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OZET

URETIM PARAMETRELERININ KEFiRiN FiZIKOKiIMYASAL,
MIKROBIYOLOJIK VE DUYUSAL OZELLIKLERI UZERINE ETKIiSI iLE
URETILEN KEFIiRLERIN PEPTID PROFILINiN BELIRLENMESI

Ayse ASCI ARSLAN

Doktora Tezi, Gida Mﬁhendisligi Ayabilim Dah
Damisman: Dog. Dr. Ahmet KUCUKCETIN
Subat 2015, 210 Sayfa

Bu calismada, tiretim sirasinda farkli 1s1l islem normlar1 (90°C’de 5 dakika ve
90°C’de 10 dakika), starter kiiltiir ¢esitleri (kefir danesi ve ticari kefir starter kiiltiirii),
inkiibasyon sicakliklar1 (20°C ve 25°C) ile inkiibasyon sonlandirma pH’lar1 (pH 4.4 ve
pH 4.8) uygulanarak kefir tiretilmis ve tretilen kefir 6rneklerinin {iretim sonrasi ve
4+1°C’de 30 giinliik depolama sirasinda fizikokimyasal, mikrobiyolojik ve duyusal
ozellikleri belirlenmistir. Ayrica c¢alismada, farkli iiretim parametreleri kullanilarak
iiretilen kefir 6rneklerinin peptid ve biyoaktif peptid profili ortaya konulmaya calisilmis
ve kefir tiretim parametrelerinin kefir 6rneklerinin s6z konusu peptid profilleri lizerine
etkisi arastirilmistir.

Uretimde kullanilan 1s1] islem normunun kefir 6rneklerinin kurumadde, kiil, pH,
titrasyon asitligi, sertlik, yapiskanlik ve serum ayrilmasi degerleri {izerine énemli bir
etkisinin olmadigi; ancak kefir 6rneklerinin proteolik aktivite degerleri lizerinde etkili
oldugu tespit edilmistir. Kefir danesi ve ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak iiretilen
kefir 6rneklerinin kurumadde ve kiil degerleri arasinda 6nemli farklilik olmadigi; buna
karsin starter kiiltiir ¢esidinin pH, titrasyon asitligi, proteolitik aktivite, sertlik,
yapiskanlik ve serum ayrilmasi degerleri iizerine degisen diizeylerde etkisinin oldugu
saptanmistir. Ayrica iiretimde kullanilan inkiibasyon sicakliklarmin kefir 6rneklerinin kiil
ve pH degerleri iizerinde 6nemli bir farklilik olusturmadigi; fakat 6rneklerin kurumadde,
titrasyon asitligi, proteolitik aktivite, sertlik, yapiskanlik ve serum ayrilmasi degerleri
iizerine etkisinin 6nemli oldugu tespit edilmistir. Farkli inkiibasyon sonlandirma pH’s1
kullanilarak {iretilen kefir 6rneklerinin kurumadde, kiil ve proteolitik aktivite degerleri
arasinda onemli bir farklilik bulunmamistir. Bununla birlikte depolama siiresi sonunda
kefir 6rneklerinde proteolitik aktivite ve serum ayrilmasi degerlerinde artma oldugu; pH,
titrasyon asitligi, sertlik ve yapigkanlik degerlerinde ise degisme olmadigi belirlenmistir.

Arastirmada incelenen iiretim parametrelerinin kefir Orneklerinin  goriiniir
viskozite degerleri tizerine etkisinin 6nemli oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte
depolama siiresince kefir oOrneklerine ait goriiniir viskozite degerlerinin arttig1
belirlenmistir. Farkli tiretim parametreleri kullanilarak tretilen kefir 6rneklerinin Power
Law modeline gore reolojik 6zelliklerinin incelenmesi sonucunda, drneklerin depolama



siiresince Newton tipi olmayan pseudoplastik akis davranisi1 gosterdigi ve zamana bagl
olarak da tiksotropik akis 6zelliklerine sahip oldugu belirlenmistir.

Depolama siiresince kefir Orneklerinde toplam aerobik mezofilik bakteri,
laktokok, laktobasil, asetik asit bakteri ve lokonostok sayilarmin azaldigi, maya
sayllarmin ise arttigi saptanmistir. Ayrica incelenen iiretim parametrelerinden starter
kiiltiir ¢esidinin kefir Orneklerinde sayimi yapilan tiim mikroorganizmalarin sayim
sonuclar1 lizerine onemli diizeyde etkisinin oldugu belirlenmistir. Farkli inkiibasyon
sicakliklar1 kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerinde belirlenen laktokok ve maya sayilari
arasinda onemli bir farklilik olmadigi tespit edilmistir. Bununla birlikte liretimde
kullanilan inkiibasyon sonlandirma pH’sinin kefir orneklerindeki laktobasil sayilari
iizerine ve 1s1l islem normunun kefir 6rneklerinde yapilan tiim mikroorganizma sayim
sonuglar1 tizerine 6nemli bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir.

Yapilan duyusal degerlendirme sonucunda farkli iiretim parametreleri
kullanilarak {iretilen kefir 6rneklerinin depolanmasi sirasinda verilen toplam puanlarda
diisme meydana gelmistir. Ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak iiretilen kefir
orneklerine verilen toplam duyusal puanlarmn kefir danesi kullanilarak iiretilen kefir
orneklerine verilen puanlara gore yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica liretimlerinde
inkiibasyon sonlandirma pH’s1 olarak pH 4.4 secilen Orneklere ait toplam duyusal
puanlarin iiretimlerinde inkiibasyon sonlandirma pH’s1 olarak pH 4.8 segilen 6rneklere
ait olanlara gore yiiksek oldugu belirlenmistir.

Bu ¢alismada, kefir peptid profilinin belirlenmesinde matriks yardimli lazer
desorpsiyon iyonizasyon ucus zamanli kiitle spektrometresi (MALDI-TOF-MS) ile
nanoelektronspray iyonizasyon (nano-ESI) kaynagi iceren LTQ Orbitrap XL ETD Kkiitle
spektrometresi ile kombine edilmis nano-ultra-performans sivi kromatografi (nano-
UPLC) sistemi kullanilmistir. Kefir 6rneklerinde multifosforile peptidler de dahil olmak
iizere toplamda [-kazein, asi-kazein, k-kazein ve as-kazein orijinli 257 peptid
tanimlanmigtir.  Kefir Orneklerinde tanimlanan 257 peptidin  16’smimn  gesitli
biyoaktivitelere sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica kefirde tanimlanan s6z konusu 257
peptidin 236’smin ¢ig siitte tespit edilemeyip sadece kefirde tespit edilmesi, s6z konusu
peptidlerin siitiin fermantasyonu sirasinda olustugunu ve kefire 6zgii peptidler oldugunu
gostermektedir. Bununla birlikte tiretimde kullanilan starter kiiltiir ¢esidi, inkiibasyon
sicaklig1 ve inkiibasyon sonlandirma pH’smin kefir 6rneklerinde belirlenen bazi
peptidlerin bagil yogunluk degerleri iizerine degisen diizeylerde etkisinin oldugu, 1sil
islem normunun ise kefir 6rneklerinde belirlenen peptidlerin bagil yogunluk degerleri
iizerinde 6nemli bir etkisinin olmadig1 saptanmugtir.
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ABSTRACT

EFFECT OF PRODUCTION PARAMETERS ON PHYSICOCHEMICAL,
MICROBIOLOGICAL AND SENSORIAL PROPERTIES OF KEFIR, AND
DETERMINATION OF PEPTIDE PROFILE IN PRODUCED KEFIR

Ayse ASCI ARSLAN

PhD. Thesis in Food Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ahmet KUCUKCETIN
February 2015, 210 Pages

In this study, kefir was produced by using different heat treatment norms (at 90°C
for 5 minutes and at 90°C for 10 minutes), starter culture types (kefir grain and
commercial kefir starter culture), incubation temperatures (20°C and 25°C) and final
incubation pH values (pH 4.4 and pH 4.8). Physicochemical, microbiological and sensory
properties of kefir samples were determined during storage at 4+1°C for 30 days.
Additionally, peptide and bioactive peptide profiles of the kefir samples produced by
different production parameters have been tried to be presented and the effect of the
production parameters on these peptide profiles in the kefir samples were studied.

Heat treatment norms used in the production did not have significant effect on
total solids, ash, pH, titratable acidity, firmness, stickness and syneresis values of the kefir
samples; but they were found to be effective on proteolytic activity values of the kefir
samples. Regarding total solids and ash values of the kefir samples, no significant
differences were found between kefir samples produced by using kefir grain and
commercial kefir starter culture; in contrast type of starter culture has significant effect
with varying levels on pH, titratable acidity, proteolytic activity, firmness, stickness and
syneresis values. Furthermore, it was determined that incubation temperature used in the
production did not make significant differences on ash and pH values of the kefir samples;
but its effect on total solid, titratable acidity, proteolytic activity, firmness, stickness and
syneresis values was significant. Regarding total solids, ash and proteolytic activity
values, there were not significant differences between the kefir samples produced by
using different final incubation pH levels. However, at the final stage of the storage
period, proteolytic activity and syneresis values of the kefir samples increased; pH,
titratable acidity, firmness and stickness values of the kefir samples did not change.

In the study it was detemined that the effect of tested process parameters on
apparent viscosity values of the kefir samples was significant. In addition, apparent
viscosity values of the kefir samples increased during the storage. As a result of
examination of the rheological properties of the kefir samples according to the Power
Law model, all kefir samples exhibited non-newtonian pseudoplastic behavior and have
thixotropic flow properties with respect to time.
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During the storage, the counts of total mesophilic aerobic bacteria, lactococci,
lactobacilli, acetic acid bacteria and Leuconostoc spp. in the kefir samples decreased; in
contrast the counts of yeasts in the samples increased. Moreover, it was found that there
was a significant effect of the starter culture type on the number of microorganisms
counted in the kefir samples. Regarding lactococci and yeast numbers, no significant
differences were found between kefir samples produced by using different incubation
temperatures. Besides, the final incubation pH levels used in production were determined
to have no significant effect on the counts of lactobacili detected in the kefir samples, but
also count results of all microorganisms were not influenced by the heat treatment norms.

Based on the results of sensory analysis, given total scores of the kefir samples
produced using different production parameters decreased during the storage. The total
scores of the kefir samples produced with commercial kefir starter cultures were higher
than that of the kefir samples produced with kefir grain. In addition, it was determined
that the total scores of kefir samples with final incubation pH 4.4 were higher than that of
the kefir samples with final incubation pH 4.8.

Determination of the peptide profile of kefir was performed in this study by matrix
assisted laser desorption ionization time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS)
and nanoelectrospray ionization (nano-ESI) LTQ Orbitrap mass spectrometry coupled to
nano ultra performance liquid chromatography (nano-UPLC). A total of 257 peptides
including multiphosphorylated peptides were identified in kefir samples, which were
mainly derived from B-casein, asi-, k- and asz-casein. Sixteen of 257 peptides were
determined to have various bioactivities. However, 236 of these peptides were unique for
kefir and not detected in milk which showed that these 236 peptides were formed during
the fermentation process and peculiar to kefir. In addition, relative intensity values of
some peptides determined in the kefir samples were influenced by the starter culture type,
incubation temperature and final incubation pH used in the production in variable
significant levels; in contrast heat treatment norms have not significant effect on relative
intensity values of the peptides in the kefir samples.

KEYWORDS: Kefir, production parameters, peptide profile, bioactive peptides,
MALDI-TOF-MS, Nano-UPLC-nano-ESI-MS/MS
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ONSOZ

Besleyici degeri ve saglik ile ilgili olumlu 6zellikleri nedeniyle son yillarda
fonksiyonel gidalarin tiikketimine olan ilgi artmaktadir. Fonksiyonel gidalar icerisinde yer
alan kefir uzun yillardan beri tiiketilmekle birlikte, 6zellikle son yillarda saghga yararl
etkilerinin belirlenmesi ile tiiketimi artan probiyotik bir fermente siit tirliniidiir. Ancak
kefirin saglikla ilgili olumlu 6zelliklerinin kaynagimin igerdigi mikroorganizmalardan,
kefir danesinde bulunan kefirandan, siitiin fermantasyonu sirasinda serbest hale gegen
peptidlerden ya da tiim bu faktorlerin birlesiminden mi kaynaklandig1 heniiz tam olarak
aciklanamamustir. Konu ile ilgili bir¢ok ¢aligma bulunmasma ragmen, kefirin saglikla
ilgili olumlu o6zelliklerinin kaynagini olusturan fonksiyonel bilesenlerden biri olan
biyoaktif peptidler hakkinda yapilan arastirma sayis1 yok denecek kadar azdir.

Bu caligmada farkli tiretim parametreleri kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerinin
peptid ve biyoaktif peptid icerigi ortaya konulmaya calisilmistir. Ayrica caligmada; farkl
starter kiiltiir kullanilarak ve iiretim sirasinda farkli 1sil islem normlari, inkiibasyon
sicakliklar1 ile inkiibasyon sonlandirma pH’lar1 uygulanarak kefir iiretilmis ve iiretilen
kefir 6rneklerinin iiretim sonrasi ve depolama sirasinda fizikokimyasal, mikrobiyolojik
ve duyusal 6zellikleri belirlenmistir. Bu ¢alisma ile kefir peptid profilinin dolayisi ile de
biyoaktif peptid profilinin belirlenmesinin kefirin saglikla ile ilgili olumlu 6zelliklerinin
anlasilmasina katkida bulunacagi disiiniilmektedir. Bununla birlikte farkli iiretim
parametrelerinin kefirde belirlenen biyoaktif peptidler iizerine etkisinin arastirilmasi ve
kefirin s6z konusu fonksiyonel oOzelligi ile kalite karakteristiklerinin bir arada
disiiniilerek ideal kefir liretim yonteminin belirlenmesi, proje sonuglarinin ticari hayatta
daha somut bir sekilde kullanilabilmesini saglayacaktir. Bu c¢aligmanin iilkemizdeki
fonksiyonel {iriin yelpazesinin genisletilmesine, kefirin endiistriyel liretimine ve daha
sonra yapilacak olan ¢aligmalara katkida bulunacagi umulmaktadir.
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1. GIiRiS

Gilinlimiizde tiiketiciler, dengeli bir diyetle beslenebilmek amaciyla saglikls,
giivenilir ve dengeli beslenme kavramina uygun gidalar1 tercih etmektedirler. Bu ylizden
gida {ireticileri uygun diyet gidalar, modifiye gidalar (katki igermeyen/organik gidalar)
ve fonksiyonel gidalar gibi yeni gida tiirleri gelistirerek tiiketicilerin bu isteklerine cevap
vermeye c¢aligmaktadirlar. Ancak iilkemizde iretilen yukarida sozii edilen gidalarin
cesitliligi ne yazik ki arzu edilen diizeyde degildir. Siit ve siit liriinlerinin beslenme ve
saglik acisindan yararlarinin anlagilmasiyla orantili olarak tiiketimi artmaktadir. Bununla
birlikte gelismis tilkelerde tiiketicilerin bu {iriinlere olan ilgisinin daha da arttirilmasi ve
tilketiminin daha cazip hale getirilmesi icin siit Uriinleri teknolojisinde yeni triinlerin
iiretilmesi ve gelistirilmesi faaliyetleri hizla devam etmektedir. Fermantasyon iglemi yeni
iirlinlerin elde edilmesi amaciyla yararlanilan yontemlerden biridir. Fermente siit {irtinleri,
siitlin bagta laktik asit bakterileri olmak iizere belirli mikroorganizmalar tarafindan
fermente edilmesi sonucu elde edilen farkli yap1, goriiniis, tat ve aromaya sahip triinlerdir
(Sezer 2003).

Fermente siit liriinleri i¢erisinde en ¢ok bilinenlerden biri olan kefir, 6zellikle son
yillarda sagliga yararh etkilerinin ortaya konulmasi ile tiikketimi artan bir fermente siit
drtiniidiir. Kefir, kefir daneleri veya kefir danesindeki mikroorganizmalardan tiretilen
starter kiiltiirler kullanilarak, etil alkol ve laktik asit fermantasyonlar1 sonucu elde edilen,
cok eski gegmise sahip, Katkas daglar1 orijinli ve hafif gazli fermente bir siit tirtiniidiir
(Giizel-Seydim vd 2005).

Kafkasya’da ¢ok uzun yillardan beri yaygin olarak {iretilip tiiketilmekte olan
kefirin tarihgesi hakkinda kesin bir bilgi bulunmamakla beraber Kaftkasya’da yasayan
halkm inek ve keci siitiinden starter kiiltiir olarak kefir danesi ad1 verilen 6zel bir yapiy1
kullanarak kefiri irettikleri bildirilmektedir. Ancak kefir danelerinin nerede ve nasil
olustugu tam olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte, kefir danelerinin Hz. Muhammed
tarafindan Ortodoks mezhebine mensup insanlara verilerek nasil kullanacaklarinin
anlatildig1 bildirilmektedir. Ayrica Hz. Muhammed’in kefir yapimminin kimseye
sOylenmemesi gerektigini, eger sOylenirse sihrinin bozulacagini ifade ettigi
belirtilmektedir. Bu nedenle kefir daneleri ve kefirin yapilismin uzun yillar sir olarak
kaldig1 diistiniilmektedir. Konu ile ilgili bir bagka yaklasim ise kefir danelerinin
Kafkasya’da kec¢i tulumu i¢inde, inek siitiiniin dana ve koyun sirdenleri ile
pihtilastirilmasi sonucunda elde edildigi seklindedir. Pihtilagmanin gerceklestigi tulumun
i¢ ylizeyinde birkac¢ hafta sonra siingerimsi bir kabuk tabakas1 meydana geldigi, bu kabuk
tabakasmin aliarak kurutuldugu ve kuruma sonunda olusan kiigiik topaklarin kefir danesi
olarak isimlendirildigi ifade edilmektedir (Koroleva 1988).

Unlii italyan gezgin Marco Polo ilk kitab: olan "Marco Polo’nun Seyahatleri" adl1
kitabinda kefirden s6z etmekte; ancak kefiri bir tiirli Avrupa’ya getiremediginden
bahsetmektedir. Tibet’te, Budist rahiplerin elde ettikleri kefiri siirekli mayalarak
tapmaklarina gelen ziyaretcilere sifa olarak dagittiklari, hastalar1 kefirle iyilestirdikleri
bildirilmektedir (Yildiz 2009).

Kefirin uzun yillar boyunca Tiirk topluluklar1 tarafindan Ruslara kars1 korundugu
bildirilmektedir. 19. yiizyilda Moskova’da bir siit isletmesinin sahibi olan Nikolai



Brandov, kefiri endistriyel diizeyde iiretmeyi diisinmiis ve bu diisiincesini
gerceklestirmek amaciyla kefir danesini ele gegirmek i¢in isletmesinde ¢alisan giizel bir
kiz1 Kafkas prensini etkilemek ve prensi kefir danesini vermesi i¢cin ikna etmekle
gorevlendirmistir. Ancak olaylar planlandig1 gibi gitmemis ve bu is i¢in gorevlendirilen
kiz kefir danesini almay1 basaramamistir. Daha sonra, kiz iilkesine donerken Katkaslar
tarafindan kacirilmis ve prensle evlendirilmistir. Isletme sahibi bu durumu mahkemeye
bildirmis, mahkeme de Moskova’daki siit isletmesine kefir danesi verildigi takdirde
prensin affedilecegi karari almistir. Boylece Moskova siit isletmesi, 1908 yilinin Eyliil
ayinda kefir danesini elde etmis ve kiiciik partiler halinde kefir yaparak ¢ogaltmaya
baslamistir (Koroleva 1988, Anonim 1999). Rusya’da 1930’lu yillarda endiistriyel
diizeyde kefir iiretimi baslamistir. 1950’11 yillarin sonunda ise, Rusya’da bulunan bir
arastirma enstitiisii bugiinkii anlamda kefir iiretim metodunu gelistirmis ve bu metotla
yapilan kefir geleneksel yontemle yapilan kefirle benzer 6zellikler gostermistir (Koroleva
1988).

Rusya’da yayimlanan "Kefir" kitabinin 1884 yilinda Almanca’ya ¢evrilmesi ile
kefirin Avrupa’da tanindig1 belirtilmektedir. Son yillarda Tiirkiye, Almanya, Polonya,
Slovakya, Finlandiya, Macaristan, Norve¢, Danimarka, Isvigre ve Amerika Birlesik
Devletleri gibi iilkelerde kefir iiretimi yapildigi belirtilmektedir (Karatepe vd 2012,
Anonim 2013).

Kefir, llkemizde c¢esitli firmalar tarafindan {iiretilmekte ve piyasaya satisa
siriilmektedir. Kefirin saghkla ilgili olumlu 6zellikleri ve besin degeri hakkinda
bilinglenme ve basinda ¢ikan tanitici reklamlarin artmasi ile birlikte tiiketici nezdinde
kefir daha bir 6nem kazanmistir. Glinlimiizde biiyilk marketlerde kefir sade, light ve
meyveli olmak tlizere raflarda yerini almaktadir (Y1ildiz 2009, Anonim 2012).

Kefir iiretiminde geleneksel ve endiistriyel iiretim metotlar1 kullanilmaktadir
(Otles ve Cagindi 2003). Geleneksel yontemle kefir iiretimi siite dogrudan kefir danesi
ilave edilerek yapilmaktadir. Rusya’da endiistriyel boyuttaki kefir iiretimi de danelerle
gergeklestirilmektedir. Fakat Bati Avrupa’da kefir yapiminda kefir danelerinden izole
edilen siv1 veya dondurularak kurutulmus konsantre starter kiiltiirler kullanilmaktadir
(Y1ldiz 2009). Endiistriyel yontemle iiretilen kefirin, geleneksel yontemle tiretilen kefire
gore daha kivamli ve maya tadinin daha az oldugu, endiistriyel ve geleneksel yontemle
iretilen kefir drneklerinin mikrobiyal ve fizikokimyasal 6zellikleri agisindan farklilik
gosterdigi bildirilmistir (Hafliger vd 1991). Geleneksel yontemle {iretimin zor olmasi,
ticari starter kiiltlir kullanimmin {riin standardizasyonu agisindan avantajlari,
kontaminasyon riski ve artan ihtiyact karsilamak gibi nedenlerden dolay1 endiistriyel

yontemle kefir iiretimine olan ilgi artmaktadir (Ding 2008, Hertzler ve Clancy 2003).

Protein, vitamin ve mineral maddeleri dengeli bir bicimde i¢ermesi, fermantasyon
islemi swrasinda bazi vitaminlerin sentezlenmesi, protein ve laktozun kismen
parcalanmas1 ve sindiriminin kolay olmas1 gibi faktorler kefirin gida olarak dnemini
ortaya koymaktadir. 21. ylizyilin yogurdu olarak bilinen kefirin siitte bulunan tiim besin
ogelerini igermesinin yani sira sagliga olumlu etkilerinin bulunmasi onun tiiketimini
dolayisiyla da tiretimini arttirmaktadir. Kefirin saglk iizerine yararl etkileri; icerdigi
protein, vitaminler, antioksidan ve mineral maddeler ile biyoaktif bilesenlere
dayandirilmaktadir.  Kefirin  antihipertansif,  antibakteriyel,  antikarsinojenik,



hipokolesteromik, antienflamatuvar, antimutajenik, antialerjik, antidiyabetik, temizleyici
(scanvenging), B-galaktosidaz aktivitesi, bakteriyel kolonizasyon ve bagisiklik sistemini
giiclendirme gibi saglikla ilgili olumlu etkileri bulunmaktadir (Ahmed vd 2013).

Kefirin  saghkla ilgili olumlu  6zelliklerinin  kaynagmin  icerdigi
mikroorganizmalardan, kefir danesinde bulunan kefirandan, siitiin fermantasyonu
sirasinda serbest hale gegcen peptidlerden ya da tiim bu faktorlerin sinerjik birlesiminden
mi kaynaklandig1 a¢ik degildir (Vinderola vd 2005). Konu ile ilgili bircok calisma
bulunmasina ragmen, kefirin saglikla ilgili olumlu 6zelliklerinin kaynagini olusturan
fonksiyonel bilesenler tam olarak bilinmemektedir. Fermente siit iiriinlerinde bulunan
fonksiyonel bilesenlerden biri, bozulmamus siit proteinlerinin dizilimlerinde sifrelenen ve
sindirim ya da fermantasyon gibi siitiin islenmesi sirasinda enzimatik proteoliz ile serbest
hale gegebilen biyoaktif peptidlerdir (Korhonen ve Pihlanto-Leppéld 2001).

Biyoaktif peptidlerden ilk kez 1950 yilinda Mellander’in rasitik bebeklerde D
vitamininden bagimsiz kemik kalsifikasyonunu arttiran kazeinden tiiremis fosforlanmis
peptidler olarak bahsettigi bildirilmistir. Protein molekiilii igerisinde inaktif halde olan
ancak in vivo ya da in vitro olarak enzimatik aktivite sonucu aciga ¢iktiginda spesifik
ozellikleriyle 6nemli fizyolojik etki gdsteren amino asit zincilerine biyoaktif peptidler
denilmektedir (Kinik ve Giirsoy 2002). Biyolojik olarak aktif bu peptidler siit
proteinlerinden; proteolitik starter kiiltiirlerle siitiin fermantasyonu sirasinda, sindirim
enzimleriyle enzimatik hidrolizle ya da bitki ve mikroorganizmalardaki proteolitik
enzimlerle hidroliz sirasinda olmak {iizere ii¢ yolla iiretilebilmektedir (Korhonen ve
Pihlanto-Leppild, 2001). Mevcut diyete ait ¢esitli bitkisel ve hayvansal proteinlerde
potansiyel biyoaktif peptidler tanimlanmis olmasina ragmen, siit proteinleri biyoaktif
peptidlerin temel kaynagidir. Baslica siit proteinleri olan kazein ve peyniralt1 suyu
proteinleri biyoaktif peptidlerin 6nemli bir kaynagini olusturmaktadir (Pihlanto-Leppéld
2001).

Viicut fonksiyonlar: {lizerinde olumlu etkilere sahip olan biyoaktif peptidler;
amino asit kompozisyonuna ve dizilimine bagli olarak kalp-damar sistemi, sindirim
sistemi, bagisiklik sistemi ve sinir sistemini etkileyebilmektedir. Biyoaktif peptidlerin
opioid, antimikrobiyal, antioksidatif, antihipertansif, antitrombotik, immiin diizenleme,
mineral baglayici, oligoelement (canlilardaki biyokimyasal olaylarda katalizor rolii
oynayan element) nakli, enzim inhibisyonu ya da sindirim fonksiyonu diizenleme gibi
etkileri bulunmaktadir (Pihlanto-Leppéld 2001, Bouhallab ve Bouglé 2004, Hafeez vd
2014).

Biyoaktif peptidler gidalarin islenmesi sirasinda fiziksel veya kimyasal olarak,
ozellikle de enzimlerin etkisi sonucunda iiretilmektedir. Bu enzimler, gida kaynakli
olabildikleri gibi ekzojen ya da mikrobiyal kaynakli da olabilmektedir (Smacchi ve
Gobetti 2000). Siit iiriinleri, siitte dogal olarak olusan enzimlerin proteolitik aktivitesi ya
da ekzojen enzimlerin ve mikrobiyal starter enzimlerinin etkisi sonucu olusan biyoaktif
peptidleri igerebilmektedir. S6z konusu peptidler siitiin islenmesi sirasinda olugsmaktadir.
Biyoaktif peptidlerin mevcudiyeti siit iiriinlerine fonksiyonel 6zellikler kazandirmakta ve
bu iirlinlerin besleyici degerini arttirmaktadir (Choi vd 2012).



Cogu peynir ¢esidi gibi siit iiriinlerinde ve yogurt, eksi siit, dahi veya kefir gibi
fermente siit iriinlerinde c¢esitli biyoaktiviteye sahip peptidler tanimlanmistir. Ayrica
giiniimiizde, fermantasyon sirasinda olusan veya katki olarak eklenen biyoaktif peptidleri
iceren ¢esitli fermente siit icecekleri pazarlanmaktadir. Inek siitiinden izole edilen
peptidlerin anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) inhibitor, antimikrobiyal ve
antitrombotik etkisi ya da bagisiklik sistemini diizenleyici aktivitesi gibi fonksiyonel
ozelliklerinin tanimlanmasma yonelik birgok calisma bulunurken, kefirde bulunan
biyoaktif peptidlerin tanimlanmas: ile ilgili yapilan arastirma sayist yok denecek kadar
azdwr. Yapilan bu arastirmada, farkli liretim parametreleri kullanilarak tretilen kefir
orneklerinin peptid ve biyoaktif peptid profili ortaya konulmus olup, s6z konusu peptid
profilleri lizerine liretim parametrelerinin etkisi incelenmistir. Ayrica ¢alismada; kefir
danesi ve ticari kefir starter kiiltiirti kullanilarak ve {iretim swrasinda farkli 1s1l islem
normlari, inkiibasyon sicakliklari ile inkiibasyon sonlandirma pH’lar1 uygulanarak
iretilen kefir Orneklerinin {iretim sonrasi ve depolama sirasinda fizikokimyasal,
mikrobiyolojik ve duyusal 6zellikleri belirlenmis ve elde edilen veriler istatistiksel olarak
degerlerlendirilmistir. Bu ¢alisma ile kefir peptid profilinin dolayis1 ile de biyoaktif peptid
profilinin; farkl iiretim parametrelerinin kefirde belirlenen biyoaktif peptidler iizerine
etkisinin ve ideal kefir liretim yonteminin belirlenmesine yonelik ¢alismalar yapilmistir.



2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI
2.1. Kefir
2.1.1. Kefirin tanimi

Siit ve siit tirlinlerinin, beslenme ve saglik acisindan yararlarmin anlagilmasina
paralel olarak tiiketimi artmaktadir. Bununla birlikte gelismis iilkelerde tiiketicilerin bu
iiriinlere olan ilgisinin daha da arttirilmasi ve tiiketiminin daha cazip hale getirilmesi i¢in
sit Uriinleri teknolojisinde yeni irlinlerin gelistirilmesi faaliyetleri hizla devam
etmektedir. Fermantasyon islemi yeni iriinlerin elde edilmesi amaciyla yararlanilan
yontemlerden biridir (Sezer 2003).

Fermente siit iriinleri; siitiin basta laktik asit bakterileri olmak tiizere belirli
mikroorganizmalar tarafindan fermente edilmesi sonucu elde edilen farkli yap1, goriiniis,
lezzete sahip iiriinlerdir (Sezer 2003). Ulkemizde ticari olarak iiretilen ¢esitli fermente siit
iirtinleri bulunmaktadir. Bu {irtinlerin igerisinde en ¢ok bilinenlerden biri olan kefir,
ozellikle son yillarda sagliga yararh etkilerinin ortaya konulmasi ile tiiketimi artan bir
fermente siit tirtiniidiir. Kefir; igerdigi ugucu yag asitleri, karbondioksit ve etil alkol gibi
maddelerden kaynaklanan kendine 6zgii ferahlatici tadi ve koyu kivamu ile bilinen, kefir
danelerinden elde edilen, bir polisakkarit matriksi i¢inde maya ve bakterilerin kompleks
ve spesifik karisimda birlikte bulundugu fermente bir siit tirtiniidiir (Demir 2001, Anonim
2011). Ad1 etimolojik olarak Tiirk¢e’de keyif veren, costuran, mest eden anlamlarindaki
"keyf" sozcligiinden geldigi diisiiniilen kefir; kephir, kiaphur, kefer, knapan, kepi ve kipi
gibi bir¢ok sekilde adlandirilmaktadir (Ding 2008). Tirk Gida Kodeksi Fermente Siit
Uriinleri Tebligi'nde kefir; fermantasyonda spesifik olarak Lactobacillus kefiri,
Leuconostoc, Lactococcus ve Acetobacter cinslerinin degisik suslari ile laktozu fermente
eden (Kluyveromyces marxianus) ve edemeyen (Saccharomyces unisporus,
Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces exiguus) mayalar1 iceren starter kiiltlirler
ya da kefir danelerinin kullanildig1 fermente siit iirlinii olarak tanimlanmaktadir (Anonim
2009).

2.1.2. Kefir danesi

Kefir daneleri; beyaz veya sarimsi renkte, yumusak ve jelatimsi yapida, cap1 1-2
mm’den 3-6 mm’ye kadar degisen kii¢lik karnabahar veya patlamis misir goriiniimiinde
olan diizensiz partikiillerdir (Sekil 2.1) (Koroleva 1988, Ding 2008). Kefir iiretiminde
kefir daneleri dogal starter kiiltiir olarak rol oynamakta ve fermantasyon isleminden sonra
fermente edilen siitten siiziilerek geri kazanilmaktadwr (Leite vd 2013). Kefir
fermantasyon isleminden sonra inokiilanti, yani kefir daneleri, fermente siitiin siiziilmesi
ya da filtre edilmesi yolu ile geri kazanilan tek fermente siit {iriiniidiir (Rattray ve
O’Connel 2011). Kefir daneleri giinliik olarak taze siite aktarihp yaklagsik 20 saat inkiibe
edilerek canli tutulmakta ve inkiibasyon islemi sonucunda danelerin kiitlesi inkiibasyon
kosullarina bagl olarak yaklasik olarak %25 oraninda artmaktadir. Kefir danelerinin
canliliklarm1 devam ettirebilmeleri i¢in bu islemin siirekli olarak yapilmasi
gerekmektedir. Aksi takdirde, eskimis ya da kurumus kefir daneleri ya hig
cogalamamakta ya da ¢ok az diizeyde ¢ogalabilmektedir (Farnworth 2005).



Schoevers ve Britz (2003) tiretimde kullanilan siitiin yag orani (tam yagl ve yarim
yagl), inkiibasyon sicaklig1 (18, 22, 25 ve 30°C), ortamm triptoz (20 g/L) ve maya
ekstraktt (20 g/L) kombinasyonlar1 ile zenginlestirilmesi ve inkiibasyon sirasinda
calkalama olup olmamasi gibi farkl: inkiibasyon kosullarinin kefir danesinin kiitle artisi
iizerine etkisini incelemislerdir. Caligmada, 10 giin sonunda en yiiksek kiitle artigmin
%3582 oraninda oldugu ve s6z konusu ortamin aktiflestirilmis olan kefir danelerinin
sadece triptoz (20 g/L) ilave edilerek zenginlestirilmis yarim yagh siitte 25°C’de
calkalamali bir sekilde inkiibasyonu sonucunda elde edildigi saptanmistir. Ayni kosullar
altinda tam yaglh siit icinde inkiibasyon sonucunda kefir danesinin kiitlesinin %522
oraninda arttig1 tespit edilmistir. Calkalamasiz yapilan inkiibasyon islemlerinde kefir
danesinin kiitlesindeki artisin tam ve yarim yagl siitte sirasiyla %175 ve %173 oraninda
oldugu belirlenmistir.

Sekil 2.1. Kefir danesinin makroskobik goriniimii

Kefir daneleri, bakteri ve mayalardan olugsmakta; bu mikroorganizmalarin etrafini
glukoz ve galaktozdan olusan, soguk suda yavas, sicak suda hizli ¢6zlinme Ozelligi
gosteren polisakkarit bir yap1 olan "kefiran" adi verilen bir madde g¢evrelemektedir
(Lopitz-Otsoa vd 2006). Kefiran, kefir danesi kurumaddesinin yaklagik %24 {inii
olusturmaktadir (EI-Hayek 2011). Kefir icecegi ise yaklasik %0.2-0.7 oraninda kefiran
icermekte ve kefiran {iriine hafif yapiskanimsi bir yap1 kazandirmaktadir (Mistry 2004).
Kefiranm olusumuna neden olan metabolik olaylar tam olarak anlasilamamakla birlikte,
baslica glukoz ve galaktozun dallanmis hekza- ve heptasakkaritlerinin tekrarlayan
birimlerinden olustugu bildirilmektedir (Sekil 2.2) (Giizel-Seydim vd 2005). Ayrica siit
yag1 ve denatiire olmus siit proteinlerinin bu polisakkarit bilesimin olusumunda etkili
oldugu belirtilmektedir (Beshkova vd 2002). Lactobacillus kefiranofaciens ve
Lactobacillus kefir gibi gesitli homofermentatif Lactobacillus tiirleri bu polisakkariti
iretebilmektedir (Irigoyen vd 2005). Mikroorganizmalar ve polisakkarit yapmnin yani
stra, siit proteinleri ve lipidler kefir danesinin diger temel bilesenlerini olusturmaktadir
(Rattray ve O’Connel 2011). Kefir danesinin agirlik oranina (w/w) gore %89-90 su, %0.2
yag, %3.0 protein, %6.0 karbonhidrat ve %0.7 oraninda mineral madde icerdigi
bildirilmektedir (Yildiz 2009).



"—>6)-f-D-Gp-[1—>2(6)]-B-D-Galp-(1—>4)-x-D-Galp-(1—3)-f-D-Galp-(1—>4)-f-D-Gp-(1—7 (kefiran)
|
6(2)
4
1
|
B f-0-Gp J2t

Sekil 2.2. Kefiranin kimyasal yapis1 (Kooiman 1968)
2.1.3. Kefir danesi ve kefirin mikrobiyolojik 6zellikleri

Polisakkarit ve protein matriksi lizerine immobilize olan mikroorganizmalardan
olusan kefir daneleri, maya ve bakterilerin simbiyotik iliskisinin en milkemmel 6rnegidir.
S6z konusu simbiyotik iligki kefir danelerinin gelisimi ve gida patojenleri ve
kontaminantlar1 gibi mikroorganizmalarin ise inhibisyonu icin gerekli biyoaktif
metabolitlerin sentezini saglamaktadir (Garrote vd 2010, Altay vd 2013, Leite vd 2013).
Kefir danesi genel olarak laktik asit olusturan mezofilik streptokoklar, aroma olusturan
streptokoklar, mezofilik ve termofilik laktik asit bakterileri, laktozu fermente eden ve
edemeyen mayalarla asetik asit bakterilerini igeren kompleks bir mikrofloraya sahip olup,
bu mikroorganizmalarin say1 ve oranlar1 danenin elde edildigi bolgeye gore degisiklik
gostermektedir (Sezer 2003). Genel olarak; dane mikroflorasinin yaklasik %65-80’ini
laktobasiller, %20’sini streptokoklar ve %5’ini mayalar olusturmaktadir (Libudzisz ve
Piatkiewicz 1990, Wszolek vd 2001). Laktik asit bakterileri; laktik asit, CO; ve etanol
olusumuna, asetik asit bakterileri; kefir danelerindeki simbiyoz yasamin siirdiiriilmesine
ve kefirin viskozitesinin arttirilmasina, mayalar ise simbiyoz yasama, CO> olusumuna ve
karakteristik tat ve aroma gelisimine yardimci olmaktadir (Inal 1990). Fermantasyon
sonrasinda, kefir danelerinin biyokiitlesi yaklasik olarak %5-7 oraninda artis
gostermektedir (Rattray ve O’Connell 2011).

Mikroorganizmalar kefir danesi biinyesinde farkli tabakalarda bulunmaktadir.
Genel olarak, kefir danesinin dis kisminda laktobasillerin hakim floray1 olusturdugu, dane
merkezine dogru ise mikrofloranin biiyiikk bir boliimiinii mayalarm olusturdugu
belirtilmektedir (Wouters vd 2002). Kefir danesi i¢erisinde bulunan mikroorganizmalarin
dagilimi ile ilgili taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak birgok bilimsel
calisma yapilmis olmakla birlikte, calismalarin sonuglar1 farklilik géstermektedir. Konu
ile ilgili yapilmis bir ¢alismada mayalarin kefir danesinde genellikle i¢ ve orta kisimlarda
bulundugu, buna karsi laktobasillerin ve nadir olarak laktokoklarin danenin dis kisminda
yer aldig1 tespit edilmistir (Bottazzi ve Bianchi 1980). Toba vd (1990) ise, kefir danesinin
dis kisminda hem laktobasil hem de ¢ok az miktarda mayalarm bulundugunu, ancak
danenin merkezinde hakim floray1 mayalarin olusturdugunu gézlemlemislerdir. Brezilya
kefir danelerinde de laktobasillerin hem i¢ hem de dis kisimda, buna karsin mayalarmn i¢
kisimda daha yogun olarak bulundugu belirlenmistir (Leite vd 2013). Jianzhong vd’nin
(2009) SEM kullanarak Tibet kefir danelerini inceledikleri bir ¢aligmada; maya ve
laktobasillerin kefir danelerinin hem i¢ hem dig kisminda bulundugu, ancak Tibet kefir
danelerinin i¢ kisminda bulunan laktobasiller ile dis kisminda bulunanlar arasinda
morfolojik farkliliklar oldugu tespit edilmistir. D1g kisimda bulunan laktobasillerin uzun
ve kivrimli yapida oldugu, buna karsin i¢ kisimda bulunanlarin kisa ve diizgiin yapida
oldugu gozlemlenmistir. Tiirk kefir danelerinin SEM kullanilarak mikrobiyal dagiliminin



incelendigi bir calismada ise, kefir danesi igerisinde maya hiicreleri ile birlikte 3 farkli
tipte (kisa, uzun ve kivrimli) laktobasil belirlenmistir. Danenin i¢ kisimlarinda kisa, uzun
ve kivrimli laktobasillerin yer aldigi, ancak mayalarin bulunmadigi, kisa olan
laktobasillerin ise genel olarak danenin dis kisimlarinda bulundugu tespit edilmistir (Sekil
2.3) (Giizel-Seydim vd 2005). irlanda kefir danelerinde uzun ve kivrimli laktobasillerin
danenin i¢ kisminda yer aldigi tespit edilmistir (Rea vd 1996).

Sekil 2.3. Tiirk kefir danesinin SEM goriintiileri. Tirk kefir danesinin dig yiizey
gortintiileri (a ve c¢), Tiirk kefir danesinin i¢ yiizey goriintiileri (b ve d) (Gtizel-
Seydim vd 2005)

Kefir daneleri tarafindan fermente edilen siitte baskin mikroorganizma
gruplarindan biri laktokoklar olmasina ragmen, birgok arastirmaci kefir danelerinde
yaptiklar1 SEM analizlerinde koklar1 tespit edememislerdir. S6z konusu durumun gelisim
sirasinda daneye c¢ok zayif bir sekilde baglanan laktokoklarin SEM analizlerinde 6rnek
hazirlama asamasindaki yikama islemi sirasinda daneden ayrilmalarindan
kaynaklanabilecegi degerlendirilmistir (Rea vd 1996, Giizel-Seydim vd 2005, Jianzhong
vd 2009, Magalhdes vd 2012). Bu konudaki bir bagka goriis ise, yiiksek asit liretme
yetenegine sahip olan laktobasillerden dolay1 kefir danesinin i¢ kismindaki pH’ nin diisiik
olmasinin buradaki laktokoklarn gelisimini engelleyebilecegi seklindedir (Rea vd 1996).

