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ONSOZ

Giliniimiizde fermente {irlinlerin yiliksek besin degerlerinin yaninda saglikli ve
giivenilir olmalar1 acisindan biiyiikk 6nem tasimasini saglamaktadir. Tiiketicilerin
giinliik ihtiyaclarinda gereksinimleri karsilayacak seviyelerde hayvansal gida
Ogelerini diizenli olarak tiiketmeleri dnemlidir. Bu nedenle, siit iirlinlerinden kefir
tim yashlar ve insan yasaminin her asamasinda besleyici degeri yiiksek bir
hayvansal besin maddesi olarak ve antimikrobiyal maddeleri de igermesi nedeniyle

tuketilmektedir.

Siit kisa silirede bozulabilen bir besin olmasi nedeniyle bir¢ok iilkede muhafaza
stiresi daha uzun kalabilmesi i¢in fermente siit {irlinlerine iglenmesi saglamaktadir.
Kefir de bunlardan birisi oldugu i¢in muhafaza siiresinin siite gére uzun olmasinin
yaninda besin degeri, igerdigi yararli mikroorganizmalar, dogal bagirsak
mikroflarasini korumasi, sindirilebilirliginin yiliksek olusu ve insan saglig1 iizerine
olumlu etkileri nedeniyle kefir beslenme agisindan vazgecilmez bir besin oldugunu
bilinmektedir. Kefir, tarihin en eski zamanlarinda geleneksel yontemleriyle iiretimi
yapilan bir besin olarak kabul edilmekte ve son yillarda stater kiiltiir kullanarak

endiistriyel yontemiyle liretmeye baglamasi ger¢eklesmektedir.

Kefirin Staphylococcus tlizerindeki inhibitor etkisinin incelenmesi konusunda
calismamin secilmesi ve yiiriitiilmesine vesile olan ve yiiksek lisans 0grenimim
siiresince bilgi ve yardimlarini esirgemeyen sayin Prof. Dr. T. Halik CELIK’e,
degerli hocalarima ve g¢alismalarim esnasinda tiim yardimini esirgemeyen
arkadaslarima (Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Gida Hijyeni ve Teknolojisi

Anabilim Dal1) sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Siit, ¢ocuk ve yetiskinlerin saglikli biiyliyebilmesi, gelisebilmesi i¢in biiylik
onem tasiyan, kiiresel olarak en c¢ok tiiketilen gidalardan biridir. Onemli miktarda
doymus yag, protein ve kalsiyum gibi temel besin bilesenleri i¢erdiginden, diisiik
maliyetle gerekli bir gida olarak tanimlanmaktadir (Samanidou ve ark., 2008). Tiirk
Gida Kodeksi (TGK)’ne gore ¢ig siit; bir veya daha fazla ke¢i, inek, koyun veya
mandanin sagilmasiyla iiretilen, 40 °C’nin iizerinde 1s1l islemi veya esdeger etkiye
sahip herhangi bir islem uygulanmamis kolostrum disindaki meme bezi salgisi olarak

bilinmektedir (Anonim, 2000).

Siit ve siit tirtinlerinin besin degeri ve saglik agisindan 6neminin farkindaliginin
artmasi sonucu giliniimiizde fermente {iriin tiikketiminin arttig1 goriilmektedir.
Gelismis iilkelerde tiiketicilerin fermente {irlinlere olan ilgisinin artirilmasi, saglik
yoniinden Oneminin vurgulanmasi ve bu iriinlerin tiikketiminde istenilen diizeye
ulagabilmesi i¢in siit {irlinleri teknolojisinde yeni {riinlerin liretimi ve gelistirilmesi
adina calismalar devam etmektedir (Sezer, 2003). Giiniimiiz teknolojisinin
yardimiyla gida tiretim tekniklerinde iiriiniin iiretim zamanindan tiiketim zamanina
kadar standartlarin istenen kalitede olmasmi saglamak i¢in koruyucu Onlemlere
basvurulmalidir. Bu koruyucu 6nlemler, fermantasyon sayesinde gerseklesmekte ve
bu alanin yeni {riinlerinden de elde edilebilmesi i¢in biiyiikk bir rol
oynayabilmektedir (Ross ve ark., 2002). Ciinkii fermantasyon, gidalarin lezzet ve
aromasini artirmak, raf omriinii uzatmak amaciyla kullanilan en eski metotlardan
birisidir (Sezer, 2003). Bu yontemde mikroorganizmalarin biyolojik aktiviteleriyle
metabolit liretimi meydana getirilerek gidalarda istenmeyen mikrofloranin biiyiimesi
engellenmekte ve gidalarin uzun siire muhafazasi kalabilmektedir (Ross ve ark.,

2002).

Fermantasyon ile ilgili arkeolojik bulgulara gdre binlerce yil 6nce gidalarda

tesadiifen rastlandigi goriilmektedir. Bununla birlikte, zamanla ¢ogu fermente olan



gidalarin daha uzun siire muhafaza edilebildigi, fermentasyona tabi tutulmadan
iretilen gidalarin esdegerleriyle kiyaslandiginda besin degerlerinin daha yiiksek
oldugu ve gida sektoriinde fermentasyon isleminin yaygin kullanilan bir uygulama
haline geldigi agik¢a goriilmektedir. Bu nedenle bugiin diinyada sebze, meyve, tahil,
et ve balik da dahil olmak {izere bir¢ok gidanin iiretiminde fermantasyon yontemi
kullanilarak istenilen gida {iriinlerine doniistiirildigini ve tiiketildigi kabul

edilmektedir (Farnworth, 2005).

Giliniimiizde siit, bitkisel gida, et ve diger iriinlerin fermentasyon isleminde
bircok mikroorganizma starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir. En c¢ok bilinen ve
karakterize edilen starter kiiltlirlerden ikisi Lactobacillus delbreuckii spp. bulgaricus
ve Streptococcus thermophilus’tur. Bu mikroorganizmalarin sindirim sistem
mikroflorasim1 olumlu  ydnde  etkileyerek  bagirsak  mikroflorasindaki
mikroorganizmalarin toksik metabolik aktivitelerini azalttigi bildirilmektedir.
Bununla birlikte, siit lirlinlerinin fermantasyonu konusunda giiniimiize kadar ilerleme
kaydedilmektedir. Lactobacillus ve Bifidobacterium dahil olmak {izere
probiyotiklerin ¢ogu hem laktik asit iireten hem de laktik asit iiretmeyen

organizmalara sahiptir (Anukam ve Reid, 2007).

Probiyotik iceren gidalar, cogu yiizlece yildir {iretilen yogurt, kefir ve koumis
gibi siit irlinleri olarak tiiketildigi bilinmektedir (Parvez ve ark., 2006; Tamime,
2002). Probiyotikler, yeterli miktarda alindiklarinda konak¢iya olumlu etkisi
acisindan ¢ok onemi saglayan canli mikroorganizmalara sahiptir (Hill ve ark., 2014).
Yogurt, koumis ve kefir gibi fermente siit iirlinlerinde bulunan probiyotikler; bu
mikroorganizmalari igeren gidalar ve tahillar gibi canli mikroorganizmalardan olusan
takviyeler halinde gastro-intestinal sisteminde saglik acisindan risk olusturmayan

diizeylerde tiiketilebilmektedir.

Kefir, ayran, peynir ve yogurt gibi siit lirlinleri kadar yaygin olmasa da 100
yildir tiikketilen ve olumlu etkisi agisindan pek c¢ok yararli oldugu iliskisi géz ontinde

bulundurulan bir {riindiir. Kefir ilk olarak kokenini katkas daglarinda yasayan



topluluklardan alarak iiretildigi bilinmektedir. Icecek eksi tada sahip, alkol orani
diisiik ve bazi durumlarda hafif karbonatlagma ile hafif viskoz yapiya sahiptir. Kefir,
genellikle inek siitiiyle yapilir ancak ke¢i, koyun, manda veya soya siitii gibi diger

kaynaklardan elde edilen siitlerle de yapilabilmektedir (Bourrie ve ark., 2016).

Kefiri diger fermente siit iiriinlerinden ayiran en 6nemli 6zelligi; kefir tanesinde
bulunan bakteri ve maya tiirlerinin simbiyotik aktivitesi sonucunda laktik asit ve
alkol fermantasyonlarinin bir araya getirilmesidir (Bourrie ve ark., 2016). Bahsedilen
kefir tanelerinin yapisinda, kefir fermantasyonunda gerekli olan bir dizi bakteri ve
maya tlriinii iceren mikrobiyal olarak meydana getirilen protein ve polisakarit
matriksler bulunur. Bu matrikste bulunan laktik asit bakterileri (LAB) ve mayalarin
fermantasyonu sonucu kefirde laktik asit, karbondioksit (CO,), az miktarda alkol ve
aromatik bilesikler ortaya c¢ikmaktadir. Ortaya c¢ikan bilesiklerin hepsi kefirin
kendine has duyusal 6zelliklerinin sekillenmesinde katki saglamaktadir (Karatepe ve

ark., 2012).

Kefirin bagisiklik sistemini gliglendirmek, sindirim sisteminde laktoz
sindirimini  kolaylastirmak gibi saglik acisindan birgok faydasi oldugu
bildirmektedir. Kefirin antitimoral, antibakteriyel ve antifungal oOzellikleri de
bulunmaktadir. Ayrica gram pozitif, gram negatif bakterilere ve bazi mayalara kars1
in vitro kosullarda antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Kefirin
antimikrobiyal aktivitesi 1iyi belgelenmekte ve igecegin bir dizi bozulma
mikroorganizmasini ve gida kaynakli patojenleri inhibe ettigi bilinmektedir (Powel,
2006). Bu inhibisyonun kesin nedeni bilinmemekle birlikte laktik asit, asetik asitler,
hidrojen peroksit (H,O,), karbondioksit (CO,), diasetaldehit ve asetaldehit veya
bakteriyosinlerin {retilmesinden kaynaklanabildigi diistiniilmektedir (Shahani ve

Chanden, 1979; Suskovik ve ark., 2010).



1.1. Kefirin Kokeni

Tiirk Gida Kodeksine gore kefir; “fermentasyonda spesifik olarak Laktobasiller
kefir, Lokonostok, Laktokoklar ve Asetobakter cinslerinin degisik suslar1 ile laktozu
fermente eden (Kluyveromyces marxianus) ve etmeyen mayalar1 (Saccharomyces
unisporus, Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces exiguus) igeren starter
kiiltiirler ya da tanelerin kullanildig1 fermente siit {irlini” olarak ifade edilmektedir
(Anonim, 2009). Tiirk¢ce’de keyif veren ve hosa giden anlamina gelen ‘keyif’
kelimesinden tiiretildigi diisiiniilmektedir (Shen ve ark., 2018). Eskiden beri bilinen
bir siit icecegi olan kefir, Kafkas cobanlar1 tarafindan tokezlenmesinin nedeni,
hayvanin derisinden yapilmis deri torbalarda siite koyarak belirsiz bir siire taginmis
ve bu tagima esnasinda torbanin i¢inde ¢alkalanarak olusan fermente bir siit iiriinii
oldugunu, lezzetli ve koptiklii bir igecek haline geldigini kesfetmislerdir. Bundan
sonra ¢obanlar, icinde siit bulunan deri bir torbaya kefir taneleri ilave ederek evin
kap1 girisine asarak kefir yapmaya baslamislar. Ciinkdi, birisi giris kapisindan igeri
girdiginde, genellikle siit torbasindaki kefir taneleri ile karigtirilmasi ve bdylece

icerigin hareketi gergeklesmistir (Gaware ve ark., 2011).

