % 2 laktoz
ilaveli MRS Agara ve Rogosa Agar ekim yapildi. Laktik streptokoklarm saymm icin
M17 Agara ekim yapildi. 30°C’de 5-7 giin inkiibe edildi. Kefirlerde aynica Toplam
Mezofil Aerobik Bakteri, Maya-kilf, Enterokok ve Koliform Grubu Bakteriler de
aragtmid.

Inkiibasyon sonrass MRS, Rogosa ve M17 agarda goriilen tGim farkh
koloniler almarak klasik yontemler ve API test kitleri kullamlarak identifikasyona
gidildi Bunun yaninda kefirde fermantasyon boyunca ashﬁk ve pH degisimi
incelendi.

Fermantasyon boyunca pH degeri diigerken, asitlik artti. Mikrobiyolojik
analizler sonucu kefirde kontaminasyonun isareti sayilan koliform grubu bakteriye
rastlanmadi, enterokok sayisi ise fermantasyonun ilk saatlerinde artmasma kargm
fermantasyon siiresi ilerledikge artan yiiksek asitlik nedeniyle baskiland. Farkh
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bolgelerden orjin alan 3 kefir 6rneginde de laktobasil-maya oranlan farkh bulundu.
Bunun tanenin orjinine ve iiretim metotlarina bagh olarak degistifi gozlendi. Yapilan
identifikasyon t&stleﬁ sonucunda kefirde, Lactobacillus cellobiosis, Lactobacillus
casei, Lactobacillus brevis, Streptococcus avium, Streptococcus thermophilus,
Streptococcus cremoris, Streptococcus lactis, Leuconostoc paramesenteroides
identifiye edildi.
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6. SUMMARY

In the present study, microbial flora of kefir grains obtained from three cities
and kefirs made by using kefir cultures which were prepared from there kefir grains
were investigated. Lactobacilli isolated from these samples were identified.
Additionally, the relation between acidity and pH, and lacnc flora were monitored to
determine the'quality of kefirs. |

UHT sterile milk containing 3% fat was used and kefir was made by
traditional method. Sterile milk was distributed into six 500 ml bakers in quantities
of 100 m! and heated to 25°C. subsequently, milk in 3 bakers were inoculated with
5% kefir grains and rest of milk in 3 bakers were inoculated with 3% kefir culture.
They were incubated at 25+1°C for 20 hours. End of incubation, kefir was mixed and
kefir grains were regained by using a sterile sieve. Kefir grains were cooled to 14-16
°C and was stored at 5+1°C for ripening.

To increase the chance of isolation of different colonies that have different
morfologies, kefir was stored at different time periods. Kefir samples were taken at
12, 24, and 36 hours and were plated on agar. This procedure was repeated seven
times. % Ringer solution was used as diluent. MRS containg 2% lactose and Rogosa
Agar were used to 1solate lactobacillus, leuconostoc and pediococcus bacteria. Lactic
streptococcus were counted on M17 Agar. Incubation was carried at 30°C for 5-7
days. Also, total mesophilic aerobik bacteria, yeast-fungi, enterococ and coliform
group bacteria were investigated.

After incubation, colonies appeared with different colonies on MRS, Rogosa
and M17 Agar were chosen for identification using classic methods and API test.
Also, the acidity and pH of kefir during fermantation were monitored.

During fermantation pH decreased while acidity increased. Microbial
examination of kefir samples did not shour any coliform group bacteria which is
considered as a sing of contamination. Although number of enterococ bacteria
increased during the begining of fermantation, their numbers were suppress in the
end of fermantation due to high acidity. The rates of lactobacilli- yeast in the 3
different kefir samples were found to be varried.
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This was observed depenting on the origion of kefir grains and the methods
used to make kefir. Lactobacillus cellobiosis, Lactobacillus casei, Lactobacillus
brevis, Streptococcus avium, Streptococcus thermophilus, Streptococcus cremoris,

Streptococcus lactis, Leuconostoc paramesenteroides were identified.
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