Kefir danelerinin mikrobiyal dagilimi; dane-siit orani, inkiibasyon sicaklig1 ve
stiresi, kefir danelerinin kefirden ayrilmasi sirasindaki sanitasyon, danelerin yikanmasi ve
depolama kosullari, {iriin kalitesini ve kefir danelerinin mikroflorasini 6nemli derecede
etkilemektedir (Glizel-Seydim vd 2005). Ayrica substrat olarak farkl: tip siit kullanimmnin



da kullanilan siitiin karbonhidrat, yag ve protein igerigine bagli olarak kefir mikroflorasi
iizerinde etkisi bulunmaktadir (Wszolek vd 2001). Kefir ve kefir danelerinde
Lactobacillus spp., Lactococcus spp. ve maya sayilarinin sirastyla 1.0x10'-4.8x10°
kob/mL, 1.0x10°-1.0x10° kob/mL ve <1.0x10°-7.9x10° kob/mL arasinda degistigi
belirtilmektedir (Altay vd 2013).

Yiiksek kaliteli kefirin mikrobiyal bilesimi su sekilde verilmektedir:
-Termofilik laktobasil sayismin 107-10% kob/mL
-Homofermantatif mezofilik laktik asit streptokok sayismin 10° kob/mL
-Heterofermantatif laktik asit streptokok sayismim 107-10% kob/mL
-Maya sayismimn 10%-10° kob/mL
-Asetik asit bakterilerinin sayisinin 10*-10° kob/mL arasinda degistigi bildirilmektedir
(Koroleva 1988, Kurmann 1992).

Yapilan bir calismada, siite farkli oranlarda (%1 ve %S5) kefir danesi inokiile
edilerek kefir tiretilmis ve kefir 6rnekleri 5+1°C’de 28 giin boyunca depolanmustir. Kefir
ornekleri inkiibasyondan hemen sonra ve depolamanin 2., 7., 14., 21. ve 28. giinlerinde
mikrobiyolojik ozellikleri bakimindan incelenmistir. Caligma sonucunda, depolama
stiresince laktobasil ve laktokok sayilarinda bir azalis oldugu, buna karsin maya ve asetik
asit bakterisi sayilarmin sabit kaldig: tespit edilmistir. Uretimde kullanilan kefir danesi
orani arttik¢a kefir 6rneklerinde laktik asit bakterisi sayisinin arttig1, maya ve asetik asit
bakterisi sayilarinin ise azaldigi belirlenmistir (Irigoyen vd 2005).

Giizel-Seydim vd (2005) yaptiklar1 bir ¢alismada kefir danesinin ve iiretilen
kefirin inkiibasyon ve depolama siiresince mikrobiyal florasini arastirmislardir. Bu
amagla, siitler inkiibasyonun baslangici ile 5., 10., 15. ve 22. saatlerinde ve tiretilen kefir
ornekleri depolamanin baslangici ile 7., 14. ve 21. giinlerinde mikrobiyolojik 6zellikleri
bakimindan incelenmistir. Calisma sonucunda kefir danesindeki toplam laktik asit
bakterisi, laktokok, laktobasil ve maya sayilarinin kefir 6rneklerindekine kiyasla daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Toplam laktik asit bakterisi, laktokok, laktobasil ve maya
sayilarmin inkiibasyon siiresince arttigi, laktobasil ve laktokok sayilarinin depolamanin
14. giinlinden itibaren azaldigi, buna karsin maya sayisiin depolama siiresince arttigi
belirlenmistir.

Bir bagka calismada kefirin fermantasyon ve depolama siiresince mikrobiyolojik
ozellikleri arastirilmistir. Bu amagla, siitler fermantasyonun baslangici ile 6., 12., 18. ve
24. saatlerinde ve iiretilen kefir ornekleri depolamanm 2., 7., 24. ve 28. giinlerinde
mikrobiyolojik 6zellikleri bakimindan incelenmistir. Siitiin  25°C’de 24 saatlik
fermantasyonu siiresince yapilan mikrobiyolojik analizleri sonucunda, laktik asit bakteri
sayisinin M17 agarda fermantasyonun 12. saatinde logaritmik olarak 4 birimlik bir artig
gosterdigi, buna karsin bu artisin MRS agarda 2 logaritmik birim oldugu tespit edilmistir.
Ayrica laktik asit bakterisi sayilarinin fermantasyonun 18. saatinde maksimum degere (10
log kob/mL) ulastig1 belirlenmistir. Asetik asit bakterisi sayilarmin fermantasyonun 12.
saatinde belirgin bir artis gosterdigi ve fermantasyonun 24. saatinde maksimum degere
(7.8 log kob/mL) ulastig1 tespit edilmistir. Maya sayilarinin ise fermantasyonun 12.
saatine kadar artti31 ve fermantasyon sonuna kadar bu degerde (6.0 log kob/mL) sabit
kaldig1 goriilmistiir. Depolama siiresince kefir drneklerindeki laktik asit bakterisi ve



maya sayilariin sabit kaldigi, buna karsm asetik asit bakteri sayisinin 0.6 logaritmik
birimlik azalig gosterdigi belirlenmistir (Leite vd 2013).

2.1.3.1. Kefir bakterileri

Kefirde bulunan heterofermantatif laktik asit bakterileri grubunu olusturan
Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus
kefiranofaciens, Lactobacillus kefirgranum ve Lactobacillus acidophilus gibi
laktobasiller ve Lactococcus lactis spp. lactis ve Lactococcus lactis spp. cremoris ve
Streptococcus thermophilus gibi laktokoklar laktozu fermente ederek laktik asit
iretmektedir. Lactobacillus kefir, Lactobacillus parakefir, Lactobacillus fermentum ve
Lactobacillus brevis gibi heterofermantatif laktik asit bakterileri ise laktozu fermente edip
laktik asit ve CO; liretmektedir. Ayrica kefirde Leuconostoc mesenteroides spp. cremoris
ve Leuconostoc mesenteroides spp. mesenteroides ve Lc. lactis’in sitrat pozitif suslar1 gibi
heterofermantatif laktokoklar ve sitrati fermente eden suslar da bulunmaktadir.
Lc. lactis’in sitrat pozitif suslarinin sitrat1 kullanmasi sonucunda diasetil, asetaldehit,
etanol ve asetat olusurken, sitratin Leu. mesenteroides spp. cremoris ya da Leu.
mesenteroides spp. mesenteroides tarafindan kullanilmasi sonucunda diasetil, etanol ve
asetat olusmaktadir. S6z konusu bakteriler tarafindan sitratin kullanilmasi sonucu
iiretilen tiim bu bilesenler kefirdeki karakteristik lezzetin olusumunda rol oynamaktadir.
Ayrica kefir danelerinde Acefobacter aceti ve Acetobacter rasens gibi asetik asit
bakterileri de bulunabilmektedir (Rattray ve O’Connell 2011). Cizelge 2.1°de kefirde
tanimlanan bakteriler sunulmustur.

Homofermantatif laktobasiller (Lactobacillus kefir) bakteriyel floranin en 6nemli
boliimiinii olusturmaktadir. Son yillarda yapilan arastirmalarda kefirde Lactobacillus
kefiranofaciens olarak adlandirilan yeni bir laktobasil tiirii tanimlanmistir. Kefir
danesinin dis polisakkarit katmani olan kefiranin daha ziyade bu bakteri tarafindan
iiretildigi bildirilmektedir (Nale 2013). Kefiranin Lb. kefiranofaciens tarafindan iiretimi
s0z konusu bakterinin Saccharomyces cerevisiae ile beraber gelistirilmesi durumunda
ger¢ceklesmektedir (Rattray ve O’Connell 2011). Kefiranin iiretiminde rol oynayan
Lb. kefir kefir danesinin ylizey kisminda kiiciik bir bolgede yogunlasirken,
Lb. kefiranofaciens kefir danesinin yiizey kisminda ve merkezinde bulunmaktadir
(Arihara vd 1990).

Kefir danesi ve kefirin bakteriyel kompozisyonunun belirlenmesi amaciyla
yapilan bir ¢calismada, Tiirkiye nin farkl bolgelerinden toplanan kefir daneleri ve kefir
iceceklerinde laktik asit bakteri mikroflorasi kiiltiire bagimli ve kiiltiirden bagimsiz
metotlar kullanilarak belirlenmistir. Calisma sonucunda kefir daneleri ve kefir
iceceklerindeki toplam laktobasil ve laktokok sayilarmin sirasiyla 6.5-8.0 log kob/g, 6.5-
8.3 log kob/g arasinda degistigi tespit edilmistir. Kiiltiirden bagimsiz metot kullanilarak
yapilan analizlerde kefir danesinin mikrobiyal kompozsiyonunun kefir igeceginden farkl
oldugu belirlenmistir. Bu metotla yapilan analizlerde toplamda 10 farkhi bakteri tiirii
belirlenmis olup bu bakteri tiirlerinden Lb. kefiranofaciens tiiriiniin kefir danelerinde, Lc.
lactis’in ise kefir iceceklerinde daha yaygin oldugu saptanmistir. Kiiltiire bagimli metot
kullanilarak yapilan analizlerde kiiltiirden bagimsiz olarak yapilanlardan farkli olarak
kefir danelerinde Pseudomonas spp. ve Acetobacter syzgii tespit edilmistir. Ayrica
kiiltiirden bagimsiz olarak yapilan analizlerde kefir danelerinde tespit edilen Lb.
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kefiranofaciens bakterisi kiiltiire bagimli metotla tespit edilememistir. Kefir daneleri ve
iceceklerinde Lc. lactis, Lb. acidophilus ve Str. thermophilus bakterileri her iki yontemle
de tespit edilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda, kefir danelerinde ve kefir iceceklerinde
detaylt ve giivenilir bir sekilde bakteriyel kompozisyonun belirlenmesinde her iki
yontemin beraber kullanilmasimin daha saglikli olacagi sonucuna varilmistir (Kesmen ve
Kacmaz 2011).

Cizelge 2.1. Kefirin ve kefir danelerinin mikroflorasi (Rattray ve O’Connell 2011)

. Laktokoklar ve . .
Laktobasiller Lékonostok tiirleri Mayalar Digerleri
Homofermantatif Homofermantatif Laktozu fermente edebilen
. . . . Kluyveromyces marxianus Streptococcus
Lb. acidophilus Lec. lactis spp. lactis (t)"/ Candida kefir (a) thermophilus
Lb. del()rueckzz spp. Le. lactfs spp. Klu)./veromyces lactis spp. Acetobacter aceli
bulgaricus cremoris lactis
. Debaryomyces hanseii (t)/
Lb. helveticus Candida famata (a) Acetobacter rasens
Dekkera anomala (t)/
. Enterococcus
Lb. kefiranofaciens Brettanomyces anomalous
(@) durans
Galactomyces
geotrichum (t)/
Lb. kefirgranum Geotricum candium
(a)
Heterofermantatif Heterofermantatif Laktozu fermente
edemeyen
Lb. kefir Le. lactis (sitrat Saccharomyces unisporus

Lb. parakefir
Lb. brevis

Lb. plantarum

Lb. casei spp. casei
Lb. paracasei spp.
paracasei

Lb. fermentum

Lb. rhamnosus

Lb. fructivorans

Lb. hilgardi

pozitif)

Leu. mesenteroides
Spp. cremoris

Leu. mesenteroides
Spp. mesenteroides
Leu. mesenteroides
Spp. dextranicum

Saccharomyces turicensis
Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces exiguus

Saccharomyces pastorianus
Pichia fermentans (t)
(a)/Candida firmetaria
Torulaspora delbrueckii
Candida friedrichii
Candida humilis
Issatchenkia orientalis
(t)/Candida krusei (a)
Candida maris
Debaryomyces occidentalis
Yarrowia lipoltica (t)
/Candida lipolytica (a)

*(t): telemorf (eseyli lireme faz1); (a): anamorf (eseysiz iireme faz)

2.1.3.2. Kefir mayalan

Kefir danesinden izole edilen mayalar laktozu fermente edebilen (K/uyveromyces
marxianus, Kluyveromyces lactis spp. lactis, Debaryomyces hanseii ve Dekkera anomala)
ve fermente edemeyen mayalar (Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pastorianus,
Torulaspora delbrueckii, Pichia fermentans, Saccharomyces turicensis, Issatchenkia
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orientalis ve Debaryomyces occidentalis) olarak smiflandirilmakta olup kefirde hakim
maya grubunu laktozu fermente edemeyen mayalar olusturmaktadir (Cizelge 2.2).
Laktozu fermente edemeyen mayalar kefir danesinin i¢ kisimlarinda bulunurken, laktozu
fermente edebilen mayalar daha ¢ok danenin dis kisimlarinda yer almaktadir. Kefirde
etanol ve CO; Tlretiminden mayalar sorumlu olmakla birlikte, Lb. kefir gibi
heterofermantatif laktobasiller de alkol ve CO; iiretebilme yetenegine sahiptir (Rattray ve
O’Connel 2011).

2.1.3.3. Kefirde bakteri-maya etkilesimi

Kefir danesindeki bakteriler ve mayalar arasindaki etkilesim danede bulunan her
bir susun aktivitesi lizerinde belirgin bir etkiye sahiptir (Garrote vd 2010). Fermantasyon
sirasinda mayalar tarafindan iiretilen vitamin ve amino asitler laktik asit bakterilerinin
gelisimini hizlandirmakta iken, laktik asit bakterilerinin Urettigi laktik asit mayalar
tarafindan enerji kaynagi olarak kullanilmaktadir. Kefirde bulunan bakteriler ve mayalar
arasindaki bu iliskinin simbiyotik bir iligki olabilecegi diisiiniilmektedir (Garrote vd
2010). Kefir mayalar1 ve Acetobacter spp. tiirleri tarafindan iiretilen vitaminin laktik asit
bakterilerinin gelisimini hizlandirdig bildirilmistir. Ayrica Debarymoyces hansenii ve
Yarrowia lipolytica gibi maya tiirlerinin laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen laktik
asidi asimile ederek pH’y1 arttirdig1 ve boylece laktik asit bakterilerinin gelisimini tesvik
ettigi belirtilmektedir. Kefirde bulunan bakterilerin mayalardan ayrildigi zaman etkili bir
gelisim gosteremegi belirlenmistir (Rattray ve O’Connel 2011). Lactobacillus kefir’in
bulundugu siite Candida kefir mayasi inokiile edildiginde s6z konusu bakterinin daha iyi
gelistigi bildirilmektedir (Farnworth 2005). Kefir bakterilerinin gelisimi i¢in gerekli
ortami saglayan mayalar tarafindan iiretilen metabolitler ayrica kefirin agizda biraktig:
hisse ve lezzete katkida bulunmaktadir (Garrote vd 2010).

2.1.4. Kefir danesinin muhafazasi

Kefir danesini olusturan mikroorganizmalarm canliligini koruyabilmesi ve
cogalabilmesi i¢in dane icerisinde yeterli oranda bulunmasi gerekmektedir. Kefir daneleri
liyofilize edilerek, kurutularak ya da 1slak bir sekilde muhafaza edilebilmektedir (Garrote
vd 2010). Kurutulan kefir daneleri 12-18 hafta boyunca canliligini korurken, 4°C’de 1slak
olarak depolanan kefir daneleri 8-10 giin i¢inde aktivitelerini kaybetmektedir. Asiri
yikama ve yanlis kullanim sonucu kefir danesindeki mikrofloranin bozulmasi son iiriin
kalitesini olumsuz yonde etkilemektedir. Uzun siireli depolama i¢in, kefir danelerinin oda
sicakliginda 36-48 saat siireyle kurutulduktan sonra soguk ve kuru bir ortamda
depolanmas1 veya donmus bir sekilde muhafaza edilmesi tavsiye edilmektedir. Ayrica
diisiik sicakliklarda depolamanin kefir danelerinin uzun siireli kullanimi i¢in en 1yi yol
oldugu belirtilmektedir (Farnworth 2005).

Garrote vd (1997) kefir danesini muhafaza etmede farkli yontemleri arastirdiklar1
calisma sonucunda, -80 ve -20°C’de 120 giin boyunca depolanmis kefir daneleri ile
depolanmayan ve 120 giin boyunca 48 saatte bir siitii degistirilen kefir daneleri arasinda
fermantasyon 6zellikleri bakimindan herhangi bir farklilik olmadigini tespit etmiglerdir.
Ayrica -80 ve -20°C’de 120 giin boyunca depolanan kefir daneleri kullanilarak iiretilen
kefir oOrnekleri ile depolanmayan taze kefir daneleri kullanilarak {retilen kefir
orneklerinin titrasyon asitligi degerleri, mikrobiyolojik ve reolojik 6zellikler bakimindan
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benzer oldugu saptanmistir. Buna karsin 4°C’de depolanmis kefir daneleri kullanilarak
iiretilen kefirin standart kefirin arzu edilen titrasyon asitligi ve viskozite degerine sahip
olmadig tespit edilmistir. Arastirmada kefir danesini -20°C’de muhafaza etmenin ev tipi
kefir liretimi i¢in 1y1 bir metot oldugu sonucuna varilmistir.

Ev kosullarinda i¢inde bulundugu siitiin gilinliik olarak degistirilmesi ile ¢ogaltilan
kefir daneleri ile 3 ay boyunca oda sicakliginda (20-25°C) veya 4°C’de depolanan kefir
danelerinin mikrobiyal floralarinin taze olan kefir danelerine gore oldukca farkli oldugu
tespit edilmistir. Ev sartlarinda gilinliik olarak siitiiniin degistirilmesiyle canlilig
korunmaya ¢aligilan kefir daneleri ile oda sicakliginda 3 ay boyunca depolanan kefir
danelerinde laktobasil, streptokok ve maya sayilarinda azalma oldugu, 4°C’de 3 ay
boyunca depolanan kefir danelerinde de laktobasil ve streptokok sayilarmnin azaldigi,
maya sayisinin ise arttig1 belirlenmistir. Calismada 3 ay boyunca 4°C’de depolanan kefir
danelerinin mikroflorasi ile taze kefir danelerinin mikroflorasmin say1 bakimmdan benzer
olmasi ise genel olarak kabul goren kefir danelerinin 4°C’de depolanmasinin daneleri
depolamada en 1yi yontem oldugu diisiincesini dogrulamistir (Pintado vd 1996).

2.1.5. Kefir iiretim yontemleri

Kefir tiretimi temel olarak iki sekilde gerceklesmektedir: (i) kefir daneleri veya
kefir danesinden iiretilen kefirin ana kiiltiir olarak kullanilmasi ile iiretilen kefir ve (i1)
ticari kefir starter kiiltlirlerinin direkt olarak siite inokiile edilmesi yoluyla iiretilen kefir
(Rattray ve O’Connell 2011).

Geleneksel yontemle kefir tiretiminde ¢ig siit genel olarak 85-90°C’de 20 dakika
181l igleme tabi tutulduktan sonra 20-25°C’ye sogutulmaktadir. Sogutulan siite %2-10
(genellikle %5) oraninda kefir danesi asilanip 20-25°C’de 18-24 saat inkiibasyona
birakilmaktadir. Inkiibasyon sonunda kefir daneleri steril bir siizge¢ yardimiyla pihtidan
ayrilarak steril saf su ile yikanmaktadir. Kefir danelerinin ayrilmasi ile elde edilen kefir,
4°C’de depolanarak tiiketime sunulmaktadir. Pihtidan ayrilan kefir daneleri ise bir
sonraki agilama islemine kadar steril siit i¢erisinde 4°C’de muhafaza edilmektedir (Ding
2008).

Kefir daneleri kullanmilarak iretilen kefir Ornekleri, kefir danelerinin
mikrofloralarinin degisken olmasindan dolay1 nitelik agisindan 6nemli 6lgiide farklilik
gosterebilmektedir (Rattray ve O’Connell 2011). Kefir danelerinin fermantasyon
baslangicindaki biiyiikliigii son iirtiniin pH, viskozite ve mikroflorasini etkilemektedir
(Farnworth 2005). Bununla birlikte, fermantasyon islemindeki farkliliklar son iiriiniin
lezzet ve tekstiiriinde belirgin degisikliklere neden olabilmektedir. Yiiksek sicakliklarda
gerceklestirilen inkiibasyon islemi (>30°C) maya ve mezofilik laktik asit bakterilerinin
aksine termofilik laktik asit bakterilerinin gelisimini desteklemekte; benzer sekilde,
fermantasyon islemi sirasinda yapilan calkalama islemi sonucunda homofermantatif
laktik asit bakterilerinin sayisi artarken, asetik asit ve homofermantatif laktik asit bakteri
sayisinda herhangi bir degisiklik olmamaktadir. S6z konusu tiim faktorler son {iriiniin
duyusal 6zelliklerini etkilemektedir (Rattray ve O’Connell 2011).

Geleneksel yontemle iiretimin zor olmasi, ticari starter kiiltiir kullaniminin {iriin
standardizasyonu acgisindan avantajlari, kontaminasyon riski ve talep artisini karsilamak
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gibi nedenlerden dolay1 endiistriyel yontemle kefir {iretimine olan ilgi artmaktadir
(Hertzler ve Clancy 2003, Ding 2008). Endiistriyel yontemle kefir tiretiminde kurumadde
miktar1 standardize edilen siit homojenize (12.5-17.5 MPa) edilmekte ve 85-87°C’de 5-
10 dakika ya da 90-95°C’de 2-3 dakika 1s1l isleme tabi tutulmaktadir. Daha sonra
inkiibasyon sicakligmma sogutulan siite %1-5 oraninda kefir starter kiiltiirii inokiile
edilerek 22-25°C de 8-12 saat siire ile inkiibasyona birakilmaktadir. inkiibasyon sonunda
elde edilen kefir ambalajlara doldurularak, aroma ve kivam olusumunu saglamak
amaciyla 8-10°C’de 10-12 saat olgunlastirma islemine tabi tutulduktan sonra 4°C’de
depolanmaktadir (Koroleva 1988).

Endiistriyel yontemle iiretilen kefirin, geleneksel yontemle liretilen kefire gore
daha kivamli ve maya tadinin daha az oldugu, endiistriyel ve geleneksel yontemle iiretilen
kefir Orneklerinin mikrobiyal ve fizikokimyasal Ozellikleri bakimindan farklilik
gosterdigi bildirilmektedir (Hafliger vd 1991). Konu ile ilgili yapilan bir arastirmanin
sonuclarina gore; kefir danesi kullanilarak tretilen kefirin duyusal 6zelliklerinin kefir
starter kiilttirii kullanilarak tiretilen kefire gére daha 1yi oldugu belirtilmektedir. Bununla
beraber kefir starter kiiltlirii kullanilarak iiretilen kefirlerde titrasyon asitliginin daha
diisiik ve serum ayrilmasinin daha az oldugu tespit edilmistir (Lopitz-Otsoa vd 2006).
Kefir danesi kullanilarak tiretilen kefirin raf 6mrii 3 ila 12 giin arasinda degismekte iken,
ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak {tretilen kefirin raf omrii 28 giine kadar
cikabilmektedir (Rattray ve O’Connell 2011). Geleneksel yontem kullanilarak iiretilen
kefir, endiistriyel yOntemle iiretilen kefire gore tiiketiciler tarafindan daha c¢ok
begenildiginden dolayr bu yontemle iiretilen kefire yakin 6zelliklere sahip {iriin elde
etmeye yonelik modern teknikler ve yontemlerin kullanilmasi ile ilgili ¢aligmalar
artmaktadir (Karagozlii vd 2007).

Starter kiiltiir c¢esidinin kefirin fizikokimyasal ve mikrobiyolojik 6zellikleri
iizerine etkisinin arastirildig: bir calismada, tam yagl ve yagsiz siitlere %1 oraninda kefir
danesi ve ticari kefir starter kiiltiirii inokiile edilmis ve iiretilen kefir 6rnekleri 4°C’de 28
glin boyunca depolanmistir. Calisma sonucunda, kefirin mikrobiyal canlilif1 iizerine
iretimde kullanilan starter kiiltiir ¢esidinin ve depolama siiresinin onemli bir etkisi
olmadig1 belirlenmistir. Kefir danesi kullamilarak {iretilen kefir Orneklerinin pH
degerlerinin depolama stiresince diistligli, ticari kefir starter kiiltiiri kullanilarak tiretilen
kefir 6rneklerinin pH degerlerinin ise depolama siirecinin baslarinda diistiigii daha sonra
tekrar yilikseldigi tespit edilmistir. Ayrica depolamanin 28. giiniinde kefir danesi
kullanilarak iiretilen kefir Orneklerinin pH degerlerinin, ticari kefir starter kiiltiirii
kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerine gore daha diisiik, titrasyon asitligi degerlerinin ise
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak {iretilen kefir
orneklerininin laktoz miktar1 ve serum ayrilmasi degerlerinin kefir danesi kullanilarak
iiretilen kefir 6rneklerine kiyasla daha diisiik oldugu; buna karsin sertlik degerlerinin daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Depolama siiresince orneklerin laktoz miktarinda azalis,
serum ayrilmast ve sertlik degerlerinde ise genel olarak artis oldugu saptanmistir
(Montanuci vd 2012).

Kefir; inek, ke¢i ve koyun siitleri ile hindistan cevizi siitii, piring siitii ve soya siitii
gibi farkli siitlerden iiretilebilmesine ragmen kefir iiretiminde genel olarak inek siitii
kullanilmaktadir (Oner vd 2010). Kegi siitiinden iiretilen kefirin inek siitiinden iiretilene
gore daha diistik viskoziteye sahip oldugu bildirilmektedir. Ayrica liretiminde kegi siitii
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kullanilan kefirin duyusal olarak tiiketiciler tarafindan kabul gérmedigi ve bu nedenle
kefir tiretiminde kullaniminin uygun olmadig: belirtilmistir. Buna karsm koyun siitii diger
siitlere kiyasla yliksek diizeyde linoleik ve linolenik asit igerdiginden ve orta zincirli
doymus yag asitlerini blinyesinde diisiik seviyelerde bulundurdugundan kefir tiretiminde
tercih edilmektedir (Y1ildiz 2009). Yapilan bir calismada, kefir danesinde bulunan laktik
asit bakterilerinin soya siitiinde inek siitiine kiyasla daha yavas gelistigi belirlenmistir
(Liu ve Lin 2000).

Inek, koyun ve keci siitleri ile kefir danesi ve ticari kefir starter kiiltiirii
kullaniminin kefirin kimyasal ve mikrobiyolojik 6zellikleri tizerine etkisinin incelendigi
bir ¢aligmada, tretilen kefir drnekleri 4°C’de 15 giin boyunca depolanmistir. Keci
siitiinden tiretilen kefir ornekleri disinda kefir danesi kullanilarak iiretilen tiim kefir
orneklerinde toplam kurumadde miktarinda depolama siiresince azalma oldugu
gozlemlenirken, ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerinde toplam
kurumadde miktarinda depolama siiresince degisme olmadigi goriilmiistiir. Koyun
siittinden kefir danesi kullanilarak tretilen kefir 6rnekleri hari¢ diger 6rneklerde etanol
iceriginde depolama siiresince diizenli bir artis tespit edilmistir. En yliksek etanol igerigi
ise inek siitiinden ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerinde
depolamanin 15. giiniinde belirlenmistir. Ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak iiretilen
kefir 6rneklerinde laktokok sayisinda depolama siiresince artis, kefir danesi ile liretilen
kefir orneklerinde ise depolama siiresince laktokok sayisinda azalis oldugu tespit
edilmistir. Kefir 6rneklerindeki laktobasil ve maya sayisinda depolama siiresince 6nemli
bir degisme olmadig1 saptanmustir (Oner vd 2010).

Kefirde laktik asit bakterisi ve maya popiilasyonu iizerine farkli tip siitlerin
kullannminin etkisinin incelendigi bir ¢alismada inek, koyun ve kegi siitleri kefir danesi
inokiile edilerek 25°C’de 21 saat inkiibe edilmis ve iiretilen kefir 6rnekleri 4°C’de 7 giin
boyunca depolanmistir. Inkiibasyon ve depolama siiresince kefir orneklerinde
Lactobacillus spp., Lactococcus + Leuconostoc spp. bakterileri ile mayalar canli kalma
durumlari incelenmistir. Calismada tiretim sonrasi kefir 6rneklerinde kefir danesi agilanan
stitlere gore Lactobacillus spp. ve Lactococcus + Leuconostoc spp. bakterileri ile maya
sayillarinda artis oldugu goézlemlenmistir. Lactobacillus spp. bakterilerinin koyun
siitiinde, Lactococcus + Leuconostoc spp. bakterilerinin ise koyun ve inek siitiinde en
yiiksek popiilasyon sayilarma ulastigi tespit edilmistir. Kefir 6rneklerinde ise depolama
siiresince Lactobacillus spp., Lactococcus + Leuconostoc spp. bakterileri ile maya
sayllarinda azalma oldugu belirlenmistir. Calisma sonucunda, koyun siitiiniin
Lactobacillus spp. ve Lactococcus + Leuconostoc spp. bakterilerinin gelismesi i¢in inek
ve kegi siitiine gore daha uygun oldugu ve dolayisiyla iiretiminde kullanilan siit ¢esidinin
kefirin mikrobiyolojik 6zellikleri iizerine etkisinin bulundugu belirlenmistir (Yaman vd
2010).

Tratnik vd (2006), inek ve keci siitleri ile yagsiz siittozu, peyniralti suyu
konsantrat1 ve iniilin ilavesinin kefirin kimyasal ve duyusal 6zellikleri {izerine olan
etkilerini incelemislerdir. Bu amacla, %?2 oranlarinda yagsiz siittozu, peyniralti suyu
konsantrati ve iniilin ilave edilmis inek ve kegi siitlerinden kefir iiretilmis ve liretilen kefir
orneklerinde 5°C’de 10 giinliik depolama boyunca titrasyon asitligi ve pH degerleri ile
duyusal 6zellikler belirlenmistir. Kefir 6rneklerinde titrasyon asitligi degerleri depolama
stiresince degismez iken, keci siitiinden iiretilen kefir drneklerine ait titrasyon asitligi
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degerleri inek siitiinden tiretilenlere gore onemli diizeyde diisiik bulunmustur. Peyniralti
suyu konsantrati ilave edilmis keg¢i siitiinden tretilen kefir drneklerinin pH degerleri
peyniralt1 suyu konsantrati ilave edilmis inek siitiinden iiretilen kefirlere gore daha yliksek
bulunmustur. Inek siitiine yagsiz siittozu, peyniralt1 suyu konsantrat1 ve iniilin ilave
edilerek tiretilen kefir 6rneklerinin panelistler tarafindan diger 6rneklere gore daha cok
begenildigi belirtilmistir.

Inkiibasyon siiresinin ve siite inokiile edilen kefir danesi oraninim kegi siitiinden
iiretilen kefirin kimyasal Ozellikleri iizerine etkisinin arastirildigi bir ¢alismada keci
stitiine %3, %35 ve %7 olacak sekilde farkli oranlarda kefir danesi inokiile edilmis ve siitler
24°C’de srrastyla 18, 21 ve 24 saat siireyle inkiibe edilmistir. Calisma sonucunda, kegi
stitline %7 oraninda kefir danesi inokiile edilen ve inkiibasyon siiresi 24 saat olan kefirin
4.4 pH, %0.9 etanol icerigi, %0.8 titrasyon asitligi ve %4.2 laktoz igerigi ile aragtirmanin
en begenilen kefiri oldugu tespit edilmistir (Purnomo ve Muslimin 2012).

2.1.6. Kefirin fiziksel ve kimyasal ozellikleri

Kefiri diger fermente siit tiriinlerinden ayiran en énemli 6zellik, kefir danesinde
bulunan bakteri ve mayalarin simbiyotik aktivitesi sonucu kefirde laktik asit ve alkol
fermantasyonunun bir arada olusmasidir (Y1lmaz vd 2006). Hem laktik asit bakterileri
hem de mayalarin fermantasyonu sonucu; kefirde laktik asit, asetik asit, az miktarda
karbondioksit ve etil alkol ile yogurda kiyasla farkli duyusal 6zellikleri olmasini saglayan
aromatik bilesikler ortaya ¢ikmaktadir (Ding 2008). Ayrica fermantasyon ve kefirin
muhafazasi siiresince kefirde bulunan proteolitik bakteriler, siitteki proteinlerin bir
kismmi1 amino asitlere kadar parcalamaktadir. Sonu¢ olarak; fermantasyon sirasinda
meydana gelen biyokimyasal reaksiyonlar sonucu olusan metabolitler kefirin kendine
Ozgii yapi, tekstiir, lezzet ve aroma Ozelliklerinin olusumunu ve kimyasal bilesiminin
sekillenmesini saglamaktadir (Metin ve Tavlas 1986).

Siitlin cesidi ve kalitesi, kefir danesinin veya starter kiiltlirlin kompozisyonu,
iretim teknigi, inkiibasyon sicakligi ve siiresi ile depolama kosullar1 iiretilen kefirin
bilesimini etkilemektedir (Otles ve Cagindi 2003, Yildiz 2009). Ornegin, 48°C’de
depolamanin {iriinde etanol, asetaldehit ve asetoin konsantrasyonunu azaltabildigi, ancak
s0z konusu depolama sicakliginda diasetil indirgenmesinin ger¢eklesmedigi
belirtilmektedir (Ahmed vd 2013).

Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi’ ne gore kefirde; siit proteininin
en az %?2.7, siit yag1 miktarinin en fazla %10.0, titrasyon asitliginin ise en az %0.6
oraninda olmas1 gerekmektedir. Bununla beraber s6z konusu tebligde etil alkol igerigi ile
ilgili herhangi bir siirlama bulunmamaktadir (Anonim 2009). Koroleva (1988) kefirin
yagsiz olabildigi gibi %3.2, %2.0 ve %1.0 oranlarinda yag igerebildigini, iiriiniin titrasyon
asitliginin  %0.8-0.9 oldugunu, alkol igeriginin ise %0.1°1 ge¢cmemesi gerektigini
bildirmistir.

Fermantasyon sonucu ortaya ¢ikan etanol ve karbondioksit miktar1 kefir iiretim
kosullarina bagli olarak degismektedir (Koroleva 1982). Kefir danesi kullanilarak tiretilen
kefirin karbondioksit miktarmin 0.85-1.05 g/L, ticari starter kiiltiir kullanilarak tiretilen
kefirin ise karbondioksit miktarmin 1.70-1.98 g/L. arasinda degistigi tespit edilmistir
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(Beshkova vd 2002, Simova vd 2002). Fermantasyon siiresince olusan diger iirlinler ise
basta laktik asit olmak lizere asetik asit, pilirivik asit, hiptirik asit, propiyonik asit ve biitirik
asittir. Kefir icin en onemli aroma bilesenlerinden sayilan asetil grubu bilesiklerin Str.
lactis spp. ve Leuconostoc spp. bakteri tiirleri tarafindan tretildigi belirtilmektedir
(Libudzisz ve Piatkiewicz 1990, Ahmed vd 2013). Kefirin fermantasyonu siiresince
asetaldehit ve asetoin miktar1 artarken, muhafazasi siiresince asetaldehit miktarmin
arttig1, asetoin miktariin ise azaldig1 belirlenmistir (Giizel-Seydim vd 2000a, 2000b).
Kefir; vitaminler ile kalsiyum, potasyum, fosfor ve magnezyum gibi makro elementleri
ve ¢inko, bakir, demir, molibden, manganaz ve kobalt gibi mikro elementleri de
icermektedir (Ahmed vd 2013).

Inkiibasyon sicakhigmin kefirin fizikokimyasal ve duyusal 6zellikleri iizerine
etkisinin arastirildig1 bir calismada %3 oraninda kefir danesi inokiile edilen stitler 20°C,
25°C ve 30°C’de 16 saat siireyle inkiibe edilmis ve iiretilen kefir 6rnekleri 5+1°C’de 2
giin boyunca olgunlastirilmistir. Uretilen drneklerin titrasyon asitligi degerleri iizerine
inkiibasyon sicaklikliginin etkili oldugu ve 30°C’de inkiibe edilen 6rneklerin digerlerine
gore daha yiiksek titrasyon asitligi degerlerine sahip oldugu tespit edilmistir. Buna karsin
orneklerin pH, viskozite ve serum ayrilmasi degerleri ile asetaldehit igerikleri iizerine
inkiibasyon sicakliginin herhangi bir etkisinin olmadigi; ancak s6z konusu 6zelliklerin
olgunlastirma siiresince degistigi saptanmistir. Ayrica kefirin toplam ugucu yag asitleri
ve karbondioksit igerigi lizerine inkiibasyon sicakligi ve olgunlastirma stiresinin onemli
bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Duyusal 6zellikleri bakimmdan 25°C’de inkiibe
edilen kefir 6rneginin diger drneklere kiyasla daha fazla begenildigi tespit edilmistir
(Kaptan vd 1990).

Irigoyen vd’nin (2005) siite farkli oranlarda (%1 ve %S5) kefir danesi inokiile
ederek tirettikleri kefir drneklerinin inkiibasyondan hemen sonra ve 5°C’de 28 giinliik
depolama siiresince fizikokimyasal ve duyusal Ozelliklerinde meydana gelen
degisiklikleri inceledikleri bir calismada depolama siiresince kefir drneklerinin toplam
kurumadde ve yag iceriginde bir azalis oldugu, buna karsin drneklerin laktoz igerigi ve
pH degerlerinin sabit kaldig1 tespit edilmistir. Uretiminde kullanilan kefir danesi miktari
arttikca kefir orneklerinde laktoz icerigi ve pH degerlerinin arttigi, viskozitenin ise
azaldig1 belirlenmistir. Farkli oranlarda kefir danesi kullaniminin kefir 6rneklerinin
toplam kurumadde ve yag icerigi lizerine herhangi bir etkisinin olmadigi tespit edilmistir.
Calismada ayrica kefir 6rneklerinin duyusal puanlarinin depolamanin ilk iki giiniinden
sonra azaldig1 goriilmiistiir.

Giizel-Seydim vd (2000a) yaptiklar1 bir caligmada, kefir daneleri ile siitiin
fermantasyonu siiresince olusan organik asitleri ve ugucu lezzet bilesenlerini
arastirmislardir. Bu amagla, kefir danesi asilanan siitler fermantasyonun baslangici ile 5.,
10., 15. ve 22. saatlerinde orotik, sitrik, purivik, iirik, laktik, asetik, biitirik, propiyonik,
hippurik asit gibi organik asitler ve asetaldehit, etanol, asetoin ve diasetil gibi ugucu lezzet
bilesenleri bakimindan incelenmistir. Calisma sonucunda, orotik, sitrik ve piriivik asit
miktarlarinin fermantasyon siiresince ¢ok az diizeyde azaldig, iirik asit miktarinin ise
fermantasyonun 15. saatinden itibaren belirgin bir sekilde azaldig1 saptanmistir. Bununla
birlikte, siitlerde fermantasyonun 15. saatinden itibaren hippurik asit tespit edilememistir.
Fermantasyon siiresince kefir bakterileri tarafindan iiretilen laktik asit miktarimin yogurtta
iiretilen laktik asit miktarindan daha az oldugu tespit edilmistir. Etanol iiretiminin ise
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fermantasyonun 5. saatinden itibaren basladigi, asetaldehit ve asetoinin ise fermantasyon
siiresince arttig1 belirlenmistir. Fermantasyon siiresince siitlerde asetik, biitirik,
propiyonik asitler ve diasetil tespit edilememistir.

Inkiibasyon siiresi ve sicakhig1, depolama kosullar1 gibi faktdrlerin yani sira, siite
uygulanan homojenizasyon basinci ve 1sil islem normlar1 da kefirde tat olusumu, kivam,
serum ayrilmasi ve titrasyon asitligi gibi bazi kalite kriterleri {izerinde etkili olmaktadir.
Konu ile ilgili yapilan bir arastirmada, kefir iiretiminde kullanilacak olan siite 85°C’de 5
ve 15 dakika ile 95°C’de 5 ve 15 dakika olmak tizere 4 farkli 1s1l islem normu uygulanmis
ve iiretilen kefir 6rnekleri 5°C’de 7 giin depolanmistir. Calisma sonucunda, uzun siireli
1s1l islem uygulanan (85°C’de 15 dakika ve 95°C’de 15 dakika) siitlerden elde edilen kefir
orneklerinde serum ayrilmasinin daha az oldugu gézlemlenmistir. Yiiksek sicaklikta uzun
stireli 1s1l iglem normunun (95°C’de 15 dakika) kefir 6rneklerinde olusan asetaldehit
miktarinda artisa sebep oldugu belirlenmistir. Bununla beraber, uygulanan 1sil islem
normlarinin kefir 6rneklerinin viskozite degerleri ve toplam ugucu yag asidi icerikleri
iizerinde herhangi bir etkisinin olmadigi tespit edilmistir (Giirsel vd 1990).

Kefirin reolojik davranisi, fermantasyon siiresince olusan metabolitler ile birlikte
son lirlin kalitesini ve kefirin tiiketici tarafindan kabul edilebilirligini etkiledigi i¢in ayr1
bir 6nem tagimaktadir. Kefir iiretiminde kullanilan siitiin ¢esidi ve kimyasal bilesimi,
starter kiiltiir ¢esidi, inkiibasyon sicakligi ve siiresi, 1sil islem normu ve depolama
kosullar1 kefirin reolojik 6zelliklerini etkilemektedir (Magra vd 2012, Dimitreli vd 2013).
Kefirin reolojik 6zelliklerinin belirlenmesi ile ilgili yapilan ¢alismalar sonucunda kefirin
tiksotropik akigkan gibi davrandigi tespit edilmistir. Farkli ¢aligmalar sonucunda elde
edilen akis egrileri, kefirin pseudoplastik 6zelliklere sahip oldugunu gostermekte olup bu
tip reolojik davranmigin kesme kuvvetleri sonucu tahrip olan ii¢ boyutlu yapiya sahip
ornekler i¢in genel bir 6zellik oldugu belirtilmektedir (Dimitreli ve Antoniou 2011, Altay
vd 2013, Dimitreli vd 2013).