Kefir siite kefir taneleri ilave edilmesiyle iiretilen geleneksel bir fermente siit
driiniidiir (Gao ve Li, 2016). Kefir diger fermente siit iirlinlerinden ayiran 6zelligi;
tekrar tekrar kullanilabilen ve fermente bir siit iirlinii olarak elde edilmesini saglayan
kefir tanelerinin i¢inde simbiyoz halde yasamakta olan laktik asit bakterileri, asetik
asit bakterileri ve laktoz fermente olan ve fermente olmayan maya tiirleri arasindaki

spesifik ve kompleks bir karisimdan kaynaklanmaktadir (Chen ve ark., 2008).

Kefirin kokeni Kafkasya, Tibet veya Mogolistan daglarinda olup, kefir taneleri
M.O 2000°li yillardan 6nce geleneksel olarak bir aile serveti kaynagi olarak Kafkas
kabileleri arasinda nesilden nesile aktarilmistir (Rosa ve ark., 2017). Efsaneye gore,
kefirin yabancilardan yiizyillarca 6zenle saklanmis oldugu sdylemislerdir. Fakat
nihayet, yirminci ylizyilin baslarinda Irina Sakharova adinda bir Rus kadinin kefir
tanelerini vermesi i¢in bir Kafkas prensini ikna etmesi ile Moskova’da kefir yapmaya

baslanmis ve o zamandan beri temel bir Rus malzemesi olarak iiretilmistir (Atac,



2016). Ayrica, kefir liretiminin 19. Yiizyilin sonlarina dogru Dogu ve Orta Avrupa
iilkelerinde de liretilmeye ve yayginlasmaya baslandigi goriilmiistiir (Karatepe ve

ark., 2012).

Glinlimiizde kefir iiretimi, diinyanin bir¢ok noktasinda bulundurmus olmakta
birlikte kefir; kephir, kiaphur, kefer, knapan, kepi ve kipi gibi degisik bir¢ok isimle
de yaygilagsmaktadir (Ding, 2008). Kefir 6zellikle Avrupa’da popiiler bir icecek
olarak kabul edilmektedir. Tiirkiye, Polonya, Macaristan, Rusya, Finlandiya, Isveg,
Norveg ve Almanya’da iiretilmektedir. Kefir Amerika, Japonya ve Brezilya’da da

iiretilmektedir (Kahraman, 2011).

1.2. Kefir Taneleri

1.2.1. Kefir tanelerinin yapisi

Kefir taneleri beyaz veya sarimsi beyaz renkte, loblu, diizensiz sekilli ve 1-3
cm’ye kadar degisen uzunluklarda olup mini karnabahar ciceklerine benzemektedir
(Farnworth, 2005). Kefir taneleri yaygin bilinen ¢oziiciilerde ve suda ¢oziinmeyip
jelatinimsi yapidadirlar, 0,3-3,5 cm arasinda degisen c¢aplariyla diizensiz

boyuttadirlar ve sekil 1.1°de gostermektedir (Adriana ve Socaciu, 2008). Iyi bir kefir

iiretimi i¢in bu taneler elastik bir yapida olmali; yapiskan ve yumusak olmamalidirlar

(Tomar ve ark., 2017).

Sekil 1.1. Kefir tanesi



Kefir tiretimi sirasinda kefir taneleri dogal bir starter kiiltiirii rolii oynamakta ve
fermantasyon islemi sonrasinda siitiin siiziilmesi ile geri kazanilmaktadir (Leite ve
ark., 2013). Kefir taneleri giinliik taze siite aktarilir ve iireme yetengine elverisli
olmasini saglayan yaklasik 20 saat siiresince biiyiitiiliir; Bu esnada tanelerin kiitlesi
% 25 oraninda artmaktadir. Eski ve kuru kefir tanelerinin ¢ogalma kabiliyeti ¢ok az
ve hi¢ olmadigindan tanelerin ¢ogalma kabiliyetini kaybetmemeleri i¢in bu islem

tekrarlanmalidir (Adriana ve Socaciu, 2008).

Kefir tanelerinde polisakkaritler ve proteinler ¢ogunluklu olarak bulunur ve
taneler mikrobiyal bir kompleksten olusur. Laktik asit bakterileri (LAB) ve
mayalarin arasinda karmagik bir simbiyotik iliski vardir; sirasiyla laktik asit ve

alkoliin fermente edilmesinden sorumlu oldugu bilinir (Magalhaes ve ark., 2011).

Kefir tanelerinin yapisinin mikroskopisi, ii¢clii boyama semast ve ardindan
konfokal lazer taramali mikroskobu (CLSM) kullanilarak hiicre (bakteri ve maya) ve
polisakaritlerin dagiliminin florasan incelemesi ile gerceklestirilir (Schwan ve ark.,
2016). Florasan krom SYTO9 (yesil) kullanilarak goriintiilenen mikrobiyal
biyokiitle, dis ylizeyin 6énemli bir kismin1 kapsar ve konkavalin A conA (kirmizi) ile
boyanmis alanlarin, yani polisakkarit matrisinin hem i¢ine hem de disina yerlesir.
Kefiran olarak adlandirilan bu polisakkarit matrisi, laktik asit bakterileri (LAB)
tarafindan tretilir ve genellikle kefirin terapotik 6zellikleriyle iliskilidir. Birgok yazar
tarafindan Laktobasil tiirleri kefir tanelerindeki kefiran polimerinin baslica iireticisi

olarak tanimlanir (Tada ve ark., 2007).

Kefir tanelerinin ilk ¢alismalarinda 151k mikroskobu kullanilirken, daha sonra
yapilan arastirmalarda, i¢erdigi kompleks mikrobiyal popiilasyonu tanimlamak igin
elektron mikroskobu kullanilmistir. Moskova Siit Enstitiisii’nden elde edilen sekil
1.2°de kefir tanelerinin elektron mikrografisi goriilmiistiir. Kefir tanelerin kimyasal
ve mikrobiyolojik bilesimleri dort farkli kaynaktan elde edilmekte ve farkli
laboratuvarlar tarafindan yayinlanan sonuglar arasindaki karsilagtirmay1 zorlagtirdigi

goriilmistiir (Farnworth, 2005).



Sekil 1.2. Kefir tanelerinin elektron mikrografisi

1.2.2. Kefir tanelerinin mikroflorasi

Kefir taneleri karnabahara benzer; mikroorganizma bakimindan zengindir (bkz.
Cizelge 1.1) ve genellikle simbiyotik bir iliskiyle yasayan kompleks bir mikrobiyal
yapiya sahiptir. Bu mikrobiyal yapisi1 icinde laktik asit bakterileri, asetik asit
bakterileri ve maya tiirlerinin oldugu bilinmektedir (Farnmorth, 2005; Schwan ve

ark., 2016).

Cizelge 1.1. Kefir tanesi, kefir kiiltiirii ve kefirdeki mikroorganizma diizeyleri (log kob/ml)
(Farnworth 2005).

Laktokok Laktobasil Mayalar
Kefir Tanesi 7,37 8,94 8,30
Kefir Kiiltiirii 8,43 7,65 5,58
Kefir igecegi 8,54 7,45 5,24

1.2.2.1. Laktik asit bakterileri

Kefir tanelerinde onemli yer alan Laktik asit bakterilerin tiirlerinin ¢ogu
laktobasil cinsine aittir ve bu cinsin iki gruba ayrildig1 bilinmekte olup bu iki grup;
Homofermentatif tiirleri (Lb. acidophilus, Lb. crispatus, Lb. Delbrueckii, Lb.

gallinarum, Lb. Gasseri, Lb. helveticus, Lb. kefiranofaciens) ve istege bagl veya




zorunlu heterofermentatif tiirleri (Lb. brevis, Lb. curvatus, Lb. fermentum, Lb. kefiri,
Lb. paracasei, Lb. parakefiri, Lb. plantarum ve Lb. rhamnosus) igermektedir.
Laktobasillerden daha az tiire sahip diger laktik asit bakterileri homofermentensiyel
cinse ait olan Lactococcus (L. lactis), Pediococcus ve Streptococcus (St.
thermophilus); ayrica heterofermentensiyel cinse ait Leuconostoc (Ln. mesenteroid
ve Ln. lactis) ve Weissella (W. viridescens) cinsine aittir (El houda ve Rameissa,
2017). Laktik asit bakterileri mikrobiyal popiilasyonunun en biiyiik kismini (% 65-
80) olustururken, laktokoklar, mayalar ve bazen asetik asit bakterileri kefir
tanelerindeki mikroorganizmalarin geri kalanini olusturur (Onaran ve Cufaoglu,
2017).  Heterofermentatif = laktobasil  popiilasyonlarmin ~ homofermentatif
poplilasyonlardan daha yiiksek (sirasiyla %74,5 ve %25,7) oldugu tespit edilmis ve
ayni dagilim yontemi incelenerek 16 tane homofermentatif izolat ile
karsilastirildiginda 20 tane heterofermentatif laktobasil izolati bulundugu rapor
edilmistir (Schwan ve ark., 2016). Kefir tanelerinde bulunan bakterilerin (Lb. kefir ve
Lb. parakefir) lizerinde ¢esitli in vitro testlerin yapildigi bir ¢alismada
Heterofermentatif olan bu laktobasillerin ikisinin de kismen oto-aggregasyon ve
hemaglutinasyon 6zellikleri ve daha 6nce yayimlandig1 gibi S-tabakasi proteinlerine
sahip olduklar1 goriilmiistiir. Ek olarak, bu iki bakterinin ayni zamanda Caco-2
hiicrelerine yapistigt ve 1iyi birer probiyotik olma olasiliginin yiiksek oldugu

goriilmistiir (Garrote ve ark., 2004).

Genel olarak, kefir tanelerindeki laktik asit bakterilerinin kolon olusum birimi
(10%- 10° kob/g), mayalar (10°- 10° kob/g) ve asetik asit bakterilerinden (10°- 10°
kob/g) ¢ok daha yiiksektir, ancak fermantasyon kosullar1 bu kalibi etkilese de ¢izelge
1.2, diinyanin dort bir yanindan gelen kefir ve kefir tanelerinde bildirilen ¢esitli

bakterilerin bir listesini gostermektedir (Farnworth, 2005).

1.2.2.2. Asetik asit bakterileri

Asetik asit bakterileri Gram-negatif, aside (pH 2,6’ya kadar) kars1 direngli ve

Asetobakter ve Glukonobakter genleri dahil olmak iizere zorunlu aerobiktir.



Asetobakter tiirleri; Asetik asidi CO, ve suya okside etme kabiliyetine sahiptir.
Asetik asit bakterileri dogada CO, veya etanol bakimindan zengin bitki
habitatlarinda bulunabilir. Giiniimiizde AAB, asetik asidin ticari liretimi i¢in ¢ok

onemlidir (Stadie, 2013).

Kefir ile iligkili olan asetik asit bakterilerinin, kiiltiirden bagimsiz olarak
tanelerde baskin cinsilerden biri halinde asetobakteri ortaya ¢ikardigini belirtmek
gerekir. Bu 0nemli; clinkii asetobakter genellikle kefir kiiltiiriine bagl teknik yolla
izole edilemez ve esnasinda kefirin gereksiz bir kirletici maddesi olarak tanimlanir.
Baz1 ¢aligmalar kefir tanelerinde biiyiik miktar asetik asit bakterisi bulundugunu;
birgogu ise kesin bir tanimlama i¢in daha fazla test yapilmasi gerektigini ve asetik
asit bakterilerinin biiylimesi i¢in optimal izolasyon ortami saglanmasi gerektigine

dayanmaktadir (Bourrie ve ark., 2016).