Isil islem ve peyniralt1 suyu konsantrati ilavesinin kefirin fermantasyon siiresi ve
reolojik 6zellikleri lizerine etkisinin incelendigi bir baska ¢aligmada, siite farkli oranlarda
(%0, %1, %3 ve %5 (w/w)) peyniralt1 suyu konsantratlari 1s1l islemden 6nce ve sonra
olacak sekilde ilave edilmistir. Calisma sonucunda, artan peyniralt1 suyu konsantrati
konsantrasyonu ile birlikte kefir 6rneklerinin laktik asit igeriginin arttig1, fermantasyon
stiresinin ise kisaldigi tespit edilmistir. Isil islemin siite peyniralt1 suyu konsantrati
ilavesinden Once veya sonra uygulanmasinin kefir orneklerinin laktik asit igerigi ve
fermantasyon siiresini etkilemedigi saptanmistir. Arastirmacilar, kefir Orneklerinin
reolojik analizleri sonucunda elde ettikleri akis egrilerini incelediklerinde kefirin
pseudoplastik bir akigkan gibi davrandigini tespit etmislerdir. Ayrica artan peyniralti suyu
konsantrat1 konsantrasyonu ile birlikte kefir 6rneklerinin goriiniir viskozite ve kivam
indeks degerlerinin arttig1, akis davranig indeks degerlerinin ise azaldig1 belirlenmistir.
Peyniralt1 suyu konsantrati siite 1s1l islemden sonra ilave edildiginde, ilave edilen
peyniralt1 suyu proteinleri siitte denatiire olmadan dogal halde kalmaktadir. Peyniralt1
suyu konsantrat1 siite 1sil iglem Oncesinde ilave edildiginde ise s6z konusu proteinler
denatiire olmaktadir. Caligma sonucunda, denatiire peyniralt1 suyu proteinleri i¢eren kefir
orneklerinin, dogal peyniralt1 suyu proteinleri iceren kefir 6rneklerine gore daha yiiksek
kivam indeks degerlerine dolayisiyla daha yiiksek goriiniir viskozite degerlerine ve daha
diisiik akis davranis indeks degerlerine sahip oldugu tespit edilmistir (Dimitreli vd 2013).
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Bensmira vd (2010) siite uygulanan homojenizasyon basinc1 (15, 17, 19 ve 21
MPa), inkiibasyon sicakligi (20, 24 ve 28°C) ve siiresinin (18, 24 ve 30 saat) kefirin
reolojik Ozellikleri ve kefirde ekzopolisakkarit (EPS) iretimi iizerine etkisini
incelemislerdir. Caligma sonucunda, inkiibasyon sicakliginin kefirin reolojik 6zellikleri
ve kefirde EPS iiretimi iizerinde etkili oldugu, buna karsin inkiibasyon siiresinin kefirin
reolojik 6zellikleri ve kefirde EPS iiretimi lizerine herhangi bir etkisinin olmadigi tespit
edilmistir. Siite uygulanan homojenizasyon basincinin kefirin reolojik 06zellikleri
iizerinde etkili oldugu, buna karsin kefirde EPS {iretimi tizerinde herhangi bir etkisinin
olmadig1 saptanmistir. Sonu¢ olarak 19 MPa’lik homojenizasyon basmci, 24°C’lik
inkiibasyon sicaklig1 ve 18 saatlik inkiibasyon siiresi kombinasyonunun kefirin reolojik
ozellikleri ve kefirde EPS {iretimi bakimindan diger kombinasyonlara gore daha iyi
sonuclar verdigi belirlenmistir.

Dimitreli ve Antoniou’nun (2011) inkiibasyon sicakligi (20, 25 ve 30°C) ve siite
farkli oranlarda (%0, %1, %2 ve %3) kazeinat ilavesinin kefirin reolojik 6zellikleri
iizerine etkisini inceledikleri calisma sonucunda, kazeinat konsantrasyonunun artmasi ve
inkiibasyon sicakligmin azalmasi sonucunda kefir orneklerinde inkiibasyon siiresinin
kisaldig1 tespit edilmistir. Orneklerin viskozite degerleri {izerine inkiibasyon
sicaklikligmmn etkili oldugu ve 25°C’de inkiibe edilen orneklerin en yiiksek, 30°C’de
inkiibe edilen 6rneklerin ise en diisiik viskozite degerlerine sahip oldugu belirlenmistir.
Reolojik analizler sonucu elde edilen kefir drneklerine ait akis egrileri incelendiginde
kefir 6rneklerinin pseudoplastik akiskan gibi davrandigi goriilmiistiir. Siite ilave edilen
kazeinat konsantrasyonu arttikca kefir 6rneklerinin viskozite degerlerinin arttigi, akis
davranis indeks degerlerinin ise azaldig: tespit edilmistir. Orneklerin akis davranis indeks
degerleri lizerine inkiibasyon sicakliginin etkisi incelendiginde, 20 ve 25°C’de inkiibe
edilen kefir 6rneklerinin akis davranis indeks degerleri arasinda belirgin bir farklilik
olmadigi, 30°C’de inkiibe edilen 6rneklerin ise 20 ve 25°C’de inkiibe edilen 6rneklere
kiyasla daha yiiksek akis davranis indeks degerlerine sahip oldugu saptanmustir.

2.1.7. Kefirin besleyici degeri ve saghk acisindan énemi

Kefir, siit i¢indeki tiim besin maddelerini icerdiginden besin degeri yiiksek bir
irlindiir. Protein, vitamin ve mineral maddeleri dengeli bi¢imde icermesi, fermantasyon
islemi swrasinda bazi vitaminlerin sentezlenmesi, protein ve laktozun kismen
parcalanmasi ile sindiriminin kolay olmasi gibi faktorler kefirin gida olarak Onemini
ortaya koymaktadir (Libudzisz ve Piatkiewicz 1990, Ahmed vd 2013). Kefir danesinin
icerdigi mikroorganizmalarm etkisi ile siitteki laktoz ve proteinlerin bir kisminin
parcalanmasi kefirin viicut tarafindan sindirimini kolaylastirmaktadir. Bi, B ve K
vitaminlerince zengin olan kefir; C vitamini, ¢esitli mineral maddeler ve esansiyel amino
asitleri igermektedir. Fermantasyon sonucunda olusan laktik asidin yaklagik %50’sinin L
(+) tipte olmasi kefirin viicuda yarayishhigini daha da artirmaktadir (Alpkent ve
Kiigiikgetin 2000, Khamnaeva vd 2000, Chen vd 2008). Kefir tiiketiminin bagisiklik
sistemini destekledigi, tiimor biiylimesini ve patojen bakterilerin cogalmasimi engelledigi
bildirilmektedir (Lopitz-Otsoa vd 2006, Golowczyc vd 2010).

Kefirin fermantasyonu sirasinda yiiksek oranda piridoksin (Bg), biyotin (B7), folik

asit (Bo) ve siyanokobalamin (B12) vitaminlerinin olustugu; tiamin (B1) ve riboflavin (B>)
miktarlarimin ise azaldigi belirtilmektedir. Bir grup arastrmaci tarafindan ise
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fermantasyon islemi sirasinda B> vitamin miktarinda azalma oldugu tespit edilmistir.
Arastirmacilar bu azalisin kefir iiretiminde kullanilan starter kiiltiiriin mikroflorasindan
kaynaklanabilecegini ileri siirmiislerdir (Giizel-Seydim vd 2000a, Ahmed vd 2013).

Eski Sovyetler Birligi’nde metabolik bozukluklar, ateroskleroz (arterleri etkileyen
bir hastalik) ve alerjik hastaliklar gibi ¢esitli rahatsizliklarin tedavisinde kefir kullanildig1
belirtilmektedir (Koroleva 1988). Kefir ayrica modern tip tedavisinin miimkiin olmadigi
zamanlarda Kafkasya’da tiiberkiiloz, kanser ve gastrointestinal rahatsizliklarin
tedavisinde kullanilmistir. Katkasya’da yasayan insanlarin uzun omiirlii olmalarmnin da
kefir tiikketimine bagli oldugu bir¢ok arastirmaci tarafindan savunulmaktadir (Ding 2008).

Diizenli olarak kefir tiikketimi bagirsak rahatsizliklarinin azalmasina, bagirsak
hareketlerinin artmasina ve siskinligin azalmasina yardimci olmaktadir. Yapilan
calismalarda, kefir tiikketiminin domuzlarda laktozun bagirsaklardaki hidrolizini arttirdig1
ve yetiskin insanlarda laktoz sindirimi ve toleransini gelistirdigi ortaya konulmustur
(Vinderola vd 2005). Fermantasyon sonunda siitte bulunan laktoz miktarmin %75
oraninda azalmasi nedeni ile kefirin laktoza intoleransh kisiler tarafindan rahatlikla
tiikketilebilecegi bildirilmistir (Y1maz vd 2006). Siit, yogurt, kefir, aromali yogurt ve
aromal1 kefir tiiketiminin yetigkinlerde laktoz sindirimi iizerine etkisinin incelendigi bir
calisma sonucunda kefirdeki B-galaktosidaz aktivitesinin yogurda gore yaklasik %60
daha fazla oldugu belirtilmistir (Hertzler ve Clancy 2003).

Taze kefirin midenin bosaltma ve motor fonksiyonlar1 iizerine olumlu uyarici
etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Sukhov vd 1986). Thoreux ve Schmucker (2001)
yaptiklar1 bir ¢alismada, kefirin agiz yoluyla alinmasmin yetigskin farelerdeki kolera
holotoksinine karsi olan spesifik mukozal immiin tepkisini arttirdigini; ancak yaslanan
farelerde herhangi bir etkisinin olmadigini gostermislerdir. Marcela vd (2001), kefirdeki
lipidlerden sfingomiyelini izole ederek kefirin in vivo ve in vitro calismalarda bagisiklik
sistemini gii¢lendirdigini, ayrica hiicresel ve humoral bagisikligi (viicutta hiicresel
boyutta degil, viicut sivilarinin i¢inde olusan hiicre dis1 bagisiklik) stimiile ettigini
belirtmiglerdir. Kefirin bakteriyel olmayan kismmin immiinomodiilatér kapasitesinin
incelendigi bir ¢aligmada, kefirin icerdigi laktatin intestinal epitel hiicrelerinde immiin
diizenleyici 6zellik gosteren bir bilesen oldugu tespit edilmistir (Iraporda vd 2014).

Kefirin Listeria monocytogenes, Listeria innocua, Yersinia enterolitica,
Escherichia coli, Salmonella typhi, Salmonella typhimurium, Salmonella enteretidis,
Shigella sonnei, Micrococcus luteus, Micrococcus flavans, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus ve Bacillus cereus gibi cesitli patojen bakterilere karsi
antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirtilmektedir (Morgan vd 2000, Gulmez ve Guven
2003, Czamanski vd 2004, Golowczyc vd 2007, Rattray ve O’Connell 2011). Genel
olarak, kefir Gram-negatif bakteriler lizerinde bakteriyostatik etkiye sahip iken Gram-
pozitif bakteriler lizerinde bakterisidal etkiye sahiptir (Ahmed vd 2013). Bunun yanisira
cesitli calismalarda kefirin Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae ve diger fungal
tiirlere kars1 inhibitor etkisinin tespit edilmesi kefirin antifungal aktiviteye sahip oldugunu
gostermektedir (Cevikbas vd 1994, Rodrigues vd 2005).

Kefirin sahip oldugu antimikrobiyal etkinin kefirde genel olarak metabolik
aktiviteler sonucunda ortaya c¢ikan H>O», etanol, karbondioksit, diasetil, peptidler
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(bakteriyosinler) ve organik asitlerden (laktik ve asetik asit) ileri geldigi diistintilmektedir
(Ahmed vd 2013). Kefirin ana bileseni olan laktik asidin E. coli ve B. cereus’a karsi
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu bildirilmektedir. Kefirde mayalar ve homofermantatif
bakteriler tarafindan iiretilen karbondioksidin ortamdaki oksijenin yerine gecerek zorunlu
aerob bakterileri inhibe ettigi, kefirde bulunan asetaldehit ve diasetilin ise S. aureus, E.
coli, S. typhimurium ve bazi maya tilirlerine kars1 antimikrobiyal 6zellige sahip oldugu
bildirilmektedir. Laktik asit bakterileri tarafindan {iretilen bakteriyosinlerin hiicre
membran  etkilesimleri sonucunda antimikrobiyal etkiye sahip olabilecegi
diistiniilmektedir (El-Hayek 2011).

Kefirde fermantasyon sonucu olusan ayristirilamayan organik asitler, kefirin
patojen inhibisyonundaki onemli mekanizmalarindan biridir. Kefirin temel organik
asitleri olan laktik asit ve asetik asidin asidik kosullarda patojen E. coli suslarini inhibe
ettigi, notral pH’larda ise inhibe edemedigi bildirilmektedir. Ancak asidik kefirin
bakteriyostatik etkisinin ayni1 pH ve organik asit konsantrasyonuna sahip siite gére daha
uzun siireli oldugunun tespit edilmesi sonucu, kefirin inhibe edici 6zelliginin sadece
asitlikten degil de asidik sartlarda aktif hale gelebilen inhibe edici bilesenlerin
mevcudiyetinden de kaynaklandig diisiintilmiistiir (Rattray ve O’Connell 2011). Kefirde
laktik asit ve asetik asidin bir arada bulunmasi kefirin patojen bakterilere karsi
antimikrobiyal etkisini arttirmaktadir. Garrote vd (2000) yaptiklar1 ¢alisma sonucunda
kefir ekstraktlarinin E. coli 3 susunu inhibe ettigini, buna karsin asetik asit icermeyen
yogurt ekstraktlarinin bu susu inhibe edemedigini tespit etmislerdir. Arastirmacilar,
kefirdeki laktik asit ve asetik asidin patojenler lizerinde sinerjik inhibitor etki olusturdugu
sonucuna varmiglardir.

Kefirde bakteriler tarafindan iretilen ve antimikrobiyal bir bilesen oldugu
diisiiniilen diger bir metabolit hidrojen peroksittir. Tiirk kefir iceceginden izole edilen 21
laktokok susunun 11’inin hidrojen peroksit iiretebildigi bildirilmektedir (Farnworth
2005).

Kefirin Salmonella enteritidis lizerine bakterisidal etkisinin incelendigi bir
calismada, Arjantin’de bulunan Lugan nehrinden izole edilen 53 Salmonella enteritidis
susu, 4 ve 22°C’deki kefire inokiile edilmistir. Kontamine kefirdeki Salmonella
enteritidis’in 4°C’de 24 saatte ve 22°C’de 18 saatte inhibe oldugu belirlenmistir
(Anselmo vd 2001). Yapilan bir bagka calismada, fare bagirsak mukozasinda bulunan
laktik asit bakteri popiilasyonunun kefir tiiketimi ile arttigi, Enterobacteriaceae ve
Clostridia popiilasyonunun ise azaldigi tespit edilmistir (Marquina vd 2002).

Kefirin Bacillus subtilis spp. spizizenii ATCC 6633, Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 8739,
Salmonella enteritidis ATCC 13076, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 bakterileri
ve Candida albicans ATCC 10231 mayasi iizerine antimikrobiyal etkisinin incelendigi
bir ¢aligmada 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonucu iiretilen kefirler 4-8°C’de 7 giin
boyunca depolanmistir. Calisma sonucunda, 24 saat inkiibe edilen kefir ile 48 saat inkiibe
edilen kefirin B. subtilis, S. aureus, E. coli, E. faecalis ve S. enteritidis bakterileri lizerine
antimikrobiyal etkisinin benzer oldugu ve kefirlerin antimikrobiyal etkisinin 7 giinliik
depolama siiresince degismedigi tespit edilmistir. Ayrica kefir 6rneklerinin P. aeruginosa
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ve C. albicans suslarma kars1 inhibe edici etkiye sahip olmadigi belirlenmistir (Chifiriuc
vd 2011).

Furukuwa vd (1991) ve Zacconi vd (1995) yaptiklar1 calismalarda, kefirin
hayvanlarda antibakteriyel, immiinolojik ve antitiimor etkilerinin oldugunu
belirtmislerdir. Giiven vd (2003), kefirin antioksidan etkiye sahip oldugunu ve fare
dokularindaki CCls’tin neden oldugu lezyonlarda E vitamininden daha koruyucu
oldugunu belirtmislerdir. Giizel-Seydim vd (2006), kefirin aseton ekstraktlarinin
antimutajenik kapasitesinin siit ve yogurttakilere kiyasla daha yiiksek oldugunu tespit
etmislerdir.

Shiomi vd (1982) tarafindan kefir danesinden izole edilen suda c¢oziinen
polisakkaritlerin tiimdr olusumunu engelleyici etkisinin oldugu ortaya konulmustur. Kefir
danesinden izole edilen ve kefirin fonksiyonel bileseni olarak bilinen suda ¢oziiniir bir
polisakkaritin (KGF-C) agiz yoluyla alindiginda tiimor gelisimini geciktirdigi
belirtilmistir (Murofushi vd 1986). KGF-C’nin ilag seklinde alinimi, tiimorli deney
hayvanlar1 kadar saglikli deney hayvanlarinin da DTH (delayed type hypersensitivity-
Geg tip (Tip IV) asir1 duyarlilik reaksiyonu) tepkisinde artis saglamaktadir. Yiiksek DTH
tepkisine sahip gruplarda DTH’n uyarilmasindan sonra olusan tiimorlerin gelisimi inhibe
olmaktadir. Saglikli deney hayvanlarinda DTH tepkisi ile antitiimdr aktivitesi arasinda
onemli bir iliski oldugu goézlemlenmistir (Murofushi vd 1983). El-Hayek (2011)
tarafindan kefirin Caco-2 ve HT-29 olarak adlandirilan kolorektal adenokarsinoma
hiicreleri iizerine in vitro olarak proapoptotik (apoptozu indiikleyici etki) ve
antiproliferatif etkisi (hiicre ¢ogalmasini engelleyici etki) oldugu ortaya koyulmustur.
Ayrica bu calisma sonucunda; kefirin Bcl-2 (apoptozisi baskilayici) genini baskiladigi,
Bax’in (apoptozisi indiikleyici) ekspresyonunu ise indiikledigi belirlenmistir. Bu
durumun kefirin k6tii huylu hiicreleri apoptozise ederken izledigi muhtemel yollardan biri
olabilecegi diistiniilmiistiir.

Kefir, yogurt ve pastorize inek siitii ekstraktlarinin insan meme kanseri hiicreleri
(MCF-7) ve normal insan epitel hiicreleri (HMECs) iizerine etkisinin incelenmesi
amaciyla yapilan bir ¢alismada, kefir, yogurt ve pastorize siit ekstraktlar1 %0.31, %0.63,
%1.25, %2.5, %5 ve %10 (v/v)’luk konsantrasyonlarda s6z konusu hiicrelerin bulundugu
ortama konulmus ve 37°C’de 6 giin boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kefir
ekstraktlarmin %0.63, yogurt ekstraktlarinin ise %2.5’luk konsatrasyonlarinda MCF-7
hiicre gelisimini  baskilamaya basladigi tespit edilmistir. Ayrica %2.5’luk
konsantrasyonda kefir ekstraktlar1 MCF-7 hiicre sayisinda %56’lik, yogurt ekstraktlar1
ise sadece %]14’liikk bir azalis saglamistir. Kefir ekstraktlarmmm HMECs {izerinde
antiproliferatif etki gostermedigi, yogurt ekstraktlarinin ise %5 ve %10’luk
konsantrasyonlarinda s6z konusu hiicreler lizerine antiproliferatif etki gdsterdigi
belirlenmistir. Pastorize siit ekstraktlarmm HMECs ve MCF-7 hiicrelerinin ¢ogalmasini
%?2.5 ve iizerindeki konsantrasyonlarda stimiile ettigi saptanmistir. Calisma sonucunda,
hem kefir hem de yogurt ekstraktlarinin MCF-7 hiicre gelisimini baskilamasima ragmen
kefirin antiproliferatif potansiyelinin yogurda nazaran daha gii¢lii oldugu sonucuna
varilmistir. Bunun yanisira 6rnekler steril membrandan gecirilerek elde edildigi i¢in sahip
olduklar1 s6z konusu antiproliferatif etkinin 6rneklerde bulunan mikroorganizmalardan
degil de fermantasyon sonucunda olusan biyoaktif bilesenlerden kaynaklanabilecegi
degerlendirilmistir (Chen vd 2007).
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Kefirin antibakteriyel ve antienflamatuvar ozelliklerini incelemek amaciyla
yapilan bir caligmada siganlarm sirt bolgelerinde 3. derece yanik olusturulmus ve 24 saat
sonra yanik yaralarma Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) mokiile edilmistir. Daha
sonra, sicanlarda olusturulan yaralara icerisinde 24, 48 ve 96 saat boyunca kefir
danelerinin kiiltiirlendigi MRS siv1 besiyeri ekstraktlarindan elde edilen jeller ve giimiis
siilfadiazin merhemi (yanik tedavisinde kullanilan merhem) gilinde 2 kere olacak sekilde
2 hafta boyunca uygulanmistir. Calisma sonucunda, 96 saatlik kefir jeli ile giimiis
siilfadiazin merheminin antimikrobiyal etkilerinin benzer oldugu, yaranm iyilesme
siiresinin ise 96 saatlik kefir jelinde glimiis siilfadiazin merhemine nazaran daha kisa
oldugu tespit edilmistir. Ayrica 96 saatlik kefir jeliyle yapilan tedavide yamigin iyilesme
siiresinin 14 giin oldugu tespit edilmis olup; s6z konusu ¢alismada giimiis siilfadiazin
tedavisinde bu siirenin 24 giin oldugu bildirilmistir. Kefir jel tedavisinin geleneksel
glimiis siilfadiazin tedavisine kiyasla etkili bir terapotik yaklagim oldugu belirtilmistir
(Huseini vd 2012).

Kefirin  saghkla ilgili  olumlu  O6zelliklerinin  kaynagmin  icerdigi
mikroorganizmalardan, kefir danesinde bulunan kefirandan, siitiin fermantasyonu
sirasinda serbest hale gegen peptidlerden ya da tiim bu faktorlerin birlesiminden mi
kaynaklandig1 acik degildir (Vinderola vd 2005). Konu ile ilgili bircok c¢alisma
bulunmasimna ragmen, kefirin saglikla ilgili olumlu 6zelliklerinin kaynagini olusturan
fonksiyonel bilesenler tam olarak bilinmemektedir. Fermente siit iiriinlerinde bulunan
fonksiyonel bilesenlerden biri, bozulmamus siit proteinlerinin dizilimlerinde sifrelenen ve
sindirim ya da fermantasyon gibi siitiin iglenmesi sirasinda enzimatik proteoliz ile serbest
hale gegebilen biyoaktif peptidlerdir (Korhonen ve Pihlanto-Leppéld 2001).

2.2. Biyoaktif Peptidler

Biyoaktif peptidlerden ilk kez 1950 yilinda Mellander’in rasitik bebeklerde
vitamin D’den bagimsiz kemik kalsifikasyonunu artiran kazeinden tiiremis fosforlanmis
peptidler olarak bahsedildigi bildirilmistir. Biyoaktif peptidlerle ilgili bilgilerin 1979’dan
bu yana arttig1 ve giinlimiizde opioid, antitrombotik, antipertansif, mineral baglayici ve
immiin diizenleme gibi aktivitelere sahip ¢ok sayida peptid oldugu tespit edilmistir.
Yapilan caligmalarda, bu peptidlerin sergiledigi aktivitelerin, amino asit igerigine ve
dizilimine bagli oldugu gosterilmistir. Biyoaktif peptidler 64 amino asit igeren
kazeinomakropeptid (CMP) disinda genellikle 3 ila 20 amino asit rezidiisiinden
olusmaktadir. Bitkisel ve hayvansal proteinler potansiyel biyoaktif diziler icermesine
ragmen, siit proteinleri biyolojik aktif peptidler i¢in temel kaynaktir (Pihlanto-Leppélad
2001).

Konu ile ilgili yapilan arastirmalar baslica siit proteinleri olan kazein ve peyniralti
suyu proteinlerinin biyoaktif peptidlerin 6nemli bir kaynagi oldugunu gostermistir.
Protein molekiilii icerisinde inaktif halde olan peptidler, in vivo ya da in vitro olarak s6z
konusu proteinlerin hidrolizi sonucunda aktif hale gecebilmektedir. Biyolojik olarak aktif
olan bu peptidler siit proteinlerinden; proteolitik mikroorganizmalarla siitiin
fermantasyonu sirasinda, sindirim enzimleriyle enzimatik hidroliz ya da bitki ve
mikroorganizmalardaki proteolitik enzimlerle hidroliz sirasinda olmak f{izere {i¢ yolla
iretilebilmektedir (Korhonen ve Pihlanto-Leppédld 2001). Yapilan c¢alismalar,
fonksiyonel kisa peptidlerin iiretiminde bu ii¢ yontemin bir arada kullanilmasinin etkili
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oldugunu gostermektedir (Korhonen ve Pihlanto 2006). Mikrobiyal hiicreler araciligiyla
biyoaktif peptidlerin ya da Onciilerinin {iretilmesi i¢in rekombinant DNA teknolojisinin
kullanilmas1 biyoaktif peptid iiretimindeki diger bir yaklasimdir. Dogal kaynaklardan
izolasyon ya da diger sentez metotlar1 ile kiyaslandiginda, rekombinant yaklagim biiyiik
Olgekli peptid tiretimi i¢in olduk¢a uygun maliyetli bir secenektir. Ayrica bu teknolojinin
spesifik biyoaktif peptidlerin iiretilmesine olanak saglayacagi da diisiiniilmektedir (Li
2011, Hafeez vd 2014).

Viicut fonksiyonlar: lizerinde olumlu etkilere sahip olan biyoaktif peptidler;
amino asit kompozisyonuna ve dizilimine bagli olarak kalp-damar sistemi, sindirim
sistemi, bagisiklik sistemi ve sinir sistemini etkileyebilmektedir. Biyoaktif peptidlerin
opioid, antimikrobiyal, antioksidatif, antihipertansif, antitrombotik, immiin diizenleme,
mineral baglayici, oligoelement (canlilardaki biyokimyasal olaylarda katalizér rolii
oynayan element) nakli, enzim inhibisyonu ya da sindirim fonksiyonu diizenleme gibi
etkileri bulunmaktadir (Sekil 2.4) (Pihlanto-Leppéld 2001, Bouhallab ve Bouglé 2004,
Hafeez vd 2014).

Kalp-damar Sistemi

Antikolesterolemik
Antihipertansif
Antitrombotik

Antioksidatif

Sinir Sistemi

Anksiyolitik

Opioid agonist
Opioid antagonist

Sitokin diizenleyici

Bagisikhik Sistemi

Sekil 2.4. Siit proteinleri kaynakli peptidlerin biyoaktiviteleri (Hafeez vd 2014)

Birgok siit kaynakli biyoaktif peptid multifonksiyonel 6zellik gosterebilmektedir.
Ornegin, B-kazeinin ana yapisindaki bazi bdlgeler farkl biyolojik etkiler gdsteren ¢akisan
peptid dizilimleri icermektedir (Sekil 2.5). Bu bolgeler proteolitik yikimdan korunmakta
ve "stratejik zonlar" olarak diisliniilmektedir (Meisel 1998). Peptidlerin multifonksiyonel
ozellik gostermesi peptid zincirindeki amino asit kompozisyonu ve dizilisine bagli olup
peptidlerin C-terminal veya N-terminal pozisyonundaki amino asit son derece Gnem
tasimaktadir. Ornegin, B-kazeinin mikrobiyal bir enzimle hidrolizi sonucu olusan
antihipertansiyon etkisine sahip bir biyoaktif peptid zinciri 7 amino asitten (KVLPVPQ)
olugsmaktadir. Bu peptid kuvvetli ACE (anjiyotensin doniistiiriicli enzim) inhibit6r
aktivitesi gdstermezken peptid zincirinden glisin amino asidi uzaklastirildiginda, 6 amino
asit (KVLPVP) igeren peptidin antihipertansiyon etkisi yaninda kuvvetli ACE inhibitori
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olarak aktivite gosterdigi bildirilmektedir. Yapilan ¢aligmalar 6 amino asitten olusan
peptidin C-terminal ucundaki prolin amino asidinin ve amino asit zincirinin ACE
inhibisyonu i¢in dnemli olabilecegini gostermistir (Kinik ve Glirsoy 2002).

Biyoaktif peptidler gidalarin islenmesi sirasinda fiziksel veya kimyasal olarak,
ozellikle de enzimlerin etkisi sonucunda iiretilmektedir. Bu enzimler, gida kaynakl
olabildikleri gibi ekzojen ya da mikrobiyal kaynakli da olabilmektedir (Smacchi ve
Gobetti 2000). Siit iiriinleri, siitte dogal olarak olusan enzimlerin proteolitik aktivitesi ya
da ekzojen enzimlerin ve mikrobiyal starter enzimlerinin etkisi sonucu olusan biyoaktif
peptidleri igerebilmektedir. S6z konusu peptidler siitiin islenmesi sirasinda olugmaktadir.
Biyoaktif peptidlerin mevcudiyeti siit iirlinlerine fonksiyonel 6zellikler kazandirmakta ve
bu iirlinlerin besinsel degerini arttrmaktadir. Ancak siit iiriinlerinden elde edilen biyoaktif
peptidler, ilgili hastaligin tedavisinde kullanilan ilaglar kadar etkili degildir (Choi vd
2012). Cogu peynir ¢esidi gibi siit iirlinlerinde ve yogurt, eksi siit, dahi veya kefir gibi
fermente siit iirlinlerinde c¢esitli biyoaktiviteye sahip peptidler tanimlanmistir. Ayrica
giiniimiizde, fermantasyon sirasinda olusan veya katki olarak eklenen biyoaktif peptidleri
iceren cesitli fermente siit icecekleri pazarlanmaktadir. Ornegin, "Calpis" ya da "Ameal
S" (Calpis Co., Japan) ve Evolus (Valio Oy., Finland) gibi hipotansif 6zellige sahip ticari
fermente icecekler, B-kazein ve k-kazein orijinli IPP ( B-kazein74.76 ve x-kazeinios-110) ve
VPP (B-kazeinssss) amino asit dizilimlerine sahip antihipertansif tripeptidleri
icermektedir (Hafeez vd 2014).

80 F-keazomorfinler 70

T 1
al-Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-lle-Pro-Asn-Ser-Leu-

fmmunupeprf;"

Kazokinin + Adct pepitid

) _— S
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190 —— 200 209
-Ala-Phe-Leu-Leu-Tyr-Gin-Glu-Pro-\al-Leu-Gly-Pro-Val-Arg-Gly-Pro-Phe-Pro-lle-lle-\al-OH
| S|
Act pepitid S

Aci peptid + Emillsifiver pepiid

Sekil 2.5. Sigir B-kazein proteinin ana yapisindaki stratejik bolgeler (Meisel 1998)
2.2.1. Biyoaktif peptidlerin islevselligi

Besinsel proteinlerin, gelisim i¢in gerekli olan amino asitleri, enerjiyi ve ayni
zamanda cesitli viicut fonksiyonlarinin bakimini sagladigi genel olarak bilinmektedir.
Ayrica bu proteinlerin, proteince zenginlestirilmis gidalarin duyusal ve fizikokimyasal
ozelliklerine katkida bulundugu belirtilmektedir. Son yillarda, gida proteinlerine karsi
artan 1ilgi, yapilan arastirmalar sonucunda bu proteinlerin yapisinda bulunan peptidlerin
cesitli biyoaktivitelere sahip oldugu gergeginin ortaya ¢ikmasindan kaynaklanmaktadir.
Viicut fonksiyonlar1 tizerinde olumlu etkilere sahip olan bu peptidler, amino asit
dizilimlerine bagli olarak kalp-damar sistemi, sindirim sistemi, bagisiklik sistemi ve sinir
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sistemini etkileyebilmektedir (Korhonen ve Pihlanto 2006). Bu peptidlerin biyolojik
aktivitelerinin belirlenmesi ile 1ilgili yapilan calismalarin ¢ogunun hipertansiyonun
kontrolii etrafinda yogunlastig1 goriilmektedir. S6z konusu durum hipertansiyonun diinya
genelinde yaygin olusuna dayandirilmaktadir. Siit dirtinlerinde bulunan biyoaktif
peptidlerin  antihipertansif etkisi disinda opioid, antimikrobiyal, antioksidatif,
antitrombotik, immiin diizenleme, oligoelement nakli, enzim inhibisyonu ya da sindirim
fonksiyonu diizenleme etkileri bulunmaktadir (Bouhallab ve Bouglé 2004, Choi vd 2012).

2.2.1.1. Antihipertansif peptidler

Kardiyovaskiiler hastaliklar, kalp ve kan damarlar1 hastaliklarini iceren gruba
verilen genel bir isimlendirmedir. Kardiyovaskiiler hastaliklarin nedenleri cesitlilik
gostermesine ragmen en sik karsilagilan nedenler ateroskleroz (damar sertligi) ve
hipertansiyon olarak goriilmektedir. Hipertansiyon, kardiyovaskiiler rahatsizliklarin
gelisiminde kontrol edilebilir risk faktorlerinden biridir (Phelan ve Kerins 2011, Anonim
2014).

Hipertansiyon; tiim diinyada insan ve dolayisiyla toplum saghigini ciddi olarak
tehdit eden, kalp krizi, felg ve bobrek yetmezligi gibi 6liimciil sonuglara yol acabilen,
tehlikeli ve yaygin bir hastaliktir. Damarlarda ateroskleroza, darlik ve tikanikliklarin
gelismesine, bobreklerde ileride bobrek yetmezligine kadar giden hasara, kalpte kas
kalinlagmalarmma ve kalp yetmezligine, gozlerde korlige kadar giden hipertansif
retinopatiye (yliksek kan basincinin goziin retinasi lizerinde meydana getirdigi hasar),
beyinde ise kanama ve bunun sonucunda inmeye (fel¢) neden olabilmektedir (Anonim
2010).

Kaptopril, enalapril, lizinopril ve ramipril gibi anjiyotensin doniistiiriicii enzimin
(hipertansiyona neden olan enzim) gii¢clii sentetik inhibitorleri hipertansiyonun klinik
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Sentetik ACE inhibitorlerinin hipotansiyon,
renal fonksiyonu azaltma, Oksiiriik, kasint1 ve deride kizarikliklar gibi bir takim yan
etkilerinin olmasindan dolayi, daha az yan etkisi olan ¢esitli gida proteinlerinde bulunan
ACE inhibitorleri 6nem kazanmaya baslamistir. Peptidlerin antihipertansif aktivitesi,
angiotensin [-dOniistiirlici enzimi inaktive etmeleri kaynakhdir. Siit orijinli
antihipertansif peptidlerin etkisi ¢esitli antihipertansif ilaglardan daha az olmasma
ragmen, bu peptidlerin sindirim sisteminde yliksek oranda sindirilebilmelerinden dolay1
onemli fizyolojik aktivitelere sahip olabildikleri bildirilmistir (Dagdemir vd 2003, Phelan
ve Kerins 2011).

Anjiyotensin doniistiiricii enzim viicutta degisik dokularda yer alan ve periferal
(cevresel) kan basincini diizenleyen multifonksiyonel bir dipeptidil karboksipeptidazdir
(Pihlanto-Leppéld 2001, Kamau vd 2010, Nagpal vd 2011). Kan basinci renin-
anjiyotensin sistem ve bradikinin sistem tarafindan diizenlenmektedir. ACE s6z konusu
sistemlerde ve dolayisiyla immiin sistemde anahtar rol oynamaktadir (Gobbetti vd 2004,
Nagpal vd 2011). Renin-anjiyotensin sistem, hipertansiyonun olusumu ve diger
kardiyovaskiiler bozukluklarin yani swra kan basinci diizenlenmesinde de onemli rol
oynayan bir sistemdir (Nurminen 2000). ACE, anjiyotensinojenden renin aracilig ile
salman anjiyotensin I’in C-terminal bolgesindeki histidin ve lisin amino asitlerini ayirarak
vazokonsriktor (damar daraltici) etkisi olan anjiyotensin II’yi tiretmektedir (Dagdemir
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vd 2003). Sistemin etkili molekiilii olan anjiyotensin II, dogrudan damar diiz kaslarini
kasmakta ve bunun sonucunda kan basinc1 ylikselmektedir (Nurminen 2000). Kallikrein-
kinin sistem ise ACE vazodilatoriin (damar genisletici) degradasyonunu engellemekte ve
boylece kan basimcinin kontroliinii saglamaktadir (Nagpal vd 2011). Sekil 2.6’da Renin-
anjiyotensin ve Kallikrein-kinin sistemlerin kan basmcini diizenlemedeki rolleri genel
hatlariyla gosterilmistir.

Renin-Anjiyotensin Sistemi Kallikrein-Kinin Sistemi
Anjiyotensinojen Kininojen
Renin lKaIIikrein
Direktrenin YN \niiyotensin | Bradikinin — Prostaglandin ve
inhbitéri nitrik o_ksit
ACE sentezinde artis
Anjiyotensin |l

ARB’ >
inaktif fragmentler A

Vazodilasyon

Vazokonstriksiyon Aldesteron salgisi
Aldesteron
antagonist
; . Periferal vaskuler
Periferal vaskuler Na*ve su tutma direncte azalis
direncte artis kapasitesinde artis )

\ o/ \

Kan basincinda artis Kan basincinda azali

Sekil 2.6. Renin-anjiyotensin ve Kallikrein-kinin sistemleri (Phelan ve Kerins 2011)
ACE: Anjiyotensin doniistiiriicii enzim, ARB: Anjiyotensin II reseptor
blokorleri, ACE I: Anjiyotensin doniistiiriici enzim [

Yapilan ¢aligsmalarda, fermente siit tiriinlerinin yiiksek kan basincini diisiirticii
etkiye sahip peptidler icerdigi tespit edilmistir. ACE inhibitorii olan bu peptidler;
kazeinden, peyniralt1 suyundan, fermente siitten ve olgunlastirilmis peynirlerden 6nemli
diizeyde izole edilebilmektedir (Dagdemir vd 2003). Ancak, ACE inhibitorii peptidlerin
cogu, kazein ve peyniralt1 suyu proteinlerinin enzimatik hidrolizatlarinda tanimlanmaistir.
ACE inhibitor peptidleri orta diizeyde etkiye sahip olup, s6z konusu peptidlerin 1Cso
(ACE’nin %50’sinin inhibe olmas1 i¢cin gerekli peptid konsantrasyonu) degerlerinin
genellikle 100-500 pmol/L arasinda oldugu; buna karsin osi-kazeinzs327 ve B-kazeini77-1s3
antihipertansif peptidlerinin 1Cso degerlerinin 20 pmol/L’den daha diisiikk oldugu
bildirilmektedir. ACE inhibitorii peptidler genellikle 2 ila 12 amino asit rezidiisii
bulundurmakta olup, 27 amino asit rezidiisii bulunduran aktif peptidler de tanimlanmistir
(Phelan ve Kerins 2011). ACE inhibitorii peptidlerin antihipertansif etkisi peptidaz
degradasyonuna kars1 direncine ve bagirsaklardaki emilimine bagl olarak degismektedir.
Hidroksiprolin amino asidini igeren peptidlerin genellikle sindirim enzimleri tarafindan
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degrade edilmeye karsi daha direngli oldugu belirtilmektedir. Ayrica prolin amino
asidinin sindirim enzimlerinin degradasyonuna karst diren¢li oldugu ve ince
bagirsaklardan kisa peptidler seklinde kan dolasimma gecebildigi bilinmektedir
(Korhonen ve Pihlanto 2006). Hipertansif farelerin VPP ve IPP antihipertansif
tripeptidlerini iceren eksitilmis siit ile beslenmelerinin ardindan bu peptidlerin farelerin
abdominal aortlarinda tespit edilmesi, prolin i¢eren peptidlerin sindirim enzimlerinin
degradasyonuna kars1 direngli oldugunu gostermektedir (Kamau vd 2010).

Inek siitiinde proteinlerin yaklasik %80’ini olusturan kazeinin proteolitik olarak
parcalanmasi sonucu, ACE enzimini inhibe eden ¢esitli peptidler olugsmaktadir (Dagdemir
vd 2003). Kazeinden iiretilen ACE inhibitorii peptidler kazokinin olarak adlandirilmakta
ve bu peptidler as1-kazein’in 23.-24., 23.-27. ve 194.-199. fraksiyonlarma, B-kazeinin ise
177.-183. fraksiyonuna uygunluk gostermektedir. Yiiksek ACE inbitor aktivitesine sahip
olan cogu peptid nispeten daha kisa olup, C-terminalinde prolin amino asidi
bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalar B-kazomorfin 7 (f60-66) ve B-kazokinin 10’ nun (f193-
202) gida kaynakli ACE inhibitorleri igerisinde en kuvvetli antihipertansif etkiye sahip
peptidler oldugunu gostermektedir. Sentetik [B-kazeinieo-175 peptidi, stirekli olarak
hipertansif farelerde gii¢lii antihipertansif aktivite gostermektedir. Normalde ACE
inhibitér aktivitesi diisiik olan bu peptidin aktifligi, pankreatik sindirimden sonra
artmaktadir. os1-kazeinios-100 peptidinin ise giiglii ACE inhibitor aktivitesine sahip oldugu,
ancak onemli bir antihipertansif etki gostermedigi belirtilmektedir (Pihlanto-Leppéld vd
2002).

Yapilan ¢aligmalar, peyniralt1 suyu proteinlerinin de kazein gibi antihipertansif
etkiye sahip peptidler icerdigini gostermistir. B-laktoglobulin’den elde edilen peptidler
laktokinin olarak adlandirilmaktadir (Dagdemir vd 2003). Peyniralt1 suyu proteinlerinden
elde edilen bu peptidlerin ACE inhibitor aktiviteleri sinirlidir. Clinkii peyniralti suyu
temel bileseni olan B-laktoglobulin, esnek olmayan bir yapiya sahip olup sindirim
enzimlerine kars1 direng gostermektedir. Bununla birlikte peyniralti suyu proteinlerinden
enzimatik sindirimle ACE inhibitor peptidlerinin elde edildigi bildirilmistir (Yamamoto
ve Takano 1999).

Sigir a-laktoalbumin, B-laktoglobulin ve peyniralti suyu protein konsantratlari
diisiik ACE inhibisyon etkisi (%10’dan daha az) gostermelerine karsilik, bu proteinlerin
pepsin, tripsin ve kimotripsin enzimleriyle hidrolizi sonucu olusan peptidlerin oldukga
yiiksek (%73-90) inhibisyon etkisi gosterdikleri belirtilmektedir. Peyniralti suyu
proteinlerinin 7 farkli proteaz enzimiyle (tripsin, proteinaz K, aktinaz E, termoislin,
papain, pepsin ve kemotripsin) hidrolize edildigi ¢alisma sonucunda, proteinaz K ile
hidroliz sonucu olusan hidrolizatlarm, yiiksek tansiyonlu farelere (2 mg/kg) verildikten
sonra kan basincini 6nemli derecede diistirdiigii bildirilmistir (Dagdemir vd 2003).

Fermantasyon islemi sirasinda laktik asit bakterileri siit proteinlerini, gelisimleri
icin gerekli olan azotu karsilamak i¢in kullandiklar1 peptid ve amino asitlere hidrolize
etmektedir. Boylece fermente siit iiriinlerinin liretiminde kullanilan starter kiiltiirde yer
alan ya da almayan bakteriler tarafindan biyoaktif peptidler iiretilmis olmaktadir. S6z
konusu peptidlerin serbest hale gegmelerini etkileyen en 6nemli faktor sus secimidir.
Laktik asit bakterileri arasinda Lactobacillus helveticus’un siit bazli ortamlarda gii¢li
proteolitik aktivite gosterdigi bildirilmektedir (Pihlanto 2013). Lactobacillus
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helveticus’un disinda Lactocbacillus delbrueckii spp. bulgaricus SS1, Lactococcus lactis
spp. cremoris FT4, Lactocbacillus acidophilus, Lactobacillus animalis, Lactobacillus
casei, Lactobacillus jensenii, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus lactic spp. lactis, Lactococcus raffinolactis, Streptococcus thermophilus,
Leuconostoc mesenteroides spp. cremoris ve Enterococcus faecalis gibi laktik asit
bakterilerinin de ACE inhibitorii peptidleri iiretebildikleri bildirilmektedir (Phelan ve
Kerins 2011).

Japonya’da iiretilen Ameal S adli iiriin, siitiin Lb. helveticus ve S. cerevisiae ile
fermantasyonu sonucunda tiretilmektedir. ACE inhibitorii peptidler olan VPP ve IPP’yi
iceren bu {riiniin hipertansif farelerin sistolik kan basiglarini belirgin bir sekilde
disiirdiigi belirtilmistir (Fitzgerald ve Murray 2006). VPP ve IPP ACE inhibitori
tripeptidlerini i¢eren diger bir {iriin ise Finlandiya’da tiretilen Evolus’tur. Bu {iriin siitiin
Lb. helveticus LBK16H susu ile fermente edilmesi sonucu iiretilmektedir. Evolus’un
insanlar tizerinde etkilerini belirlemek i¢in yapilan ¢alisma sonucunda s6z konusu iirtiniin
kan basincini diisiiriicii etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (Seppo vd 2003). VPP ve IPP
tripeptidleri disinda LPP kazein orijinli tripeptidin de antihipertansif etki gosterdigi
belirlenmistir (Lehtinen vd 2010). SKVYP ACE inhibitér peptidini iceren Dahi adli
fermente siitilin orta yas hipertansif kisilerde kan basmcini diisiiriicii etkiye sahip oldugu
saptanmistir (Ashar ve Chand 2004).

Yapilan farkli bir caligmada, hipertansif hastalarin kan basincinin, antihipertansif
ozellikte olan VPP ve IPP tripeptidlerini igeren 95 ml fermente siitiin giinliik
sindiriminden sonraki 4. ve 8. haftalarda belirgin bir sekilde azaldigi belirtilmistir
(Yamamoto ve Takano 1999). s1-ve B-kazein orijinli s6z konusu antihipertansif peptidler
Lb. helveticus ile fermente edilen siitte de tanimlanmis olup kazein hidrolizatlarinin Lb.
helveticus CP790’nin hiicre dis1 proteinazlar1 tarafindan iiretildigi tespit edilmistir
(Yamamato vd 1994).

Quirds vd (2005) kegi siitiinden iiretilen kefirin ACE inhibitor aktivitesinin biiyiik
Olciide kefirin fermantasyonu sirasinda kazeinden serbest hale gecen ve giiglii ACE
inhibisyon etkisi gosteren PYVRYL ve LVYPFTGPIPN amino asit dizilimine sahip
peptidlerden kaynaklandigini tespit etmislerdir. Ayn1 caligmada kefir peptidlerinin ACE
inhibisyon aktivitesi iizerine gastrointestinal sistemin etkisi incelenmistir. Bu amacla,
kefirden izole edilen peptidler, pepsin ve korolaz PP enzimlerinin kullanildigi simule
gastrointestinal sindirime tabi tutulmustur. Sindirimden sonraki ACE inhibitor aktivitenin
hidrolize edilmemis peptidlerin ACE inhibitor aktivitesi ile hemen hemen ayni ya da biraz
daha diistik oldugu tespit edilmistir. Ancak kefirden izole edilen DKIHPF (B-kazeins7.s2)
peptidinin sindirimi sonucu olugan DKIHP amino asit dizilimine sahip peptidin ACE
inhibitor aktivitesinin DKIHPF ye gore 8 kat yiiksek oldugu saptanmustir. Arastirmacilar,
sindirimden sonra serbest hale gegen kisa zincirli peptidlerin antihipertansif etki agisindan
potansiyele sahip olduklarini degerlendirmislerdir.

Peynirin olgunlagsmas: sirasinda siit proteinleri; hiicre i¢i siit enzimleri, eklenen
pihtilastiricilar ve mikrobiyal enzimlerin faaliyetleri sonucunda bir¢ok peptide degrade
olmaktadir. Yapilan calismalar, ACE inhibitor peptidlerinin peynir yapimi sirasinda
ozellikle de peynirin olgunlasma islemi swrasinda olustugunu gostermektedir. Yapilan
calismalarda Gouda, Blue, Edam ve Havarti gibi ticari peynir ¢esitlerinde (Saito vd 2000),
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Italyan ve Ispanyol peynirlerinde (Smacchi ve Gobetti 1998, Gémez-Ruiz vd 2004,
Gomez-Ruiz vd 2006) ve Asiago peynirlerinde (Lignitto vd 2010) ACE inhibitor
peptidleri tanimlanmustir. Ayrica Butikofer vd (2007) sert, yar1 sert ve yumusak Isvicre
peynir ¢esitlerinde VPP ve IPP antihipertansif tripeptidlerini tanimlamiglardir.

2.2.1.2. Antitrombotik peptidler

Trombositler, karaciger ve bobrekte liretilen 35 ile 70 kDa biiytikliigiinde bir
glikoprotein olan trombopoietin kontrolii altinda megakaryositlerden (kemik iliginin en
biiyiik ve ¢cok loblu hiicresi) farklilasan kiiciik stoplazma parcaciklaridir. Bu megakaryosit
parcalari, sistemik dolasima girince trombosit adin1 almaktadir. Trombositler hemostazin
saglamasinda yani kanamanin durdurulmasmda 6nemlidir. Yiizeye yapigsma egiliminde
olan trombositler, kan damarlarmin i¢ini doseyen normal endotel hiicrelerine
yapisamamaktadir. Ancak damarimn i¢indeki endotel bir sekilde hasar goriir ve altindaki
bag dokusu (kollajen) aci8a ¢ikarsa, trombositler kollajene baglanmaktadir. Bu baglanma,
trombositlerin graniillerindeki igerigi ortama bosaltmalarina sebep olmaktadir. Ortama
bosalan bu maddelerden biri olan ADP, hasarli bolgeye diger trombositlerin go¢ etmesini
saglarken tromboksan A, vazokonsriksiyon (damar daralmasi) ve trombosit
agregasyonunu saglamaktadir. Graniillerden serbest hale gecen kalsiyum iyonlar1 ise
pihtilagsmanin her sathasinda etkilidir. Endotel hiicrelerinden doku faktorii salgilanmakta
ve pihtilasma mekanizmasi baglamaktadir (Anonim 2006, Vatansever 2006).

Endotel hiicreleri tarafindan salgilanan bir protein olan von Willebrand faktorii
(vWF) endotel alanda trombositlerin kollajen ve laminine (zar seklinde ince diiz tabaka)
baglanmasini kolaylastirmak iizere Gplb trombosit reseptoriine baglanmaktadir. Endotel
hiicreler tarafindan salgilanan endotelinler (damar endotel hiicreleri tarafindan tretilen
peptid yapisindaki lokal hormon) diiz kas kontraskiyonunu uyarmakta ve tamir
mekanizmasinda rol oynayan endotel hiicreler ile fibroblastlarm hizla ¢ogalmasini
saglamaktadir (Safha 1). Plazmada bulunan fibrinojen, aktiflesmis integrin reseptorlerine
baglanmakta ve trombositler birbirleri ile kdprii olusturarak kiimelenmektedir. Trombosit
ylizeyinde bulunan reseptoriine baglanan trombin, fibrinojene etki ederek
fibrinopeptidlerin pargalanmasini ve fibrin monomerlerin olusmasimni saglamaktadir.
Fibrin monomerleri pihtiy1 olusturmak tizere birlesmektedir (agregasyon). Faktor XIII,
fibrin monomerleri ile ¢apraz baglantilar kurmaktadir. Trombositler ve fibrin, hemostatik
tikact olusturmaktadir (Satha 2). Plazminojen doku plazminojen aktivatorii tarafindan
plazmine diiniistiirilmektedir. Plazmin, fibrin tikacim eritmektedir (Satha 3) (Sekil 2.7)
(Vatansever 2000).
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Sekil 2.7. Kanin pihtilagsma safhalar1 (Vatansever 2006)

Kanin pihtilagsma mekanizmasi yasamsal, ama kanin akigkanligini korumak ve
herhangi bir damar zarar gordiiglinde akis1 durdurmak i¢in kanin pihtilagsmasimni saglamak
gibi birbirine ters iki islevi yerine getirmektedir. Bu mekanizmanin isleyisinin bozulmasi
trombozun olusmasma neden olmaktadir. Tromboz, kanin aterosklerozlu bir atardamar
veya toplardamar i¢inde ya da bir organda pihtilasmasiyla meydana gelen bir hastaliktir.
Bu pihtiya trombiis adi verilmektedir. Ateroskleroz, atardamarlarin i¢ duvarinda plak
seklinde lezyonlar gelismesine neden olmaktadir. S6z konusu plaklar biitiin damar
sistemine dagilabilmektedir. Boyle bir plak parcalandiginda igerdigi kollajen, dolasan
kanla temasa ge¢mekte ve trombositler lezyon bdlgesine yapisarak bir trombiisiin
olusmasina neden olmaktadir. Trombiis genisleyerek damari tikayabilmektedir. Bu
durumda kanm damar i¢inden akis1 engellenmekte ve dokuda hasar olugmaktadir. Bunun
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sonucunda, inme, akut koroner sendrom gibi ciddi kardiyovaskiiler olaylar ortaya
cikabilmektedir (Anonim 1998).

Enzim ile x-kazein etkilesimi olarak tanimlanan siit pihtilasmasi ve trombin ile
fibrinojen etkilesimi olarak tanimlanan kanm pihtilasma mekanizmalar1 yapi olarak
benzerlik gostermektedir (Silva ve Malcata 2005). Yapilan caligmalarda, bu iki
pihtilasmadaki benzerliklerden yararlanilarak trombosit fonksiyonunda etkin olan kazein
ve siit proteinlerinden elde edilen peptidler karakterize edilmistir (Fiat vd 1993). Insan
fibrinojeninin y-zincirinin C-terminalinde yer alan dodecapeptid (f400-411) ile sigir k-
kazeinin C-terminalindeki undecapeptid (k-kazeinios-116) yapisal ve fonksiyonel olarak
oldukca benzerlik gostermektedir (Silva ve Malcata 2005).

Sigir Kk-kazeinin C-terminalinden tiiremis peptidler kazoplatelinler olarak
adlandirilmakta olup, antitrombotik etki gostermektedir (Clare ve Swaisgood 2000, Silva
ve Malcata 2005). k-kazeinin triptik sindirimi ile elde edilen daha kiigiik bir peptid olan
kazopiastrin (k-kazeinios-116), fibrinojen baglanmasini inhibe ederek antitrombotik etki
gostermektedir (Rutherfurd-Marwick ve Moughan 2005). k-kazeinin 106.-112. ve
112.-116. fragmentlerinin, ADP maddesi tarafindan aktive olmus trombositlerin
agregasyonunu ve trombosit yiizeyindeki spesifik reseptor bolgesine insan fibrinojenin y-
zincirinin baglanmasini inhibe ettigi bildirilmektedir (Kamau vd 2010). Ayn1 sekilde elde
edilmis k-kazeinios-111 peptidi, trombosit agregasyonunu inhibe etmekte; fakat trombosit
reseptore fibrinojen baglanmasini engeleyememektedir (Clare ve Swaisgood 2000).

Anne siitli ve inek siitii iceren bebek mamasiyla beslenen yeni dogmus 5 giinliik
bebeklerin plazmasinda insan ve sigir «k-kazeinoglikopeptidlerinden tliremis
antitrombotik etkiye sahip peptidler tanimlanmistir (Chabance vd 1995).

Ticari fermente siit icecegi olan Yakult’tan izole edilen Lb. casei Shirota ve
St. thermophilus ile sigir kazeininin fermantasyonu sirasinda olusan peptidlerin
antitrombotik Ozelliklerinin incelendigi bir ¢alismada, antitrombotik 6zellik gdsteren
peptidlerin sadece Lb. casei Shirota susu ile gerceklestirilen fermantasyon sirasinda
olustugu tespit edilmistir. Ayrica ¢alisma sonucunda, daha énce ACE inhibitori etkisi
gosterdigi belirtilen YQEPVLGPVRGPFPIIV (B-kazeinioz209; Tyr-Gln-Glu-Pro-Val-
Leu-Gly-Pro-Val-Arg-Gly-Pro-Phe-Pro-Ile-Ile-Val) amino asit dizilimine sahip peptidin
antitrombotik etkiye de sahip oldugu saptanmistir (Rojas-Ronquillo vd 2012).

2.2.1.3. Opioid peptidler

Opioid peptidler sinir sistemi lizerinde olumlu etkiler gosteren ve morfin benzeri
ozelliklere sahip peptidler olarak tanimlanabilmektedir (Kinik ve Giirsoy 2002). Intestinal
epitel ve diger hiicreler tizerindeki opioid reseptorlere baglanabilen ve genellikle 5 ila 10
amino asit rezidiisii igeren bu peptidlerin karakteristik 6zellikleri; yiiksek miktarda prolin
icermeleri, hidrofobik karakterli olmalar1 ve agonistik veya antagonistik etki
gostermeleridir (Kamau vd 2010, Erkaya vd 2011). Opioid peptidler, ana proteinin
pepsin, pepsini takiben tripsin ya da sadece kimotripsin gibi sindirim enzimleriyle
hidrolizi sonucu olugsmaktadir (Silva ve Malcata 2005).
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Siit proteinlerinden elde edilmis opioid 6zellige sahip biyoaktif peptidler hem
agonist hem de antagonist etki gosterebilmektedir (Fitzgerald ve Meisel 2003). Siit
proteinlerinden elde edilen biyoaktif peptidlerin ¢ogu opioid agonisttir (kazomorfinler,
eksorfinler, serum albuminden elde edilen a-laktorfin, B-laktorfin ve serorfin). Agonist
aktiviteye sahip olan peptidler morfin benzeri uyusturucu etki gosterirken, antagonistik
peptidler (laktoferroksinler ve kazoksinler) bu etkiyi giderici 6zellige sahiptir (Silva ve
Malcata 2005).

"Tipik" opioid peptidler olarak adlandirilan enkefalin, endorfin ve dinorfinler
sirasiyla propiomelanokortin, proenkefalin ve prodinorfin Oncii proteinlerinden
iiretilmektedir (Silva ve Malcata 2005). Tiim tipik opioid peptidler ayni N-terminal diziye
(YGGF) sahiptir. Opioid peptidler, aktivitelerini hedef hiicredeki spesifik reseptorlere
baglanarak ortaya ¢ikarmaktadir (Pihlanto-Leppédld 2001). Opioid reseptorler (p-, 8-, k-
tipleri) sinir endokrin sistem ile immiin sistemde ve memelilerin intestinal bolgesinde yer
almaktadir (Silva ve Malcata 2005). Bu reseptorler spesifik fizyolojik etkilerden
sorumludur. Ornegin emosyonel davranislar ve intestinal hareketin inhibisyonu i¢in p-
reseptorleri, yine emosyonel davraniglar icin o-reseptorii ve sedasyon (hastanin
sakinlestirilmesi hadisesi) ve yiyecek alimi (yeme davranisi) i¢in x-reseptorleri etkili
olmaktadir. Cesitli 6ncii proteinlerden tiireyen opioid peptidler "atipik" opioid peptidler
olarak adlandirilmakta olup, s6z konusu peptidlerin N-terminal dizisi Tyr-X-Phe veya
Tyr-Xi-X2-Phe seklindedir. N-terminaldeki tirozin rezidiisii ve 3. ya da 4. pozisyonda
baska bir aromatik amino asidin bulunmasi, opioid reseptorlerin baglanma bolgelerine
uymast i¢in 6nemli yapisal bir motif olusturmaktadir (Pihlanto-Leppald 2001).

Opioid peptidler igerisinde en kuvvetli opioid aktivite gosteren grup
B-kazomorfinlerdir. (Pihlanto-Leppidld 2001). Bunlar sigir B-kazeinin 60. ve 70. 6zellikle
de 60.-63., 60.-64., 60.-65., 60.-66. ve 60.-70. fragmentleri olup, p tip reseptor ligandlari
olarak smiflandirilmaktadir (Silva ve Malcata 2005).Yapilan bazi caligmalarda,
B-kazomorfin 5 (BCMS5, B-kazeingo-64) ve B-kazomorfin 7’ nin (BCM7, B-kazeinso-66) ya
da benzer peptidlerin tip I diyabet, otizm, sizofren ve iskemik kalp hastaligi gibi
rahatsizliklarin gelisim riskini arttirabilecegi bildirilmektedir. Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi (EFSA) B-kazomorfinlerin muhtemel saglik etkileri ile ilgili mevcut bilimsel
literatiiri derleyerek hazirladiklar1 raporda diyetteki BCM7 alimi ile bulasict olmayan
hastaliklar arasinda sebep-etki iligkisi kurulamayacagi degerlendirilmistir. Ayrica EFSA
tarafindan hazirlanan bu raporda, BCM7’nin gastrointestinal hareket, mide ve pankreatik
salgilar lizerinde diizenleyici etkilere sahip oldugu belirtilmektedir (De Noni ve Cattaneo
2010).

Yapilan ¢alismalarda; sigir siitiinde (Cieslinska vd 2007, Cieslinska vd 2012),
anne siitiinde (Jarmotowska vd 2007), baz1 peynir ¢esitlerinde (Jarmotowska vd 1999,
Norris vd 2003, Sienkiewicz-Sztapka vd 2009, De Noni ve Cattaneo 2010) ve ticari
yogurtta (Jarmotowska 2012) opioid 6zellik gésteren BCM7 peptidi tespit edilmistir.
Buna karsim De Noni ve Cattaneo (2010) yaptiklar1 ¢aligmada ticari yogurt 6rneklerinde
BCMS5 ve BCM7’yi tespit edememis ve bu durumun iiretim sirasinda peptidlerin
degradasyonundan kaynaklandigi degerlendirilmistir.

Sigir asi-kazeini orijinli eksorfinler asi-kazeinin 90.-95., 90.-96. ve 91.-96.
fragmentleri olup o6-selektif reseptor liganlari olarak smiflandirilmaktadir. Ayrica y-
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kazeinin triptik hidrolizi sonucu olusan YPVEPFTE (Tyr-Pro-Val-Glu-Pro-Phe-Thr-Glu)
amino asit dizilimine sahip peptidin in vitro olarak opioid benzeri aktivite gosterdigi
belirtilmektedir (Silva ve Malcata 2005).

Peyniralt1 suyu proteinleri, temel yapilarinda a-laktalbuminses3 (hem sigir hem
insan) ve [-laktoglobulinig-10s (sigir) olarak adlandirilan opioid benzeri diziler
icermektedir. Bu peptidler a- ve B-laktorfinler olarak adlandirilmaktadir. a-laktalbuminin
pepsin ile proteolizi sonucu a-laktorfin elde edilirken, B-laktoglobulinin 6nce pepsin
sonra da tripsin ile ya da tripsin ve kimotripsin ile muamelesi sonucu B-laktorfin elde
edilmektedir (Pihlanto-Leppild 2001).

Opioid antagonistler, enkefalinlerin agonist etkisini baskilamakta ve kazoksinler
olarak adlandirilmaktadir. Kimyasal olarak sentezlenen kazoksin A ve kazoksin B, insan
ve sigir k-kazeininin amino asit dizilerine benzemektedir. Kazoksin A, k-kazeinin
35.-41.; kazoksin B ise k-kazeinin 58.-61. amino asit rezidiilerine sahiptir. Kazoksin C,
sigir k-kazeininin triptik sindirimi sonucu elde edilen, YIPIQYVLSR amino asit
rezidiisiine uygunluk gosteren ve yliksek biyolojik potansiyele sahip olan opioid
antagonist bir peptiddir (Silva ve Malcata 2005). Laktoferrinin pepsin sindirimi ile elde
edilen laktoferroksinler, tek basina minimal diizeyde etkin opioid antagonistlerdir
(Korhonen vd 1998).

2.2.1.4. Iimmiin Sistemi Diizenleyici Peptidler

Bilindigi gibi immiin sistem, viicudu hastaliklara kars1 korumada, patojen (bakteri,
virlis vb.) ve tiimor hiicrelerini tantyip yok etmede onemli bir rol oynamaktadir. Kazein
ve peyniralt1 suyu proteinleri kaynakli peptidlerin fagositoz, antikor iiretimi, makrofaj
sitotoksik aktivite, lenfosit cogalmasi, T-lenfositlerini diizenleme ve hiicre oldiiriicii
aktivite gibi etki ve mekanizmalarla immiinomodiilator etki gosterdigi bildirilmistir
(Kimik ve Giirsoy 2002). Ayrica bu peptidler, atopik (alerjik bir biinyeye sahip olan)
insanlarda alerjik reaksiyonlar1 yatistirabilmekte ve gastrointestinal bolgedeki mukozal
bagisiklig1 gelistirmektedir (Korhonen ve Pihlanto 2006). Bunun yani sira, siitiin
fermantasyonu sonucunda olusan peptidler fermente siitiin antitiimor etkilerine de katkida
bulunmaktadir (Meisel vd 1998).

Yapilan ¢alismalarda, kazeinden elde edilen ¢ogu peptidin immiin diizenleyici
etkiye sahip oldugu belirtilmistir. osi-kazein (f194-199; TTMPLW) ve B-kazein (f63-68;
PGPIPN ve f191-193; LLY) fragmentlerini igeren kazein orijinli immiin diizenleyici
peptidlerin sican peritonal makrofajlar1 tarafindan koyun kirmizi kan hiicrelerinin
fagozitozunu uyardig: bildirilmistir (Meisel vd 1998). Ayrica asi-kazeinden elde edilen
biyoaktif peptidler; antikor formasyonunun gelisiminde, in vitro olarak fagositozun,
lenfosit proliferatif yanitlarin, dogal 6ldiiriicii hiicre aktivitesinin ve notrofil hiicre
hareketinin artisinda rol oynamaktadir (Rutherfurd-Marwick ve Moughan 2005).
Konsantrasyona bagl olarak, B-kazeinso-s6, Ornegin B-kazokinin 10 ve B-kazomorfin 7,
lenfosit ¢ogalmasi iizerinde hem baskilayict hem de uyarici etki gostermektedir. o-
laktalbuminis.j9, a-laktalbuminsosi ve xk-kazeinsgso peptidlerinin insan periferal kan
lenfositlerinin ¢gogalmasimni arttirdig bildirilmistir (Fitzgerald ve Meisel 2003). Ayrica -
kazeinin pepsin ile hidrolizi sonucu olusan ve YQEPVLGPVRGPFPIIV (B-kazeini93-209)
amino asit dizilimine sahip olan peptidin immiin diizenleyici etkiye sahip oldugu ve
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kapsiillii lenf bezi hiicreleri ve kapsiilsiiz sican dalak hiicreleri {izerinde mitojenik etki
gosterdigi belirtilmistir (Coste vd 1992). S6z konusu peptidin ¢esitli peynir tiplerinin
yani sira yogurt ve bazi fermente siitlerden izole edilip tanimlandigi bildirilmistir
(Regazzo vd 2010).

Immiin sistemin uyarilmasinda yer alabilecek diger peptid grubu, ACE
inhibitorleridir. Daha 6nce de belirtildigi gibi bu enzim anjiyotensin II’nin aktivasyonunu
katalize etmekte ve bu yolla, bradikinini inaktive etmektedir. Bradikinin, makrofajlar1
uyarmakta, lenfosit migrasyonunu ve lenfokinlerin (bagisiklik hiicreleri tarafindan
salgilanan, polipeptid niteliginde mesaj iletici madde) salgilanmasini arttrmaktadir (Fiat
vd 1993). Bu baglamda 6rnek gosterilen peptidler olan asi-kazeinios-199, B-kazeingo-66 ve
B-kazeinioz-202, hem immiin sistemi uyarici aktivite hem de ACE aktivitesi gostermektedir
(Korhonen ve Pihlanto-Leppdld 2001). B-kazein orijinli ACE inhibitorii peptidlerin
fagositozu uyardigi ve fareleri K. pneumoniae enfeksiyonuna karsi korudugu
bildirilmistir (Rutherfurd-Marwick ve Moughan 2005). Ayrica opioid peptidler, opiat p-
reseptorler yoluyla lenfositlerin immiino reaktivitesini etkilemektedir (Silva ve Malcata
2005).

Siit proteinleri kaynakli immiin diizenleyici peptidlerin yapi-aktivite iliskileri ve
mekanizmalar1 tam olarak aciklanamamistir. Immiin diizenleyici peptidlerin ortak yapisal
ozelliklerinden biri, C-terminal bolgelerinde arjininin mevcut olmasidir (Clare ve
Swaisgood 2000).

2.2.1.5. Antimikrobiyal peptidler

Siitlin antimikrobiyal aktivitesi temel olarak immunoglobiilinlere ve laktoferrin,
laktoperoksidaz ve lizozim gibi (dogal bagisiklikla iligkilendirilmeyen) proteinlere
dayandirilsa da antimikrobiyal peptidler dogal bagisikligin en 6nemli bilesenleri olarak
bilinmektedir. Bu peptidler kisa, katyonik, ampifilik, molekiiler agirlig1 <5 kDa olan, 12-
50 amino asit igeren, genis spektrumlu antimikrobiyal aktiviteye sahip molekiillerdir.
Peyniralt1 suyu proteinlerinin (a-laktalbumin ve p-laktoglobulin) ve kazein
fraksiyonlarmin (osi-kazein, as-kazein, B-kazein ve k-kazein) ana yapisinda ¢ok sayida
antimikrobiyal peptid tanimlanmistir (Akalin 2014).

Kazein antimikrobiyal peptidlerin 6nemli kaynaklarindan biridir. Kazeinin temel
yapist i¢erisinde sifrelenmis ¢ok sayida antibakteriyal peptid tanimlanmistir. Kazesidinler
olarak bilinen yiiksek molekiil agirlikli peptidler, kazeinin kimozin ile muamelesi sonucu
serbest hale ge¢mektedir. asi-kazein ve k-kazein orijinli olmalar1 muhtemel olan bu
peptidler Staphyloccoccus aureus gibi ¢esitli patojenik bakterilere kars1 bakterisidal etki
gosterebilmektedir (Gobetti vd 2004). Ayrica kazesidinler Sarcina spp., Bacillus subtilis,
Diplococcus pneumonia ve Streptococcus pygones gibi mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal aktivite gostermektedir (Silva ve Malcata 2005). Ancak, so6z konusu
peptidlerin klinik performanslarinin ticari antibiyotiklere gore zayif oldugu ve duyarl
bakterileri in vitro olarak inhibe edebilmeleri i¢in oldukca yiiksek konsantrasyonlara
ithtiya¢ duyuldugu belirtilmektedir (Benkerroum 2010).

Israsidin, osi-kazeininin kimozinle hidrolizi sonucu elde edilen ve bu protein
fraksiyonunun N-terminal fragmentine (fl1-23) uygunluk gosteren antibakteriyal bir
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peptiddir. Katyonik bir peptid olan israsidin, Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerin
gelisimini yiiksek konsantrasyonlarda (0.1-1.0 mg/mL) in vitro olarak inhibe
edebilmektedir. Sasirtict bir sekilde, israsidin in vivo olarak standard antibiyotik
tedavisinde oldugu gibi diisiik dozlarda uygulandiginda S. aureus, S. pyogenes ve Listeria
monocytogenes gibi bakterilere kars1 gilicli antimikrobiyal etki gostermektedir.
Israsidinin fareleri diisiik dozlarda (10 pg) 6liimciil enfeksiyonlara karsi, koyunlar1 ve
inekleri ise mastitise karsi korudugu bildirilmektedir. Israsidinin antimikrobiyal
aktivitesinin in vitro olarak zayif, buna karsin in vivo olarak gii¢clii bulunmasi, enfekte
edici mikroorganizmalara kars1 konaktaki spesifik olmayan direncini uyarmak i¢in bir
immiinotetikleyici peptid olarak dolayli bir aksiyon moduna sahip oldugunu
gostermektedir (Gobetti vd 2004, Akalin 2014).

os1-kazeininin pepsin ile hidrolizi sonucunda olusan diger bir katyonik peptid osi-
kazeingo-109’dur. Bu peptidin B. subtilis, Listeria innocua, Salmonella typhimurium ve
Salmonella enteridis’e kars1 125 pg/mL ve E. coli’ye karst ise 250 pg/mL minimum
inhibisyon konsantrasyonunda (MIC) antimikrobiyal etki gosterdigi tespit edilmistir
(McCann vd 2006). Sodyum kazeinatin Lactobacillus acidophilus DPC6026 ile
fermantasyonu sirasinda iiretilen kazeisin A (osi-kazeinzi29; IKHQGLPQE), kazeisin B
(asi-kazeinzo37; VLNENLLR) ve kazeisin C (osi-kazeinios2os; SDIPNPIGSENSEK)
peptidlerinin Enterobacter sakazakii ATCC 12868 and E. coli DPC5063 patojen suslarina
kars1 antibakteriyel etki gosterdigi saptanmistir (Hayes vd 2006). Ayrica kazeisin A ve
B’nin Cronobacter muytjensii, S. aureus ve Salmonella enterica serotip typhimurium
bakterilerine kars1 antimikrobiyal 6zellige sahip oldugu belirlenmistir (Norberg vd 2011).

Kaynatilmais siitten ve fermente siitten izole edilen pozitif yiiklii bir peptid olan
kazosidin-I, as-kazeininin 150.-188. amino asit rezidiilerine karsilik gelmektedir
(Gobetti vd 2004). Bu peptidin E. coli, S. carnosus, B. subtilis, S. epidermis,
Enteroccoccus faecium ve Rhodotorula rubra gibi mikroorganizmalara karsi inhibitor
etki gosterdigi bildirilmektedir (Akalin 2014). as-kazeininin mide enzimi olan rennin ile
hidrolizi sonucu iki 6nemli antibakteriyal peptid olugsmaktadir. Bunlardan biri kazosidin-
I icerisinde yer alan f (164-179), digeri de as2-kazeininin C-terminal bdlgesinde bulunan
f183-207"dir (Gobetti vd 2004). as2-kazeininin C terminal bolgesinin kimozin ile hidrolizi
sonucunda serbest hale gecen asx-kazeinin 181.-207., 175.-207. ve 164.-207.
fragmentlerinin Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere karsi inhibe edici etkiye sahip
oldugu bildirilmektedir (Akalin vd 2014).

Sigwr, koyun, keci, domuz, manda ve anne siitinden hazirlanan sodyum
kazeinatlarmm Lb. helveticus’un PR4 susunun saflastirilmis proteinazi ile hidrolizi
sonucunda elde edilen peptidlerin antimikrobiyal 6zelliklerinin incelendigi bir ¢calismada,
anne siitlinden hazirlanan sodyum kazeinat hidrolizatinda tanimlanan B-kazeiniss-21o
peptidinin Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere kars1 genis inhibisyon spektrumuna
sahip oldugu tespit edilmistir. Diger siitlerden hazirlanan sodyum kazeinat
hidrolizatlarinda ise B-kazein orijinli antibakteriyel peptid tanimlanamistir (Minervini vd
2003).

Si1gir kolostrumundan izole edilen 1881.00 Da kiitleli kazeisidin 17 (B-kazeinios-

209; YQEPVLQPVRGPFFIIV) ve 1669.06 Da kiitleli kazeisidin 15 (B-kazeinioz-207;
YQQPVLGPVRGPFPI) peptidlerinin ve 2763.80 Da kiitleli israsidin (asi-kazeinie-3s;
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RPKHPIKHQGLPQEVLNENLLRF) peptidinin E. coli DH5a ve E. coli DPC6053
suslarina kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Bu peptidlerden
kazeisidin 17 ve kazeisidin 15’in s6z konusu patojen suslara kars1 MIC degerlerinin
benzer oldugu ve bu degerlerin E. coli DH5a ve E. coli DPC6053 suslar1 i¢in sirastyla 0.5
mg/mL ve 0.4 mg/mL oldugu saptanmustir. israsidinin ise hem E. coli DH5a hem de E.
coli DPC6053 suslarina kars1 MIC degerinin 0.2 mg/mL oldugu belirlenmistir (Birkemo
vd 2009).

k-kazein, antimikrobiyal peptidlerin 6nemli dncii proteinlerinden biridir. Si8ir k-
kazeininin kimozin ile hidrolizi sonucu olusan kazeinomakropeptid (CMP, k-kazeinios-
169) temel oral patojenler olan Actinomyces viscous, Streptococcus mutans, S. sanguis,
S.sobruni, E. coli ve Porphyromonas gingivalis’e karsi antibakteriyel etki gostermektedir
(Malkoski vd 2001, Nagpal vd 2011). CMP ¢esitli glikolize ve fosforile formlar1 kapsayan
yiiksek derecede heterojen bir polipeptiddir (Benkerroum 2010). CMPin
glikozillenmemis ve fosforillenmemis formu olan ve kapasin olarak adlandirilan peptidin
(x-kazeinjos-169) Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerin gelisimini inhibe ettigi
belirtilmistir (Malkoski vd 2001). Ayrica kapasinin enterotoksinleri baglama ve viral ve
bakteriyal adhezyonu inhibe etme kabiliyetine sahip oldugu bildirilmistir (Gobetti vd
2004). Kapasin, S. mutans ve P. gingivalis bakterileri ile iliskili kronik periodontit ve agiz
enfeksiyonlar1 riskini diistirmek i¢in agiz bakim iirlinlerinde ve gidalarda katki maddesi
olarak kullanilabilmektedir (Malkoski vd 2001).

Kapasinin endoproteinaz Glu-C ile hidrolizi sonucunda olusan fosforlanmig
Ser(P)'* k-kazeiniss-i1ss peptidinin Streptococcus mutans, E. coli ve Porphyromonas
gingivalis bakterilerine kars1 antimikrobiyal etkiye sahip oldugu bildirilmektedir. Ayrica
K-kazeinin peptik sindirimiyle olusan 18.-24., 30.-32. ve 139.-146. peptid fragmentlerinin
L. innocua, Salmonella carnosus ve E. coli’yi inhibe edebildigi belirtilmektedir (Akalin
2014).

Peyniralt1 suyu proteinlerinin antimikrobiyal aktiviteye sahip olan peptidlerin
onemli kaynagi oldugu bilinmektedir. Sigir a-laktalbumini globular bir protein olup
peyniralt1 suyunda bulunan ikinci onemli proteindir. S6z konusu proteinin tripsin ve
kimotripsin enzimleri ile sindirimi sonucunda olusan peptidlerin bakterisidal etkiye sahip
oldugu; buna karsin pepsin ile sindirimi sonucunda herhangi bir aktif hidrolizat elde
edilemedigi belirtilmistir (Nagpal vd 2011). Ancak bu proteinin pepsin ve tripsin ile
hidrolizi sonucunda olusan peptidlerin E. coli IM103’{in metabolik aktivitesini inhibe
ettigi tespit edilmistir (Pihlanto- Leppéld vd 1999).

a-laktalbumin orijinli peptidlerin Gram-pozitif bakterilere kars1 gii¢li,
Gram-negatif bakterilere kars1 ise zayif antimikrobiyal etkiye sahip olduklar1
belirtilmistir (Nagpal vd 2011). Peptidin genel yapist ve yiik dagilimi, gosterdigi
antimikrobiyal aktive i¢in kritik bir 6neme sahiptir. a-laktalbumin orijinli antibakteriyel
peptidler antibakteriyel denemenin yapildigi pH’larda negatif yiikliidiir. Bu durum,
a-laktalbumin orijinli peptidlerin dis membranlar1 baslica bilesen olarak negatif yiikli
lipopolisakkarit igeren Gram-negatif bakterilere karsi gostermis olduklar1 zayif
antibakteriyel etkiyi a¢iklamaktadir.
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Siitte ve peyniralti suyunda en cok c¢alisilan antibakteriyel bilesenler olan
laktoferrin ve lizozimin enzimatik hidrolizi sonucu olusan peptidlerin ¢ok sayida
bakteriye kars1 giiclii inhibitor etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Almaas vd 2011).
Laktoferrin, anne siitiinde yiiksek konsantrasyonda bulunan iyon baglayic1t bir
glikoproteindir. Dogal laktoferrin, zayif bir bakterisit etki gosterirken, sigir ve insan
laktoferrininin N-terminalinin pepsin ile hidrolizi sonucu ortaya ¢ikan peptidler
(laktoferrisin B ve laktoferrisin H), laktoferrinden 100-1000 kez daha fazla bakterisidal
etki gosterebilmektedir. Ortaya c¢ikan bu bakterisidal etkinin, laktoferrisinlerin gii¢lii
pozitif ylik yogunluguna sahip olmalarindan ve Gram-negatif bakterilerin dis
membranlarinda bulunan lipopolisakkaritlere baglanarak, membran biitiinliigiinii
bozmalarindan kaynaklandigi bildirilmistir (Tunctiirk 2003). Laktoferrisinin in vitro
olarak Bacillus, E. coli, Klebsiella, Listeria, Proteus, Pseudomonas, Salmonella,
Streptococcus ve Candida gibi Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilere karsi
antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirtilmistir (Korhonen ve Pihlanto-Leppdld 2001).
Ayrica laktoferrisinin, E. coli O157:H7’nin klinik izolatlarina kars1 da antimikrobiyal
aktivite gosterdigi yapilan caligmalarda ortaya konulmustur (Fitzgerald ve Meisel 2003).

B-laktoglobulin gevis getiren hayvanlarin siitiinde bulunan temel peyniralt1 suyu
proteini olup globiiler yapidadir. Bu peptidin anne siitiinde bulunmadigi belirtilmektedir.
B-laktoglobulinin proteolitik sindirimi sonucunda ¢ok sayida antibakteriyel peptid aciga
cikmaktadir (Nagpal vd 2011). Dogal formunda iken herhangi bir antimikrobiyal etki
gostermeyen B-laktoglobulinin pepsin ve tripsin enzimleri ile hidrolizi sonucunda olusan
hidrolizatinin E. coli IM103’{ inhibe ettigi tespit edilmistir (Pihlanto-Leppéld vd 1999).
B-laktoglobulinin tripsin ile hidrolizi sonucu olusan 15.-20., 25.-40., 78.-83. ve 92.-100.
fragmentleri Gram-pozitif bakterilere karsi bakterisidal etki gostermektedir (Gobetti vd
2004). o-laktalbumin orijinli antibakteriyel peptidlere benzer sekilde B-laktoglobulin
fragmentleri de negatif yiiklii olup bakterisidal etkileri Gram-pozitif bakterilerle sinirlidir.
Koyun f-laktoglobulininin farkli proteazlarla proteolitik sindirimi sonucunda g¢esitli
hidrolizatler elde edildigi ve bu hidrolizatlarin E. coli, Bacillus subtilis ve S. aureus
bakterilerine kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirtilmektedir (Akalin 2014).

Peyniralt1 suyu izolatlar1 gidalarda yaygm bir sekilde katki maddesi olarak
kullanilmaktadir. Peyniralt1 suyu protein izolatinin sindirim enzimleri (pepsin, tripsin ve
kimotripsin) ile hidrolizi sonucunda olusan peptidlerin Listeria ivanovii HPB28 ve E. coli
MC4100 gibi gida kaynakli patojen suslara kars1 antimikrobiyal potansiyelini incelemek
amactyla yapilan calismada, triptik ve kimotriptik hidrolizatlarin antibakteriyel aktivite
gostermedigi; buna karsin peyniralti suyu proteinlerinin pepsin ile 45-90 dakika siiresince
hidrolizi sonucu olusan hidrolizatlarin belirgin aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Pepsin
ile hidrolizin 60. dakikasinda elde edilen hidrolizatin ters fazl yiiksek performansh sivi
kromatografi yontemi kullanilarak fraksiyonlarma ayrilmasi sonucunda elde edilen 5
fraksiyonun antibakteriyal etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bu
fraksiyonlarda VRT (B-laktoglobulini2s-125), PEGDL (B-laktoglobulinse-s4), LPMH (B-
laktoglobuliniss-146), EKF (B-laktoglobulinizs.izs), IRL (B-laktoglobulinis7-149) ve
KVGIN (a-laktalbuminii7-121) antimikrobiyal amino asit dizilimleri tanimlanmigtir
(Théolier vd 2013).

Rizello vd (2005) yaptiklar1 bir arastirmada, farkli tip siitlerden, cesitli starter
kiiltlirler ve teknolojiler kullanarak farkli olgunlasma siirelerinde elde ettikleri 9 c¢esit
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Italyan peynirinin (Parmigiano Reggiano, Pecorino Romano, Fossa, Canestrato Pugliese,
Caciocavallo, Gorgonzola, Crescenza, Mozzarella ve Caprino del Piemonte) suda
cOziinen ekstraktlarinin antibakteriyal aktivitelerini incelemislerdir. Calisma sonucunda;
Parmigiano Reggiano, Fossa ve Gorgonzola peynir ekstratlarinin antibakteriyel peptid
icermedigi, Pecorino Romano, Canestrato Pugliese, Crescenza ve Caprino del Piemonte
peynir ekstraktlarinin yliksek homoloji derecesine sahip peptid karisimi igerdigi, Pasta
Filata (Caciocavallo ve Mozzarella) peynir ekstraktlarinin ise antibakteriyel peptidlere
sahip oldugu tespit edilmistir. Antibakteriyel aktiviteye sahip olan peynir ekstraktlarinda
tanimlanan peptidlerin, literatiirde belirtilen antimikrobiyal ve multifonksiyonel
peptidlerin C-terminal ve N-terminal ya da biitiin fragmentleri ile yiiksek derecede
benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Ayrica s6z konusu g¢alisma sonucunda, farkli tiir
hayvanlara ait siitlerden (inek, koyun ve keg¢i) iiretilen peynirlerin antimikrobiyal etki
gosteren benzer peptidler iiretebilme potansiyeline sahip olduklari tespit edilmistir.