Asetik asit bakteri tiirleri hem kefir taneleri hem de kefir iceceklerinde izole
edilmis ve tanimlanmistir. Ancak bazi iilkelerde bu tiirlerin varlig1 istenmeyen bir
durum olarak kabul edilir ve son {irlinde metabolit sonucunun hem mikrobiyal
konsorsiyumda hem de duyusal 6zelliklerde 6nemli bir rol oynamasina ragmen daha

az ilgi gormektedir (Leite ve ark., 2013).

Cizelge 1.2. Kefir ve kefir tanelerinde bildirilen bakteri tiirleri (Farnworth, 2005).

Mikroorganizma tiirleri Mikroorganizma tiirleri

Lactic acid bacteria L.kalixensis, L.rapi,
Lactobacillus L.diolivorans, L.parafarraginis, L.gallinarum, Pediococcus
Lactobacillus kefir claussenii, P.damnosus,

Lactobacillus kefiranofaciens
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus casei
Lactobacillus kefiri
Lactobacillus brevis
Lactobacillus paracasei

Lactobacillus parakefir

P.halophilus, P.pentosaceus, P. lolii

Lactococcus/Streptococcus

Lactococcus lactis subsp. Lactis

Lactococcus lactis subsp. Cremoris

Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis

Lactococcus garvieae




Lactobacillus plantarum
Lactobacillus satsumensis
Lactobacillus curvatis
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus viridescens
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus kefirgranum
Lactobacillus parakefiri
Lactobacillus parabuchneri
Lactobacillus garvieae
Lactobacillus buchneri
Lactobacillus sunkii
Lactobacillus crispatus
Lactobacillus otakiensis
Lactobacillus instestinalis
Lactobacillus amylovorus,
L.pentosus, L.salivarius,
L.johnsonii, L.rhamnosus,

L.rossiae, L.sakei, L.reuteri,

Streptococcus salivarius subsp. Thermophiles
Streptococcous thermophiles

Streptococcus durans

Leuconostoc/Oenococcus

Leuconostoc spp.

Leuconostoc mesenteroides subsp. Mesenteroides
Leuconostoc mesenteroides subsp. Cremoris
Leuconostoc mesenteroides

Leuconostoc pseudomesenteroides

Oenococcus oeni

Acetic acid bacteria

Acetobacter

Acetobacter spp.

Acetobacter sicerae

Acetobacter orientalis, Acetobacter lovaniensis

Asetik asit bakterileri (AAB); Toplam mikrobiyal popiilasyonun sadece %Z20’sini

temsil eder ve diisiik miktarlarda <10’ kob g”' bulunduklari bildirilmektedir. Ancak

bir baska calismada 10® kob g’l’e kadar yiiksek seviyelerde bulunmustur. AAB, B,

vitamini Urettikleri i¢in diger mikroorganizmalarin {iremesini tesvik edebilmektedir.

Kefir kivaminin AAB igeren bir stater kiiltlir kullanilarak gelistirilebilecegi; ancak

10° kob g’den daha yiiksek bir seviyelerde gelistirilemeyecegi bulunmasi halinde

bildirilmektedir. Bu seviyedeki, AAB’nin varlig iyi bir kefir tutarliligi; dolayisiyla

kaliteli bir {iriin elde edilmesi anlamina gelmektedir (Schwan ve ark., 2015).

1.2.2.3. Mayalar

Kefir tanelerinde biiyiik kism1 bakterilere ait olan popiilasyonuna ek olarak bu

bakterilerle simbiyotik bir iliskide olan ¢ok miktarda maya popiilasyonu vardir.

Genellikle kefir tanelerinden izole edilen ve maya popiilasyonunun ¢ogunlugunu
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olusturan tipik mayalar; Saccharomyces, Kluyveromyces ve Candida (Bourrrie ve

ark., 2016).

Mayalarin aminoasitler ve vitaminler gibi biiyiime icin gerekli besinleri
sagladiklari, pH’y1 degistirdikleri, etanol salgiladiklari ve CO, iirettikleri igin
fermente siit drlinlerinin hazirlanmasinda 6nemli bir rol oynadiklar1 kabul
edilmektedir (Farnworth, 2005). Kefirin tipik duyusal 6zelliklerine katkida bulunan
ve istenilen metabolitleri iiretmelerine ragmen kefir mayast {izerine kefir
bakterisinden daha az c¢alisma yapilmistir. Kefir tanelerinde bulunan baslica laktoz
fermante maya tiileri; Kluyveromyces marxianus/ Candida kefir, Kluyveromyces
lactis var. Lactis, Debaryomyces hanseniie Dekkera anomala; Laktoz fermente
olmayan maya tiirleri; Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora delbrueckii, Pichia
fermentans, Kazachstania unispora, Saccharomyces turicensis, Issatchenkia
orientalis ve Debaryomyces occidentalis’tir  ve c¢izelge 1.3’de gostermektedir

(Farnworth, 2005; Leite ve ark., 2013).

Kefire 0zgii mayalar, lezzet ve aroma olusumunda Onemli bir rol oynar;
Kluyveromyces marxianus, Torulaspora delbrueckii, Saccharomyces cerevisiae,
Candida kefir, Saccharomyces unisporus, Pichia fermentans ve Yarrowia lypolytica

tiirleri ile temsil edilirler (Simova ve ark., 2002).

Cizelge 1.3. Kefir tanesinden tespit edilen bazi mayalar (Farnworth, 2005).

Mayalar

Kluyveromyces marxianus Candida friedrichii
Saccharomyces spp. Candida pseudotropicalis
Saccharomyces cerevisiae Candida tenuis
Saccharomyces unisporus Candida inconspicua
Saccharomyces exiguus Candida maris
Saccharomyces turicensis Candida lambica
Saccharomyces dairensis Candida tannotelerans
Torulaspora delbrueckii Candida valida
Brettanomyces anomalus Candida kefir
Issatchenkia occidentalis Candida holmii

Pichia fermentans
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1.3. Kefir uiretimi

Kefir iiretiminde basta inek, ke¢i, koyun, deve ve manda siitii olmak {izere her
tirlii siit kullanilabilmektedir. Bunlarin disinda kefir iiretimi i¢in hindistan cevizi,
soya ve piring siitiinden yararlanilabilmektedir (Kahraman, 2011). Kefir iiretmek i¢in
cesitli yontemler vardir. Yaygin olarak geleneksel ve endiistriyel iiretim yontemleri
kullanilmakta olup gida bilimcileri glinlimiizde geleneksel kefirde bulunanlar ile ayni
ozelliklere sahip bir kefir iiretimi i¢in modern teknikler {izerinde ¢aligmaktadir (Otles
ve Cagindi, 2003). Ancak kefir iiretimi amaciyla asagida belirtilen yontemler siklikla

kullanilmaktadir.

Cig siitim kaynatilmas:
1)
Siatiin (20-25 "C) sogutulmas:
T
Kefir tanesi ile inkitbasvon (20-25 “C)
)

Inkubasyon (20-25 “C’de, 18-24 saat)
|
W

Tanelerin siizgeg ile ayrilmasi

!

Depolama (4 °C)

Sekil 1.3. Geleneksel kefir tiretim asamaklart (Shen ve ark., 2018).
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1.3.1. Geleneksel Kefir Uretimi

Geleneksel kefir tiretimi pastorize edilmis ve 20 ile 25 °C arasinda sicakliklara
sogutulmus siite kefir tanelerinin direct olarak eklenmesiyile yapilir. Ardindan (18-
24) saate kadar 20 ile 25 °C (oda sicakligl) bir sicaklikta fermente ediltikten sonra
taneler bir elek yardimi ile siiziilerek ve yine oda sicakliginda kurutularak bir sonraki
inokulasyonda kullanilmak iizere soguk bir ortamda muhafaza edilir. Uretilen kefirde
bir stire +4 °C sicakliktaki sogutucuda muhafaza edildikten sonra tiiketime hazir hale

gelir. Geleneksel kefir tiretimi sekil 1.3’te goriilmektedir (Shen ve ark., 2018).

1.3.2. Endistiiriyel Kefir Uretimi

Bu yontem farkli adlandirilmasina ragmen teknik olarak geleneksel kefir
iretimi ile aynidir. Ilk asamada siit homojenize edildikten sonra kuru madde %8’e
kadar ayarlanir ve 85-87 °C’de 5-10 dakika veya 90-95 °C’de 2-3 dakika 1s1l islemi
uygulanir. Daha sonrada 18 ile 24 °C arasindaki bir sicaklikta sogutulup (% 2-8
orani) kefir kiiltiirliyle eklenir ve (18-24) saat arasi bir siire inkiibasyon islemine
birakilir. Piht1 olusturulduktan sonra pompa yardimiyla ayrilir ve kefir siselere
dagitilir. 12-14 °C veya 3-10 °C’de olgunlastirilir ve iiretilen kefir 24 saat siiresince

+4 °C’de saklanir. sekil. 1.4’te endiistriyel kefir iiretimi gostermektedir (Ding, 2008).
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Q
s
(e
u
=4

Homojenizasyon (12.5-17.5 MP, 33 “C)

|}
Pastdrizasyon (90-93 “C’de, 5-10 dk)
1
Sogutma (1.8-24 C)
3
Kefir kiiltiiria ‘3-'62-81) ile inokulasyon
WV

Fermantasyon (18-24 “C’de, 18-24 saat, pH 4.7)
1
2

Kefir olugmas:

4

Paketleme

)
Olgunlagtima (3-10 "C, 24 saat)

)

Depolama (4 °C)

Sekil 1.4. Endiistriyal kefir iiretim agamalart (Ding, 2008).

1.4. Kefirin ozellikleri

Kefirin kalitesi ve o6zellikleri s6z konusu olduk¢a ¢ok degiskendir (Aguiar,
2017). Bu durumun nihai kefir iirlinlinlin aromasi, viskozitesi, mikrobiyal florasi
veya kimyasal bilesimi, siite ilave edilen starter kiiltiir orani veya hacmi,
fermantasyon sirasindaki degisiklikler, fermantasyon sonrasi sogutma ve olgunlasma
asamalarinin  hizi, iretimde uygulanan inkiibasyon sicakligi ve siiresinden
kaynaklandig1r bilinmektedir (Farnworth, 2005). Ayrica, Kefir hammaddelerinin
dogas1 ve kalitesi, secilen fermantasyon prosediirii, sanitasyon oOnlemleri ve

depolama kosullar biiyiik 6l¢iide etkili olmaktadir. Dikkate alinmasi gereken birgok
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parameter olmasindan dolay1 iyi kalitede kefir iiretebilecek belirli bir parameter seti
olusturmak zordur (Aguiar, 2017). Bununla beraber kefir; akici kivami, homojen ve
parlak bir goriiniimii serinletici etkisi ve hafif maya tad ve aromasiyla tiiketici tercihi
olmaktadir (Ustiin ve Gokge, 2001). Tiiketici tercihini yénlendiren {iriin duyusal
ozelliklerini daha iyi anlamak ve iireticinin iiriin hedef kitlesini belirleyebilmesi ve
ayni zamanda iiriin kalitesini takip edip iiretimi optimize edebilmeleri i¢in duyusal
analizler yapilmaktadir. Bu dogrultuda tiiketiciler arasinda segilen panelistler ve siit
driinlerinin  kalite 6zelliklerini 1iyi bilen uzman kisiler tarafindan duyusal

degerlendirmeler yapilmaktadir.