Yapilan diger bir calismada, ticari ¢edar peynirlerinden izole edilen peptidlerin E.
coli ATCC 8739, S. aureus ATCC 6538 ve B. cereus ATCC 11778 gibi Gram-pozitif ve
Gram-negatif suglara kars1 antimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Pritchard
vd 2010).

Stit kaynakli antimikrobiyal peptidlerin hidrofobik/hidrofilik 6zellikleri, ikincil
yapilar1 ve net elektrik yiikleri farkli oldugu icin duyarli bakteriler tizerinde farkl
sekillerde etki gostermektedir (Benkerroum 2010). Farkli kaynaklardan elde edilen
antimikrobiyal peptidler amino asit kompozisyonu, yap1 ve fizikokimyasal
karakteristikler bakimindan birbirlerinden farkli olmalarina ragmen, bu peptidlerin
katyonik yiik ve hidrofobik rezidiilerinin oran1 olmak tizere ortak iki 6zelligi mevcuttur.
Ik 6zellik zwitteriyonik memeli membrana nazaran negatif yiiklii stoplazmik membran
icin seciciligi tesvik etmekte; ikinci 6zellik ise yag acly zincirleri ile etkilesimlerini
kolaylastirmaktadir (Nguyen vd 2011).

Antimikrobiyal peptidlerin ¢ogu katyonik amfipatik a-sarmal ve B-levha ikincil
yapilardir. Katyonik antimikrobiyal peptidler genellikle 10 ila 50 amino asitten olusmakta
olup asidik amino asitlerden ziyade bazik amino asitleri (arjinin, lisin ve histidin)
icerdikleri i¢in pozitif yiikli (+2-(+9)) yapilardir. Ayrica s6z konusu peptidler %30 veya
daha fazla oranda hidrofobik rezidiiler icermektedir. Bu 6zellikler peptidin cogu kez
membranla baglant1 kurabilecek sekilde ii¢ boyutlu amfifilik yapiya katlanmasmni
saglamaktadir. Boylece peptidler pozitif yiiklii ve hidrofobik amino asitlerce zengin ayr1
bir kisim olusturmaktadir. Katlanmis peptidler a-sarmal, B-levha, halka veya uzayan
yapilar gibi farkli yapisal gruplara doniismektedir (Akalin 2014).

Stit kaynakli katyonik antimikrobiyal peptidlerin antimikrobiyal aktivite
mekanizmalarini agiklamada ¢esitli goriisler one stiriilmektedir. Ancak antimikrobiyal
peptidlerin etki mekanizmasinda genel olarak kabul edilen goriis, tiim antimikrobiyal
peptidlerin ilk olarak bakteriyel sitoplazmik membran ile etkilesime gectigidir (Brogden
2005). S6z konusu etkilesim katyonik peptid ile bakteriyel membran iizerinde bulunan
negatif ylkli bilesenler arasinda elektrostatik baglanma sonucunda olusmaktadir.
Gram-negatif bakterilerin dig membraninda bulunan lipopolisakkarit tabakasi i¢indeki
fosfat gruplar1 ve Gram-pozitif bakterilerin yiizeyinde bulunan lipoteikoik asit, katyonik
peptidlerin baglanabilmesi i¢in gerekli olan negatif yiikii temin etmektedir (Akalin 2014).
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Bu gibi bir etkilesim iki temel etkiden biriyle sonuglanmaktadir. Bu sonuglar; membran
gecirgenligini degistiren gegici transmembran kanallarmin olusmasi ve tiim hiicrenin
parcalanmasi ile sonug¢lanan plazma membranimin bozulmasidir (Benkerroum 2010).
Hidrofobik etkilesimler ile dis membran yapisina peptidlerin girigi dig membran yapisini
bozmakta ve diger peptid molekiilleri i¢in s6z konusu membrani gecirgen hale
getirmektedir. Peptidler elektrostatik ve hidrofobik etkilesimler ile siirdiiriilen proses
sonucunda sitoplazmik hiicre membranina ulasmig olmaktadir (Akalin 2014).

Antimikrobiyal etkiye sahip katyonik peptidlerin kendi destekledikleri yolla
bakterinin dig membranindan gegmesi, bu peptidlerin dldiiriicii etkileri i¢in gerekli fakat
yeterli degildir. Hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakteriler i¢in asil 61diiriicii olan
katyonik peptitlerin negatif yiiklii sitoplazma membrani ile elektrostatik olarak
etkilesmesidir. Bu olay sirasinda katyonik peptitlerin hidrofilik gruplar1 ile membran
fosfolipitlerinin hidrofobik zincirleri kars1 karsiya gelmekte, peptitler membrana paralel
bir konum alarak membranin biitiinliigiinii bozan kanallarin olusmasina yol agmaktadir.
Sitoplazmik membran biitiinliigiiniin katyonik antimikrobiyal peptidler tarafindan
bozulmasinin agiklanmasinda fi¢1 tahtasi, kilim, deterjan, toroidal kanal ve agregat model
gibi ¢ok sayida model tanimlanmistir (Akalin 2014). Peptidler bu membran1 ya
membranin i¢ kisminda yan yana dizilerek fi¢1 tahtasi modelinde, ya membrani misel
yapilara parcalayarak kilim modelinde ya da peptid-lipid dizileri olusturarak toroidal por
modelinde gecebilmektedir. Bunlarin disinda iki katmanli yapmin kalinhigi yiizeyde
bulunan peptidlerin mevcudiyetinden etkilenebilmekte ya da membranin kendisi
peptidlerin etrafini saran anyonik lipidler bakimindan zengin alanlar olusturmak icin
seklini degistirebilmektedir. Ayrica membranda iki katmanli yapmin araci olmadigi
durumlar da s6z konusudur. Membrana peptid absorpsiyonu; peptidleri okside olmus
fosfolipidlere hedefleyerek artirilabilmekte, peptidler iki katmanli yapmin diger
tarafindaki anyonlarla etkisebilmekte, membran potansiyeli farkedilebilir nitelikte bir
zarar vermeden yok edilebilmekte, ya da tam tersine molekiiler elektroporasyon
modelinde oldugu gibi peptidlerin dis kisimda kiimelesmesi membran potansiyelini
peptidlerin gegisini saglayan esik degerine ylikseltebilmektedir (Sekil 2.8) (Nguyen vd
2011).

Antimikrobiyal etkiye sahip katyonik peptidlerin hiicre i¢cine girdikten sonra
olusturduklar1 oldiirticii etkilerinin, membran yapismin bozulmasi disinda farkl
sekillerde de olabilecegini gostermeye yonelik ¢esitli aragtirmalar yapilmistir. S6z konusu
calismalar, yer degistiren peptidlerin sitoplazmik membran septum formasyonunu
degistirebilecegini, hiicre duvar1 sentezini inhibe edebilecegini, niikleik asit ve protein
sentezini inhibe edebilecegini ya da enzimatik aktiviteyi inhibe edebilece§ini ortaya
koymustur (Brogden 2005).
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Sekil 2.8. Bakteri sitoplazmik membraninda meydana gelen olaylar (Nguyen vd 2011)
2.2.1.6. Mineral baglayici peptidler

Kazein ve kazein orijinli peptidler; siit proteinleri ve siit kaynakli biyoaktif
peptidler arasinda giiclii mineral baglama 6zelligine sahip olan protein ve peptidlerdir. /n
vitro olarak hidroliz, enzimatik kataliz ya da in vivo olarak sindirim sirasindaki hidroliz
sonucunda olusan kazein orijinli peptidlerin spesifik ya da spesifik olmayan baglama
kisimlar1 ile kalsiyum, bakir, demir gibi mineralleri baglayabilme 6zelligine sahip oldugu
belirtilmektedir. Bu baglamda en c¢ok iizerinde durulan peptid kazein orijinli
kazeinofosfopeptid(CPP)lerdir (Nagpal vd 2011).

Fosfopeptid terimi, ilk olarak 1950 yilinda Mellander tarafindan kemik
kalsifikasyonundan bagimsiz olarak rasidik bebeklerde D vitamini miktarmi arttiran
kazein kaynakli fosforlanmis peptidler olarak tanimlanmistir. Daha sonra, CPPlerin Ca,
Mg ve Fe gibi makroelementlerle birlikte Zn, Ba, Cr, Ni, Co ve Se gibi iz elementleri
baglayabilme 6zelligine sahip oldugu gosterilmistir (Fitzgerald 1998). CPPler asi-, os2-
ve B-kazeinin proteolitik sindirimi sonucu olusan kazein orijinli fosforile peptidlerdir
(Choi vd 2012). Cogu CPP, iki glutamik asit kalintisini takiben {i¢ fosfoseril grubunun
yer aldig1 dizilimde serin fosfat kiimesi ve glutamil kalintilarin1 (SerP-SerP-SerP-Glu-
Glu) igermektedir. S6z konusu amino asit dizilimi, peptide Ca, P ve diger mineralleri
baglayabilme kapasitesi kazandirmaktadir. Siit proteinlerinin enzimatik sindirimi sonucu
olusan ¢ok sayida mineral baglayic1 6zellige sahip peptid tanimlanmistir. asi-kazeinin
43.-58., 45.-55., 43.-79., 59.-79., 66.-74. ve 106.-119. fraksiyonlari, as>-kazeinin 1.-24.,
2.-21., 46.-70., 55.-75. ve 106.-119. fraksiyonlar1 ya da B-kazeinin 1.-25., 1.-28., 1.-25.,
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2.-28. ve 33.-48. fraksiyonlar1 CPPlere ornek verilebilir (Smacchi ve Gobetti 2000,
Nagpal vd 2011).

Fosfat gruplarmna 6zgii amino asitlerin negatif yiiklii yan zincirleri, mineraller i¢in
baglanma noktalarin1 simgelemektedir. Bu peptidlerin anyonik karakterde olmas1 onlar1
baska bir proteoliz olayina kars1 diren¢li kilmakta, kalsiyumla ¢6ziilebilir kompleksler
olusturmasini saglamakta ve ¢oziinmez kalsiyum fosfatin olugsmasini1 engellemektedir
(Silva ve Malcata 2005). Ayrica kazeinin farkli fosfopeptid fraksiyonlari, kalsiyum
baglama aktivitesinde farkliliklar gostermektedir. Kalsiyum baglama aktivitesindeki bu
belirgin farkliliklar, fosforlanmis baglanma bélgelerinin etrafindaki bagka amino asitlerin
etkisiyle iliskilendirilmektedir (Meisel vd 1997).

Ferraretto vd (2001), CPPlerin, insan intestinal HT-29 tiimor hiicreleri tarafindan
kalsiyum alinimini etkiledigini géstermislerdir. CPPlerle HT-29 hiicrelerinin tekrarlanan
uyariminin gecici kalsiyum artisini sagladigi ve CPP tarafindan uyarilmis sitoplazmada
eriyebilen kalsiyum artisinin CPP dozuna bagh oldugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda
bu calismada, CPPlerin hayvanlarda kalsiyum absorpsiyonunu ve kullanilabilirligini
arttirdig1 gosterilmistir. Kimyasal olarak sentezlenmis olan ve "asit motif" karakteri
tastyan Ser(P)-Ser(P)-Ser(P)-Glu-Glu (SpSpSpEE) dizilimindeki CPPler (B-kazein;.zs,
0s1-kazeinso.79) hiicre dis1 Ca**’nin igeriye girmesini saglayarak Ca**’nin artigina neden
olmaktadir. Bu etkiyi saglamada B-kazein orijinli peptidlerin asi-kazein orijinli olanlara
gore daha aktif oldugu tespit edilmistir.

CPPler hem dis minesinin rekalsifikasyonunu hem de plak olusturan bakterilerin
adezyonunun inhibisyonunu destekleyerek antikaryojenik etki gosterebilmektedir
(Nagpal vd 2011). Ayrica CPP, amorf kalsiyum fosfat1 stabilize ederek ve yiiksek
derecede lokalize olmus bu iyonlar1 koruyarak dis minesinin demineralizasyonunu
saglamakta ve boylece koruyucu etki gostermektedir. CPP’in ayrica Streptococcus
mutans ajanl dis ¢iirimelerine kars1 antimikrobiyal etki gosterebildigi belirtilmektedir
(Warner vd 2001). Bu nedenlerden dolay1 dis macunlarina katki maddesi olarak CPP ilave
edilmesi onerilmektedir (Silva ve Malcata 2005).

CPPler demiri fosfopeptidlere baglayarak ytiksek molekiil agirlikli ¢ok az absorbe
olan ferrik hidroksitlerin olusumunu 6nlemektedir. Fareler tizerinde yapilan calismalarda,
demirin CPP’in diisik molekiill agirlikli  fosfoserin rezidiilerine (B-kazeini-zs)
baglanabildigi tespit edilmistir. Bu durum anemi tedavisinde ve demir depo dokularinin
onarilmasinda Onemlidir. Cinko absorbsiyonu, bu metalin B-kazeini»s adli CPP’e
baglanmasi ile artirilabilmektedir. Piring bazli bebek mamalarina CPP katildiktan sonra
Ca ve Zn absorpsiyonunda artis oldugu belirtilmektedir (Silva ve Malcata 2005).

Siit bazli bebek mamalarinin simule gastrointestinal sindirimi sonucunda
tanimlanan asi- ve asx-kazein orijinli toplam 19 adet CPP’in ¢ogunun SpSpSpEE amino
asit dizilimi igerdigi tespit edilmistir. Ayrica ¢alismada anyon degisim kolonu
kullanilarak kalsiyum, demir ve ¢inko minerallerinin CPPler igerisindeki dagilimi
incelenmistir. Elde edilen sonuglar kalsiyumun SpSpSpEE amino asit dizilimi igeren
CPPlere baglanabildigi; buna karsin demir ve ¢inkonun, fosforlanmis kiime ve fosfoserin
rezidiileri iceren CPPlere baglanabildigi belirlenmistir (Miquel vd 2006).
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2.3. Matriks Yardimh Lazer Desorpsiyon Iyonizasyon (MALDI)

Kiitle spektrometri siiphesiz halen kullanilan tiim analitik yontemlerin en genis
uygulama alanma sahip olup maddelerin elementel bilesimlerinin belirlenmesinde,
inorganik, organik ve biyolojik molekiillerin yapilarinin aydmlatilmasinda, karmasik
karisimlarin  kalitatif ve kantitatif analizlerinde, kati ylizeylerinin yapilarmin ve
bilesimlerinin aydinlatilmasinda; bir numunenin izotopik oranlarmin bulunmasinda
olduk¢a yararl bir yontemdir (Kili¢ vd 2000a).

Kiitle spektrometreleri iyon olusturma ve bu iyonlari kiitle/yiik (m/z) oranlarina
gore ayirma yetenegine sahip cihazlardir. Ayirmanin gergeklestirilebilmesi i¢in cihaz
icinde elektrik ya da manyetik alanlar olusturulmaktadir. Cihaz ig¢inde olusturulan sz
konusu alanlar iyonlarmn uzaysal yoriingelerini, hizin1 ve/veya yoOniinii etkileyerek
ayrilmalarini saglamaktadir. Elektromanyetik alanlarin iyon hareketi {izerindeki etkileri
iyon kiitlesi ile ters, iyon yiikiiyle dogru dogru orantili olarak degismektedir. Boylece
molekiiler kiitlenin tespit edilebildigi, iyon bolluguna (abundance) karsi m/z oranimni
gosteren kiitle spektrumlar1 elde edilmektedir (Canas vd 2006).

Iyonizasyon kaynagi, analizor, detektor, veri islemcisi ve vakum pompast kiitle
spektrometresindeki ana kisimlardir (Sekil 2.9). Iyon iiretimi iyonlastirma kaynagina
baglh olarak atmosferik basing altinda gerceklestirebilmektedir. Ancak etkili bir
ayirmanin gerceklestirilebilmesi i¢in iyonlarm hava molekiilleri ile c¢arpismasi
engellenmeli, yani analizor ve detektor vakum altinda olmalidir (Cadias vd 2006).
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Sekil 2.9. Kiitle spektrometresinin ana kisimlari (Cafias vd 2006).
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Elektromanyetik alanlarda etkili bir aymrmanin saglanabilmesi i¢in ndtral
molekiillerin iyonlara doniistiiriilmesi ve gerekirse gaz faz haline ge¢meleri
gerekmektedir. Peptid ve proteinlerin yiiksek molekiiler agirliklar1 ve polar yapilar1 goz
oniine alindiginda, iyonlastirici kaynak protein ya da peptidleri hem iyon haline hem de
gaz faza gecirmelidir. Cesitli iyonlastirici kaynaklar arasinda sadece elektrospray
iyonizasyon (ESI) ve matriks yardimli lazer desorpsiyon iyonizasyon (MALDI)
proteinlerin analizi i¢in uygundur (Cafias vd 2006).

Kiitle spektrometresinin bir diger kismi olan analizdr, iyonlastiric1 kaynakta elde
edilen iyonlarm m/z oranlarna gdre ayrilmasini saglamaktadir. Ideal olarak kiitle
analizorleri kiiciik kiitle farklarin1 ayirdedebilecek duyarlilikta olmahdir. Kiitle
analizorlerinde elektrik veya manyetik alanlar kullanilabilmektedir. Tiim analizorler
uygun bir iyonlastirict kaynak ile birlestirildiginde, peptid ve proteinlerle ¢alismaya
uygun hale gelmektedir. Kullanim kolaylig1 ve diisiik maliyetleri nedeniyle en yaygin
kullanilan kiitle analizorleri kuadrupol ve ugus zamanli (TOF-time of flight) kiitle
analizorleri ve iyon kapanl analizorlerdir (Kili¢ vd 2000a, Canas vd 2006).

Kiitle spektrometresi yontemiyle peptid ve proteinlerin tanimlanmasinda en ¢ok
kullanilan iyonizasyon yontemleri desorpsiyon kaynakli elektrospray iyonizasyon (ESI)
ve matriks yardimhi lazer desorpsiyon iyonizasyon (MALDI)’dur (De Hoffmann ve
Stroobant 2007). Desorpsiyon kaynakli kiitle spektrometrelerinin diger iyonizasyon
yontemlerine gore avantaji, ugucu olmayan ve termal olarak kararsiz numunelere de
uygulanabiliyor olmasidir (Kili¢c vd 2000a).

Elektrosprey  iyonlastrma/kiitle  spektrometresi  (ESI/MS),  proteinler,
polipeptidler ve mol kiitlesi 10° Da’dan biiyiik oligopeptidler gibi biyomolekiillerin
analizi i¢in ilk defa 1984 yilinda 6nemli bir teknik olarak ortaya ¢ikmistir. ESI/MS
yontemi analit ve ¢dziicii molekiilleri iceren akiskanin ince kapilerde yiiksek voltaj ve
atmosferik basingta iyonlar seklinde gaz faza doniistiiriilmesi ve s6z konusu iyonlarin
kiitle spektrometresi ile tespit edilmesi prensibine dayanmaktadir (Karatayli ve Bozday1
2008, Kebarle ve Verkerk 2010). Elektrosprey iyonlastirma Sekil 2.10°da goriilen cihazda
atmosfer basmcinda ve oda sicakliginda gerceklestirilmektedir. Ornegin iginde
bulundugu c¢ozelti, paslanmaz celikten igne seklinde kapiler ile, dakikada birkag
mikrolitre hiz saglanarak pompalanmaktadir. igneye, etrafindaki silindirik elektroda gore
birkag kilovolt enerji uygulanmaktadir. Olusan ¢ok kiigiik ve elektrik yiiklii damlaciklar,
daha sonra bir ¢6ziicli giderme kapilerinden gegmektedir. Burada ¢6ziicii buharlagsmakta
ve elektrik yiikleri analit molekiillerine tutunmaktadir. Coziicli buharlasip damlaciklar
kiigiiliirken ytlik yogunluklar1 artmakta ve iyonlar gaz fazina desorbe olmaktadir (Kili¢c vd
2000a).
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Sekil 2.10. Elektrosprey iyonizayonlastirma kaynagi (Kili¢ vd 2000a)

Protein gibi biiyiikk biyomolekiilleri oldukca duyarli bicimde kolayca iyonize
edebilen ve kiitle spektrometresinde iyon kaynagi olan MALDI metodu ise, ilk olarak
1988 yilinda Franz Hillenkamp ve Michael Karas tarafindan ortaya konulmustur (Ozen
Karatayl1 ve Bozday1 2008, Baum 2013). S6z konusu yontem bulundugu zamandan bu
yana siirekli olarak gelistirilmis olup; proteinler, oligoniikleotidler, sentetik polimerler
gibi biiylik molekiil agirlikli, ugucu olamayan ve termal olarak kararsiz olan bilesenler ile
bliyiik molekiil agirlikli inorganik bilesenlerin bozulmamis gaz fazi iyonlarmin
iretilmesinde kullanilan en 6nemli teknikler arasinda yer almaktadir (De Hoffmann ve
Stroobant 2007, Baum 2013).

Proteomik ¢aligmalarda yaygin olarak kullanilan MALDI’nin prensibi, ultraviyole
1sinlar1 absorblama 6zelligine sahip bir matriksin kullanilmasina dayanmaktadir. Hem
desorpsiyon hem de iyonizasyonu saglayan MALDI matriksi, bu metodun basaril1 bir
sekilde uygulanmasindaki en oOnemli faktordiir. MALDI prosesi iki asamadan
olusmaktadir. Ilk asamada, analiz edilecek bilesen (peptid karigimi) ile lazer dalga
boyunda giiclii absorblama yetenegine sahip kiiglik organik molekiilleri ihtiva eden
matriks uygun ¢oziicii i¢inde ¢oziilerek karistirilmaktadir. Daha sonra s6z konusu karigim
MALDI 6rnek yiikleme plakalarina aktarilmakta ve ¢oziiciiniin uzaklastirilmasi: amaciyla
kurutulmaktadir. S6z konusu islem sonucunda, matriks kristalleri arasina gomiilii halde
bulunan ve birbirinden tamamen izole hale gelen kokristalizayona ugramis analit
molekiilleri elde edilmektedir. ikinci asama ise kiitle spektrometresi kaynagmnm iginde
vakum kosullar1 altinda ger¢eklesmektedir. Bu amacla, MALDI 6rnek plakasi cihaza
yerlestirilmekte ve Ornek plakasi yiizeyine yapilan yogun lazer darbeleri ile plaka
iizerinden molekiillerin ayrilmasi saglanmaktadir. MALDI prosesinin kesin mekanizmasi
bugiine kadar tam olarak agiklanamamistir. Ancak matriks molekiillerinin uyarmmaiyla
birlikte kondense fazda biiyiik miktarda enerji birkimi sonucu lazerle 1smim, kristallerin
hizla 1simmmasin1 tetikledigi ve bu hizli 1smmanin matriks kristallerinin lokal
siiblimlesmesine, bir kisim kristal ylizeyin asinmasina ve matriksin genlesen matriks
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duman bulutu igerisindeki analitleri de beraberinde tasiyarak gaz faza gegmesine neden
oldugu diisiiniilmektedir (Cafias vd 2006, De Hoffmann ve Stroobant 2007).

Iyonlasma reaksiyonlar1 bu islem esnasinda herhangi bir zamanda vakum
kosullar1 altinda gergeklesebilmektedir. Ancak MALDI’de {iretilen iyonlarin kaynagi
heniiz tam olarak agiklanamamistir. MALDI i¢in oOnerilen kimyasal ve fiziksel
iyonizasyon yollar1 arasinda gaz-faz fotoiyonizasyon, uyarilmis hal proton transfer, iyon
molekiil reaksiyonlari, 6nceden olusturulmus iyonlarin desorpsiyonu ve daha fazlasi yer
almaktadir. En genis ¢apta kabul edilen iyon olusum mekanizmasi desorpsiyon dncesi
kat1 fazda protein transferi ya da fotoiyonize matriks molekiillerinden genlesen matriks
dumant i¢inde gaz-faz proton transferidir. Daha sonra gaz fazindaki iyonlar analizére
gonderilmek {izere elektrostatik alanda hizlandirilmaktadir. MALDI desorpsiyon
iyonizasyon islemi Sekil 2.11°de sematik olarak gosterilmistir (De Hoffmann ve
Stroobant 2007).

Plaka

[ : :|
0 —
MATRIKS o

ANALIT @ Proton transferi

Sekil 2.11. MALDI iyonlastrma yonteminin sematik goriinimii (De Hoffmann ve
Stroobant 2007)

MALDI kiitle spektrometresinde elde edilen sonuglarin kalitesi 6rnek hazirlama
asamasina bagli oldugu icin matriks se¢cimi ve Ornek hazirlama protokoliiniiniin
optimizasyonu analizin en 6nemli asamalardir. Farkli analitler ve analitik problemler i¢in
farkli matriksler bulunmakta olup, matriksin se¢iminde kullanilan lazerin dalga boyu esas
almmaktadir. MALDI matriksi lazer dalga boyunu giiclii bir sekilde absorblama, vakum
kararlilig1, analit iyonizasyonunu destekleme yetenegi, analit ile uygun ¢oziiciiler iginde
coziiniirlik, kimyasal reaksiyona girmeme gibi 6zelliklere ayni anda sahip olmalidir.
Ancak 1yi1 bir matriks se¢cimi i¢in s0z konusu Ozellikler her zaman yeterli
olamayabilmektedir (De Hoffmann ve Stroobant 2007). Ornegin ucus zamanl kiitle
analizorlerinde ¢cozme giicli 6rnek ylizeyinin diizglinliigline baglh olarak degistigi icin
matriksin diizglin ve bliyiik kristaller olusturmasi arzu edilmektedir. En sik kullanilan
matriksler arasinda o-siyano-4-hidroksisinamik asit (CHCA), sinapik asit olarak da
bilinen sinapinik asit, 2,5-dihidroksi-benzoik asit (DHB), hidroksi pikolinik asit ve
stiksinik asit yer almaktadir (O’Connor 2010). S6z konusu matriksler arasinda sinapinik
asit ve a-siyano-4-hidrosinamik asit sirastyla, protein ve peptid analizleri i¢in en yaygin
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olarak kullanilan matrikslerdir (Canas vd 2006). Cizelge 2.2’de yaygin olarak kullanilan

matriksler ve bu matrikslerin genel 6zellikleri sunulmustur.

Cizelge 2.2. Yaygm olarak kullanilan MALDI matriksleri (Hillenkamp ve Karas 2007)

Matriks Dalga boyu Onemli uygulama alanlar
Nikofinik asit uv Proteinler, peptidler, eklenti
266 nm olusumu
2,5-Dihidroksi-benzoik asit uv Proteinler, peptidler,
(ilave %10 2-hidroksi-5- karbonhidratlar, sentetik
. . . 337 nm, 353 nm .
metoksi-benzoik asit) polimerler
S . uv . .
Sinapinik asit 337 nm, 353 nm Proteinler, peptidler
a-Siyano-4-hidroksisinamik UV .
asit 337 nm, 353 nm Peptidler,
. C e e . uv Niikleik asitler i¢in en
3-Hidroksi-pikolinik asit 337 nm, 353 nm uygunu
Proteinler, peptidler,
T uv kovalent olmayan
6-Aza-2-tiyotimin 337 nm, 353 nm kompleksler; nétral pH’ya
yakin
Proteinler, peptidler,
k,m,n-Di(tri)hidroksi- uv kovalent olmayan
asetofenon 337 nm, 353 nm kompleksler; nétral pH’ya
yakin
IR

Suksinik asit

Gliserol

2.94 pm, 2.79 pm
IR
2.94 pm, 2.79 pm

Proteinler, peptidler

Proteinler, peptidler, sivi
matriks

UV: ultraviyole, IR: Infrared

MALDI iyonlar1 oldukga diisiik kaliteli spektra iireten diisiik maliyetli kuadrupol
iyon tuzak kiitle spektrometrelerinden (QIT/MS) asir1 yiiksek kalitede spektra iireten
yliksek maliyetli Fourier donistiiriicii kiitle spektrometrelerine (FT/MS) kadar
birbirinden farkli ¢cok sayida kiitle spektrometresi kullanilarak analiz edilebilmektedir.
Ancak MALDI iyonlar1 i¢in en yaygm kiitle analizor tipi ugus zamanli kiitle
spektrometreleridir (TOF/MS). MALDI genellikle birka¢ nanosaniye genisliginde iyon
darbeleri olusturdugu i¢in TOF analizorleri i¢cin 6zellikle uygundur. Ayrica MALDI 1
MDa’dan ¢ok daha biiytik kiitleli iyonlar olusturabilmektedir. Elektrospreyin aksine, tek
yiiklii iyonlar genellikle baskin olmakla birlikte MALDI iyonlar1 sadece birkag¢ yiik
tagimaktadir. Yine TOF prensip olarak smirsiz kiitle araligia sahip olmasindan dolay1 bu
gibi biiylik iyonlar i¢in en uygun kiitle analizoriidiir (O’Connor ve Hillenkamp 2007).
Sonug¢ olarak; MALDI-TOF kiitle spektrometresi 400 ile 350 000 Da molekiil
agrhigindaki proteinler, peptitler, oligosakkaritler ve oligoniikleotidler gibi
biyomolekiillerin belirlenmesi ve tanimlanmasinda kullanilabilmektedir (Yiiriit 2010).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Kefir iiretiminde kullanilan inek siitii Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi’ne
bagh Sigir Ciftligi’nden, kefir danesi Ege Universitesi Siit Teknolojisi Boliimii’'nden
temin edilmistir. Kefir tiretiminde kullanilan starter kiiltiir (Kefir DC) ise Danisco-Tiirker
Endiistri Teknik Makina ve Ticaret Limited Sirketi’nden (Istanbul) satin almmustur.

3.2. Metot

3.2.1. Arastirmanin planlanmasi

Arastirmada kefirin fizikokimyasal, mikrobiyolojik ve duyusal o6zellikleri ile
peptid igerigi lizerine kefir {iretim parametrelerinin etkisini belirlemek amaciyla starter
kiiltiir ¢esidi, inkiibasyon sicakligi, 1s1l iglem normu ve inkiibasyon sonlandirma pH’s1
gibi dort farkli iretim parametresi se¢ilmistir. Kefir 6rneklerinin {iretiminde kullanilan
iiretim parametrelerine ait degerler ve drneklerin kodlanmasi Cizelge 3.1°de sunulmustur.
Cizelgede goriildiigii gibi ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak iiretilen 6rnekler S harfi,
kefir danesi kullanirak iiretilen 6rnekler D harfi ile baslayacak sekilde kodlanmistir.
Bununla birlikte 20°C inkiibasyon sicakliginda iiretilen kefir ornekleri 20, 25°C
inkiibasyon sicakliginda iiretilenler ise 25 (6rnegin S2054 ve S2554); inkiibasyonuna pH
4.4’te son verilen Ornekler 4, pH 4.8’de son verilen ornekler ise 8 (6rnegin S2054 ve
S2058); tiretimlerinde 1s1l islem normu olarak 90°C / 5 dakika kullanilan 6rnekler 5,
90°C / 10 dakika kullanilanlar ise 1 (6rnegin S2054 ve S2014) seklinde kodlanmastir.

Cizelge 3.1. Kefir tiretim parametreleri ve kefir 6rneklerinin kodlanmasi

Inkiibasyon Inkiibasyon . "
Starter kiiltiir ~ sonlandirma Is1l islem normu Ornek kodu
sicakligi ,
pH’s1
44 90°C /5 dakik'a S2054
20°C 90°C /10 da%qka S2014
48 90°C /5 daklk'a S2058
Ticari kefir starter 90°C /10 daklka 52018
44 90°C /5 daklk'a S2554
250C 90°C /10 daklka S2514
48 90°C / 5 dakika S2558
) 90°C / 10 dakika S2518
44 90°C / 5 dakika D2054
20°C ’ 90°C / 10 dakika D2014
48 90°C /5 dakik'a D2058
Kefir danesi 90°C /10 daklka D2018
44 90°C /5 daklk'a D2554
250C 90°C /10 daklka D2514
48 90°C / 5 dakika D2558
’ 90°C / 10 dakika D2518
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3.2.2. Kefir danelerinin aktif hale getirilmesi

Kefir iiretiminde kullanilan kefir daneleri calisma siiresince haftada iki kez olmak
iizere steril yagsiz siite %3 oraninda agilanmis ve 25°C’de pH’s1 4.6 ya ulasincaya kadar
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kefir daneleri steril bir siizge¢ yardimiyla pihtidan
ayrilarak steril saf su ile yikanmistir. Kefir daneleri herhangi bir asilama islemi
olmadiginda steril siit i¢erisinde 44+1°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3. Kefir iiretimi

Kefir iiretimine ait akig semasi Sekil 3.1°de verilmistir. Kefir {iretiminde
kullanilan inek siitii, viskiibatorde 50-55°C’ye 1sitildiktan sonra yag orani separator
(G140 model, SMS Ltd. Sti., Kayseri, Tiirkiye) yardimiyla %0.1°e ayarlanmistir. Yag
oran1t %0.1 e standardize edilen siit Sekil 3.2’de goriilen 1s1l islem tnitesi kullanilarak
90°C’de 5 dakika veya 90°C’de 10 dakika 1s1l isleme tabi tutulmustur. Isil islem sonras1
20 veya 25°C’ye sogutulan siite %3 oraninda kefir danesi ya da %3 oraninda ticari kefir
starter kiiltliri inokiile edilmis ve inokiilasyon sonrasi siit 20°C veya 25°C’de pH 4.4 ya
da 4.8’e gelinceye kadar inkiibe edilmistir. Kefir danesi kullanilarak iiretilen kefir
ornekleri inkiibasyon sonrasinda kefir danelerinin siiziilerek ayrilmasinin ardindan, ticari
kefir starter kiilttirti kullanilarak tiretilen kefir 6rnekleri ise inkiibasyondan hemen sonra
200 mL’lik kapakli plastik ambalajlara doldurulmus ve 4+1°C’de 30 giin boyunca
depolanmustir. inkiibasyon siireleri, kullanilan starter kiiltiir ve kefir danesine gore 14-34
saat arasinda degiskenlik gostermistir.
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Sekil 3.1. Kefir {iretim akim semasi
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Sekil 3.2. Isil islem {initesi

3.2.4. Siitte yapilan fizikokimyasal analizler
3.2.4.1. Kurumadde tayini

TS 1018 Cig Siit Standardi’'nda verilen metoda gore gravimetrik yontem
kullanilarak tespit edilmistir (Anonim 1994).

3.2.4.2. Yag tayini

Siit biitirometresi kullanilarak Gerber yontemi ile tespit edilmistir (Anonim 1995).
3.2.4.3. Protein tayini

Kefir yapiminda kullanilan siitiin azot miktar1 Kjeldahl yOntemine gore
belirlenmis ve elde edilen deger 6.38 faktoriiyle ¢arpilarak protein miktar1 bulunmustur
(Kurt vd 1993).
3.2.4.4. pH tayini

Siitiin pH degeri Orion 2 Star (Thermo Scientific, Singapur) marka pH metre
kullanilarak belirlenmistir.
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3.2.4.5. Titrasyon asitligi tayini

TS 1018 Cig Siit Standardi’nda verilen metoda gore % laktik asit cinsinden
belirlenmistir (Anonim 1994).

3.2.4.6. Kiil tayini
Siitiin kiil miktar1 gravimetrik yontem kullanilarak belirlenmistir (Kurt vd 1993).
3.2.4.7. Proteolitik aktivite

Kefir iiretiminde kullanilan siitlerde proteolitik aktivite analizi spektrofotometrik
olarak Church vd’nin (1983) belirttigi yonteme gore yapilmistir. Analiz i¢in 6ncelikli
OPA (o-fitalaldehit) ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu amagla 50 mL’lik balon jojeye 0.95 g
sodyum tetra borat, 0.5 g sodyum deoksil siilfat ve 0.1 mL 2-merkaptoetanol eklenerek
karistirilmig ve balon joje c¢izgisine kadar saf su ile tamamlanmistir (A). Bir deney
tiptinde 40 mg o-fetaldehit, 1 mL metanol i¢cinde c¢oziindiirilmiistir (B). A ve B
cozeltileri karistirilmistir (OPA ¢6zeltisi). Homojen hale getirilmis 30°C’deki 6rnekten 1
mL deney tiipline alinmis ve tizerine 0.68 N TCA (Trikloroasetik asit) ¢ozeltisinden 2.2
mL eklenip karistirilmis ve oda sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra 3743 g’de 5
dakika santrifiij edilmistir. Santriftij sonunda elde edilen filtrattan 50 pL alinarak iizerine
I mL OPA c¢ozeltisi eklenmis ve karistirildiktan sonra 340 nm dalga boyunda
spektrofotometrik 6l¢iim yapilmistir.

3.2.5. Kefirde yapilan fizikokimyasal analizler
3.2.5.1. Kurumadde tayini

Kefir 6rneklerinin kurumadde miktar1 TS 1018 Cig Siit Standardi’nda verilen
metoda gore gravimetrik yontem kullanilarak tespit edilmistir (Anonim 1994).

3.2.5.2. Kiil tayini

Kefir orneklerinin kiil miktar1 gravimetrik yontem kullanilarak belirlenmistir
(Kurt vd 1993).

3.2.5.3. pH tayini

Kefir o6rneklerinin pH degeri Orion 2 Star (Thermo Scientific, Singapur) marka
pH metre kullanilarak belirlenmistir.

3.2.5.4. Titrasyon asitligi tayini

100 mL hacmindeki erlen icerisine homojenize edilmis 6rnekten 10 g tartilip
iizerine 10 mL saf su eklenmistir. Uzerine 1 mL %2’lik fenolftalein belirte¢ ¢dzeltisinden
ilave edildikten sonra 0.1 N NaOH c¢ozeltisi ile kaybolmayan hafif pembe renk meydana
gelinceye kadar titre edilmistir. Harcanan alkali miktarindan orneklerin % laktik asit
degeri hesaplanmistir (Kurt vd 1993).
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3.2.5.5. Proteolitik aktivite

Kefir orneklerinde proteolitik aktivite analizi siit orneklerinde oldugu gibi
spektrofotometrik olarak Church vd’nin (1983) belirttigi yonteme gore yapilmistir.

3.2.5.6. Serum ayrilmasi

Kefir orneklerindeki serum ayrilmasi, Koksoy ve Kilic’in (2004) metodu
kullanilarak belirlenmistir. Ornekler 50 mL'lik kapakli cam meziirlerde 4°C'de
depolanmis ve yiizeyde biriken serumun hacmi, depolamanin 1., 15. ve 30. giinlerinde
Olctilmiistiir.

3.2.5.7. Tekstiir

Orneklerin tekstiir analizi TA.XT Plus tekstiir analiz cihazi (Stable Microsystems,
Godalming, Surrey, Ingiltere) kullanilarak Wszolek vd’nin (2001) kullandig1 ydntem
modifiye edilerek tespit edilmistir. Analiz SMSP 50 silindir prob kullanilarak ve test hizi
I mm/s, trigger kuvveti 5 kg, uzaklik ise 20 mm olacak sekilde yapilmistir. Kefir
orneklerine ait sertlik ve yapiskanlik degerleri gf (gram kuvvet) cinsinden belirtilmistir.

3.2.6. Kefirin reolojik ozelliklerinin belirlenmesi

Orneklere ait reolojik parametreler Tratnik vd’nin (2006) belirttigi yonteme gore
Brookfield R/S plus reometre kullanilarak (Brookfield, Middleboro, MA, ABD)
yapilmistir. Olgiimlerde double gap concentric cylinder geometry (DG 3) kullanilmustir.
Olgiim sirasinda su banyosu (Brookfield TC-502) kullanilarak 6rneklerin sicaklig
10°C’de sabit tutulmustur. Isil dengenin saglanabilmesi i¢in 6rnekler dl¢iim kabinda
yaklasik 5 dakika bekletildikten sonra 6l¢iimlere baslanilmistir. Kontrollii artan ve azalan
kayma hizinda 6rneklerin kayma gerilimleri 6l¢iilmiistiir. Kayma hizi 0.1°den 300 1/s
arttirilarak 5 dakika ¢ikis ve 300’den 0.1 1/s azaltilarak 5 dakika inis egrileri
belirlenmistir. Orneklerin reolojik ozelikleri, ¢ikis ve inis egrilerine ait veriler
kullanilarak, iislii yasa modeline gore Rheo3000 (Rheotec Messtechnik GmbH, Berlin,
Almanya) yazilimi kullanilarak belirlenmistir. Orneklerdeki tiksotropi inis ve c¢ikis
egrilerinin arasinda kalan alanin Rheo3000 yazilimi kullanilarak hesaplanmasi ile tespit
edilmistir. Cikis viskozite/kayma hizi egrisindeki 50 1/s kayma hizindaki deger, Koksoy
ve Kilic’e (2004) gore 6rneklerin goriiniir viskozite degerleri olarak alimmastir.

3.2.7. Kefirde yapilan mikrobiyolojik analizler
3.2.7.1. Seri diliisyonlarin hazirlanmasi
Kefir 6rneklerinde mikrobiyolojik ekimler yapilmadan 6nce 1/4 kuvvetinde ringer

cozeltisi kullanilarak aseptik sartlar altinda uygun desimal seri diliisyonlar hazirlanmigtir
(Anonymous 2001).
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3.2.7.2. Koliform bakteri sayimi

Koliform grubu bakterilerin sayiminda Violet Red Bile (VRB) Agar besi ortami
olarak kullanilmistir. Uygun dillisyonlardan yayma plak yontemi ile ekim yapilan petri
kutular1 aerobik ortamda 37°C’de 2 giin siireyle inkiibe edilmistir (Anonymous 1998).

3.2.7.3. Maya sayimi

Maya sayiminda Y east Extract Glucose Chloramphenicol (YGC) Agar besi ortami
olarak kullanilmistir. Uygun diliisyonlardan yayma plak yontemi ile ekim yapilan petri
kutular1 aerobik ortamda 25°C’de 3-5 giin siireyle inkiibe edilmistir (Witthuhn vd 2005).

3.2.7.4. Toplam aerobik mezofilik bakteri sayimi

Toplam aerobik mezofilik bakteri sayiminda Plate Count Agar (PCA) besi ortami1
olarak kullanilmistir. Uygun dillisyonlardan yayma plak yontemi ile ekim yapilan petri
kutular1 aerobik ortamda 30°C’de 2 giin siireyle inkiibe edilmistir (Mainville vd 2001).

3.2.7.5. Laktobasil sayim

Laktobasil saymmi De Man Rogasa Sharp (MRS) Agar besi ortamindan
yararlanilarak Iriyogen vd’nin (2005) kullandigi yontem modifiye edilerek tespit
edilmistir. Analiz dokme plak kiiltiirel sayim yontemi ile yapilmis olup, inkiibasyon
anaerobik ortamda (%5 COz) 30°C’de 3 giin siireyle gergeklestirilmistir.

3.2.7.6. Laktokok sayimi

Laktokok sayimi M 17 Agar besi ortamindan yararlanilarak Iriyogen vd’nin (2005)
kullandig1 yontem modifiye edilerek tespit edilmistir. Analiz dokme plak kiiltiirel sayim
yontemi ile yapilmig olup, inkiibasyon anaerobik ortamda (%5 CO,) 30°C’de 2 giin
siireyle gerceklestirilmistir.

3.2.7.7. Lokonostok sayimi

Lokonostok sayiminda Mayeux, Sandline and Elliker (MSE) Agar (10 g/L tripton,
2.5 g/L jelatin, 5 g/L. maya ekstrakti, 100 g/L sakaroz, 5 g/L glukoz, 1 g/LL sodyum sitrat,
75 mg/L sodyum azit ve 15 g/L agar) selektif besi ortamindan yararlanilmistir. Uygun
diliisyonlardan yayma plak yontemi ile ekim yapilan petri kutular1 aerobik ortamda
22°C’de 4-5 giin siireyle inkiibe edilmistir (Garcia Fontan vd 2006).

3.2.7.8. Asetik asit bakteri sayimi

Asetik asit bakteri sayimmda Acetobacter Peroxydans Medium (APM) Agar
selektif besi ortamindan yararlanilmistir. S6z konusu besiyerinin hazirlanmasinda 15 g
malt ekstrakt, 5 g maya ekstrakti ve 15 g agar 940 mL distile su i¢inde ¢oziindiirtildiikten
sonra otoklavda 121°C’de 15 dakika 1s1l islem uygulanarak steril edilmistir. 60 mL
%50’lik etanol ¢ozeltisi steril membran filtreden gecirildikten sonra sterilizasyonu
takiben dokme sicakligina getirilen agara ilave edilmistir. Analiz dokme plak kiiltiirel
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sayim yontemi ile yapilmis olup, inkiibasyon aerobik ortamda 25°C’de 3-5 giin siireyle
gergeklestirilmistir (Witthuhn vd 2005).

3.2.8. Kefirin peptid profilinin belirlenmesi amaciyla yapilan analizler

Kefir 6rneklerinin peptid profilinin belirlenmesi Akdeniz Universitesi Gida
Miihendisligi Boliimii ile Almanya’da Friedrich-Alexander Universitesi Gida Kimyas1
Bolimii’niin ortaklasa yiirlitmiis oldugu "Geleneksel Tiirk Gidalar1 Odakli Sagligi
Gelistirici Gidalar Uzerine Bir Arastirma ve Egitim Ag1 Kurulmas1" bashkli ve 110 O
797 nolu TUBITAK Inten C Programi Projesi kapsamida Friedrich-Alexander
Universitesi Gida Kimyas1 Boliimii’'nde gergeklestirilmistir.

3.2.8.1. Ornek hazirlama

Kefir ornekleri ilk olarak yapisinda bulunan pihtilagsmis kazein proteinlerinin
uzaklagtirilmasi amaciyla 1100 g, 4°C’de 30 dakika santrifiij edilmis ve slipernatant 0.22
um c¢apli membran filtreden (Millipore Co., Bedford, ABD) gecirilmistir. Filtrasyon
sonucu elde edilen suda ¢oziinebilir Ozellikteki kefir fraksiyonu StageTip kati-faz
mikroekstraksiyon yontemiyle peptidlerin izolasyonu isleminde Ornek olarak
kullanilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Ornek hazirlama
3.2.8.2. Peptidlerin StageTip kati-faz mikroekstraksiyon yontemi ile izolasyonu
Minyatiir StageTip kolonlarin hazirlanmasi

Suda ¢oziinebilir 6zellikteki kefir fraksiyonlarindan peptidlerin izolasyonu C18
StageTip (stop-and-go-extraction tips) kati-faz mikroekstraksiyon yontemi kullanilarak
gergeklestirilmistir.  S6z konusu StageTiplerin  hazirlanmasinda, Empore CI18
ekstraksiyon diskleri (3M Empore, Oregon, ABD) kullanilmistir. C;g StageTiplerin
hazirlanmasida, Cis ekstraksiyon materyali biyopsi delgecinin empore disk iizerine
bastirilmasi ile kii¢lik pargalar halinde s6z konusu diskten ¢ikarilmis ve bunu takiben
biyopsi delgecinin iizerindeki diigmeye basilarak Cig ekstraksiyon materyali pipet
icerisine birakilmistir. Daha sonra pipet igerisine birakilan Cis ekstraksiyon materyali
dogru pozisyonu alacak sekilde biyopsi delgecinin merkezi kisminin yardimiyla pipetin
uc kismina dogru yerlestirilmistir. Her bir Cis StageTip’in hazirlanmasi i¢in bu islem 3
kere tekrar edilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. StageTiplerin hazirlanmasi
Peptidlerin izolasyonu

StageTip kati-faz mikroekstraksiyon yontemi ile kefir fraksiyonlarindan
peptidlerin izolasyonunda, daha dnce hazirlanmis olan Cis StageTip kolonlar1 1.5 mL’lik
ependorf tiiplerine yerlestirilmistir (Sekil 3.5). Ependorf tiiplerine yerlestirilmis minyatiir
kolonlara 50 pL asetonitril (ACN) (LC-MS grade, VWR International, Darmstadt,
Almanya) ilave edilip oda sicakliginda 1840 g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra
Cis StageTip kolonlarina %0.1°lik trifloroasetik asit (TFA) (HPLC grade, Sigma-Aldrich,
St. Louis, ABD) c¢ozeltisinden 50 pL ilave edilip oda sicakliginda 1840 g’de 1 dakika
santrifiij edilmis ve boylece s6z konusu kolonlar sartlandirilmistir. Sartlandirilmis olan
Cis StageTip kolonlarma 50 pL kefir fraksiyonu oOrneklerinden yliklenerek oda
sicakliginda santrifiij edilmistir (1840 g, 3 dakika) ve ardindan s6z konusu kolonlara
%0.1°lik TFA ¢ozeltisinden 50 pL ilave edilerek oda sicakliginda santriftij edilmistir
(1840 g, 3 dakika). Bu islemden sonra, Cig StageTip kolonlar1 yeni ependorf tiiplerine
yerlestirilmis ve kolona bagli halde bulunan peptidler 10 pL asetonitril-trifloroasetik asit
(6 kisim %60°lik ACN-4 kisim %0.1°lik TFA ¢ozeltisi) ¢ozeltisinin santrifiij (1840 g, 3
dakika, 25°C) yardimiyla kolondan geg¢irilmesi ile eliie edilmistir (Cizelge 3.2).

Sekil 3.5. StageTip kati-faz mikroekstraksiyon yontemi
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Cizelge 3.2. Peptidlerin C;g StageTip kati-faz mikroekstraksiyon yontemi ile izolasyonu

Asamalar Kolona eklenen Santrifiij
50 uL ACN 1840 g, 1 dakika, 25°C
Sartlandirma
50 uL %0.1 TFA 1840 g, 1 dakika, 25°C
Ornek 50 uL Kefir fraksiyonu 1840 g, 3 dakika, 25°C
Yikama 50 uL %0.1 TFA 1840 g, 3 dakika, 25°C
Elisyon 10 uL %60 ACN /%0.1 TFA 1840 g, 3 dakika, 25°C

Cig StageTip kati-faz mikroekstraksiyon yontemi kullanilarak izole edilen peptid
ekstraktlart MALDI-TOF-MS analizlerinde dogrudan 6rnek olarak kullanilmistir. Nano-
UPLC-nano-ESI-MS/MS analizleri i¢in ise peptid ekstraktlar1 -80°C’de bir giin
bekletildikten sonra SpeedVac (SPD 121P, Thermo Fischer Sciencetific, Bremen,
Almanya) sistemi ile kurutulmustur. Daha sonra vakum altinda kurutulmus olan 6rnekler
%0.5 oraninda formik asit (FA) iceren %60’lik ACN c¢ozeltisi icinde ¢oziindiiriilmiis ve
orneklerin konsantrasyonlar1 %0.1 oraninda FA igeren %5’lik ACN ¢ozeltisi kullanilarak
25 nmol/mL’ye (varsayilan ortalama molekiiler agirhik 1500 Da) ayarlanmustir.
Konsantrasyonlari istenilen orana ayarlanan 6rnekler sisteme verilmeden 6nce peyniralti
suyu proteinlerinin uzaklastirilmas1 amaciyla 10 kDa cut-off santrifiij filtre (Merck,
Darmstadt, Almanya) yardimiyla ultrafitre edilmis ve filtrat 1:5 oraninda seyreltilmistir.

3.2.8.3. HPLC ile peptidlerin fraksiyonlarina ayrilmasi

Kefir 6rneklerinden izole edilen peptidlerin fraksiyonlarma ayrilmasmda RP-
HPLC (JASCO Deutsland, GroB3-Umstadt, Almanya) sistemi kullanilmistir. S6z konusu
sistemde Zorbax Eclipse XDB C8 kolonu (4.6 x 150 mm, partikiil cap1 5 um, gézenek
biiyiikliigii 80 A, Agilent, Boeblingen, Almanya), MD-1510 multidalga boylu detektdr
sistemi ve hareketli faz olarak %0.1 oraninda TFA iceren %95’lik ACN (B) ve %0.1
oraninda TFA igeren %35’lik ACN (A) cozeltileri kullanilmistir. Separasyon islemi
kolondan 5 dakika A ¢6zeltisinin ge¢irilmesinden sonra 55 dakika %0-45 oraninda B
cozeltisinin 60 dakikalik lineer gradiyent kullanilarak gerceklestirilmistir. Enjeksiyon
hacmi 50 pL ve hareketli faz akis hiz1 0.5 mL/dk. olacak sekilde ayarlanmistir. Stirekli
fraksiyonlarina ayrrma islemi fraksiyon toplayici tarafindan akisin 7.4. ve 59.4. dakikalar1
arasinda gerceklestirilmistir. Toplamda 10 fraksiyon toplanmis olup, toplanan
fraksiyonlar -80°C’de dondurulmus ve daha sonra SpeedVac sistemi ile vakum altinda
kurutulmustur. MALDI-TOF analizi i¢in vakum altinda kurutulmus ornekler 10 pL
MALDI matriksi i¢inde ¢oziindiiriilmiis ve "MALDI-TOF kiitle spektrometresi analizi"
adli baslik altinda a¢iklandigi sekilde analiz edilmistir. Direkt inflizyon nano-ESI-MS/MS
Olgtimleri i¢in fraksiyon 10, 30 pL %0.5 FA iceren %60’k ACN igerisinde
¢Oziindiirtilmiis ve daha sonra 1:50 oraninda %50 ACN, %25 metanol ve %1 FA iceren
ESI tamponu kullanilarak seyreltilmistir.
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3.2.8.4. MALDI-TOF-MS analizi
MALDI analizi icin 6rnek hazirlanmasi

MALDI matriksi olarak a-siyano-4-hidroksisinamik asit (CHCA) c¢ozeltisi
kullanilmistir. S6z konusu matriks ¢ozeltisi 5.0 mg CHCA’nin asetonitril-trifloroasetik
asit (6 kisim %60’lik ACN-4 kisim 9%0.1°1ik TFA ¢06zeltisi) ¢ozeltisi igerisinde
coziindiiriilmesi ile hazirlanmistir. Daha sonra StageTip mikroekstraksiyon yontemi
kullanilarak eliie edilen peptid ekstraktindan 2.0 pL alinip iizerine 2.0 pL matriks ¢ozeltisi
ilave edilmistir. Elde edilen bu karigimdan alman 0.7 pL’lik kistm MALDI hedef tablas1
(Bruker Daltonics, Bremen, Germany) (Sekil 3.6) lizerine konulmus ve oda sicakliginda
20 dakika bekletilerek kurutulmustur. Dissal kalibrasyon i¢in her denemede molekiil
agirlig1 ve yiikii bilinen bradikinin 1-7, anjiyotensin I, anjiyotensin II, madde P, bombesin
renin substrati, adrenokortikotropik hormon klip 1-17 ve 18-39 ve somatostatin-28
peptidlerini igeren peptid kalibrasyon standardi kullanilmastir.

Sekil 3.6. MALDI hedef tablalar1
MALDI-TOF Kkiitle spektrometresi analizi

MALDI-TOF analizi i¢in nitrojen lazer (A=337 nm) ile donatilmis Bruker
Autoflex kiitle spektrometresi (Bruker Daltonics, Bremen, Almanya) kullanilmistir.
Olgiimler pozitif reflektron modunda ve pozitif iyonlarm 140 saniye geciktirilmis
ekstraksiyonu ile gerceklestirilmis olup kiitle aralig1 600-5000 Da olarak ayarlanmustir.
Her bir spot i¢in farkli tarama kisimlarindan otomatik olarak elde edilen toplam 300
(6x50) spektrum ortalama alinmis ve digsal kalibrasyon Bruker peptid kalibrasyon II
standardina (Bruker Daltonics, Bremen, Almanya) gore yapilmistir.

Peptidlerin bagil olarak miktarimin belirlenmesi

Cis StageTip ekstraksiyonundan once, son referans peptid konsantrasyonu 1 mM
olacak sekilde 175 pL kefir ekstraktna 25 pL 8 mM referans peptit (Biotin-
XGXLDLRQGMFA-NH,, X=6-Aminohekzanoik asit, MA=1558.93 g/mol) cozeltisi
ilave edilmistir. Her bir 6rnek i¢cin Cis StageTip ekstraksiyonu ve MALDI-TOF 6lctimii
3 kere tekrarlanmistir. Referans peptidin sinyali 6rnekler igerisinde bulunan peptidlerin
bagil olarak yogunluklarinin belirlenmesinde referans olarak kullanilmis olup yogunlugu
%100 olarak diisiintilmiistiir.
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3.2.8.5. Nano-UPLC-nano-ESI-MS/MS

Peptidlerin ayriminda nano-ESI kaynagi iceren LTQ Orbitrap XL ETD Kkiitle
spektrometresi (Thermo Fischer Scientific, Bremen, Almanya) ile kombine edilmis nano-
Acquity UPLC (Waters, Eschborn, Almanya) sistemi kullanilmistir. Daha 6nce s6z
konusu sistemde kullanilmak iizere hazirlanmis olan peptid 6rneginden 10 pL alinip trap
kolonuna (nanoAcuity symmetry C18, 180 um x 20 mm, partikiil ¢ap1 5 pm) yiiklenmis
ve akis hiz1 10 pL/dk. olacak sekilde ayarlanmistir. Daha sonra nanoAcuity UPLC BEH
130 kolonu (C18, 75 pm x 100 mm, partikiil ¢ap1 1.7 um) kullanilarak peptidlerin ayirimi
gerceklestirilmistir. Hareketli faz olarak %0.1°lik FA ve %0.1 oraninda FA iceren ACN
cozeltileri kullanilmistir. Sistemde uygulanmis olan dereceli eliisyon profili Cizelge
3.3’te verilmistir. Hareketli faz akis hiz1 400 nL/dk., transfer kapiler sicakligi ise 200°C
olacak sekilde ayarlanmistir. Tiip lens voltaj1 120 V, iyon sprey voltaji ise online silika
ceketli nano-ESI emitér (New Objective, Berlin, Almanya) kullanilarak 1.5 kV olacak
sekilde ayarlanmistir. Prekursor iyon taramalar1 pozitif modda 400-2000 m/z’lik bir kiitle
araliginda ve 60000 orbitrap ¢oziiniirliigiinde gerceklestirilmistir. Uriin iyon taramalari
icin ¢arpisma kaynakli ayrilma (CID), her bir MS taramasinda minimum +2’lik bir sarj
durumunda en bol miktardaki alt1 iyon i¢in uygulanmistir (izolasyon genisligi 2.0 Da,
aktivasyon Q 0.25, normalize edilmis ¢arpigsma enerjisi %35, aktivasyon zamani 30 ms).

Cizelge 3.3. Nano-UPLC sisteminde kullanilan dereceli eliisyon profili

Hareketli Fazlar
?gli‘_’“) %A %B
o .
940.1°lik FA %0.1 oran;‘n(cjlleiI FA iceren

0.0-1.0 97.0-97.0 3.0-3.0

1.0-1.1 97.0-91.0 3.0-9.0

1.1-4.0 91.0-90.1 9.0-9.9
4.0-14.0 90.1-82.9 9.9-17.1
14.0-14.5 82.9-82.0 17.1-18.0
14.5-14.6 82.0-79.3 18.0-20.0
14.6-17.7 79.3-77.5 20.7-22.5
17.7-20.7 77.5-74.4 22.5-25.6
20.7-25.7 74.4-69.4 25.6-30.6
25.7-28.5 69.4-62.2 30.6-37.8
28.5-31.5 62.2-19.0 37.8-81.0
31.5-33.5 19.0-19.0 81.0-81.0
33.5-34.0 19.0-97.0 81.0-3.0
34.0-46.0 97.0-97.0 3.0-3.0

3.2.8.6. Direkt infiizyon

Arastirmada nano-UPLC-nano-ESI-MS/MS analizlerine ek olarak se¢ilmis RP-
HPLC fraksiyonlar1 i¢in LTQ Orbitrap XL ETD kiitle spektrometresi kullanilarak direkt
inflizyon 6l¢timleri yapilmistir. Taramalar bes boliimden olusan ¢esitli kiitle araliklarinda
(m/z 400-551, m/z 549-601, m/z 599-801, m/z 799-1001 ve m/z 999-2000)
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gerceklestirilmistir. Her bir kiitle araligi kisa ve tam bir taramadan sonra 3 dakika
boyunca taranmistir. Prekursor iyon i¢in ¢oziiniirlitk 100000 olacak sekilde ayarlanarak
yilik durumu +2 veya daha yiiksek olan ve yogun olarak bulunan bes iyon CID (izolasyon
genisligi 2.0 Da, aktivasyon Q 0.25, standartlastirilmis ¢arpisma enerjisi %30, aktivasyon
zamanit 30 ms) ile fragmentlerine ayrilmistir. Diger MS parametreleri "Nano-UPLC-
nano-ESI-MS/MS" adli baslik altinda anlatildig: sekilde secilmistir.

3.2.8.7. Peptidlerin tanimlanmasi

Peptidlerin tanimlanmasi i¢in prekursor ve iiriin iyon taramalarindan elde edilen
veriler SwissProt veri tabaninda MASCOT progranmu ile analiz edilmistir. Arama alani
memeli hayvanlar ile kisitlanmistir. Taramalarda enzimin, cevapsiz boliinmelerin ve basit
modifikasyonlarin olmadigi, oksidasyon (metiyonin) ve fosforilasyon (serin, treonin)
modifikasyonlarmin bulundugu ve peptidlerin minimum +2 degerlikte oldugu
varsayilmistir. Ayrica kiitle tolerans1 prekursiir iyonlar i¢in 10 ppm, {iriin iyonlar1 i¢in ise
0.8 Da olarak sec¢ilmistir. Sonuglarin degerlendirilmesi Proteom Discoverer yazilimi
(Thermo Fischer Scientific, Dreieich, Almanya) ile gerceklestirilmistir. Ayrilmis peptid
dizilimleri, teorik fragment iyonlarmin iirlin iyon spektrumlar: ile karsilastirilmasiyla
manuel olarak kontrol edilmistir. Inek siitii proteinlerinden tiiremis peptidler en yiiksekte
yer aldiginda ve bunlarm dizilimleri manuel olarak onaylandiginda tanimlamanin kesin
oldugu diistiniilmiistiir.

3.2.9. Duyusal analizler

Orneklerin duyusal yonden degerlendirilmesi, Bodyfelt vd’nin (1988) fermente
stit Urtinleri i¢in verdigi yontemin diizenlenmesi ile elde edilen puanlama sistemine gore
Akdeniz Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii lisansiistii 6grencilerinden olusturulan
5 kisilik panelist grubu tarafindan tarafindan Cizelge 3.4'de gosterilen degerlendirme
tablosuna gore yapilmistir.

3.2.10. istatistiksel analizler

Arastirma tesadiif parselleri deneme desenine gore ¢ tekerriirlii olarak
gerceklestirilmis olup, analizler paralelli olarak ytriitiilmiistiir. Peptid analizleri digindaki
kisimlara ait ortalamalar SAS istatistik programi (SAS Instutue Inc. SAS System 9.0)
kullanilarak varyans analizine tabi tutulmus ve dnemli bulunan varyasyon kaynaklarmin
etki diizeyleri ise Duncan Coklu Karsilastirma Testi ile degerlendirilmistir (Diizglines vd
1987). Uretim parametrelerinin drneklerde tanimlanan peptidler {izerine etkisinin
karsilagtirilmasinda parametrik olmayan bir istatistik yontemi olan Mann-Whitney U
Testi kullanilmastir.
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Cizelge 3.4. Kefir 6rneklerinin duyusal niteliklerinin saptanmasinda kullanilan puanlama
Olciitleri (Bodyfelt vd 1988)

OZELLIKLER YOK HAFIF BELIRGIN | COK BELIRGIN
TAT 1/2(3|4|1|2 |3 |4|1|2|3|4|1|2|3]|4
Buruk, Kekremsi 10 7 5 3
Ransit 10 8 5 2
Pigmisg Tat 10 9 8 6
Yiiksek Asitlik 10 9 8 7
Ferahlatici olmayan 10 8 7 6
Metalik/okside tat 10 6 4 2
Yabanci Tat 10 8 7 6
Mayamst1 10 6 4 2
Aromast Iyi Olmayan 10 9 8 7
TOPLAM

YAPI VE TEKSTUR

Pihtili Yapi 5 4 3 2
Gazli Yap1 5 4 3 2
Kumlu Yap1 5 4 3 2
Topaklanmis Yap1 5 4 3 2
Asirt Viskoz 5 4 3 2
Stinmiis 5 3 2 1
TOPLAM

GORUNUS VE RENK

Tipik Olmayan renk 5 4 3 2
Yagh 5 4 3 2
Homojen Olmayan 5 4 3 2
Serum Ayrilmasi 5 4 3 2
Yabanci Madde 5 4 3 2
TOPLAM
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Kefir Uretiminde Kullanilan Siitlerin Kimyasal Bilesimleri

Kefir iiretiminde kullanilan ¢ig siitler ile standardize edilip 90°C’de 5 dakika ve
90°C’de 10 dakika 1s1l islem gormiis siitlere ait ortalama toplam kurumadde, kiil, yag,

protein, pH, titrasyon asitligi ve proteolitik aktivite degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Kefir tiretiminde kullanilan siitlere ait ortalama toplam kurumadde, kiil, yag,
protein, pH, titrasyon asitligi ve proteolitik aktivite degerleri (X+StdS)

Standardize edilip ~ Standardize edilip
90°C’de 5 dakika  90°C’de 10 dakika

Cig siit 1s1l islem gormiis 1s1l islem gormiis
sut sut
Toplam kurumadde (%) 11.4+£0.4 8.3+0.1 8.3+0.0
Kiil (%) 0.7+0.0 0.6+0.0 0.6+0.0
Yag (%) 3.3+0.0 0.1+0.0 0.1+0.0
Protein (%) 3.2+0.0 3.2+0.0 3.2+0.0
pH 6.8+0.4 6.6+0.0 6.5+0.0
Titrasyon asitligi (%laktik asit) 0.2+0.0 0.1+0.0 0.1+0.0
Proteolitik aktivite 0.120.1 0.120.0 0.120.0

(340 nm’de absorbans degeri)

4.2. Kefir Orneklerinin Fizikokimyasal Analiz Sonuclar
4.2.1. Kurumadde ve kiil icerigi

Kefir orneklerine ait ortalama kurumadde ve kiil degerleri Cizelge 4.2°de
verilmistir. Orneklerin sz konusu nitelikleri sadece depolamanm ilk giiniinde
belirlenmistir. Kefir 6rneklerine ait ortalama toplam kurumadde degerlerinin %7.2-8.2
arasinda degistigi tespit edilmistir. Kefir drneklerine ait ortalama kiil degerlerinin ise
%0.7-0.8 arasinda degistigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.2. Kefir orneklerine ait ortalama kurumadde ve kiil degerleri (X£StdS)

Uriin cesidi Kurumadde (%) Kiil (%)
S2054 7.5+0.3 0.7+0.1
S2014 7.9+0.2 0.7+£0.0
S2058 8.0+£0.0 0.7+0.1
S2018 8.2+0.1 0.7£0.0
S2554 7.7£0.4 0.7£0.0
S2514 7.240.1 0.7+£0.0
S2558 8.2+0.2 0.7£0.0
S2518 8.1+0.3 0.7+0.1
D2054 7.540.1 0.7+£0.0
D2014 7.8+0.0 0.8+0.0
D2058 8.2+0.2 0.7£0.1
D2018 8.0£0.2 0.7+0.1
D2554 8.0+0.0 0.7+£0.0
D2514 7.7£0.1 0.7+£0.0
D2558 8.2+0.0 0.7+0.0
D2518 8.0£0.2 0.7+0.1

Kefir oOrneklerinin kurumadde degerlerinin istatistiksel analizi sonucunda
incelenen ana varyasyon kaynaklarindan inkiibasyon sicakligimmin P<0.00! diizeyinde
orneklerin kurumadde degerleri iizerine etkili oldugu saptanmistir. Buna karsilik
orneklerin kurumadde degerleri iizerine starter kiiltiir ¢esidi, inkiibasyon sonlandirma
pH’s1 ve 1s1l islem normunun istatistiksel olarak énemli bir etkisinin olmadigi (P>0.05)
goriilmiistiir. Bununla birlikte liretimde kullanilan starter kiiltiir c¢esidi, inkiibasyon
sicaklig1, inkiibasyon sonlandirma pH’s1 ve 1s1l islem normumun kefir 6rneklerinin kiil
degerleri lizerine 6nemli bir etkisinin olmadig1 (P>0.05) tespit edilmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Kefir 6rneklerinde liretim parametrelerine bagli olarak belirlenen kurumadde
ve kiil degerlerine ait varyans analiz sonuglar1

Kurumadde Kiil
ook Y ko F Ko F
Starter Kiiltiir 1 0.0098 0.13 0.0000 0.00
Inkiibasyon Sicaklig 1 0.3448 40.91™ 0.0004 0.19
Sonlandirma pH’s1 1 0.0112 0.34 0.0000 0.04
Isil Islem normu 1 0.0084 0.26 0.0053 2.58
Hata 27 0.0328 0.0020

**P<0.001 diizeyinde énemli

Kefir Orneklerine ait ortalama kurumadde degerlerinin Duncan Coklu
Karsilagtirma Testi sonuglar1 Cizelge 4.4’te verilmistir. Cizelge incelendiginde, farkli
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sicakliklarda inkiibe edilen kefir 6rneklerinin ortalama kurumadde degerleri arasinda
istatistiksel agidan 6nemli bir farklilik oldugu (P<0.05); 25°C inkiibasyon sicakliginda
iretilen kefir orneklerine ait kurumadde degerlerinin, 20°C inkiibasyon sicakliinda
iiretilen kefir 6rneklerine gore yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.4. Kefir orneklerinde belirlenen kurumadde degerlerine ait ortalamalarin
Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglar1 (X+StdH)

Kurumadde (%)
Starter Kiiltiir
Ticari kefir starter kiiltiiri 7.9°40.1
Kefir danesi 7.9°40.1
Inkiibasyon Sicakhg
20°C 7.7°£0.1
25°C 8.1°%+0.0
Sonlandirma pH’s1
pH 4.4 7.9%+0.1
pH 4.8 7.9%+0.1
Isil islem Normu
90°C / 5 dakika 7.9%+0.1
90°C / 10 dakika 7.9%+0.1

Ayni siitunda farkl: harfleri tastyan degerler arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05).

Yapilan bir calismada, siite farkli oranlarda (%1 ve %S5) kefir danesi inokiile
edilerek tretilen kefir Orneklerinin kurumadde degerlerinin depolama siiresince
%11.3-11.7 arasinda degistigi belirlenmistir (Irigoyen vd 2005). Ender’in (2009)
oligofruktozla zenginlestirilmis siitten tiretilen kefirlerin kalitesi lizerine kefir danesi ve
ticari kefir starter kiiltiirii kullaniminin etkisini incelemek amaciyla yaptig1 caligmada;
kefir danesi ve ticari kefir starter kiiltlirti kullanilarak tretilen kefir Orneklerinin
kurumadde degerlerinin benzer oldugu ve kefir danesi kullanarak iiretilen kefir
orneklerinin kurumadde degerlerinin depolama stiresince %10.2-10.5, ticari kefir starter
kiiltiirii kullanarak iiretilen kefir orneklerinin ise kurumadde degerlerinin %10.3-10.5
arasinda degistigi tespit edilmistir. Calismamizda kefir Orneklerine ait kurumadde
degerleri Irigoyen vd (2005) ve Ender (2009) tarafindan yapilmis olan ¢aligmalarda elde
edilen degerlerden diisiik bulunmustur. Orneklere ait kurumadde degerlerinin literatiirde
belirtilen degerlerin altinda olmasmin kefir iiretimlerinde yagsiz siit kullanilimmdan
kaynaklandig1 degerlendirilmistir.

Farkli fermantasyon parametrelerinin kefirin kalite 6zellikleri iizerine etkisinin
incelendigi bir calismada, yagsiz siitten kefir danesi ve ticari kefir starter kiiltiirii
kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerinin ortalama kurumadde degerlerinin depolamanin 1.
giinlinde sirasiyla %8.0 ve 8.2 oldugu tespit edilmistir (Kok-Tas vd 2013). Bu degerlerin
calismamizda elde edilen degerler ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Ayrica Ender (2009)
ve Kok-Tas vd (2013) tarafindan yapilan ¢alismalarda da ¢alismamiza benzer sekilde
iretimde kullanilan starter kiiltiir ¢esidinin Orneklerin kurumadde degerleri iizerine
herhangi bir etkisinin olmadig tespit edilmistir.
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Inkiibasyon sicakhigmimn kefirin fizikokimyasal ve duyusal &zellikleri iizerine
etkisinin incelendigi bir ¢aligmada, 20°C, 25°C ve 30°C’de iiretilen kefir 6rneklerinin
toplam kurumadde degerlerinin sirasiyla %12.2, %12.3 ve 12.3 oldugu saptanmistir S6z
konusu calismada, c¢alismamizda elde ettigimiz sonuglara benzer sekilde; 25°C
inkiibasyon sicakliginda iiretilen kefir orneklerine ait kurumadde degerlerinin, 20°C
inkiibasyon sicakliginda iiretilenlere gore yiiksek oldugu tespit edilmistir (Kaptan vd
1990).

Irigoyen vd (2005) kefir iretiminde kullanilan fermantasyon kosullarinin
iretimde kullanilan siitiin kurumadde igerigini degistirmedigini tespit etmislerdir.
Arastirmamizda elde edilen kurumadde degerlerinin ise, genel olarak tiretimde kullanilan
stitiin kurumadde degerlerinden diisiik oldugu belirlenmistir.

Kefir orneklerinin kurumadde iceriklerinde belirlenen farkhiliklar iiretimde
kullanilan siitiin kaynagina ve yag bilesimine dayandirilmaktadir (Ching-Yun ve Ching-
Wen 1999). Bununla birlikte literatiirde kefir liretiminde kullanilan iiretim parametreleri
ve depolama siiresinin kefir orneklerinin kurumadde degerleri iizerine herhangi bir
etkisinin olmadigmi belirleyen ¢aligmalar (Irigoyen vd 2005, Ender 2009, Ertekin ve
Guzel-Seydim 2010, Kok-Tas vd 2013) da bulunmaktadir.

4.2.2. pH ve titrasyon asitligi

Farkli iiretim parametreleri kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerinin pH ve titrasyon
asitligi degerleri ile depolama siiresince bu degerlerde meydana gelen degisimler Cizelge
4.5, Sekil 4.1a ve 4.1b’de sunulmustur.

Kefir 6rneklerinin pH degerleri 4+1°C’de 30 giinliik depolama siiresince 4.39 ile
4.73 arasinda degiskenlik gostermistir. Depolama siiresince kefir Orneklerinin pH
degerlerinde diizensiz degisimler oldugu dikkat cekmektedir. Genel olarak; depolamanin
15. glinline kadar kefir 6rneklerinin pH degerlerinin azaldigi, depolamanin 30. giiniinde
ise tekrar arttig1 tespit edilmis ve iiretimlerinde ticari kefir starter kiiltlirii kullanilarak
iiretilen orneklere ait pH degerlerinin, kefir danesi kullanilarak iiretilen orneklere gore
daha diisiik oldugu belirlenmistir. Uretimlerinde inkiibasyon sonlandirma pH’s1 olarak
pH 4.8 secilen oOrneklere ait pH degerlerinin depolama siiresince iiretimlerinde
inkiibasyon sonlandirma pH’s1 olarak pH 4.4 secilen 6rneklere gore yliksek oldugu tespit
edilmistir.

Kefir 6rneklerinin titrasyon asitligi degerleri %laktik asit cinsinden tespit edilmis
olup, bu degerler depolama siiresince %0.65 ile %0.90 arasinda degiskenlik gostermistir.
Orneklerin pH degerlerine benzer sekilde, titrasyon asitligi degerlerinin de depolama
siiresince diizensiz degisimler gosterdigi belirlenmistir. Genel olarak; depolamanin 15.
giiniine kadar kefir 6rneklerinin titrasyon degerlerinin arttig1, depolamanin 30. giiniinde
ise tekrar azaldig1 veya degismedigi belirlenmistir. Uretimlerinde ticari kefir starter
kiiltiirii kullanilarak iiretilen orneklere ait titrasyon asitligi degerlerinin, kefir danesi
kullanilarak iiretilen 6rneklere gore daha yiiksek oldugu saptanmistir. Genel olarak, 25°C
inkiibasyon sicakliginda tiretilen kefir 6rneklerine ait titrasyon asitligi degerlerinin, 20°C
inkiibasyon sicakliginda iiretilen kefir 6rneklerine gore yiiksek oldugu tespit edilmistir
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Cizelge 4.5. Kefir orneklerine ait ortalama pH ve titrasyon asitligi degerleri (X£StdS)

Depolama siiresi Titrasyon asitligi

Uriin gesidi (giin) pH (% laktik asit)
I 4412001 0.82£0.01
$2054 5 4.40+0.03 0.8640.01
30 4.45£0.12 0.8140.05
I 4.4720.00 0.7350.16
$2014 15 4.44£0.01 0.84+0.03
30 4.4740.10 0.80+0.01
I 4.6120.14 0.740.01
$2058 5 4.4740.08 0.78+0.14
30 4.65£0.17 0.69+0.10
I 4.5940.13 0.83£0.07
$2018 15 4.4840.05 0.82+0.02
30 4.60+0.01 0.74+0.07
I 4.45£0.10 0.8740.03
$2554 5 4.40+0.02 0.88+0.02
30 4.44£0.11 0.78+0.05
I 4.4020.06 0.90+0.01
$2514 5 4.3940.04 0.90+0.02
30 4.45£0.20 0.80£0.07
I 4.5740.18 0.8120.05
$2558 5 4.4240.04 0.8240.01
30 4.45£0.14 0.7740.04
I 4.6040.13 0.79+0.03
$2518 5 4514001 0.85£0.01
30 4.50£0.01 0.83+0.04
I 4.4820.04 0.7220.02
D2054 15 4.48£0.04 0.7740.02
30 4.68£0.04 0.74+0.05
I 4.4920.01 0.7720.03
D2014 5 4.4440.03 0.8140.09
30 4.66£0.13 0.74+0.03
I 4.66£0.01 0.65£0.01
D2058 5 4.5740.08 0.69+0.08
30 4.6740.11 0.69+0.05
I 4.7250.05 0.7120.02
D2018 5 4.55+0.03 0.78+0.03
30 4.64£0.13 0.88+0.13
I 4.4720.02 0.80£0.01
D2554 5 4.4740.02 0.85+0.08
30 4.66+0.00 0.8140.05
I 4462001 0.790.01
D2514 15 4.4240.03 0.8540.03
30 4.66+0.09 0.81£0.01
I 4.6420.03 0.74%0.02
D2558 5 4.50+0.02 0.81+0.04
30 4.7340.02 0.81£0.01
I 4.68£0.04 0.7120.01
D2518 15 4.54£0.02 0.8340.10
30 4.67+0.08 0.78+0.07

66



L9

5,0
4,8

4.6
4.4
42
4,0
3.8

S2054 S2014 S2058 S2018 S2554 S2514 S2558 S2518 D2054 D2014 D2058 D2018 D2554 D2514 D2558 D2518

pH

Uriin cesidi

=
-

12
1,0

0,8
0,6
0,4
0,2
0,0

S2054 S2014 S2058 S2018 S2554 S2514 S2558 S2518 D2054 D2014 D2058 D2018 D2554 D2514 D2558 D2518

Titrasyon asitligi (%)

TRRRRRNR R
A T T N T T T

SORRRNRNBR e

Uriin cesidi

Sekil 4.1. Kefir 6rneklerine ait ortalama a) pH b) titrasyon asitligi degerleri

M. giin
M 15. giin
m30. giin

M. giin
M 15. giin
m 30. giin



Kefir orneklerinde iiretim parametrelerine bagli olarak depolama siiresince
belirlenen pH ve titrasyon asitligi degerleri istatistiksel acidan degerlendirilmis ve
sonuglar Cizelge 4.6’da verilmistir. Varyans analizi sonuglar1 incelendiginde, ana
varyasyon kaynaklarindan starter kiiltiir ¢esidi, inkiibasyon sonlandirma pH’s1 ve
depolama zamaninin P<(.00! diizeyinde 6rneklerin pH degerleri iizerine etkili oldugu
saptanmistir. Buna karsin inkiibasyon sicakligi ve 1sil islem normunun 6rneklerin pH
degerleri iizerinde herhangi bir farkliliga neden olmadigi (P>0.05) tespit edilmistir. Kefir
orneklerinin titrasyon asitligi degerlerinin istatistiksel analizi sonucunda, incelenen ana
varyasyon kaynaklarindan starter kiiltliir cesidi, inkiibasyon sicakligi, inkiibasyon
sonlandirma pH’s1 ve depolama zamaninin P<0.00] diizeyinde Orneklerin titrasyon
asitligi degerleri tizerine etkili oldugu saptanmistir. Bununla birlikte 6rneklerin titrasyon
asitligi degerleri tlizerine 1s1l islem normunun 6nemli bir etkisinin olmadig1 (P>0.05)
goriilmiistiir.

Cizelge 4.6. Kefir 6rneklerinde iiretim parametrelerine baglh olarak depolama siirecinde
belirlenen pH ve titrasyon asitligi degerlerine ait varyans analiz sonuclar1

H Titrasyon asitligi
ey ® % E ©
Starter Kiiltiir 1 0.2501 39.86™" 0.0459 11.96™
Inkiibasyon Sicaklig 1 0.0084 1.34 0.0459 11.96™
Sonlandirma pH’s1 1 0.2301 36.67" 0.0459 11.96™
Isil Islem normu 1 0.0026 0.42 0.0126 3.28
Depolama Zamani 2 0.1389 22.13" 0.0326 8.49™
Hata 89 0.0063 0.0038

EXT3

P<0.001 diizeyinde énemli

Kefir orneklerine ait ortalama pH ve titrasyon asitligi degerlerinin Duncan Coklu
Karsilagtirma Testi sonuclar1 Cizelge 4.7°de verilmistir. Cizelge incelendiginde;
iretimlerinde ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak iretilen kefir 6rneklerine ait pH
degerlerinin kefir danesi kullanilarak tretilen 6rneklere gore diisiik oldugu, titrasyon
asitligi degerlerinin ise yliksek oldugu saptanmistir. Literatiirde ticari kefir starter kiiltiirti
kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerinin, kefir danesi kullanilarak iiretilenlere gore diisiik
pH degerlerine sahip oldugunu gosteren arastirmalar (Ender 2009, Montanuci vd 2012)
bulunmaktadir. Buna karsin Kok-Tas vd (2013) yaptiklar1 calismada iiretimde kullanilan
starter kiiltlir ¢esidinin kefirin pH degeri lizerine herhangi bir etkisinin olmadigini
belirlemislerdir. Calismamizda depolama baslangicinda kefir danesi kullanilarak {iretilen
kefir orneklerinin pH degerlerinin ticari kefir starter kiiltlirii kullanilarak tretilenlere
kiyasla yiiksek olmasinin, danede bulunan mikroorganizmalarin polisakkarit matriksten
siite gegmesi ve fermantasyon sirasinda geligmesi i¢in zamana ihtiyag duymasindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir.
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Cizelge 4.7. Kefir orneklerinde depolama siirecinde belirlenen pH ve titrasyon asitligi
degerlerine ait ortalamalarin Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

(X£StdH)
Titrasyon asitligi
pH (% laktik asit)
Starter Kiiltiir
Ticari kefir starter kiiltiirii 4.49°+0.02 0.81°+0.01
Kefir danesi 4.59°+0.02 0.77°+0.01
Inkiibasyon Sicakhg
20°C 4.55°+0.02 0.77°+0.01
25°C 4.53%+0.02 0.81%+0.01
Sonlandirma pH’s1
pH 4.4 4.49°+0.01 0.81%+0.01
pH 4.8 4.59°+0.02 0.77°+0.01
Isil islem Normu
90°C / 5 dakika 4.53%+0.02 0.78+0.01
90°C / 10 dakika 4.54°+0.02 0.80%+0.01
Depolama Zamam
1. Glin 4.56°+0.02 0.77°+0.01
15. Giin 4.47°+0.01 0.83%£0.01
30. Giin 4.59°+0.02 0.78°£0.01

Ayni siitunda farkl: harfleri tastyan degerler arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05).