Kefir tanesi kullanilarak iretilen kefirin viskozitesi starter kiiltiir ilavesi ile
uretilenlere kiyasla daha disiiktiir. Bu deger 1sitma, homojenizasyon ve siitiin
bilesimine gore de farklilik gostermektedir. Kaynatilmis siitten iiretilen kefirin
viskozitesi pastorize ve sterilize siitten lretilenlere gére daha yiiksek olmaktadir

(Oktar ve Karagozoglu, 1992).

Kefirin bilesimi ve kimyasal 6zelliklerinde tiretimde kullanilan siitiin kaynag:
(inek, koyun, keci) ve yag miktar1 (tam yagli, yarim yagh ve yagsiz), tanelerin veya
starter kiiltiiriin kompozisyonu ve uygulanan iiretim teknolojisine bagli olarak biiyiik
farkliliklarin  oldugu bilinmektedir. Kefirin kimyasal bilesimi c¢izelge 1.4’te
gosterilmektedir (Otles ve ark., 2003).

Kefirin pH’s1 (4,2- 4,6) arasinda degismektedir (Otles ve ark., 2003). L (+)-
laktik asit, fermantasyondan sonra baslangi¢ siitiindeki orijinal laktozun yaklagik
%25°1 seviyesindeki oranla en yliksek konsantrasyonda bulunan organik asittir. Kefir
fermantasyonu sirasinda homofermentatif laktik asit bakterilerinin salgiladiklar
laktaz (B- galaktozidaz) enzimiyle laktoz kullanarak ilk asamada glikoz ve galaktoza
iiretmekte olup; dretilen bu maddeler heterofementatif bakteriler olan
leukonostoklarin enzimatik aktivitesiyle laktik asit, CO, ve aroma verici bilesikleri
olan asetaldehit, diasetil ve aseton lretilmektedir. Mayalar ise laktozu glikoz ve

galaktoza doniistiirmekte ve fermantasyon sonucu CO, ve az miktarda etil alkol elde
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edilmektedir (Bensmira ve ark., 2010; Kok-Tas ve ark., 2013). Streptococcus ve

Leuconostoc tiirlerinden diasetil iiretilmektedir (Libudzisz ve Piatkiewicz, 1990).

Kefiri yararli mikrooganizmalar1 icermesinin yani sira insan beslenmesi igin
gerekli olan temel aminoasit, yag asidi, karbonhidrat, vitamin ve mineral maddeleri
kimyasal bilesiminde bulundurmaktadir (Cetinkaya ve Mus, 2012; Ding, 2008).
Kefir, B1, B12, kalsiyum, aminoasitler, folik asit ve K vitamini bakimindan
zengindir. Bu vitaminlerin bir ¢ok faydasi olmakla birlikte sinir sistemi, bobrek ve
karacigerin fonksiyonlarinin diizenlenmesinde yer alarak cilt rahatsizliklarini azaltir,
enerjiyi artirir ve uzun Omiirliiligli desteklemeye yardimci olur. Triptofan kefirde
bulunan ve sinir sistemi iizerinde rahatlatic1 etki yarattig1 bilinen bir aminoasittir.
Ayrica viicudumuzda en bol bulunan ikinci mineral olan iyi bir fosforun iyi bir
kaynagi olan kefir bu yoniiyle hiicre biiylimesi, bakimi ve enerji ihtiyact igin
karbonhidrat, yag ve proteinlerin kullanilmasina yardimci olur. Siit sekeri olarak
bilinen laktozla ilgili olarak Kefir; laktoz - intoleransindan muzdarip kisiler i¢in iyi
bir gidadir. Fermentasyon sonucu kefirde laktoz igerigi azalir ve D-galaktosidase

seviyesi artar (Otles ve ark., 2003).

Cizelge 1.4. Kefirin kimyasal bilesimi ve besinsel degeri (Otles ve ark., 2003).

I¢erik 100g I¢erik 100g
Enerji 65 kcals Vitaminler (mg)
Yag (%) 3,5 A 0,06
Protein 3,3 Karoten 0,02
Laktoz (%) 4 B1 0,04
Su 87,5 B2 0,017
Siit asidi (g) 0,8 B6 0,05
Etil alkol (g) 0,9 BI2 0,5
Laktik asit (g) 1 Niasin 0,09
Kolesterol (g) 13 C 1
Fosfatidler (mg) 40 D 0,08
E 0,11
Esansiyel Amino Asitler Mineral (g)
(€4) 0,05 Kalsiyum 0,12
Triptofan 0,35 Fosfor 0,1
Fenilalanin + Tirosin 0,34 Magnezyum 12
Losin 0,21 Potasyum 0,15
Isoldsin 0,17 Sodyum 0,05
Treonin 0,12 Klorit 0,1
Metionin + Sistin 0,27
Lisin 0,22
Valin
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. Kefirin kimyasal bilesimi ve besinsel degeri (Devam)

I¢erik 100g I¢erik 100g
Aromatik Bilesenler 1z Elementler
Asetaldehit Demir (mg) 0,05
Diastil Bakir (ug) 12
Asetona Molibden (ug) 5,5
Manganez (ug) 5
Cinko (mg) 0,36

1.5. Kefirde bulunan biyoaktif maddeler

Son yillarda fonksiyonel gidalar alani tiiketiciler biiyiik ilgi gérmiis oldugu
ortaya ¢ikmaktadir. Ciinkii bir¢cok gidada saglik yararlar1 veya hastalik direnci sunan
biyoaktif bilesenler bulundugu kabul edilmektedir. Fonksiyonel gidalarin bir alt
kiimesi, bircok potansiyel biyoaktif bilesen kaynaklarimin bulundugu probiyotik
gidalardir. Mikroorganizmalarin kendileri (8lii veya canli), fermantasyon sirasinda
olusan mikroorganizmalarin metabolitleri (antibiyotikler veya bakterisitler dahil)
veya peptitler gibi gida matrisinin par¢alanma sonucu olan ikinci metabolitleri bu
saglik yararli etkilerden sorumlu oldugunu bilinmektedir (Park, 2009). Siit ve
fermente siit irlinlerinde biyoaktif bilesenlerin, 6zellikle insan ve inek siitiindeki
fonksiyonel ozellikleri hakkinda ¢ok sayida calisma rapor edilmektedir (Park ve
Nam, 2015). Ancak, kefir, ozellikle Dogu Avrupa’da saglik yararlar1 sunma
konusunda uzun bir gegmise sahip olmaktadir. Kefirde biyoaktif 6zelliklere sahip
olabilen bir¢cok bilesik bulunmaktadir. Bu bilesikler kisaca asagida belirtilmistir
(Cetinkaya ve Mus, 2012; Farnworth, 2005).

1.5.1. Ekzopolisakkaritler

Son zamanlarda biyoemici, metal ¢ikarma ajani, biyoflokulant, ilag verme ajani
ve diger fonksiyonlartyla gida, ilag, kozmetik endiistrilerinde katki maddesi olarak
kullanilan ve 6nem arz eden polisakkaritlere dair ¢aligmalar artmistir (Prado ve ark.,

2015).
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Mikroorganizmalar tarafindan hiicre disina salgilanan polisakkaritin yapisina
sahip olan ekzopolisakkarit (EPS); esas olarak degisken oranlarda glikoz, galaktoz,
mannoz, N-asetilglukozamin, N-asetilgalaktosamin ve ramnoz igeren seker
birimlerinin ve tiirevlerinin tekrarlanip dallanmasi sonucu agiga ¢ikan uzun zincirli
polisakkaritlerden olusmaktadir (Dashen, 2016). Lactobasillus delbrueckii,
Lactobasillus bulgaricus, Lactobasillus rhamnosus ve Lactobasillus helveticus
tarafindan salgilanan heteropolisakkaritlerde basta galaktoz, glikoz ve ramnoz gibi
temel monasakkaritlerle birlikte diisiik konsantrasyonda bulunmaktadir. Aym
zamanda olduk¢a dallanmis ve karmasik bir yapidadirlar. Bunun genellikle

monosakaritlerle iliskili oldugu diistintilmektedir (Prado ve ark., 2015).

Rapor edilen EPS’lerin miktar ve 0&zelliklerinin fermantasyon isleminde
kullanilan mikroorganizmalara, fermantasyon kosullarina ve kiiltiirel ortamin
bilesimine bagl oldugu goriilmiistiir (Kim ve ark., 2008). EPS’ler sahip olduklar
fizikokimyasal ve reolojik Ozellikleriyle stabilizator, emiilgator, jellestirici ajan ve
viskozite arttiric1 gibi katki maddeleri olarak kullanilmaktadir. Ek olarak EPS’lerin
sahip olduklar1 biyolojik Ozellikleriyle diger rollerini yani sira antitimor ajan,
antimikrobiyal ajan, antioksidan ve immiinomodiilator olarak kullanilabilecegi
onerilmektedir (Madiedo ve Reys-Gauillan, 2005; Piermaria ve ark., 2010; Zejsek ve
ark., 2011).

Kefir mikroorganizmalar1 tarafindan iretilen EPS, suda ¢Ozilinlir bir
glukogalaktan hidrolize olan ve esit miktarlarda D-glikoz ve D-galaktozdan olusan
kefiran olarak bilinmektedir. Kefiran baz1 biiylik, ¢ubuk benzeri bakterilerin,
ozellikle de laktobasillerin kapsiiler malzemesinde bulunmaktadir. Laktobasiller
grubuna ait kefir, parakefir ve kefiranofasiyenler, kefir tanelerinin mikroflorasinda

bulunan baslica EPS iireten ana bakterilerdir (Kok-Tas ve ark., 2013).

Kefir tanelerinin mikroskobik gdzlemi; kefirin fermantasyon asamasinda yer
alan laktik asit ile asetik asit bakterilerini ve maya kapsiile ettigini ortaya

koymaktadir (Dashen, 2016). Kefir diisiik sicalikta jel olusturabilen, siit jelinin
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viskozitesini ve viskoelastik 6zelliklerini gelistirebilen kendisi de ilging¢ viskoelastik
ozelliklere sahip GRAS (genellikle giivenli olarak kabul edilir) bir yapidir (Kazazi ve
ark., 2017; Piermaria ve ark., 2009).

Kefir, besleyici 6zelliginin yani sira saglik agisindan kayda deger bir probiyotik
kaynag1 olarak Kabul edilebilmektedir. Birka¢ calisma kefiran iireten LAB’lerin
biyolojik aktivitesine bagli olarak bu EPS’nin ¢izelge 1.5’te gosterildigi gibi bir¢cok
onemli yarara sahip oldugunun vurgulandig bildirilmistir (Patel ve ark., 2012; Prado

ve ark., 2015; Radhouani, 2018).

Kefir tanelerinden ve izole edilmis laktobasil tiirlerinden ekstrakte edilen kefirin
kimyasal yapis1 ortaya konmustur (Maeda ve ark., 2004). Kefiranin kimyasal yapisi
analiz edildiginde dallanmis bir heksa- veya heptasakkaritten tekrarlanan birimlerinin
oldugu ve kendisinin bir veya iki seker kalintisinin rastgele baglandig: diizenli bir
pentasakkarit (kefiroz) biriminden olustugu goriilmiistiir (Moradia ve Kalanpour,
2019). Daha sonra polisakkarit yapisi kromatografi ve kizildtesi spektroskopi ve
niikleer manyetik rezonans (NMR) gibi giincel tekniklerle analizler yapilmistir. Sekil
1.5’te kefir yapis1 gosterilmistir.