Calismamizda depolamanin ilk 15 giinliik doneminde pH degerlerindeki azalisin
ve titrasyon asitligi degerlerindeki artisin istatistiksel olarak onemli oldugu (P<0.05)
tespit edilmistir. Ancak kefir 6rneklerine ait pH ve titrasyon asitligi degerlerindeki
degisimin depolamanin 1. ve 30. giinleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli olmadigi
(P>0.05) goriilmiistiir. Yogurt gibi fermente siit Uriinlerinde laktozun starter kiiltiirde
bulunan bakteriler tarafindan parcalanmasi sonucunda pH degeri azalmaktadir
(Abrahamsen ve Holmen 1981, Katsiari vd 2002). Buna karsin bir¢ok ¢alismada kefirde
depolama siiresince pH degerinde Oonemli bir degisiklik olmadigi tespit edilmistir
(Irigoyen vd 2005, Tratnik vd 2006, Ender 2009). Baz1 ¢alismalarda ise kefir 6rneklerinin
pH degerlerinin depolamanm ilk haftasinda azaldigi, daha sonra depolama siiresince
degismedigi tespit edilmistir (Grennevik vd 2011, Magra vd 2012). Kefir pH’sinin
depolama siiresince degismemesinin kefirdeki maya mevcudiyetinden kaynaklanmasi
muhtemeldir. Nitekim Collar (1996) kefir pH’sinin depolama siiresince degismemesinin
laktik asit bakterilerinin mayalarla birlikte oldugunda saf kiiltiirde bulundugundan daha
yavas olarak ¢ogalmasi ve daha az laktik ve asetik asit iiretmesi ile ilgili oldugunu tespit
etmigstir. Calismamizda kefir 6rneklerinin pH degerlerinin depolamanin ilk 15 giiniinde
azaldigi, depolamanin 15. giiniinden itibaren tekrar artmaya basladigi ve depolamanin 1.
ve 30. gliniinde elde edilen pH degerlerinin benzer oldugu tespit edilmistir. Kefir
orneklerinin pH degerlerinin depolamanin ilk 15 giintinde azalmasinin laktozun starter
kiiltiirde bulunan bakteriler tarafindan par¢alanmasi sonucunda artan laktik asit miktari,
depolamanin 15. giliniinden sonraki pH artisinin ise ortamda bulunan maya sayisinin
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artmasi1 ve dolayist ile laktik asit bakterilerinin tirettigi laktik asidin mayalar tarafindan
enerji kaynagi olarak kullanilmasi ile ilgili olabilecegi degerlendirilmistir.

Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi'nde kefir igin belirlenen laktik
asit cinsinden % titrasyon asitligi degerinin en az 0.6 olmasi gerektigi bildirilmektedir
(Anonim 2009). Kefir orneklerinin 30 giinlik depolama siiresince titrasyon asitligi
degerlerinin Teblig’de belirtilen degerler ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Ticari kefir
starter kiltiirii ve kefir danesi kullanilarak tretilen kefir 6rneklerinin titrasyon asitligi
degerlerinin birbirinden farkli olmasmin tiretimde kullanilan ticari kefir starter kiiltiirii ve
kefir danesinin mikrobiyal kompozisyonu ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir. S6z
konusu durum kefir Orneklerinde yapilan proteolitik aktivite analizi ile de
dogrulanmaktadir.

4.2.3. Proteolitik aktivite

Proteolitik aktivite, kefir starter kiiltiirlinde bulunan mikroorganizma faaliyeti
sonucunda olusan proteolitik enzimlerin etkisi ile proteinlerdeki parcalanmay1 gosteren
bir degerdir. Proteolitik aktivite, hem starter kiiltiirlerin asit olusturma fonksiyonu hem
de tiriiniin duyusal nitelikleri agisindan 6nemlidir (Yiiksekdag ve Beyatli 2003).

Farkli iiretim parametreleri kullanilarak iretilen kefir orneklerinin proteolitk
aktivite degerleri ile depolama stiresince bu degerlerde meydana gelen degisimler Cizelge
4.8 ve Sekil 4.2°de sunulmustur. Kefir 6rneklerine ait ortalama proteolitik aktivite
degerlerinin (340 nm’de absorbans degeri) depolamanin ilk giiniinde 0.16 ile 0.31,
depolamanin 30. giiniinde ise 0.23 ile 0.38 arasinda degistigi tespit edilmistir. Kefir
orneklerinin proteolitik aktivite degerlerinde depolama siiresince artis oldugu
goriilmektedir. Bununla birlikte iiretimlerinde ticari kefir starter kiiltlirii kullanilarak
iretilen Orneklere ait proteolitik aktivite degerlerinin, kefir danesi kullanilarak iiretilen
kefir 6rneklerine gore daha yiliksek oldugu saptanmis ve bu farkliligin daha net bir sekilde
gosterilmesi amaciyla Sekil 4.3 hazirlanmastir.
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Cizelge 4.8. Kefir drneklerine ait ortalama proteolitik aktivite degerleri (X+StdS)

Uriin gesidi Depolama siiresi Proteolitik aktivite degeri
(giin) (340 nm’de absorbans degeri)

1 0.24+0.03
S2054 15 0.25+0.02
30 0.29+0.03
1 0.29+0.06
S2014 15 0.33+0.06
30 0.35+0.04
1 0.28+0.02
S2058 15 0.32+0.02
30 0.34+0.01
1 0.23+0.01
S2018 15 0.31£0.05
30 0.32+0.02
1 0.27+0.01
S2554 15 0.30+0.07
30 0.35+0.04
1 0.31+0.09
S2514 15 0.35+0.03
30 0.35+0.02
1 0.28+0.01
S2558 15 0.33+0.06
30 0.36+0.04
1 0.29+0.03
S2518 15 0.34+0.05
30 0.38+0.04
1 0.17+0.04
D2054 15 0.22+0.07
30 0.23+0.06
1 0.16+0.03
D2014 15 0.22+0.07
30 0.25+0.03
1 0.16+0.03
D2058 15 0.22+0.08
30 0.25+0.04
1 0.17+0.06
D2018 15 0.25+0.09
30 0.25+0.05
1 0.20+0.02
D2554 15 0.26+0.05
30 0.29+0.06
1 0.23+0.02
D2514 15 0.28+0.06
30 0.31+0.04
1 0.20+0.01
D2558 15 0.30+0.08
30 0.33+0.06
1 0.22+0.04
D2518 15 0.31+0.06
30 0.33+0.06
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Kefir 6rneklerinin proteolitik aktivite degerlerinin istatistiksel analizi sonucunda,
incelenen ana varyasyon kaynaklarindan starter kiiltiir ¢esidi, inkiibasyon sicaklig1 ve
depolama zamaninin 6rneklerin proteolitik aktivite degerleri iizerine P<0.001, 1s1l islem
normunun ise P<(.05 diizeyinde etkili oldugu saptanmistir. Bununla birlikte inkiibasyon
sonlandirma pH’smnm orneklerin proteolitik aktivite degerleri iizerine etkisinin
istatistiksel olarak 6nemli olmadigi (P>0.05) goriilmiistiir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Kefir 6rneklerinde iiretim parametrelerine baglh olarak depolama siirecinde
belirlenen proteolitik aktivite degerlerine ait varyans analiz sonuglari

Proteolitik aktivite

Ana Varyasyon Kaynaklari

SD KO F
Starter Kiiltiir 1 0.1120 71.18™
Inkiibasyon Sicaklig 1 0.0486 30.87"
Sonlandirma pH’s1 1 0.0033 2.07
Isil Islem normu 1 0.0067 4.23°
Depolama Zamani 2 0.0545 34.62""
Hata 89 0.0016

*P<0.05, ***P<0.001 diizeyinde nemli

Kefir 6rneklerine ait ortalama proteolitik aktivite degerlerinin Duncan Coklu
Karsilagtirma Testi sonuglar1 Cizelge 4.10°da verilmistir. Cizelge incelendiginde,
iretimlerinde ticari kefir kiiltlirii kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerine ait proteolitik
aktivite degerlerinin, kefir danesi kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerinden daha yiiksek
oldugu saptanmistir (P<0.05). Ayrica 25°C inkiibasyon sicakliginda iiretilen kefir
orneklerine ait proteolitik aktivite degerlerinin, 20°C inkiibasyon sicakliginda {iretilen
kefir Orneklerine gore yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte iiretimde
kullanilan 1s1l islem normlarinin kefir 6rneklerinin proteolitik aktivite degerleri tizerine
etkisi karsilastirildiginda; 90°C’de 10 dakika 1s1l islem normu kullanilarak tiretilen kefir
orneklerinin proteolitik aktivite degerlerinin, 90°C’de 5 dakika 1sil islem normu
kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerine gore yiiksek oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.10. Kefir drneklerinde depolama siirecinde belirlenen proteolitik aktivite
degerlerine ait ortalamalarin Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

(X£StdH)
Proteolitik aktivite degeri
(340 nm’de absorbans degeri)
Starter Kiiltiir
Ticari kefir starter kiiltiirii 0.31°+0.01
Kefir danesi 0.24°+0.01
Inkiibasyon Sicakhg
20°C 0.25*+0.01
25°C 0.30*+0.01
Sonlandirma pH’s1
pH 4.4 0.27*+0.01
pH 4.8 0.28%+0.01
Isil islem Normu
90°C / 5 dakika 0.27°+0.01
90°C / 10 dakika 0.29%+0.01
Depolama Zamam
1. Giin 0.23°+0.01
15. Giin 0.29*+0.01
30. Giin 0.31%+0.01

Ayni siitunda farkl: harfleri tasiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05).

Calismamizda iki farkli starter kiltliir kullanilarak firetilen kefir 6rnekleri
arasindaki farkliliklarin anlasilmasi amaciyla s6z konusu iriinlerin mikrobiyal
kompozisyonu da belirlenmistir. Kefir 6rneklerinin proteolitik aktivite degerlerindeki s6z
konusu farkliliga sadece kefir danesi kullanilarak iiretilen 6rneklerin icerdikleri toplam
aerobik mezofilik bakteri sayilarinin kefir starter kiiltiirii kullanilarak iiretilen 6rneklere
kiyasla daha diisiik, maya sayilarinin ise daha yiiksek olmasmin neden oldugu
diistiniilemez. Bakteri tiir ve alt tlir kompozisyonunun da kefir 6rneklerinin proteolitik
davranislar1 lizerinde etkili olabilecegi diistiniilmektedir. Yapilan arastirmalarda, laktik
asit bakterilerinde laktik asit iiretimi ve proteolitik aktivitenin cins, tiir ve suslar arasinda
farklilik gosterdigi bildirilmektedir (Yiiksekdag ve Beyatli 2003). Ticari kefir starter
kiiltiir karigimindaki bakteriyel suslarin biiyiikk bir kisminin daha etkin proteolitik
ozelliklere sahip olmasi s6z konusu orneklerin kefir danesi kullanilarak iiretilen kefir
orneklerine gore daha yiiksek proteolitik aktivite degerlerine sahip olmasmnin bir
aciklamasi olabilecegi degerlendirilmektedir. Literatiirde kefir danesi kullanilarak
iretilen kefir orneklerinin protelitik aktivite degerlerinin ticari kefir starter kiiltiirii
kullanilarak tretilenlere gore yiiksek oldugunu belirleyen arastrmalar (Kilic vd 1999)
oldugu gibi kefirde proteolitik aktivite degerlerinin iiretimde kullanilan starter kiiltiir
cesidinden bagimsiz oldugunu gosteren arastirma (Ender 2009) da bulunmaktadir.

Calismamizda depolama siiresince kefir Orneklerinin proteolitik aktivite
degerlerinin arttig1 ve bu artisin istatiksel agidan 6nemli oldugu (P<0.05) tespit edilmistir.
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Bu baglamda ¢aligmamiz, kefir 6rneklerinin proteolitik aktivite degerlerinin depolama
siiresince arttigin belirleyen diger aragtirmalar (Kilig vd 1999, Ender 2009, Y1ildiz 2009)
ile uyumludur.

4.2.4. Sertlik, yapiskanhk ve serum ayrilmasi

Farkli iiretim parametreleri kullanilarak iiretilen kefir orneklerinin sertlik,
yapiskanlik ve serum ayrilmasi degerleri ile depolama siiresince bu degerlerde meydana
gelen degisimler Cizelge 4.11 ile Sekil 4.4a, 4.4b ve 4.5’te sunulmustur.

Kefir o6rneklerine ait ortalama sertlik, yapiskanlik ve serum ayrilmasi degerlerinin
depolamanin ilk giinlinde sirasiyla 97.4-116.7 gf, 5.1-16.1 gf ve %0.0-39.8, depolamanin
30. giiniinde ise sirastyla 95.9-116.9 gf, 5.8-21.4 gf ve %5.0-60.0 arasinda degistigi tespit
edilmistir Kefir 6rnekleri arasinda tiim depolama siiresi géz oniine alindiginda, sertlik
acisindan en yiiksek degerlere tiretimlerinde 90°C’de 5 dakika 1s1l islem normu ve ticari
kefir starter kiiltiirii kullanilarak 25°C inkiibasyon sicakliginda ve pH 4.4 inkiibasyon
sonlandirma pH’sinda iiretilen kefir 6rneklerinin, yapigkanlik bakimindan ise en yiiksek
degerlere tiretimlerinde 90°C’de 5 ve 10 dakika 1s1l islem normu ve ticari kefir starter
kiiltiirii kullanilarak 25°C inkiibasyon sicakliginda ve pH 4.4 inkiibasyon sonlandirma
pH’sinda {iretilen kefir 6rneklerinin sahip oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte ticari
kefir starter kiiltiirii kullanilarak 20°C inkiibasyon sicakliginda ve pH 4.8 inkiibasyon
sonlandirma pH’sinda iiretilen kefir orneklerinin yapiskanlik bakimindan en distik
degerlere sahip olduklar1 goriilmektedir. Genel olarak; iiretimlerinde ticari kefir starter
kiiltiirii kullanilarak iiretilen orneklerin sertlik degerlerinin, kefir danesi kullanilarak
iiretilen Orneklere gore yliksek, serum ayrilmasi degerlerinin ise diisiik oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.11).
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Cizelge 4.11. Kefir 6rneklerine ait ortalama sertlik, yapisaknlik ve serum ayrilmasi

degerleri (X+£StdS)
. N Depolama siiresi Servtlik. Yaplsvkar.lhk Serum avyrl.lma51
Uriin ¢esidi (giin) degeri degeri degeri
(gh) (gh) (%)
1 114.1£3.9 12.7+1.7 0.0+0.0
S2054 15 115.3£10.6 13.2+3.5 7.8+0.4
30 109.4+2.7 11.9+1.0 21.0+1.4
1 107.7£10.0 15.1+4.7 0.0+0.0
S2014 15 111.243.7 11.1£2.7 13.0+1.4
30 103.8+£2.5 11.8+1.2 23.0+4.2
1 101.3£1.5 6.7+0.0 39.84+3.2
S2058 15 99.4+5.8 6.8+0.0 46.3£5.3
30 97.9+5.0 6.7+0.0 49.5+3.5
1 98.6+2.7 5.1+0.0 38.34+2.5
S2018 15 101.94£3.2 4.7+5.2 54.8+£3.2
30 95.9+1.7 5.84+4.3 60.0+0.0
1 116.7+£0.5 16.1+2.9 0.0+0.0
S2554 15 123.347.8 16.3+2.1 5.3+0.4
30 116.9+£2.3 14.442 .4 9.3£1.1
1 115.1£2.5 14.3£1.6 0.0+0.0
S2514 15 120.5+£10.4 18.2+2.8 3.5+0.7
30 107.4£3.0 21.4+1.5 5.0+0.0
1 106.6+£10.4 10.2+0.0 15.8+£3.9
S2558 15 112.0£1.0 11.1+0.0 23.3£1.1
30 106.9+8.3 12.1+0.0 24.5+3.5
1 106.5+7.8 10.3+£2.0 2.0+0.0
S2518 15 110.4+10.2 11.1£1.0 15.5£3.5
30 105.542.7 13.0+£2.6 21.0+4.2
1 109.2+1.9 13.4+0.4 25.0+7.1
D2054 15 108.7+2.7 12.2+1.4 37.0+0.0
30 110.4+2.8 12.4+0.2 38.5+2.1
1 102.4+5.8 10.6+0.6 10.5£2.1
D2014 15 104.1£0.3 10.2+0.0 30.0+0.0
30 101.5+3.4 10.6+0.3 34.5+0.7
1 97.4+2.8 10.2+0.8 24.0+0.0
D2058 15 101.0£1.8 10.0+0.2 38.5+2.1
30 100.5+1.6 9.320.1 42.5+7.8
1 107.6+0.6 10.4+0.2 26.5+2.1
D2018 15 97.3£6.9 10.4+0.0 34.0+1.4
30 99.2+1.5 9.7+0.3 35.0+2.8
1 101.9+1.1 11.3+0.2 22.0+0.0
D2554 15 99.9+0.2 10.7+0.1 26.5+3.5
30 100.9+1.9 11.0+0.5 30.5+6.4
1 108.1+2.1 12.9+0.5 3.5+2.1
D2514 15 102.8£2.5 12.0+0.2 17.0+1.4
30 106.3+1.4 12.0+0.0 18.5+2.1
1 104.548.2 11.2+1.1 14.0+£2.8
D2558 15 99.749.1 12.0+1.3 24.5+0.7
30 101.543.2 11.7+0.1 28.5+2.1
1 101.542.6 10.1£0.1 17.0+1.4
D2518 15 98.7+3.4 9.6+0.4 37.5+2.1
30 101.5+2.7 9.1+0.4 40.5+0.7
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Kefir 6rneklerinin sertlik, yapiskanlik ve serum ayrilmasi degerlerinin istatistiksel
analizi sonucunda, incelenen ana varyasyon kaynaklarindan starter kiiltiir ¢esidi ve
inkiibasyon sonlandirma pH’sinin, sertlik ve serum ayrilmasi degerleri iizerine P<0.001
diizeyinde etkili oldugu saptanmustir. Buna karsin iiretimde kullanilan starter kltiir
cesidinin Orneklerin yapiskanlik degerleri iizerine etkisinin istatistiksel olarak onemli
olmadigr goriilmiistiir. Uretimde kullanilan inkiibasyon sicakligmin 6rneklerin
yapiskanlik ve serum ayrilmasi degerleri lizerine P<0.001, sertlik degerleri lizerine ise
P<0.01 diizeyinde etkili oldugu tespit edilmistir. Ayrica 1s1l islem normunun kefir
orneklerinin sertlik, yapiskanlik ve serum ayrilmasi degerleri {lizerine etkisinin
istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 (P>0.05) saptanmistir. Depolama siiresince kefir
orneklerinin sertlik ve yapiskanlik degerlerinde 6nemli bir degisim olmadig1 (P>0.05),
depolama siiresinin serum ayrilmasi degerleri iizerine etkisinin P<(0.001 diizeyinde
onemli oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.12).
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Cizelge 4.12. Kefir 6rneklerinde liretim parametrelerine bagl olarak depolama siirecinde belirlenen sertlik, yapiskanlik ve serum ayrilmasi
degerlerine ait varyans analiz sonuglar1

Ana Varyasyon SD Sertlik Yapiskanlik Serum ayrilmasi
Kaynaklari KO F KO F KO F
Starter Kiiltiir 1 791.43 25.48" 11.13 1.81 1316.46 16.26™
Inkiibasyon Sicakligi 1 262.42 8.45™ 159.11 25.85™ 4380.75 54.09""
Sonlandirma pH’s1 1 1122.44 36.14™ 32491 52.78" 5758.25 71.10"
Isil Islem normu 1 65.24 2.10 0.38 0.06 118.15 1.46
Depolama Zamani 2 59.22 1.91 0.46 0.07 1975.51 24.39"
Hata 89 31.06 6.16 80.98

*P<0.01, ""P<0.001diizeyinde nemli



Kefir o6rneklerine ait ortalama sertlik, yapiskanlik ve serum ayrilmasi degerlerinin
Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglar1 Cizelge 4.13’de verilmistir.

Cizelge 4.13. Kefir 6rneklerinde depolama siirecinde belirlenen sertlik, yapiskanlik ve
serum ayrilmasi degerlerine ait ortalamalarin Duncan Coklu Karsilastirma
Testi sonuglar1 (X+StdH)

Sertlik Yapigkanlik Serum ayrilmasi
degeri degeri degeri
(gf) (gf) (%)
Starter Kiiltiir
;‘l‘l’f‘:;u kefir  starter 108.5%1.2 11.6%0.7 19.9%42.7
Kefir danesi 102.8°+0.7 11.0°+0.2 27.3%+1.5
Inkiibasyon Sicakhg
20°C 104.0°+0.9 10.0°+0.4 30.4+2.3
25°C 107.3%1.1 12.6'+0.4 16.9+1.7
Sonlandirma pH’s1
pH 4.4 109.1%1.1 13.1%£0.4 15.9°+1.8
pH 4.8 102.2°+0.8 9.5°+0.4 31.442.0
Isil islem Normu
90°C / 5 dakika 106.5%+1.2 11.4%+0.4 24.7%£2.0
90°C / 10 dakika 104.8%+1.0 11.2%+0.6 22.5%42 .4
Depolama Zamam
1. Giin 106.2%+1.2 11.2%+0.5 14.9°+2 .4
15. Giin 106.6*+1.6 11.2%+0.6 25.9%2.6
30. Giin 104.1%+1.0 11.4%+0.6 30.1%£2.5

Ayni siitunda farkl: harfleri tastyan degerler arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05).

Cizelge 4.13 incelendiginde, iiretimlerinde ticari kefir starter kiiltiirti kullanilarak
iretilen kefir orneklerine ait sertlik degerlerinin kefir danesi kullanilarak iiretilen kefir
orneklerinden daha yiiksek oldugu (P<0.05), 6rneklerin yapiskanlik degerleri arasinda
onemli bir farklilik olmadig1 (P>0.05) saptanmistir. Montanuci vd (2012) tarafindan
starter kiiltiir ¢esidi ve iniilin ilavesinin yagsiz ve tam yagl kefirin sertlik degerleri
iizerine etkisinin incelendigi ¢alisma sonucunda iiretimlerinde ticari kefir starter kiiltiirii
kullanilarak iiretilen yagsiz kefir 6rneklerinin sertlik degerlerinin (148.9-173.4 gf) kefir
danesi kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerine (33.7-72.4 gf) gore yiiksek oldugu tespit
edilmistir. S6z konusu ¢calismada kefir danesi kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerinin daha
diisiik sertlik degerlerine sahip olmasmin fermantasyon prosesi sonrasinda kefir
danelerinin siiziilerek ayrilmasmin kefirin jel yapisina zarar vermesinden kaynaklandigi
disiiniilmiistiir. Farkli siit ¢esidi ve starter kiiltiir cesidinin kefirin sertlik degerleri tizerine
etkisinin incelendigi farkli bir caligmada ise, inek siitiinden kefir danesi kullanilarak
iretilen kefir orneklerinin sertlik degerlerinin (36.7 gf) ticari kefir starter kiiltiirleri
kullanilarak iiretilen kefir oOrneklerine (24.5-25.5 gf) gore daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (Wszolek vd 2001). Calismamizda; iiretimlerinde ticari kefir starter kiiltiirii
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kullanilarak iiretilen 6rneklere ait sertlik degerlerinin Montanuci vd’nin (2012) buldugu
degerlerden diisiik, Wszolek vd’nin (2001) buldugu degerlerden ise yiiksek oldugu,
iretimlerinde kefir danesi kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerine ait sertlik degerlerinin
ise her iki ¢alismada elde edilen degerlerden diisiik oldugu tespit edilmistir. S6z konusu
durumun kefir 6rneklerinin tiretiminde farkli bilesime sahip siit, farkl: liretim yontemi ve
iretimlerinde kullanilan starter kiiltiir ve kefir danesindeki mikroorganizma igerigindeki
farkliliklardan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Kefir gibi fermente siit igecekleri dispers sistemler olup, dogasi gereg§i faz
ayrilmasma egilimlidir. Faz ayrilmasi, kazein misellerinin agregasyonu ve olusan protein
partikiillerinin yer ¢ekimi kuvvetinin etkisiyle icinde bulunduklar1 serumun tabanina
dogru ¢okmesi sonucu olugsmaktadir (Koksoy ve Kilic 2005). Bakteri suslar1 tarafindan
iiretilen polisakkaritlerin yogurtta su tutma kapasitesini arttirdigi; bu durumun yiiksek
molekiil agirlikli polisakkaritlerin kazein miselleri ile etkilesime girerek misellerin
birbirleri ile olan temaslarmi smirlandirmalarindan kaynaklandig: bildirilmektedir (Ozer
2006). Calisgmamizda ticari kefir starter kiiltlirii kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerine ait
serum ayrilmasi degerlerinin, kefir danesi kullanilarak {iretilenlere gore diisiik oldugu
tespit edilmis olup, s6z konusu durumun ticari kefir starter kiiltiirinde bulunan
bakterilerin kefir danesinde bulunan bakterilere gore daha yiiksek diizeyde
ekzopolisakkarit (EPS) tretebilme 0Ozelligine sahip olmasindan kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Calisma sonunda elde edilen veriler, liretimlerinde ticari kefir starter
kiiltiirli kullanilarak {iretilen kefir 6rneklerinin serum ayrilmasi degerlerinin, kefir danesi
kullanilarak tiretilenlere gore diisiik oldugunu gosteren diger arastirmalar (Ender 2009,
Montanuci vd 2012) ile de uyum gostermektedir.

Farkli sicakliklarda inkiibe edilen kefir 6rneklerinin ortalama sertlik, yapiskanlik
ve serum ayrilmasi degerleri arasinda istatistiksel agidan 6nemli bir farklilik oldugu; 25°C
inkiibasyon sicakliginda iiretilen kefir 6rneklerine ait sertlik ve yapiskanlik degerlerinin,
20°C inkiibasyon sicakliginda iiretilen kefir 6rneklerine gore yiliksek, serum ayrilmasi
degerlerinin ise diisiik oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.13). Bensmira ve Jiang (2012)
tarafindan yapilan bir ¢aligsma sonucunda, inkiibasyon sicaklig1 arttik¢a kefir 6rneklerinin
sertlik degerlerinin arttig1 belirlenmistir. Ayni1 arastirmacilar tarafindan yapilan bir bagka
calismada, kefir iiretiminde kullanilan inkiibasyon sicakligi arttikca tiretilen kefir
orneklerine ait EPS degerlerinin de arttig1 tespit edilmistir (Bensmira vd 2010). Kili¢ vd
(2000b) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise EPS iiretebilen starter kiiltiirlerle yapilan
yogurtlarda EPS olusturmayan starter kiiltiirle yapilan yogurtlara nazaran daha iyi bir
dokunun olustugu tespit edilmistir. Caligmamizda, kefir {iretiminde kullanilan
inkiibasyon sicakliginin artmasi ile birlikte bakteri suslarnin metabolik aktivitesinin,
dolayis1 ile de EPS iiretebilme yeteneginin arttigi ve artan EPS miktar1 ile kefir
orneklerinin sertlik ve yapiskanlik degerlerinin arttig1 degerlendirilmistir.

Bensmira ve Jiang (2012) farkli inkiibasyon sicakliklarmnimn (20, 24, 28 ve 32°C)
kefirin tekstiirel ve reolojik oOzellikleri {izerine etkisini inceledikleri calismalar
sonucunda; inkiibasyon sicakligmin kefir orneklerinin su tutma kapasitesi lizerinde
onemli bir etkisinin olmadigini, ancak 20°C’de inkiibe edilen kefir 6rneklerindeki serum
ayrilmast degerlerinin 32°C’de inkiibe edilenlere gore daha diisiik oldugunu
belirlemislerdir. S6z konusu calismanin aksine, calismamizda yiiksek inkiibasyon
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sicakliginda tretilen kefir 6rneklerinde serum ayrilmasi degerlerinin daha diisiik oldugu
tespit edilmistir (Cizelge 4.13).

Inkiibasyon sonlandirma pH’s1 son iiriiniin tekstiirel ve reolojik 6zellikleri iizerinde
etkili olan bir diger parametredir (Ozer 2006). Calismamizda; iiretimlerinde inkiibasyon
sonlandirma pH’s1 olarak pH 4.8 secilen drneklere ait sertlik ve yapiskanlik degerlerinin,
iiretimlerinde inkiibasyon sonlandirma pH’s1 olarak pH 4.4 secilen 6rneklere gore diisiik,
serum ayrilmast degerlerinin ise daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.13).
Literatiirde, yogurtlarin pH degeri diistiik¢e su tutma kapasitesinin arttig1 bildirilmektedir
(Ozer 2006).

Kesenkas vd (2011) farkl siit (inek, soya ve bu iki siitliin farkli oranlardaki
karisimlar1) ve starter kiiltiir ¢esidi (kefir danesi ve ticari kefir kiiltiirti) kullanarak
urettikleri kefir 6rneklerinde depolama siiresince serum ayrilmasi degerlerinin arttigini
tespit etmislerdir. Ender (2009) tarafindan yapilan ¢alismada ise; depolama siiresince
serum ayrilmasi degerlerinin kefir danesi kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerinde arttigi,
ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak iiretilenlerde ise degismedigi belirlenmistir. Ayrica
yapilan bir bagka calismada serum ayrilmasi degerlerinin kefir danesi kullanilarak
iiretilen yagsiz kefir orneklerinde depolama siiresince arttigi, buna karsin ticari kefir
starter kiiltiirii kullanilarak tretilenlerde azaldig: tespit edilmistir (Montanuci vd 2012).
Calismamizda ise depolama siiresince hem kefir danesi hem de ticari kefir starter kiiltiirii
kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerinde serum ayrilmasi degerlerinin arttigi, bu artigin
depolamanin ilk 15. giiniinde istatistiksel olarak énemli oldugu (P<0.05); ancak serum
ayrilmasi degerlerinde depolamanin 15. ve 30. giinleri arasindaki artigin istatistiksel
olarak 6nemli olmadigi (P>0.05) saptanmistir (Cizelge 4.13).

4.3. Kefir Orneklerinin Reolojik Analiz Sonuclari

Reolojik 6zellikler kuvvet ve deformasyonun, zamanin bir fonksiyonu olarak
Olgiilmesi ile belirlenmektedir. Gida endiistrisinde reolojik verilere pompa, ekstriider,
karistirici, kaplama makinasi, 1s1 degistirici ve homojenizatdr gibi ekipmanlarin veya bu
ekipmanlarla ilgili proseslerin tasarimi i¢in gerekli olan mithendislik hesaplamalarinda,
iriin gelistirmede bilesen fonksiyonlarmmin belirlenmesinde, ara ve son {irlin kalite
kontroliinde, raf omrii testlerinde, duyusal verilerle iliskili olarak gida yapismin
degerlendirilmesinde ihtiya¢ duyulmaktadir (Icier vd 2008).

Farkli iiretim parametreleri kullanilarak iiretilen kefir Orneklerinin goriiniir
viskozite degerleri ile depolama siiresince bu degerlerde meydana gelen degisimler
Cizelge 4.14 ve Sekil 4.6’da sunulmustur. Kefir orneklerine ait ortalama goriiniir
viskozite degerlerinin depolamanin ilk giiniinde 46.0 ile 194.4 mPa.s, depolamanin 30.
giinlinde ise 65.3 ile 260.9 mPa.s arasinda degistigi tespit edilmistir. Ayrica Cizelge 4.14
incelendiginde, goriiniir viskozite bakimindan en yiiksek degerlere iiretimlerinde 90°C’de
10 dakika 1s1l islem normu ve ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak 25°C inkiibasyon
sicakliginda ve pH 4.4 inkiibasyon sonlandirma pH’sinda iiretilen kefir 6rneklerinin sahip
oldugu goriilmektedir. Genel olarak; iiretimlerinde ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak
iretilen orneklerin goriiniir viskozite degerlerinin, kefir danesi kullanilarak iiretilenlere
kiyasla yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica depolama siiresince 6rneklerin goriiniir
viskozite degerlerinin arttig1 saptanmistir.
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Cizelge 4.14. Kefir 6rneklerine ait ortalama goriiniir viskozite degerleri (X£StdS)

Uriin gesidi Depolama siiresi Gortiniir viskozite degeri
(giin) (mPa.s)
1 124.2+4.5
S2054 15 147.5+4.4
30 157.443.6
1 173.3+1.8
S2014 15 208.0+1.3
30 216.4+5.0
1 77.1+1.8
S2058 15 90.4+4.9
30 104.6+0.9
1 80.6+2.1
S2018 15 89.0+0.2
30 115.3+1.3
1 170.5+1.2
S2554 15 206.3+6.4
30 212.4+4.7
1 194.4+8.1
S2514 15 232.949.9
30 260.947.1
1 84.7+4.8
S2558 15 116.9+6.3
30 151.9+0.5
1 104.8+1.4
S2518 15 118.7+1.2
30 168.7+2.8
1 52.8+0.4
D2054 15 64.1+0.8
30 76.4+1.0
1 64.0+1.6
D2014 15 72.2+0.9
30 78.0£3.0
1 46.0+2.4
D2058 15 54.6+0.9
30 65.3+0.8
1 53.8+1.8
D2018 15 59.4+0.7
30 69.5+0.8
1 66.4+1.8
D2554 15 73.1£3.7
30 77.0+£2.3
1 83.7+1.1
D2514 15 87.3+£2.2
30 90.0£3.0
1 60.9+0.4
D2558 15 64.6+0.7
30 68.7+0.4
1 73.4+1.8
D2518 15 76.1£0.6
30 78.8+1.8

84



¢8

300
250

200

S2054 S2014 S2058 S2018 S2554 S2514 S2558 S2518 D2054 D2014 D2058 D2018 D2554 D2514 D2558 D2518

15

(=)

10

(=}

Goriiniir viskozite (mPa.s)

(2]
(e}

I
LRI RRRYY

Uriin cesidi

Sekil 4.6. Kefir drneklerine ait ortalama goriiniir viskozite degerleri

M. giin
M 15. giin
m30. giin



Kefir orneklerinde iiretim parametrelerine bagli olarak depolama siiresince
belirlenen goriiniir viskozite degerleri istatistiksel agidan degerlendirilmis ve sonuglar
Cizelge 4.15’te verilmistir. Varyans analizi sonuglar1 incelendiginde, 6rneklerin goriintir
viskozite degerleri lizerine incelenen tiim ana varyasyon kaynaklarinin (starter kiiltiir
cesidi, inkiibasyon sicakligi, inkiibasyon sonlandirma pH’si, 1sil islem normu ve
depolama zamani) P<(0.001 diizeyinde etkili oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.15. Kefir 6rneklerinde iiretim parametrelerine bagli olarak depolama siirecinde
belirlenen goriiniir viskozite degerlerine ait varyans analiz sonuglar1

Goriiniir viskozite degeri

Ana Varyasyon Kaynaklari

SD KO F
Starter Kiiltiir 1 158551.27 271.08"
Inkiibasyon Sicaklig 1 14181.48 24.25™
Sonlandirma pH’s1 1 51824.27 88.61°"
Isil Islem normu 1 7907.96 13.527
Depolama Zamani 2 7229.92 12.36™

Hata &9 584.89

**% P<0.001diizeyinde 6nemli

Kefir orneklerine ait ortalama goriiniir viskozite degerlerinin Duncan Coklu
Karsilastirma Testi sonuglar1 Cizelge 4.16°da verilmistir. Uretimlerinde ticari kefir starter
kiiltiirii kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerine ait goriiniir viskozite degerlerinin, kefir
danesi kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerine gore yiiksek oldugu (P<0.05) saptanmustir.
Starter kiiltiirde yer alan bakteri suslari tarafindan iretilen polisakkaritlerin yogurtta
viskozite ve su tutma kapasitesini arttirdigr ve bu durumun yiiksek molekiil agirlikli
polisakkarit materyallerin kazein miselleri ile olan temaslarini sinirlandirmalarindan
kaynaklandig1 bildirilmektedir (Ozer 2006). Calismamizda kullanilan ticari kefir starter
kiiltiirtindeki bakteriyel suslarin daha etkin EPS iiretebilme 6zelligine sahip olmasi, bu
orneklerin kefir danesi kullanilarak tretilen kefir 6rneklerine gore daha ytliksek goriiniir
viskozite degerlerine sahip olmasinin bir agiklamasi olabilecegi degerlendirilmistir.
Literatiirde ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak tretilen kefir 6rneklerinin viskozite
degerlerinin kefir danesi kullanilarak {iretilenlere kiyasla yiiksek oldugunu belirleyen
arastirmalar (Beshkova 2002, Ender 2009, K6k-Tas vd 2013) bulunmaktadir.

Farkli sicakliklarda inkiibe edilen kefir 6rneklerinin ortalama goriiniir viskozite
degerleri arasinda istatistiksel acidan onemli bir farklilik oldugu ve kefir iiretiminde
kullanilan inkiibasyon sicaklig1 arttikca iiretilen kefir 6rneklerine ait ortalama goriiniir
viskozite degerlerinin arttig1 saptanmustir (Cizelge 4.16). Fermantasyon sicakliginin set
ve pihtis1 pargalanmis yogurdun reolojik Ozellikleri {izerine etkisinin incelendigi bir
calismada, yiliksek sicakliklarda yapilan fermantasyonun yogurtta daha giigli jel
olusumunu sagladig1 ve dolayisiyla da viskoziteyi arttirdigi tespit edilmistir (Haque vd
2001). Kefir danesi kullanilarak iiretilen kefirin reolojik 6zellikleri {izerine inkiibasyon
sicakliginin (20, 25 ve 30°C) etkisinin incelendigi bir calisma sonucunda; inkiibasyon
sicakliginin kefir drneklerinin goriiniir viskozite degerleri iizerinde etkili oldugu ve
25°C’de inkiibe edilen 6rneklerin goriiniir viskozite degerlerinin 20°C’de {iiretilenlere
gore yiiksek oldugu tespit edilmistir. S6z konusu ¢alismada, inkiibasyon sicakliginin
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orneklerin viskozite degerleri lizerindeki etkisinin, kefirdeki polisakkarit yap1 (kefiran)
ile ilgili olabilecegi degerlendirilmistir. Arastirmacilar iiretimde inkiibasyon sicakligi
olarak 25°C’nin kullanmilmasinm, diger inkiibasyon sicakliklarina nazaran kefiran
iretimini dolayisiyla da kefirde goOriniir viskozite degerlerini arttirdigr sonucuna
varmiglardir (Dimitreli ve Antoniou 2011).

Cizelge 4.16. Kefir orneklerinde depolama siirecinde belirlenen goriiniir viskozite
degerlerine ait ortalamalarin Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

(X£StdH)
Goriiniir viskozite degeri
(mPa.s)
Starter Kiiltiir
Ticari kefir starter kiiltiiri 150.27°+7.73
Kefir danesi 68.99°+1.60
Inkiibasyon Sicakhg
20°C 97.47°+7.02
25°C 121.78°+8.78
Sonlandirma pH’s1
pH 4.4 132.86%+9.50
pH 4.8 86.39°+4.38
Isil islem Normu
90°C / 5 dakika 100.55°+7.01
90°C / 10 dakika 118.70°+8.94
Depolama Zamam
1. Giin 94.38°48.13
15. Giin 110.05°+10.11
30. Giin 124.44*+£10.89

Ayni siitunda farkl: harfleri tastyan degerler arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05).

Inkiibasyon sonlandirma pH’s1 son iiriiniin reolojik 6zellikleri {izerinde etkili olan
diger bir parametredir (Ozer 2006). Calismamizda farkli inkiibasyon sonlandirma
pH’larinin kefir orneklerinin ortalama goriiniir viskozite degerleri arasinda istatistiksel
acidan Onemli bir farklilik olusturdugu, kefir iretiminde kullanilan inkiibasyon
sonlandirma pH’s1 diistiikk¢e iiretilen kefir 6rneklerine ait ortalama goriiniir viskozite
degerlerinin arttig1 tespit edilmistir. Uretiminde inkiibasyonun pH 4.4-4.2 araliginda
sonlandirilmas: sonucunda yogurt drneklerinde daha yiliksek viskozite elde edildigi, pH
4.8-4.7 araliginda inkiibasyonu sonlandirilan yogurtlarda ise viskozite degerinin 6nemli
olciide azaldig bildirilmektedir (Ozer 2006).

Uretimde kullanilan 1s1l islem normlarmin kefir drneklerinin goriiniir viskozite
degerleri iizerine etkisi karsilastirildiginda, 90°C’de 10 dakika 1s1l isleme tabi tutulan
stitten tiretilen kefir 6rneklerinin goriiniir viskozite degerlerinin, 90°C’de 5 dakika 1s1l
islem uygulanan siitten iiretilen kefir Orneklerine gore daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Ayrica kefir 6rneklerinin ortalama goriiniir viskozite degerlerinin depolama
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siiresince arttig1 ve bu artisin istatistiksel olarak 6nemli oldugu (P<0.05), 4°C’de 30 giin
depolanan kefir 6rneklerinin ise en yiiksek ortalama goriiniir viskozite degerlerine sahip
oldugu belirlenmistir. Literatiirde kefir Orneklerinde depolama siiresince goriiniir
viskozite degerlerinin arttigin1 gosteren ¢caligmalar (Beshkova 2002, Ender 2009, Sady vd
2009) oldugu gibi depolama siiresince goriiniir viskozite degerlerinin degismedigini
(Ertekin ve Guzel-Seydim 2010) ya da azaldigini (Garrote vd 1998, Irigoyen vd 2005,
Tratnik vd 2006, Magra vd 2012) ortaya koyan calismalar da bulunmaktadir. Kefir
orneklerinin goriiniir viskozite degerlerinde ortaya ¢ikan farkliliklarin kefir iiretiminde
kullanilan siitiin bilesiminden ve farkli iiretim parametrelerinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir.

Kefirin reolojik davranisi, fermantasyon siiresince metabolit olusumu ile birlikte
son lirtin kalitesini ve kefirin tiiketici tarafindan kabul edilebilirligini etkiledigi i¢cin 6nem
tasimaktadir. Kefir iiretiminde kullanilan siitiin ¢esidi ve bilesiminin, starter kiiltiir
cesidinin, inkiibasyon sicakligi ve siiresinin, 1si1l islem normunun ve depolama
kosullarmmin kefirin reolojik 6zelliklerini etkiledigi bildirilmektedir (Magra vd 2012,
Dimitreli vd 2013).