Cizelge 1.5. Kefirde EPS iireten Laktobasiller ve biyolojik aktiviteleri (Patel ve ark., 2012;
Prado ve ark., 2015; Radhouani, 2018).

EPS Ureten LAB Bag Biyolojik aktivitesi

Hipertasyonun neden oldugu kan basicinin

L. kefiranofaci diismesi
. kefiranofaciens . . . o
Peritoneal mikrofajlarin aktivitesini destekler

L. kefir granum Degisken glikozidik .
/ir & . i%S & . Peritoneal IgA’da artis
L. parakefir baglardan glikoz ve . .
Kefiran Antitumor aktivitesi
L. kefir galaktoz .. . L
. . Antimikrobiyal aktivitesi
L. delbrueckii spp. monomerleri. . B . . .
. Bagirsak bagisiklik sisteminin modiilasyonu ve
Bulgaricus

epitel hiiclerinin basiller sereler hiicre dist

faktorlere karsi korunmasi

19




KEFIRAN

TTTE B D GIlecP(1 T 62N B D GalP (1 T DGalP(Q T3)B D GalF(1 T4)B D GIc P
——

2(s8)
4
1

~————

I
B-p-GIcP

Sekil 1.5. Kefiran kimyasal yapisi1 (Maeda ve ark., 2004)

1.5.2. Biyoaktif peptitler

Biyoaktif peptitler amid veya peptit baglar1 olarak bilinen kovalent baglarla
amino asitlerin bilesiminden olusan organik maddelerdir. Baz1 dogal kaynaklarinda
serbest BAP bulunmasma ragmen; bilinen BAP’nin biylik cogunlugu ana
proteinlerin yapisinda bulunur ve enzimatik islemlerle tiretilir. Bazilari ise kimyasal

sentez ile hazirlanir (Sanchez ve Vazquez, 2017).

Birgok organizma, ortamdaki proteini hidrolize edebilen, bdylece peptitleri ve
amino asitleri serbest hale getirerek mikroorganizmanin biiyiimesini destekleyen
enzimlere (Ornegin proteinazlar ve peptidazlar) sahiptir. Kefir tanesi bakteri
izolatlarinin proteinaz aktivitesi analiz edildiginde birka¢ izolatin yliksek proteinaz
aktiviteye sahip oldugu gorilmiistiir; bu da kefirde biyoaktif peptid bulunma
olasiligim1 artirmistir. Kefirde bulunan peptidlerin igerigiyle ilgili yapilan o6n
caligmalar, kefirin ¢ok sayida peptid icerdigini ve kefir peptidlerinin ¢ogunun

molekiil agirliginin <5000 kDa oldugunu gostermistir (Farnworth, 2005).
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Kefir fermantasyon iglemi sirasinda olusan peptitlerin, hayvan numunelerinde
bagisiklik sistemini uyardigi; hipertansif fare ve insanlarda tansiyonu diigiirmek de
dahil ¢esitli biyoaktif ve fizyolojik aktivitelere sahip oldugu goriilmistiir. Kefirde bol
miktarda bulunan esansiyel amino asitlerden biri olan triptofan, sinir sistemi
tizerindeki rahatlatic1 etkisi ile bilinir. Hipertansiyon her ne kadar orta yasta veya
yash hastalig1 olarak bilinse de gen¢ bireylerde goriilebildigi bildirilmistir (Park,
2009). Siit iiriinlerinde biyoaktif peptidler esas olarak anjiyotansin doniisiim enzimi
(ACE) inhibisyonu, antitrombotik ve antioksidan aktiviteler, opioid, sito- ve
immiino-modiilator etkileriyle mikrobiyal patojenlere karsi bakterisidal etkiye,
cholersterol ve kan basincini diisiirme yetenegine sahip olup sagligi destekleyici
potansiyel nutrasotik ve terapodtik {irlinler olarak bilinir. ACE inhibisyonu kan
basincin1 6nemli Olclide diigebilir ve kardiyovaskiiler hastalik riskini azaltabilir

(Cotarlet ve ark., 2019).

1.6. Kefirin beslenmedeki yeri ve insan saghgi iizerine etkileri

Yiizyillardir beslenmede yere sahip olan kefirin vitaminler, esansiyel amino
asitler ve ¢esitli mineral maddeleri igermesiyle son zamanlarda insan saglig1 {izerine
etkileri ile ilgili calismalarin sayist artmis olup; antimikrobiyal etkisi, gastro-
intestinal sistemde bakterileri dengesi olusturmasi, Bagisiklik sistemine ve kolesterol
metabolizmasina katkilari, laktoz intoleransi 6zelligi ve timor gelisimini durdurmasi
gibi tedavi edici etkiler yarattig1 belirtilmektedir. Bu anlamina bakildiginda iki grup
olarak asagidaki detaylardan bahsedilmektedir.

1.6.1. Kefirin beslenmedeki yeri

Diinyada saglikli gidalar1 desteklenmesi seklinde degisen yasam tarzi ve artan
saglik bilinci nedeniyle pazardaki fermente diyet takviyelerinin sayis1 son
zamanlarda artig goriilmektedir. Kefirin besleyici degeri mineraller, karbonhidratlar,

proteinler, vitaminler ve yaglar da dahil olmak iizere zengin kimyasal bilesimine
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sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu kimyasal bilesiminin yani sira katesinler,
vanilin, ferulik asit ve salisilik asit gibi ikincil biyoaktif bilesenler sayesinde
fermantasyon islemiyle kefirin besin degerini daha da artmaktadir (Farag ve ark.,

2020).

Kefirde iyilesmeye ve homeostaza faydali olan vitaminler, mineraller ve
esansiyel amino asitler bulunmaktadir (Arslan, 2015). Kefir, B1, B2, B5 ve C
vitaminlerini igermektedir. Kefirin vitamin icerigi hem kullanilan siit tiirti hem de
mikrobiyolojik floradan etkilenmektedir (Sarkar, 2007). Cesitli siit tiirlerinden
yapilan kefirin vitamin profilleri rapor edilerek Tiamin (B1), piridoksin (B6) ve folik
asit ile vitamin konsantrasyonunun >% 20 oraninda zenginlestigi bulunmustur

(Arslan, 2015).

Kefir, merkezi sinir sisteminde 6nemli bir rol oynayan serin, treonin, alanin,
lizin, valin, izol6sin, metiyonin, fenilalanin ve triptofan amino asitleri bakimindan
zengindir. Kefir ayrica viicut tarafindan sindirime ve emilimine yardimci olan
kismen sindirilmis proteinler (kazein gibi) igerir. Kefirde bol miktarda bulunan
esansiyel amino asitler ayrica protein, glikoz ve yag metabolizmasint diizenler ve
viicut agirhiginin  diizenlenmesinde, bagisiklik yanitinin ve enerji dengesinin
korunmasinda olumlu bir etki gdsterir. Amino asitler sakatligi onler ve yash
insanlarin saglikli yasam beklentilerini uzatir ve kefirde bulunan dalli zincirli amino
asitler ciddi beyin hasar1 olan hastalar i¢in biligsel iyilesmeyi artirir (Farag ve ark.,

2020).

Mineral igerigi ile ilgili olarak; kefir iyi bir kalsiyum ve magnezyum kaynagidir.
Insan viicudunda en ¢ok bulunan ikinci mineral olan ve hiicre biiyiimesi, bakimi ve
enerjisi i¢cin karbonhidrat, yag ve proteinlerin kullanilmasina yardimci olan fosfor da
kefirde bol miktarda bulunur (Arslan, 2015). Metabolizma ve kan iiretiminde 6zel

degeri olan demir, ¢inko ve bakir gibi mikro-elementler igerir (Farag ve ark., 2020).
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1.6.2. Kefirin Insan Saghg Uzerine Etkileri

1.6.2.1. Kefirin antimikrobiyal 6zellikleri

Probiyotik bir siit iirlinii olan kefirin besleyici ve organoleptik ozellikleri,
patojenik mikrobiyal enfeksiyonlara kars1 miicadele potansiyeli sunmaktadir (Behera
ve ark., 2017). Ancak, daha 6nce yapilan birka¢ ¢alisma bazi laktobasillerin, laktik
asit ve asetik asit gibi organik asitlerin ve karbon dioksit, hidrojen peroksit, etanol,
diasetil ve peptitler (bakteriyosinler) dahil olmak iizere yararli olabilecek ¢ok ¢esitli
antimikrobiyal bilesiklerin {iretebildigini gosteren veriler vardir, tiim bu maddeler
sadece gida iiretimi ve depolanmasi esnasinda gida kaynakli patojenlerin ve
bozulmaya neden olan bakterilerin azaltilmasinda degil, ayn1 zamanda bagirsak
rahatsizliklariin tedavisinde de rol oynamaktadir (Farnworth, 2005). Ayrica, Kefir
fermantasyon sirasinda mikrofloranin trettigi faydali faktorlere siitiin kalitsal
ozellikleri de dahil olmaktadir. Kefir, kiiciik peptitleri, diasetilleri ve kefir
mikrofloras: tarafindan iiretilen organik asitler gibi birincil ve ikincil metabolitler

tarafindan patojenleri inhibe etmektedir (Ahmed ve ark., 2013).

Kefirin genellikle dogrudan veya dolayli olarak Gram-negatif organizmalara
kars1 bakteriyostatik aktiviteye ve Gram-pozitif organizmalara karsi bakterisidal
etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Aguiar, 2017). Kefir taneleri ile fermente edilmis
bir inek siitiiniin bir stipernataninin Gram-negatif ve Gram pozitif bakterilere karsi
onleyici aktivitesini test edilmis ve Gram-pozitif mikroorganizmalar, Gram-negatif
mikroorganizmalardan daha fazla inhibe edilmistir; ayrica, slipernatanlarda hem
laktik hem de asetik asit bulunmustur. Kefir siipernatantinda bulunan
konsantrasyonlarda laktik asit veya laktik asit art1 asetik asit ile desteklenen siitiin de

E. coli’e kars1 inhibitor aktiviteye sahip oldugu gdsterilmistir (Garrote ve ark., 2000).

Kefir fermantasyonu sirasinda tiretilen organik asitlerin, siit fermantasyonunun

ilk asamalarinda bile 6nemli bakteriyostatik 6zelliklere sahip olabilecegi sonucuna
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vartlmistir (Farnworth, 2005). Gram-pozitif kok, Staphylococcus ve Gram-pozitif
basil’e karst benzer sonuglar bulunmus ve kefir tanelerinin antibakteriyel 6zellikleri
bakimindan nihai kefir {iriiniinden daha etkili oldugu kaydedilmistir (Cevikbas ve
ark., 1994). Ote yandan, kefir taneleri ile fermente edilen tiim siitiin Bacillus subtilis,
S. aureus, E. coli, E. faecalis ve S. enteritidis’e kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugu, ancak P. aeuginosa ve C. albicans’1 inhibe etmedikleri gozlemlemistir (Leite
ve ark., 2013). Ancak, kefir tanelerinin kendileri, 6zellikle gliserol bir kriyo-
prezervatif olarak eklendiginde, liyofilizasyon sirasinda ortaya ¢ikabilen bakterilere

kars1 inhibitor gilice sahiptir (Farnworth, 2005).

1.6.2.2. Gastro-intestinal sistemde kefire ait Kiiltiir bakterilerinin etkisi

Probiyotik, gastrointestinal sistemde bulunan ve yeterli miktarda kullandiginda
konakc¢iya saglik agisindan yararli saglayan canli mikroorganizmalar olarak ifade
edilmektedir. Gastrointestinal sistemde, dort ylizden fazla bakteri tiirliniin yasadigi
ve bu endojen bakterilerin bagirsak mikroflorasini igerdigi tahmin edilmektedir.
Mide ve ince bagirsaktan gectikten sonra, bazi probiyotikler hayatta kalarak kalin
bagirsaga gecici olarak yerlesmektedir. Probiyotik bakterilerin gastrointestinal
sistemde hayatta kalmasi ve kolonilesmesi icin asit ve safraya karsi yiiksek bir
toleransa ve bagirsak yiizey yapisma alanlarinda tutunma 6zelliklerine sahip olmasi
ayrica istenmeyen bakterilerin veya diger patojenlerin liremelerini Onleyebilmesi
gerekmektedir (Guzeyl-Seydim ve ark., 2016; Marquina ve ark., 2002; Sezer, 2003).
Fermente siit {riinleri, istenmeyen floray1 inhibe ederek normal laktik bagirsak
florasin1 geri kazanabilir ve antibakteriyel aktivite; kiiltiir aktivitesi, sicaklik ve
muhafaza siliresi ve baglangictaki kontaminasyon seviyesinden etkilenir (Sarkar,

2007).

Kefir tiiketimi, bagirsak mukozasindaki LAB sayisin1 6nemli 6l¢iide arttirdigi
icin enterobakteri ve klostridia popiilasyonlarinda bir azalmaya neden olur (Leite ve
ark., 2013). Ayrica, kefir tiikketimi civciv bagirsaginda Campylobacter jejuni’nin

kolonizasyonunu engellemis (Marquina ve ark., 2002), geng¢ si¢anlarda bagirsak
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mukozasini ve sistemik bagisiklik tepkisini etkilemis ve si¢anlarda gastrointestinal
enfeksiyona bagli mukoza direncini artirmistir (Sarkar, 2007). Kefir, postoperatif
hastalarin veya gastrointestinal rahatsizliklar1 olan hastalarin tedavisinde yararh
olabilecegi bagirsak hareketini destekleyip siskinligi azaltabilecegi ve daha saglikli
bir sindirim sistemi olugturmaya yardimc1 olabilecegi rapor edilmistir (Sarkar, 2007,

Otles ve ark., 2003).

1.6.2.3. Bagisiklik sistemi iizerine etkileri

Fermente siit gidalar {izerinde yapilan ¢alismalarda, terapotik ozelliklere sahip
olduklar1 ve bu gidalar tiiketenlerin bagisiklik sistemini giiclendirebilecegini, kronik
ishal semptomlarmi hafifletebilecegi ve kolon kanseri riskini azaltabilecegi
bildirilmistir (Shen ve ark., 2018). Bunun i¢in, fermente siitiin sindirim ve bagisiklik
sistemi ile dogrudan iliskisi vardir. Kefirin bagisiklik mekanizmasi {izerinde
diizenleyici etkisi oldugu hem insanlarla yapilan g¢aligmalarda hem de hayvan
deneylerinde rapor edilmistir (Kadioglu, 2017). Ayrica, son zamanlarda yapilan bir
hayvan deneyinde, kefirin farelerde bagirsak mukozal bir immiin yanit1 ile bagisiklik
sistemine baglanma yetenegine sahip oldugu bildirilmistir (Lopitz-Ostoa ve ark.,

2006).

1.6.2.4. Tiimor gelisimini durdurmasi

Kefir ve kefir tanelerin yapisinda bulunan polisakkaritlerin antitimor aktivitesi
iizerinde birka¢g c¢alisma yapilmistir ve son calismalar kefirin daha iyi bir
antiaterosikresez ve antidiyabetik fonksiyona sahip oldugunu ve tiiberkiiloz icin
tyilestirici Ozelliklere sahip oldugunu gdstermistir (Shen ve ark., 2018). Ayrica,
kefirin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini durdurmaya ve kolon kanseri, meme kanseri
vb. gibi belirli kanser tiirlerini 6nlemeye ve tiimorlerin boyutunu azaltmaya yararh
oldugu bildirilmistir (Gaware ve ark., 2011). Chen ve ark., 2007 yilinda yapilan bir

caligmada, kefir ekstraktlarinin insan meme kanseri hiicrelerinin gelisimini 6zellikle
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hedefleyen ve durduran bilesenlere sahip oldugunu bildirmistir. Bu nedenle kefirin

meme kanserinin tedavisinde ve 6nlenmesinde kullanilabilecegi dnerilmistir.

1.6.2.5. Kefir ve laktoz intoleransi

Siit ve siit iiriinlerinde bulunan ana karbonhidrat olan laktozu sindirmek icin
gerekli olan bu enzim (p-galaktosidaz), ince bagirsagi kaplayan hiicrelerde laktaz-
flor hidrolaz geninin ifadesi ile iretilmektedir. Laktaz enziminin yetersizligi
durumunda, siit tiiketiminden 30 dakika ile 2 saat sonra siskinlik, bagirsakta gaz
olusumu, kramplar, bulant1 ve ishal gibi laktoz intoleransi (LI) semptomlar1 ortaya
cikmakta ve bu drlinlerin diyetten ¢ikarilma kararina katkida bulunmaktadir
(Devaraja ve Vasudhaa, 2018; Madry ve ark., 2011). Bununla birlikte, diinya
niifusunun biiyiik bir kismu, siitten kesildikten sonra laktoz sentezinde genetik olarak
programlanmig bir diisiise ugramakta ve bu da laktoz malabsorbsiyonu ile
sonuglanmaktadir. Laktoz malabsorpsiyonunun nedeninin, laktaz seviyesindeki bir
eksiklige bagli olarak laktozun sindirilebilme yetersizliginden kaynaklandigi
bilinmektedir (Madry ve ark., 2011). Kefir tanelerinde dogal olarak bulunan pB-
galaktosidaz enzimi, fermantasyon sirasinda kefirdeki laktoz igerigini azaltarak son
iiriinii laktoz intoleransi olan kisiler i¢in uygun hale getirmektedir. Ayrica, kefir gibi
fermente {rilinler, laktozun sindirilmesine yardimci olan midenin gecikmeli

bosaltilmas1 yetenegine sahiptir (Rosa ve ark., 2017).

1.6.2.6. Kefir ve kolesterol metabolizmasi

Insanlarm  kan akimindaki yiiksek bir kolesterol konsantrasyonu,
Kardiyovaskiiler hastaligt (CVD) icin bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir.
Genellikle bazi laktobasiller veya bifidobakteri igceren fermente siit {iirlinlerinin
tiiketiminin insanlarin kan dolasiminda kolesterol konsantrasyonunu diisiisdiigii iddia

edilmistir (Zheng ve ark., 2013).
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Birgok bilim adaminin raporu, asirt kolesteroliinii tiikettiklerinde farelerde
kandaki kolesterol seviyesini diisiirmek i¢in ekzopolisakkaridin rolii oldugunu
bildirmistir. En son ¢aligmada, Cin Tibet kefirinden Lactobacillus plantarum
MAZ2’nin hem in vitro hem de in vivo kolesterol diisiirme aktivitesinde etkili oldugu
bulunmustur (Ahmed ve ark., 2013). Kefir tanelerinin fermantasyon iglemi yoluyla
siit kolesterol seviyelerini azaltmis ve 24 saat fermantasyon ve 48 saat de
depolamadan sonra mevcut kolesterol seviyelerini % 41 ile 84 arasinda azalttigi

gosterilmistir (Bourrie ve ark., 2016).

Kefir kiiltiiriiniin siitte kolesterolii asimile etme yetenegine sahip oldugu
bildirilmistir. Ayrica, kolesterol bakimindan zengin bir diyetle beslenen erkek
hamsterlarda kefir siitiiniin hipokolesterolemik etkisini kanitlamistir (Wang ve ark.,

2009).

Bu c¢alismada, kefirin S.aureus {lizerinde inhibitér etkisinin incelenmesi
amaciyla planlanmigtir. Bu amagcla, mikrofloras: bilinen kefir taneleri kullanilarak,
iretim oOncesi kefir tiretilecek siite katilan S. aureus’un kefir iiretimi sonrasi
etkilesimi incelenmistir. S.aureus’un hazirlandigi; (10°, 10°, 10%) farkh
diliisyonlardan UHT siit gruplarina (a;, by, ¢;) sirasiyla ilave edilerek kefir taneleri ile
fermantasyona birakildiktan sonra ekim yaparak elde edilen sonuglara gore kefirin
patojenler iizerinde etkinligini degerlendirilmistir. Daha sonra sonuglarin literatiirle
uyumlu olup olmadig: tespit edilmistir. Kefir’in ¢esitli hastaliklardan korunmak
amacl kullandig bilindiginden halk sagliginin korunmasi kapsaminda elde edilmis

olan veriler 15181inda baz1 6ngdriiler gergeklestirilmistir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. GEREC

2.1.1. Siit

Arastirmada UHT teknigi ile iiretilmis %3,3 yagl siit kullanmis olup ; TS En
ISO 9001/2008 kalite yonetim sistemi, ¢evre yonetim sistemi ve gida giivenligi

yOnetim sistemi belgelerine sahiptir.

2.1.2. Kefir tanesi ve starter kiiltiir

Uretimde kullanilan kefir tanesi Danem Siit ve Siit iiriinleri LTD. Sti.
Laboratuvari’nda Endanem, Tiirk Patent Enstitiisii tarafindan onaylanan patentlenmis
yontem ve Onerilen faydali model tasarimiyla uygun tekniklerle korunarak iiretilen
kuru dogal kefir mayasidir. Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Gida Hijyeni ve
Teknolojisi Anabilim Dali Laboratuvari’nda bir litre UHT %3,3 yagl siitiinde 0,5 gr

kuru dogal kefir mayas: aktiflestirildikten sonra eklenip kefir tanesi tiretilmistir.

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan Kefir tanesindeki mikroorganizma c¢esitliligi

Lactobacillus kefiri

Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens

Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefirgranum

Lactobacillus parakefiri Lactobacillus asidophilus
Lactobacillus casei Lactobacillus reuteri
Lactobacillus bulgaricus Laktobasiller helveticus
Lactobacillus fermentum leuconostoc mesentereoides
Lactococcus lactis Streptococcus termophilus
Bifidobakterium bifidum Acetobacter pasteurianus
Kluyveromyces marxianus Saccaromyces cerevisiae

Kluyveromyces lactis
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2.1.3. Staphylococcus aureus susu

Calismada, gida hijyeni ve halk sagligi agisindan onem tasiyan S. aureus
(ATCC 25923) kullanmistir. S. aureus susu, Brain Heart Infusion (BHI)’da
inkiibasyonu (37 °C 18 saat) ile aktiflestirilmistir. Aktif hale gelen bakteri kiiltiiri,
dilisyonlar1 hazirlanarak ekimleri yapilmis ve sayisal degerleri hesaplanmistir.

Degerlendirmede spektrofotometrik 6l¢lim de yapilmistir.

2.1.4. Kullanilan Besiyerleri

- Plate Count Agar (PCA)

- Baird Parker Agar (BP) + Egg yolk-tellurite emulsion

- Rose bengal Chloramphenicol Agar (RBCA) + Chloramphenicol Supplement
- Brain Heart Infusion (BHI)

2.2. YONTEM

2.2.1. Endanem kuru dogal kefir mayasindan kefir tanesinin hazirlanmasi

0,5 gr Endanem yarim cay bardagi ilik (25 °¢) UHT Siite eklendi. Maya
inkubasyon 25 “c sicakliginda 7 - 10 saat aktiflestirildi. Aktiflesen maya 1000 ml 1lik
UHT siite eklendi. Aktiflesen danelerin ¢alkalanarak siite tamamen karistigindan
emin olundu. Oda sicakliginda 20 - 24 saat bekletildi. Kivam gelisimi tamamlaninca,
hazirlanan kefir kullanima alindi. Bir sonraki mayalama i¢in taneler buzdolabinda en

fazla 5 giin saklandu.
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2.2.2. Kefirin S. aureus iizerinde inhibitor etkisinin belirlenmesi

1000 ml UHT siitiinde 0,5 gram endanem eklenerek kefire tiretildi ve iiretilen
kefirden 1 gr kefir taneleri alindi. BHI Broth’da zenginlestirilmis S. aureus ’un
hazirlandig; (106, 10°, 104) farkli diliisyonlardan 2,5 ml alinarak, 250 ml UHT siit
gruplarina (a;, by, c;) sirastyla asilanip, kefir tanesi ile fermantsyona birakildi.
Fermantasyon siiresi sirasinda kefirin  S.aureus iizerindeki antimikrobiyal
aktivitesinin arastilmasi icin a;, by, ¢; olarak gruplandirilan kefir 6rneklerinden birer
ml deneysel olarak alinarak 9 ml distle suda karigtirilarak damla plak yontemiyle
PCA ve BP agar iizerine yayilmis ve 24 saat 37 °C’de inkiibasyon yapilmistir.
Ayrica, RBC agar lizerine damla plak yontemiyle ekim yapilarak 72 saat 25 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. Kefir gruplart 0., 6., 12., 24., 48. ve 72. saatlerde
fermantasyon Oncesi ve sirasinda hemen ekim yapilarak sayisal degerlendirmeleri

yapilmustir.

Kontrol gruplar1 olarak ayni islemler kefir tanesi eklenmeden kontamine edilen
siit orneklerinde uygulandi. BHI Broth’da Zenginlestirilmis S. aureus’un
hazirlandig; (106’ 10°, 104) farkli diliisyonlardan 2,5 ml alinarak, 250 ml UHT siit
gruplarina (az, by, c;) sirasyla ilave edilerek 0., 6., 12., 24., 48. ve 72. saatlerde ayni1
sekilde ekimleri yapilmistir.
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3. BULGULAR

Bu calismada, endanem kefir mayasi ile iiretilmis olan kefirin icerisindeki
mikroorganizma ¢esitliginin kolon olusum birimini elde etmek icin genel canli
bakteri ve maya sayist kullanilan PCA ve RBC agar {izerine yayilmis ve 24 saat 37
°C ve 72 saat 25 °C’de inkiibasyon sirasiyla yapilmistir. Bu yapilan ¢caligmada genel
canli bakteri ve maya sayisin sonucu (2,4x10°, 4,8x10* kob/ml) sirasiyla elde edilmis
ve bu sonuglarin diger sonuglara gore istedigimiz bir sonu¢ oldugunu ortaya
cikmistir. Kefir liretiminde kullanilan kefir taneleri probiyotik 6zellige sahip olan
laktokoksi, laktobasili, asidik asit bakterileri ve maya igermistir. Bu bakteriler
bagirsak mikroflorasini olumlu yonde degistirerek sindirim sistemini diizenlemeye,

bagisiklik sistemini giliclenmeye yardimei oldugunu bildirmistir (Bulduk, 2016).

Staphylococcus aureus, birgok lilkede gida zehirlenmesi salginlarina neden
olan Salmonella’dan sonra en yaygin ikinci patojen olarak kabul edilmektedir. S.
aureus’un siit iirlinlerinde bulunabildigi ve halk saglig: riski tagidig: bildirilmektedir
(Karagozlii, 2007). Gida zehirlenmesinde yer alan enterotoksinler, S. aureus'un
koagiilaz pozitif suglarimin yaklasik tigcte biri tarafindan {iretilir. Enterotoksinler
birgok gida kaynakli hastaliklarla, Staphylococcus Enterotoksin A (SEA) ve
Enterotoksin D (SED) en sik bulunanlar ile ilgili iligkilendirilmektedir (Portocarrero

ve ark., 2002).

Stafilokokal enterotoksin olusumunda etkenin ortamda bulunma diizeyi 6nem
tasimaktadir; 10° log kob/ml ve iizerinde toksin olusum riski yiiksek diizeyde
olmaktadir. Bu nedenle, calismamizda elde edilen bulgular da dikkate alindiginda
kefir de kontaminasyon diizeyi de dikkate alinarak enterotoksin olusum riskini g6z
ontine almak ve muhafaza kosullarina dikkat etmenin Onemli oldugu

diistiniilmektedir.
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Kefir taneleri ve S. aureus’un farkli diliisyonlari ile kontamine edilmis (SSK a;,
by, c1) UHT siite iiretilmis kefir 6rneklerinden ekim yapilarak (0., 6., 12., 24., 48. ve

72. saatlerde) degerlendirilmistir.

Cizelge 3.1°de gosterildigi gibi, kefir, kefir taneleri ve Staphylococcus aureus
ile kontamine 6rneklerde Baird Paker Agar (BP)  yapilan ekimlerde 0., 6., 12. ve 24.
saatlerde sayisal artis olurken ; 6zellikle 48. ve 72. saatlerde belirgin bir azalma
saptanmustir. Buna gore birici grup (a; = 10°) drneklerde 0., 6., 12. ve 24. saatlerde
sirastyla 4,2; 7,15; 7,0 ve 6,89 log kob/ml saptanirken ; 48. ve 72. saatlerde sirasiyla
6,04 ve 4,6 log kob/ml olarak belirlenmistir. Ikinci grup (b;= 105) Orneklerde 5,34;
6,64; 7,0; 6,69; 5,08 ve 3,81 log kob/ml ; iingiincii grup (c,= 104) orneklerde 4,15;
7,1;7,2; 7,32; 5,45 ve 3,66 log kob/ml olarak saptanmistir.

Cizelge 3.1. S. aureus ilave edilmis UHT siit ile yapilan kefirde mikrobiyel gelisim (log kob m1™)

SSK Besiyerler 0. Saat 6. Saat 12. Saat 24. Saat 48. Saat 72. Saat
Ay BP 4,2 7,15 7,0 6,89 6,04 4,6
PCA 5,69 7,32 7,46 7,30 7,53 6,1
RBC 5,04 5,34 5,76 6,94 6,2 5,91
B, BP 5,34 6,64 7,0 6,69 5,08 3,81
PCA 5,52 6,91 7,32 7,1 7,18 7,0
RBC 4,91 5,04 5,91 6,6 6,95 7,04
(O BP 4,15 7,1 7,2 7,32 5,45 3,66
PCA 5,36 7,41 7,56 7,45 7,46 6,26
RBC 4,69 5,34 6,0 6,58 6,91 6,6

Kob/ml: a,= 10°%, b= 10, ¢,= 107

Cizelge 3.2°de gosterdigi gibi, S. aureuus farkli konsantrasyonu ile Kontamine
edilmis olan siit Orneklerinde toplam genel canli sayis1 ve maya-kiif sayilar
degerlendirildiginde, Staphylococcus aureus ile kontamine edilmis olan siit

orneklerinde genelde 72. saate kadar bir artig oldugu saptanmustir.
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Kontamine edilen siitten yapilan kontrol grubu 6rneklerinden yapilan ekimler
sonucunda, incelenen mikrobiyel sayilarin belirlenen zaman dilimlerinde belirgin bir

artigla ilerledigi saptanmaigtir.

Cizelge 3.2. Kontrol grubu siit drneklerinde mikrobiyel gelisim (log kob ml-1)

Ss Besiyerler 0. Saat 6. Saat 12. Saat 24. Saat 48. Saat 72. Saat
BP 3,78 3,89 4,45 7,11 sayilmaz sayilmaz
A, PCA 4,0 3,98 4,04 7,04 sayilmaz sayilmaz
RBC 0 0 0 0 0 0
BP 2,3 0 2,3 6,53 sayilmaz sayilmaz
B, PCA 2,9 2,78 3,08 5,94 sayilmaz sayilmaz
RBC 0 0 0 0 0 0
BP 0 0 23 5,53 sayilmaz sayilmaz
&) PCA 0 23 2,3 4,53 sayilmaz sayilmaz
RBC 0 0 0 0 0 0

Kob/ml, a,_-10°, b, _10°, ¢, _10*

Sonug¢ olarak, S. aureus ile kontamine edilmis kefir Orneklerinde, kefir
tanelerinin ve olusturdugu ortamin S. aureus iizerinde inhibe edici bir etkisinin
olustugu ve bunun ilerleyen zaman diliminde gerceklestigi; dolayisiyla ortam i¢
faktorlerinin  ve rekabet¢i floranin  bu etkili

inhibisyonda olabilecegi

diistiniilmektedir.
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4. TARTISMA

Bu ¢alismada, kefirin S. aureus lizerinde inhibitdr etkisini incelenmistir. Kefir,
kefir taneleri ve S. aureus’un farkli UHT siitiine ilave edilmis ve ilave edildikten
sonra ekim yaparak elde edilen sonuglar vardir ve bu elde edilen sonuglar, SSK BP
ar, by, ¢1 (0., 6., 12., 24., 48. ve 72. saat) 5 4,2; 7,15; 7,0; 6,89; 6,04 ve 4,6 log;o kob
ml’, 5,34; 6,64; 7,0; 6,69; 5,08 ve 3,81 log;o kob ml” ve 4,15; 7,1; 7,2; 7,32; 5,45 ve
3,66 logiy kob ml' sirasila ortaya ¢ikmustir. Bununla birlikte, kolonilerin
biliylimesinde sifir saatten bir giine kadar artisg elde etmistir, ancak ikinci ve tiglincii
giine kadar kolonilerin biiylimesinde bir azalma ortaya ¢iktigin1 gézlemlenmistir. Bu
sonuglar incelendiginde, kefir tanelerin antibiyotik gibi tamamen ortadan kaldirarak
degil, siite bulagan bakterileri yavas yavas etkileme yetenegine sahip oldugu ortaya
¢iktigii  gozlemlenmistir. Buna karsm, 10° log kob/ml diizeyinde bir artis
gozlemlenen kosullarda enterotoksin olusum riski géz Oniine alinmali; Kefir
kontaminasyonu ve bakteri iliremesinin kontrol altinda olacagi sekilde muhafaza

edilmelidir.

Karagozlii ve ark. (2007), bu yapilan bir ¢aligmada, E. coli 0157: H7,
Salmonella typhimurium ve Staphylococcus aureus’un kefir fermantasyonu sirasinda
bliyliyebilme ve hayatta kalabilme nedeni iizerine arastirilmistir. Suslarin iki farkl
asilama seviyesi gerceklestirilmis; 10 kob ml" (EC-1, SA-1 ve S-1) ve 10° kob ml™
(EC-2, SA-2 ve S-2) seviyeleriymis. Kefir fermantasyonunda 0., 6., 12. ve 24. saat
ve 23+1 °C numuneler almarak E. coli 0157: H7, S. typhimurium ve S. aureus
sayilar1 belirlenmistir. EC-1 2,29 log kob ml"’den 4,13 log kob ml"’ye biiyiirken,
EC-2 3,22 log kob mI""den 6,78 log kob ml"’ye biiyiimiistiir. Hem S-1 hem de S-2
canli popiilasyonlari, fermantasyon sirasinda biiylimiistiir; burada 6rnek S-1 2,37 log
kob ml™"’den 4,64 log kob ml™"’ye ve 6rnek S-2 3,52 log kob ml™’den 5,60 log kob
ml™’ye biyiimiistir. SA-2 suslar1 3,06 log kob ml'’den 3,64 log kob ml"’ye
biyiimiis, SA-1 susu 2,28 log kob ml"’den 2,66 log kob ml"’ye biiyiimiistiir.
Bulgulara gore E. coli 0157:H7, S. typhimurium ve S. aureus’un fermantasyon

sirasinda kefirde yagayabildigi saptanmustir.
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Dias ve ark. (2012), Kefir taneleri, deneysel olarak Escherichia coli 0157: H7,
Salmonella Typhimurium ve Enteritidis, Staphylococcus aureus ve Listeria
monocytogenes ile kontamine olmus UHT yagsiz siitline eklenmistir. Bu siit
orneklerinde mikroorganizma izolasyonunun analizleri 0., 6., 12., 48. ve 72. saatlik
fermantasyon igleminde gergeklestirilmistir. Salmonella Typhimurium ve Enteritidis,
fermente kefirde 24 saatlik bir siire boyunca hayatta kalmistir. E. coli 0157: H7, S.
aureus ve L. monocytogenes, fermantasyon siireci baglatildiktan sonra 73 saatten
daha kisa bir siirede geri kazanilmistir. Bu calismada belirlenen kosullar ve
mikroorganizma konsantrasyonlar1 altinda, analiz edilen patojenik bakteriler, ev
yapimi kefir fermantasyonu i¢in kullanilanlardan daha uzun bir siire canli kald1 ve

bu, insan tiiketimi i¢in potansiyel bir tehlike olabilir.

Kim ve ark. (2016), bu ¢alismada, (24., 36., 48. veya 72. saat) fermente edilmis
dort tiir kefirin (A, L, M ve S) antibakteriyel spektrumlarini, gida kaynakli sekiz
patojene karst karsilastirmistir. Test suslar1 olarak B. cereus, S. aureus, L.
monocytogenes, E. faecalis, E. coli, S. enteritidis, P. aeruginosa ve Cronobacter
sakazakii kullanilmis ve ¢im {izerinde nokta yoOntemi ile antibakteriyel aktivite
arastirllmistir.  aktivite spektrumlari, potensleri ve baslangiglart kefir tiiriine ve
fermantasyon siiresine gore farklilik gostermistir. En genis ve en giicli
antimikrobiyal spektrum, tiim kefirler i¢in en az 36 ile 48 saat fermantasyon
stiresinden sonra saptanmistir, ancak kefirin geleneksel fermantasyon yontemi 25
%C’de 18 ile 24 saattir. Kefir A i¢in B. cereus, E. coli, S. aeruginosa ve C. sakazakii
inhibe edilirken B. cereus, S. aureus, E. coli, S. enteritidis, P. aeruginosa ve C.
sakazakii kefir L, M ve S tarafindan farkli derecelerde inhibe edilmistir. Dikkatli bir
sekilde, S. aureus, S. enteritidis ve C. sakazakii, kefir L, M ve S tarafidan inhibe
edilirken, L. monocytogenes belirli siireleri i¢in fermantasyondan sonra kefir M
tarafindan inhibe edilmistir, bu da antimikrobiyal aktivitenin yalnizca diisiik bir
pH’s1t degil, ayn1 zamanda fermantasyon esnasinda salgilanan antimikrobiyal

maddelere de atfedilebilecegini diistindiirmiistiir.
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Aguiar (2017), ¢alismasinda Listeria monocytogenes CECT 935,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli DSMZ 682 ve Salmonella
enteritidis CECT 4300'lin temsili suslari, hazirlanma sirasinda kefire asilanmistir.
canli hiicre sayimlari, kefirin hazirlanmasindan sonraki 120 saat i¢inde izlenmistir.
Elde edilen sonuclar, kefir orneklerinde dort patojenik susun tamaminin
inhibisyonunu ortaya ¢ikarmistir. S. enteritidis en hizli inhibisyonu ortaya ¢ikarmais,
bunu E. coli ve L. monocytogenes ve S. aureus izlemistir. Bununla birlikte, test
edilen tiim suslar, en yiiksek biiyiimlerini, fermantasyondan sonraki 24 saat i¢inde

gostermis, bu da tiiketici i¢in potansiyel bir tehlike olusturabilecegi bildirilmistir.

Kivanc ve Yapici (2018), gida kaynakli patojenler olan E. coli 0157: H7 ve S.
aureus 'un kefirin fermantasyonu ve depolanmasi sirasinda hayatta kalma nedeni
aragtirmigtir. Kefir taneleri, tam yagli UHT inek siitiiniin %5°1 ile asilanmig ve E.
coli 0157: H7 ve S. aureus kiiltiirleri, 10> kob ml™ verecek sekilde ayri ayri ilave
edilmis ve ilk depolamada 22 °C'de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sirasinda bakteri ve maya sayimlari, pH ve titre edilebilir asitlik (TA) miktarlar
belirlenmis. ikinci asamada, E. coli 0157: H7 ve S. aureus kiiltiirleri, 10° kob ml™
kefir tiretmek i¢in ayr1 ayr1 eklenmis ve 3 giin boyunca 5°C’de depolanmuistir. her
giin numuneler alinmis ve ayni testler yapilmistir. fermentasyon sirasinda, tiim
numunelerde baglangigta TA %0,14 iken, fermentasyon sonunda %1,0 ve %1,01
olmustur. S.aureus, fermantasyon islemi sirasinda énemli 6l¢iide inhibe olurken E.
coli inhibe olmamistir. Ancak, depolamanin 2. gilinlinden sonra E. coli 0157:
H7 nin inhibisyonu gerceklesmistir. Buna bagl olarak, Kefirin saglikl bir iiriin olma

ozelligine sahip oldugu ifade edilmistir
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calisma, deneysel olarak S. aureus’un farkli konsantrasyonlarinin UHT
stite ilavesiyle gerceklestiren kefir yapimi sonrasi, Kefirin S. aureus tlizerindeki

inhibitor etkisinin incelenmesi amciyla yapilmistir.

Calismada elde edilen bulgular ¢ercevesinde, S. aureus standart susu ilave
edilmis control grubu siit 6rneklerine gore, S. aureus’un farkli konsantrasyonlar1 ve
kefir taneleri ilave edilmis siit 6rneklerinde belirgin bir diizeyde bir inhibisyon
olustugu saptanmistir. Calismada elde edilen verilere gore, kefir yapiminda siittee 24.
saate kadar S. aureus dahil genel olarak mikrobiyel sayida bir artis olmakla beraber,
48. saat ve sonrasinda S. aureus sayilarinda onemli diizeyde bir azalma olustugu

saptanmistir.

Sonug olarak, kefir olusumu ile bunu saglayan ve yararli grupta sayilan
mikroorganizmalarin olusturtugu ortam ve rekabet¢i Ozellikleri ile S. aureus
ozellikleri ile S. aureus lizerinde eradikasyon etkilerinin belirgin bir sekilde ortaya
ciktigr gozlenmistir. Bu baglamda, kefirin ¢esitli sekilerde ifade edilen saglikli bir
icecek olmasi yaninda, patojenler {izerindeki baskilayici etkisi ile halk saglikli
yoniinden de 6nem tasidigi sonucuna varilmigtir. Saghk acisindan faydali oldugu
bilinen kefir tiiketiminin kisisel olarak, Tiirk ve Cibuti halk:i i¢in Onerilebilecegi

goriigiindeyim.

37



OZET

Kefirin Staphylococcus aureus iizerinde inhibitor etkisinin incelenmesi

Bu calisma, kefirin Staphylococcus aureus tizerindeki inhibitdr etkisinin
incelenmesi amaciyla planlanmigtir. Bu amagla, mikrofloras: bilinen kefir taneleri
kullanilarak, tretim Oncesi kefir tretilecek siite katilan S. aureus’un kefir iiretimi
sonrasi etkilesimi incelenmistir. S.aureus’un hazirlandigr; (10°, 10°, 10*) farkh
diliisyonlardan UHT siit gruplarina (a;, by, ¢) sirasiyla ilave edilerek kefir tanesi ile
fermantsyona birakildi.  Kefir gruplar1 0., 6., 12., 24., 48. ve 72. saatlerde
fermantasyon Oncesi ve sirasinda hemen ekim yapilarak sayisal degerlendirmeleri
yapilmustir. Kontrol gruplar1 olarak ayni islemler kefir tanesi eklenmeden kontamine
edilen siit 6rneklerinde uygulandi. Staphylococcus aureus ile kontamine 6rneklerde
0., 6. ve 12. saatlerde sayisal artis olurken ; 6zellikle 48 ve 72.saatlerde belirgin bir
azalma saptanmustir. Buna gore, ilk grup (a;= 10°) érneklerde 0., 6., 12. ve 24.
saatlerde sirastyla 4,2; 7,13; 7,0 ve 6,89 log kob/ml saptanirken; 48. ve 72. saatlerde
sirastyla 6,04 ve 4,6 log kob/ml olarak belirlenmistir. Ikinci grup (b= 10°)
orneklerde 5,34; 6,64; 7,0; 6,69; 5,08 ve 3,81 log kob/ml ; ti¢lincii grup (c;= 104)
orneklerde 4,15; 7,1 7,2; 7,32; 5,45 ve 3,66 log kob/ml olarak saptanmastir.

Sonug olarak, S. aureus ile kontamine Kefir 6rneklerinde, kefir tanelerinin ve
olusturdugu ortamin S. aureus iizerinde inhibe edici bir etkisinin olustugu ve bunun
ilerleyen zaman diliminde gergeklestigi ; dolyisiyla ortam i¢ faktorlerinin ve

rekabetci floranin bu inhibisyonda etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Antimikrobiyal madde, inhibisyon, kefir, S. aureus, siit.
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SUMMARY

Investigation of the inhibitory effect of kefir on Staphylococcus aureus

This study was planned to investigate the inhibitory effect of kefir on
Staphylococcus aureus. For this purpose, the interaction of S. aureus after kefir
before production, which is added to the milk to be produced, was investigated by
using kefir grains with known microflora. S. aureus was prepared; (10°, 10°, 10%) and
added to UHT milk groups (al, bl, cl) from different dilutions, respectively, and
allowed to fermented with kefir grains. Kefir groups were sown immediately before
and during fermentation at 0, 6, 12, 24, 48 and 72 hours and their numerical
evaluations were made. As control groups, the same procedures were applied to the
contaminated milk samples without adding kefir grains. In the samples contaminated
with Staphylococcus aureus, there was a numerical increase at 0, 6 and 12 hours; A
significant decrease was observed especially at 48 and 72 hours. accordingly, in the
first group (al= 106) samples were 4,2; 7,13, 7,0 and 6,89 log cfu/ml at 0, 6, 12 and
24 hours, respectively; It was determined as 6,04 and 4,6 log cfu/ml at 48 and 72
hours, respectively. The second group (bl= 105) samples 5,34; 6,64; 7,0; 6,69; 5,08
and 3,81 log cfu/ml; the third group (c1= 10*) was determined as 4,15; 7,1; 7,2; 7,32;
5,45 and 3,66 log cfu/ml in the samples.

As a result, kefir grains and the environment they created had an inhibitory
effect on S. aureus in kefir samples contaminated with S. aureus, and this happened
in the following time; therefore, it is thought that internal environmental factors and

competitive flora may be effective in this inhibition.

Keywords: Antimicrobial agents, inhibition, Kefir, S. aureus, milk.
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