Calismamizda yapilan reolojik dlglimler sonucunda, kefir drneklerinin reolojik
ozelliklerine ait sonuglara Herschel-Bulkey modeli uygulandiginda elde edilen regresyon
kaysayilarmin (0.62-0.88), Power Law modeli uygulandiginda elde edilen regresyon
katsayilarma gore diislik oldugu, dolayisi ile verilerin degerlendirilmesinde Power Law
modelinin (Esitlik 3.1) kullanilmasmin uygun olacagi degerlendirilmistir. Power law
modeli icin elde edilen regresyon katsayilari 0.89 ile 0.99 arasinda degiskenlik
gostermistir (Cizelge 4.17). S6z konusu model, literatiirde bir¢cok arastirmaci tarafindan
da kefirin akis karakteristiklerinin belirlenmesinde kullanilmistir (Ertekin ve Guzel-
Seydim 2010, Dimitreli ve Antoniou 2011, Magra vd 2012, Dimitreli vd 2013, Kok-Tas
vd 2013).

Power Law Model’e gore;
T=K.y" (3.1)

T = Kayma gerilmesi

K = Kivam katsaysisi

vy = Kayma (deformasyon) hizi
n = Akig davranis indeksi

Kefir orneklerinin reolojik Slgiimlerine ait ¢ikis ve inis egrilerindeki kayma
gerilimi ve kayma hizi degerlerine Power Law modeli uygulanmis ve elde edilen
sonuglar Cizelge 4.17°de sunulmustur.

Akis davranis indeksi (n); Newton tipi akis tipinde n=1 iken, Newton tipi
olmayan akis tipinde n>1 ise dilatant akis tipi, n<l ise pseudoplastik akis tipi olarak
degerlendirilmektedir (Peker ve Helvac1 2003). Calismamizda farkli iiretim
parametreleri kullanilarak iiretilen kefir Orneklerinin akis davranis indeksi (n)
degerlerinin 0.25 ile 0.34 arasinda degistigi tespit edilmistir (Cizelge 4.17). Power Law
modeline gore n<l oldugundan, farkl iiretim parametreleri kullanilarak {iretilen kefir
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orneklerinin depolama siiresince Newton tipi olmayan pseudoplastik akis davranisi
gosterdigi belirlenmistir.

a) T b) 1
A A

-'\i,r -\:rp

Sekil 4.7. Pseudoplastik akis davranigina ait a) kayma gerilimi-kayma hizi b) goriiniir
viskozite-kayma hizi reogramlari
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Cizelge 4.17. Kefir 6rneklerinin Power Law modeline gore reolojik 6zellikleri (X£StdS)

Akis
- Depolama Kivam davrani Tiksotropi
Urlin ¢esidi epoan katsayisi . S R? 1 p
stiresi (giin) N indeksi (Pa.s™)
(mPa.s") (n)
1 1217.1+£218.9 0.24+0.00 0.98+0.00 437.6+18.2
S2054 15 1571.7+£101.2 0.23+0.00 0.98+0.00 509.6+2.2
30 1682.8+17.2 0.21+0.00 0.98+0.00 541.6x1.7
1 1780.5+£9.4 0.22+0.01 0.99+0.00 467.5+15.5
S2014 15 1909.1+£23.3 0.20+0.00 0.99+0.00 524.6£2.2
30 2090.5+£95.2 0.18+0.00 0.99+0.00 552.5+17.1
1 1000.0+0.0 0.29+0.02 0.90+0.08 314.6+4.0
S2058 15 1000.0+0.0 0.29+0.02 0.91+0.04 334.7+14.5
30 1000.0+0.0 0.28+0.00 0.94+0.04 375.4+1.3
1 1011.7+16.5 0.20+0.00 0.97+£0.02 346.8+40.3
S2018 15 1027.1+£38.3 0.20+0.01 0.95+0.01 372.9+£21.9
30 1034.5+48.7 0.18+0.01 0.96+0.00 388.9+41.8
1 1478.9+43.1 0.19+0.01 0.99+0.00 564.0+12.1
S2554 15 1607.1+£67.0 0.17+0.01 0.98+0.02 623.9+4.4
30 1807.8+103.6 0.14+0.02 0.98+0.01 648.8+2.5
1 1637.7+£67.5 0.16+0.01 0.99+0.00 630.6+14.2
S2514 15 2157.7£257.8 0.14+0.01 0.99+0.00 677.0£35.0
30 2484 .8+88.5 0.13+0.01 0.99+0.00 723.7+£22.5
1 1011.7+16.5 0.27+0.00 0.96+0.00 432.6+5.9
S2558 15 1065.2+49.2 0.23+0.00 0.97+0.01 458.5+18.9
30 1225.4+70.9 0.21+0.01 0.97+0.01 492.2+4.0
1 1067.1+£24.0 0.20+0.00 0.98+0.00 490.3+13.9
S2518 15 1597.2+136.2 0.18+0.02 0.98+0.00 560.8+36.1
30 1679.3491.4 0.15+0.00 0.99+0.00 642.4+6.2
1 1000.0+0.0 0.24+0.00 0.94+0.06 312.4+17.0
D2054 15 1000.0+0.0 0.23+0.00 0.94+0.05 389.7+15.7
30 1000.0+0.0 0.21+0.00 0.94+0.06 414.1+£3.2
1 1000.0+0.0 0.23+0.01 0.95+0.03 454.1+21.7
D2014 15 1000.0+0.0 0.21£0.01 0.93+0.04 478.6x£11.7
30 1000.0+0.0 0.19+0.01 0.92+0.05 561.9+£32.0
1 1000.0+0.0 0.34+0.01 0.92+0.01 266.1+21.4
D2058 15 1000.0+0.0 0.33+0.00 0.92+0.00 322.4+9.8
30 1000.0+0.0 0.30+0.01 0.92+0.01 341.249.0
1 1000.0+0.0 0.25+0.00 0.89+0.04 392.7+26.4
D2018 15 1000.0+0.0 0.22+0.02 0.91+0.01 466.2+3.7
30 1000.0+0.0 0.21£0.01 0.90+0.02 519.9+12.1
1 1000.0+0.0 0.24+0.01 0.93+0.03 352.8+6.3
D2554 15 1000.0+0.0 0.20+0.03 0.90+0.07 441.5+17.8
30 1000.0+0.0 0.17+0.05 0.90+0.06 530.5+22.2
1 1000.0+0.0 0.17+0.01 0.98+0.00 460.6+22.9
D2514 15 1000.0+0.0 0.15+0.01 0.98+0.00 533.1£10.6
30 1000.0+0.0 0.12+0.01 0.98+0.01 652.7£3.9
1 1000.0+0.0 0.31£0.06 0.96+0.02 318.2+38.0
D2558 15 1000.0+0.0 0.26+0.01 0.96+0.02 355.1+44.3
30 1000.0+0.0 0.25+0.01 0.97+0.02 469.8+2.8
1 1000.0+0.0 0.24+0.01 0.92+0.04 405.0£3.7
D2518 15 1000.0+0.0 0.20+0.03 0.92+0.03 447.9£1.5
30 1000.0+0.0 0.18+0.03 0.91+0.04 458.249.2

90



Farkli tiretim parametreleri kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerine ait tipik kayma
gerilimi-kayma hizi reogramlar1 Sekil 4.9a ve 4.9b’de sunulmustur. S6z konusu sekiller
incelendiginde ticari kefir starter kiiltlirii kullanilarak tretilen kefir 6rneklerinin, kefir
danesi kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerine gore kayma hizinin bir fonksiyonu olarak
daha yiiksek kayma gerilimi degerlerine sahip oldugu goriilmektedir. S6z konusu
sekillerdeki kayma gerilimi-kayma hizi reogramlarmma gore Orneklerin akis davranisi
incelendiginde ise, kefir drneklerinin Sekil 4.7°de gosterilen pseudoplastik akis tipine
benzer akis davranisi gdsterdigi belirlenmistir. Baska bir deyisle, kefir 6rneklerinde artan
kayma hizi ile birlikte partikiil deformasyonu artmistir. Bununla birlikte Sekil 4.10a ve
4.10b’de kayma hizinin artis1 ile birlikte kefir orneklerinin goriiniir viskozite (1)
degerlerininin azaldig1 goriilmektedir. Elde edilen tiim bu verilere dayanarak,
calismamizda farkli iiretim parametreleri kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerinin Newton
tipt olmayan pseudoplastik akis davranisi ve zamana baglh olarak da tiksotropik akis
gosterdigi sonucuna varilmastir.

Proses asamalarinda deformasyona maruz kalan gida materyalinde partikiil veya
molekiiller arasindaki baglarin kopmasi sonucunda molekiiller arasi dizilimin degigsmesi
ile akisa kars1 gosterilen direng azalmakta olup gida materyalinde yapisal degisimler
meydana gelmektedir. Akiskanda meydana gelen s6z konusu yapisal degisimi
aciklayabilmek adma diger tiim reolojik 6zelliklerde oldugu kadar tiksotropi terimi de
onemlidir. Tiksotropi, akigkanin yapisindaki partikiil veya molekiiller arasindaki baglarin
koparilmast i¢in birim hacme verilmesi gereken enerjidir (Igier vd 2008). Calismamizda
kefir orneklerinin tiksotropi degerleri ¢ikis ve inis egrilerinin arasinda kalan histerez
dongiisii alaninin hesaplanmasi ile bulunmustur (Sekil 4.8). Cizelge 4.17°de gorildigi
iizere kefir orneklerinin tiksotropi degerleri depolama siiresince 266.1-723.7 Pa.s’
arasinda degismektedir.

1000 ~

100 -

Histerez

Kayma gerilimi (Pa)

-1
10 - (A, Pa.§ )
1 1 1 1
0.001 0.1 10 1000

Kayma hiz1 (1/s)

Sekil 4.8. Tiksotropi reogrami
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Fermente i¢eceklerde yiiksek konsistens indeksi ve pseudoplastikligin duyusal
olarak kabul edilebilirliginin daha yiliksek oldugu bildirilmektedir (Ertekin 2008).
Orneklerin reolojik dlciimlerine ait ¢ikis ve inis egrilerindeki kayma gerilimi ve kayma
hiz1 degerlerine Power Law modeli uygulanmas: ile elde edilen kivam katsayisi
degerlerinin depolamanin ilk giiniinde 1000.0 ile 1780.5 mPa.s", depolamanin 30.
giintinde 1se 1000.0 ile 2484.8 arasinda degistigi tespit edilmistir. Genel olarak; starter
kiiltiir kullanilarak {tretilen Orneklere ait kivam katsayisi degerlerinin, ticari kefir
kullanilarak tiretilen 6rneklere gore yiiksek oldugu belirlenmistir.
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Reolojik Olglimlerin istatistiksel olarak degerlendirmesi sonucunda, kefir
orneklerinin kivam katsayis1 degerleri iizerine incelenen ana varyasyon kaynaklarindan
starter kiiltiir ¢cesidi, inkiibasyon sonlandirma pH’s1 ve depolamanin P<0.001, 1s1l islem
normunun P<0.0l, inkiibasyon sicaklignin ise P<0.05 diizeyinde etkili oldugu
saptanmustir. Orneklerin akis davranis indeksi ve tiksotropi degerleri iizerine incelenen
tiim ana varyasyon kaynaklarmin (starter kiiltlir ¢esidi, inkiibasyon sicakligi, inkiibasyon
sonlandirma pH’s1, 1s1l islem normu ve depolama zamani) P<0.00! diizeyinde etkili
oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.18).
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Cizelge 4.18. Kefir 6rneklerinde tiretim parametrelerine bagli olarak depolama siirecinde belirlenen kivam katsayisi, akis davranig indeksi ve

tiksotropi degerlerine ait varyans analiz sonuglari

Ana Varyasyon SD Kivam katsayisi Akis davranis indeksi Tiksotropi
Kaynaklar KO F KO F KO F
Starter Kiiltiir 1 5174786.05 90.15™ 0.015 31.75™ 130115.25 56.27""
Inkiibasyon Sicakligi 1 259422.83 4.52" 0.05 98.40"" 217531.05 94.07"
Sonlandirma pH’s1 1 2474541.10 43.117° 0.06 130.18™ 262651.65 113.58™
Isil Islem normu 1 604607.33 10.53" 0.08 159.28" 160356.71 69.34™
Depolama Zamani 2 249588.13 435" 0.01 29.66" 86942.72 37.60™"
Hata 89 57399.56 0.00 2312.48

*P<0.05, ™ P<0.01, ™" P<0.001 diizeyinde énemli



Kefir drneklerinde belirlenen kivam katsayisi, akis davranis indeksi ve tiksotropi
degerlerinin Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuclar1 Cizelge 4.19°da verilmistir.

Cizelge 4.19. Kefir orneklerinde depolama siirecinde belirlenen kivam katsayisi, akis
davranis indeksi ve tiksotropi degerlerine ait ortalamalarin Duncan Coklu
Karsilastirma Testi sonuglar1 (X+StdH)

Kivam katsayisi Akis davranig Tiksotropi
(mPa.s") indeksi (Pa.s™)

Starter Kiiltiir
;‘l‘l’f‘:;ukeﬁr starter 1464.3%£63.0 0.20%0.01 504.7%16.7
Kefir danesi 1000.0°+0.0 0.23%+0.01 431.0°+13.2
Inkiibasyon Sicakhg
20°C 1180.2%+49.1 0.24*£0.01 420.2°+12.5
25°C 1284.2°461.1 0.19°+0.01 515.4+16.0
Sonlandirma pH’s1
pH 4.4 1392.7°466.9 0.19°+0.01 520.1°+15.1
pH 4.8 1071.6"+£26.2 0.24°+0.01 415.5°+12.9
Isil islem Normu
90°C / 5 dakika 1152.8°+38.0 0.24"+0.01 427.0°15.0
90°C / 10 dakika 1311.5%67.5 0.19°+£0.01 508.7£14.6
Depolama Zamam
1. Giin 1137.8°+45 4 0.24°+0.01 415.4°¢17.2
15. Giin 1245.9"468.2 0.22°+0.01 468.5°+17.8
30. Giin 1312.8%+83.8 0.19%0.01 519.6*+19.3

Ayni siitunda farkl: harfleri tastyan degerler arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05).

Cizelge 4.19 incelendiginde ticari kefir starter kiiltiiri kullanilarak iiretilen kefir
orneklerinde belirlenen kivam katsayis1 ve tiksotropi degerlerinin, kefir danesi
kullanilarak tretilen kefir 6rneklerine gore yiiksek oldugu (P<0.05) bulunmustur. Ticari
kefir starter kiiltiirii kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerinin kivam katsayis1 degerlerinin,
kefir danesi kullanilarak iiretilen kefir o6rneklerine gore yiiksek olmasinin ticari kefir
starter kiltiirlinde bulunan bakterilerin daha fazla EPS iiretebilme yetenegine sahip
olmas1 ile ilgili olabilecegi degerlendirilmistir. Ayrica ticari kefir starter kiiltliri
kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerinin kefir danesi ile iiretilenlere gore daha yiiksek
goriinlir viskozite degerlerine sahip olmasi, s6z konusu Orneklerin kefir danesi
kullanilarak {tretilen orneklere gore daha yiiksek kivam katsayisi degerlerine sahip
olmasinin bir agiklamasi olabilir. Akis davranis indeksi, akigkanlarin Newton tipi akis
davranisa yonelik egilimini gosteren bir parametredir (Dimitreli vd 2013). Calismamizda
ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerinde belirlenen akis davranis
indeksi degerlerinin, kefir danesi kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerine kiyasla diisiik
oldugu (P<0.05) tespit edilmistir. Bu durum ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak
dretilen kefir Orneklerinin, kefir danesi kullamilarak firetilen kefir orneklerine gore
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Newton tipi davranisa yonelik egiliminin az oldugu; dolayisiyla da pseudoplastik
davranis egilimi gosterdigi seklinde degerlendirilmistir.

Inkiibasyon sicaklig1 olarak 20°C segilen kefir drneklerinin akis davranis indeksi
degerlerinin, 25°C inkiibasyon sicakliginda iiretilen orneklere gore yiiksek; tiksotropi
degerlerinin ise diisiik oldugu (P<0.05) belirlenmistir (Cizelge 4.19). Inkiibasyon
sicakligr olarak 25°C secilen Orneklerin akis davranis indeksi degerlerinin 20°C
inkiibasyon sicakliginda iiretilen Orneklere goére diisiik olmasi, 25°C inkiibasyon
sicakliginda iiretilen 6rneklerin, 20°C’de {iretilenlere nazaran pseudoplastik davranisa
yonelik egilimlerinin fazla oldugu seklinde agiklanabilecegi degerlendirilmistir.
Inkiibasyon sicakliginim (20, 25 ve 30°C) kefir danesi kullanilarak iiretilen kefirin reolojik
ozellikleri lizerine etkisinin incelendigi bir ¢alisma sonucunda, 20 ve 25°C’de inkiibe
edilen kefir drneklerinin akis davranis indeks degerleri arasinda belirgin bir farklilik
olmadigi, 30°C’de inkiibe edilen 6rneklerin ise 20 ve 25°C’de inkiibe edilen 6rneklere
kiyasla daha yiiksek akis davranis indeks degerlerine sahip oldugu saptanmistir (Dimitreli
ve Antoniou 2011). Haque vd (2001) inkiibasyon sicakligindaki artis ile yogurtta reolojik
ozelliklerin sistematik olarak iyilestigini belirlemis olup, bu durumun kazein molekiilleri
arasindaki hidrofobik etkilesimlerde meydana gelen artistan kaynaklandigi belirtilmistir.
Calismamizda da benzer sekilde inkiibasyon sicakligmin artis1 ile birlikte kefir
orneklerinde molekiiller arasi daha giiclii baglarin olustugu; dolayisiyla s6z konusu
baglarin koparilmasi i¢in daha yiiksek enerjiye gereksinim duyuldugu muhtemeldir.

Uretimlerinde inkiibasyon sonlandirma pH’s1 olarak pH 4.8 secilen drneklerin
akis davranig indeksi degerlerinin, inkiibasyon sonlandirma pH’s1 olarak pH 4.4 secilen
orneklere gore yiiksek oldugu (P<0.05) tespit edilmistir (Cizelge 4.19). Uretimlerde
kullanilan inkiibasyon sonlandirma pH’s1 diistiikge 6rneklere ait tiksotropi degerlerinin
arttig1 saptanmistir. Isil islem normu olarak 90°C’de 10 dakika secilerek tiretilen kefir
orneklerinde belirlenen kivam katsayist ve tiksotropi degerlerinin, 90°C’de 5 dakika
secilerek iiretilen kefir 6rneklerine gore yiiksek, akis davranis indeksi degerlerinin ise
diisik oldugu bulunmustur. Depolama siiresince kefir Orneklerinde belirlenen akis
davranis indeksi degerlerinin azaldigi, kivam katsayis1 ve tiksotropi degerlerinin ise
artt1g1 tespit edilmistir. Ancak ortalama kivam katsayis1 degerleri arasindaki farkliligin
depolamanin 1. ve 15. giinleri ile 15. ve 30. giinleri arasinda istatistiksel olarak énemli
olmadigi (P>0.05) saptanmustir.

Uretimde kullanilan starter kiiltiir ¢esidinin kefirin reolojik 6zellikleri iizerine
etkisinin incelendigi bir ¢alismada, kefir 6rneklerinin Power Law modele gore depolama
siiresince Newton tipi olmayan pseudoplastik akis davranis1 gosterdigi tespit edilmistir.
Ayrica s0z konusu ¢aligmada kefir 6rneklerinin zamana bagli olarak tiksotropik akis
gosterdigi belirlenmistir. Uretimde kullanilan starter kiiltiir ¢cesidinin pseudoplastik akis
davranisini etkilemedigi; ancak ticari kefir starter kiltiirii kullanilarak {iretilen kefir
orneklerinin kefir danesi kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerine gore kayma hizinin bir
fonksiyonu olarak daha yiiksek kayma gerilimi degerlerine sahip oldugu saptanmstir.
(Kok-Tas vd 2013). Calismamizda da benzer sekilde iiretimde kullanilan starter kiiltiir
cesidinin akis davrasini etkilemedigi ve ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak iiretilen
kefir 6rneklerinin kefir danesi kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerine gore kayma hizinin
bir fonksiyonu olarak daha yiliksek kayma gerilimi degerlerlerine sahip oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.9a ve 4.9b).
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Kefirin reolojik 6zellikleri iizerine 1sil islem ve peyniralti suyu konsantrati
ilavesinin etkisinin incelendigi bir ¢calismada, siite farkli oranlarda (%0, %1, %3 ve %5
(w/w)) peyniralt1 suyu konsantratlar1 1s1l islemden 6nce ve sonra olacak sekilde ilave
edilmistir. Calisma sonucunda, kefir 6rneklerinin Power Law modele gére Newton tipi
olmayan pseudoplastik akis davranig1 gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica artan peyniralti
suyu konsantrati konsantrasyonu ile birlikte kefir 6rneklerinin goriiniir viskozite ve kivam
indeks degerlerinin arttig1, akis davranis indeksi degerlerinin ise azaldig1 belirlenmistir.
Denatiire peyniralt1 suyu proteinleri iceren kefir 6rneklerinin kivam indeksi degerlerinin,
dogal peyniralt1 suyu proteinleri igeren kefir orneklerine gore yiiksek; akis davranig
indeksi degerlerinin ise daha diisiik oldugu tespit edilmistir (Dimitreli vd 2013).

Magra vd (2012) siit yag1 (%0, 1.5 ve 3.5 (w/w)) ve siite inokiile edilen kefir
danesi oraninin (%1, 3 ve 7 (w/w)) ve depolama siiresinin (4°C’de 14 giin) kefirin akis
ozellikleri tizerine etkisini inceledikleri ¢alisma sonucunda, tiim kefir 6rneklerinin Power
Law modele gore pseudoplastik akis davranisi gosterdigini belirlemislerdir. Ayrica
iretimde kullanilan siit yag1 oran1 ve siite inokiile edilen kefir danesi oranmin, kefir
orneklerinin kivam katsayis1 ve akis davranis indeksi degerleri iizerine etkili oldugu tespit
edilmistir. S6z konusu c¢alismada, ¢alismamizin aksine; depolama siiresince kefir
orneklerinin kivam katsayis1 degerlerinin azaldigi, akis davranis indeksi degerlerinin ise
arttig1 tespit edilmistir.

Kefir kalitesi lizerine yag ikame maddelerinin etkisinin incelendigi bir ¢aligmada,
kefir 6rneklerinin Power Law modele gore pseudoplastik akis davranisi1 gosterdigi tespit
edilmistir. (Ertekin ve Guzel-Seydim 2010).

Calismamiz sonucunda, Ertekin ve Guzel-Seydim (2010), Magra vd (2012) ve
Dimitreli (2013) tarafindan yapilan ¢alismalara benzer sekilde kefir 6rneklerinin Power
Law modele gore depolama siiresince Newton tipi olmayan pseudoplastik akis davranisi
gosterdigi tespit edilmistir.

4.4. Kefir Orneklerinin Mikrobiyolojik Analiz Sonuclar

Farkli liretim parametreleri kullanilarak tretilen kefir o6rneklerinde depolama
siiresince koliform bakteri, toplam aerobik mezofilik bakteri, laktokok, laktobasil,
lokonostok, asetik asit bakterisi ve maya sayimlar1 yapilmistir. Kefir iiretiminde, kefir
danelerinde veya lretim sirasinda meydana gelmesi muhtemel kontaminasyonlari
belirlemek amaciyla iirlinlerin VRB Agarda yapilan mikrobiyolojik ekimlerinde herhangi
bir koliform grubu bakteri kolonisine rastlanilmamustir.

Farkli liretim parametreleri kullanilarak iiretilen kefir drneklerinde belirlenen
toplam aerobik mezofilik bakteri, laktobasil, laktokok, lokonostok, asetik asit bakterisi ve
maya sayilarina ait logaritmik degerler ile depolama siiresince bu degerlerde meydana
gelen degisimler Cizelge 4.20 ve Sekil 4.11a, 4.11b, 4.12a, 4.12b, 4.13a ve 4.13b’de
sunulmustur. Yapilan mikrobiyolojik analizler sonucunda depolamanin ilk giintinde kefir
orneklerindeki toplam aerobik mezofilik bakteri, laktobasil, laktokok, asetik asit bakteri,
lokonostok ve maya sayilarmin sirastyla 8.8-9.8 log kob/g, 8.8-9.7 log kob/g, 8.8-9.8 log
kob/g, 8.8-9.8 log kob/g, 8.3-9.8 log kob/g ve 1.3-5.9 log kob/g arasinda degistigi
saptanmistir. Depolamanin 30. giiniinde ayn1 orneklerdeki toplam aerobik mezofilik
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bakteri, laktobasil, laktokok, asetik asit bakterisi, lokonostok ve maya sayilar1 sirasiyla
7.5-8.0 kob/g, 7.2-7.9 log kob/g, 7.4-8.2 log kob/g, 7.2-7.9 log kob/g, 6.9-7.9 log kob/g
ve 6.1-7.0 log kob/g arasinda degismistir.
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Cizelge 4.20. Kefir orneklerindeki toplam aerobik mezofilik bakteri, laktobasil, laktokok, asetik asit bakterisi, I0konostok ve maya sayim
sonugclari (log kob/g) (X£StdS)

Uri - Depolama siiresi TAMB? Laktobasil Laktokok AAB® Lokonostok Maya
riin ¢esidi .
(giin) sayist say1s1 sayisi say1sl say1s1 sayist
1 9.3+0.0 9.3+0.0 9.8+0.7 9.8+0.7 9.2+0.6 1.442.0
S2054 15 8.4+0.1 8.4+0.2 8.7+0.2 8.4+0.3 8.7+0.8 6.1+1.4
30 7.7+0.6 7.5+0.5 7.5+0.7 7.6+0.4 7.9+0.4 6.2+0.1
1 9.3+0.3 9.3+0.3 9.3+0.2 9.3+0.2 9.2+0.5 1.5+2.1
S2014 15 8.9+0.2 8.9+0.4 9.0+0.5 8.7+0.3 8.3+0.2 5.9+0.4
30 8.0+0.1 7.940.0 8.0+0.1 7.8+0.0 7.6+0.2 6.2+0.2
1 9.8+0.9 9.7+0.9 9.1+0.0 9.1+0.1 9.4+1.0 3.9+1.8
S2058 15 8.7+0.2 8.6+0.2 8.8+0.1 8.7+0.0 8.0+0.2 6.5+0.6
30 7.9+0.2 7.8+0.2 7.8+0.2 7.8+0.2 7.5+0.1 6.4+0.2
1 9.2+0.1 9.2+0.0 9.2+0.0 9.2+0.0 8.9+0.2 3.1+0.7
S2018 15 8.8+0.1 8.8+0.1 8.9+0.1 8.8+0.1 8.3+0.3 6.5+0.3
30 8.0+0.1 7.9+0.2 7.9+0.2 7.9+0.2 7.5+0.2 6.1+0.3
1 9.2+0.0 9.4+0.2 9.5+0.3 9.4+0.3 9.0+0.2 2.9+1.0
S2554 15 8.2+0.2 7.940.0 8.6%0.1 8.1+0.2 8.0+0.2 6.5+0.1
30 7.5+0.3 7.2+0.1 8.2+0.1 7.3+0.2 7.4+0.5 6.4+0.3
1 9.7+0.6 9.3+0.1 9.3+0.1 9.4+0.4 9.8+1.3 2.0+£2.8
S2514 15 8.2+0.1 8.1+0.3 8.8+0.0 7.8+0.5 7.8+0.2 6.0+1.2
30 7.5+0.4 7.2+0.4 8.2+0.1 7.2+0.4 7.1+£0.4 6.6+0.4
1 9.2+0.1 9.2+0.2 9.3+0.2 9.2+0.2 9.0+0.6 2.7+0.0
S2558 15 8.7+0.5 8.6+0.5 8.8+0.3 8.7+0.4 8.0+0.0 6.2+0.4
30 8.0+0.2 7.4+1.0 8.2+0.2 7.94+0.3 7.5+0.1 6.3+0.4
32518 1 9.2+0.1 9.1+0.2 9.2+0.1 9.2+0.1 9.2+0.2 1.3+1.8
15 8.5+0.0 8.1+0.3 8.6%0.1 8.3+0.0 8.1+0.1 6.3+0.2
30 7.8+0.0 7.6+0.1 8.1+0.0 7.6+0.0 7.3+0.1 6.4+0.1

Devami arkada



€01

Cizelge 4.20°nin devami

1 9.2+0.6 8.8+0.1 9.3+0.8 9.1+0.4 9.1£1.5 5.8+0.1
D2054 15 8.2+0.0 8.1+0.1 8.2+0.2 8.3+0.1 7.6£0.7 6.7£0.2
30 7.9+0.2 7.8+0.2 7.7+0.4 7.8+0.2 7.7+0.4 7.0£0.1
1 8.8+0.1 8.9+0.0 8.9+0.1 9.5+0.8 8.4+0.4 5.9+£0.1
D2014 15 8.2+0.6 8.1+£0.0 8.1+0.1 8.3+£0.0 8.1+0.1 7.0£0.2
30 8.0+0.4 7.8+£0.0 7.8+£0.0 7.9+£0.1 7.7+£0.1 7.0£0.0
1 9.5+0.9 9.5£1.0 9.4+1.2 9.5£1.0 9.2£1.5 5.6£0.2
D2058 15 8.3+0.4 8.3+0.2 8.3+0.3 8.3+0.3 7.9£0.5 6.8+£0.4
30 8.0+0.3 7.940.2 7.7+0.4 7.9+0.3 7.7£0.3 7.0+£0.3
1 8.8+0.1 8.8+0.1 8.8+0.1 8.8+0.1 8.5+0.4 5.7£0.1
D2018 15 8.2+0.6 8.5+0.5 8.5+£0.6 8.3+0.4 8.1+0.1 6.7+0.1
30 8.0+0.4 7.9+0.4 7.9+£0.5 7.9+£0.5 7.6+£0.6 6.9+0.1
1 9.0£0.5 8.9+0.4 9.2+0.8 9.1£0.5 8.5+0.7 5.8+£0.3
D2554 15 7.8+£0.3 7.7+0.1 7.7+0.1 7.8+0.1 7.5+£0.6 6.6+0.1
30 7.6+0.2 7.7+0.2 7.4+0.3 7.5+0.1 7.4+0.6 6.7+0.1
1 9.0+0.1 8.9+0.1 8.9+0.2 8.9+0.2 8.3+0.5 5.9+0.1
D2514 15 7.9+0.1 7.8+0.1 7.7+0.2 7.9+0.2 7.6£0.3 6.9+0.1
30 7.6+0.1 7.5+0.1 7.4+0.1 7.6+0.1 7.3+0.1 6.9+0.0
1 9.0+0.1 9.0+0.1 9.2+0.6 9.0+£0.0 8.3+0.3 5.8+£0.2
D2558 15 8.3+0.4 8.2+0.4 8.2+0.5 8.2+0.3 7.6£0.7 6.9+£0.1
30 7.6+0.2 7.6+£0.3 7.5+0.5 7.5+0.1 7.6+£0.8 7.0£0.1
1 8.9+0.0 8.9+0.0 8.9+0.1 8.8+0.1 8.5+£0.5 5.8+£0.3
D2518 15 8.2+0.3 8.4+0.7 8.4+0.7 8.2+0.3 7.9+£0.6 6.8+0.1
30 7.6+0.1 7.7+0.1 7.5+0.1 7.6+0.1 6.9+0.3 6.9+0.0

2 Toplam aerobik mezofilik bakteri

b Asetik asit bakterisi
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*TMAB: Toplam aerobik mezofilik bakteri

Sekil 4.11. Kefir 6rneklerinin a) toplam aerobik mezofilik bakteri b) laktobasil sayilarindaki degisim

M. giin
M 15. giin
m30. giin

M. giin
M 15. giin
m 30. giin
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*AAB: Asetik asit bakterisi

Sekil 4.12. Kefir 6rneklerinin a) laktokok b) asetik asit bakteri sayilarindaki degisim

M. giin
M 15. giin
m 30. giin

M. giin
M 15. giin
m 30. giin
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Sekil 4.13. Kefir 6rneklerinin a) 16konostok b) maya sayilarindaki degisim

| . giin
M 15. giin
m 30. giin

M. giin
M 15. giin
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Mikrobiyolojik analizlerin istatistiksel degerlendirmesi sonucunda, incelenen ana
varyasyon kaynaklarindan starter kiiltiir ¢esidinin kefir 6rneklerinde belirlenen laktokok
ve maya sayilar1 ilizerine P<(.001 diizeyinde, toplam aerobik mezofilik bakteri ve
lokonostok sayilari iizerine P<(.0! diizeyinde, laktobasil ve asetik asit bakteri sayilar
iizerine ise P<(.05 diizeyinde etkili oldugu tespit edilmistir. Inkiibasyon sicakligmimn
kefir 6rneklerinde belirlenen toplam aerobik mezofilik bakteri, laktobasil ve asetik asit
bakteri sayilar1 tizerine P<0.001 diizeyinde, 16konostok sayis1 iizerine P<0.0/ diizeyinde
etkili oldugu; ancak laktokok ve maya sayilar1 lizerine etkisinin istatistiksel olarak
onemli olmadig1 (P>0.05) tespit edilmistir. Ayrica inkiibasyon sonlandirma pH’sinin
kefir 6rneklerinde belirlenen laktobasil sayisi lizerine P<(0.05 diizeyinde etkili oldugu;
fakat s6z konusu liretim parametresinin diger mikroorganizma sayilar tizerine etkisinin
istatistiksel olarak Onemli olmadigi (P>0.05) belirlenmistir. Kefir Orneklerinde
belirlenen mikroorganizmalarin sayim sonuglari iizerine kefir {iretiminde kullanilan 1s1l
islem normunun etkisinin 6nemli olmadig1 (P>0.05) goriilmiistiir. Depolama zamaninin
kefir 6rneklerinde belirlenen mikroorganizmalarin sayim sonuclar1 iizerine etkisinin
P<0.001 diizeyinde 6nemli oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.21).

Kefir oOrneklerinde belirlenen toplam aerobik mezofilik bakteri, laktobasil,
laktokok, asetik asit bakteri, lokonostok ve maya sayilarinin Duncan Coklu Karsilastirma
Testi sonuclar1 Cizelge 4.22°de verilmistir. Cizelge incelendiginde; iiretimlerinde ticari
kefir starter kiiltlirii kullanilarak {iretilen kefir 6rneklerinde belirlenen toplam aerobik
mezofilik bakteri, laktobasil, laktokok, asetik asit bakteri ve lokonostok sayilarinin kefir
danesi kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerinden daha yiiksek, maya sayilarmnin ise daha
disik oldugu saptanmustir. Ayrica 25°C inkiibasyon sicakliginda {iretilen kefir
orneklerindeki laktobasil, asetik asit bakteri, 10konostok ve maya sayilarmim, 20°C
inkiibasyon sicakliginda iiretilen kefir orneklerindekilere gore diisiik oldugu tespit
edilmistir. Uretimlerinde inkiibasyon sonlandirma pH’s1 olarak pH 4.8 secilen kefir
ornekleri ile tiretimlerinde inkiibasyon sonlandirma pH’s1 olarak pH 4.4 secilen kefir
ornekleri arasinda toplam aerobik mezofilik bakteri, laktokok, asetik asit bakteri,
lokonostok ve maya sayilar1 bakimindan istatistiksel olarak dnemli bir farklilik olmadig:
(P>0.05) belirlenmistir. Buna karsin iiretimlerinde inkiibasyon sonlandirma pH’s1 olarak
pH 4.8 secilen oOrneklerde belirlenen laktobasil sayisinin iiretimlerinde inkiibasyon
sonlandirma pH’s1 olarak pH 4.4 secilen orneklere gore daha yiliksek oldugu tespit
edilmistir. Depolama siiresince kefir drneklerinde belirlenen toplam aerobik mezofilik
bakteri, laktokok, laktobasil, asetik asit bakteri ve 10konostok sayilarmnin azaldigi, maya
sayilarmin ise arttig1 saptanmistir. Ancak orneklerdeki ortalama maya sayilar1 arasindaki
farkliligin depolamanin 15. ve 30. giinleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli olmadig1
(P>0.05) tespit edilmistir.
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Cizelge 4.21. Kefir drneklerinde iiretim parametrelerine bagl olarak depolama siirecinde belirlenen toplam aerobik mezofilik bakteri,
laktobasil, laktokok, asetik asit bakterisi, Idkonostok ve maya sayim sonuglarina ait varyans analiz sonuglari

Ana Varyasyon D TAMB? bakteri sayisi Laktobasil sayis1 Laktokok sayis1
Kaynaklari KO F KO F KO F
Starter Kiiltiir 1 1.2173 11.53” 0.5003 447 4.0508 30.55™
Inkiibasyon Sicakligi 1 1.5683 14.85™ 1.8732 16.73" 0.1520 1.15
Sonlandirma pH’s1 1 0.2594 2.46 0.7193 6.42" 0.0840 0.63
Is1l Islem normu 1 0.0002 0.00 0.0021 0.02 0.0477 0.36
Depolama Zamani 2 17.0843 161.79"" 17.8150 159.07" 15.6155 117.76™
Hata &9 0.1056 0.1326

Ana Varyasyon D AAB" sayisi Lokonostok sayisi Maya sayisi
Kaynaklari KO F KO F KO F
Starter Kiiltiir 1 0.4732 4.68" 2.5091 10.94™ 55.7083 56.96™"
Inkiibasyon Sicakligi 1 1.7334 17.14™ 1.7442 7.617 0.0059 0.01
Sonlandirma pH’s1 1 0.1504 1.49 0.0077 0.03 0.5266 0.54
Isil Islem normu 1 0.0345 0.34 0.1305 0.57 0.3788 0.39
Depolama Zamani 2 18.5648 183.61"" 17.2442 75.19" 67.1479 68.66""
Hata 89 0.1011 0.2293 0.9780

*P<0.05, ™ P<0.01, ™" P<0.001 diizeyinde dnemli
2Toplam aerobik mezofilik bakteri
b Asetik asit bakterisi
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Cizelge 4.22. Kefir 6rneklerinde depolama siirecinde belirlenen toplam aerobik mezofilik bakteri, laktobasil, laktokok, asetik asit bakterisi,
I6konostok ve maya sayim sonuglarma ait ortalamalarin Duncan Coklu Karsilagtirma Testi sonuglar1 (log kob/g) (X£StdH)

TAMB? bakteri Lokonostok

sayist Laktobasil Laktokok sayis1 AAB? sayis1 sayist Maya sayist
Starter Kiiltiir
Ticari kefir starter " a a a a b
Kiiltiirii 8.6*+0.1 8.4*+0.1 8.7°+0.1 8.5%+0.1 8.3%+0.1 5.0°+£0.3
Kefir danesi 8.4°+0.1 8.3°+0.1 8.3°+0.1 8.3°+0.1 8.0°+0.1 6.5"+0.1
Inkiibasyon
Sicakhgi
20°C 8.6*+0.1 8.5%+0.1 8.5%+0.1 8.5%+0.1 8.3%+0.1 5.8%+0.2
25°C 8.3°+0.1 8.2°+0.1 8.4°+0.1 8.3°+0.1 8.0°+0.1 5.7°40.3
Sonlandirma pH’s1
pH 4.4 8.4*+0.1 8.3°+0.1 8.5%+0.1 8.4*+0.1 8.1%+0.1 5.7°£0.3
pH 4.8 8.5%+0.1 8.4*+0.1 8.5%+0.1 8.4*+0.1 8.1%+0.1 5.8%+0.2
Isil islem Normu
90°C / 5 dakika 8.5%+0.1 8.4*+0.1 8.5%+0.1 8.4*+0.1 8.2%+0.1 5.8%+0.2
90°C / 10 dakika 8.5%+0.1 8.4*+0.1 8.5%+0.1 8.4*+0.1 8.1%+0.1 5.7°£0.3
Depolama Zamanm
1. Giin 9.2%+0.1 9.1*+0.1 9.2%+0.1 9.2%+0.1 8.9%+0.1 4.1°+0.4
15. Giin 8.4°+0.1 8.3°+0.1 8.5°+0.1 8.3°+0.1 8.0°+0.1 6.5°+0.1
30. Giin 7.8°+0.1 7.7°+0.1 7.8°+0.1 7.7°+0.1 7.5°¢0.1 6.6°+0.1

Aynu stitunda farkl: harfleri tagtyan degerler arasindaki fark dnemlidir (P<0.05).
2 Toplam aerobik mezofilik bakteri
b Asetik asit bakterisi



Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi’'nde kefirin toplam aerobik
mezofilik bakteri sayisinimn en az 10’ kob/mL diizeyinde olmasi gerektigi belirtilmektedir
(Anonim 2009). Calismamizda farkl liretim parametreleri kullanilarak tretilen kefir
orneklerinin 30 giinliik depolama siiresince toplam aerobik mezofilik bakteri sayim
sonuglarinin Teblig’de belirtilen degerler ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Alpkent ve
Kiiciikgetin (2000) farkl sicakliklarda muhafaza ettikleri kefir 6rneklerinde toplam
aerobik mezofilik bakteri saymin depolamanin ilk giiniinde 8.7 log kob/mL oldugunu,
depolamanin 21. giiniinde ise 7.4 ile 7.7 log kob/mL arasinda degistigini tespit
etmislerdir. Ankara piyasasinda satilan kefir 6rneklerinin mikrobiyolojik 6zelliklerinin
incelendigi bir caligmada ise, toplam aerobik mezofilik bakteri sayisinin sade kefir
orneklerinde 6.1-9.8 log kob/mL, meyveli kefir 6rneklerinde 7.4-9.2 log kob/mL, light
kefir orneklerinde ise 8.0-9.0 log kob/mL arasinda degistigi belirtilmistir (Ding 2008).
Arastrmamizda elde edilen toplam aerobik mezofilik bakteri sayis1 s6z konusu
calismalardaki degerlerle benzerlik géstermistir.

Kefir danesi ve kefirin bakteriyel kompozisyonunun belirlenmesi amaciyla
yapilan bir caligmada, kefir daneleri ve igeceklerindeki toplam laktobasil ve laktokok
sayilarmin sirasiyla 6.5-8.0 log kob/g, 6.5-8.3 log kob/g arasinda degistigi tespit edilmistir
(Kesmen ve Kacmaz 2011).

Siite farkli oranlarda (%1 ve %5) kefir danesi inokiile edilerek iiretilen kefir
orneklerininin mikrobiyolojik dzelliklerinin incelendigi bir ¢alismada, baslangicta 10
kob/mL olan laktobasil ve laktokok sayilarinin depolamanin 14. giiniine kadar 1.5
logaritmik birim azalma gosterdigi ve sonrasinda 28 giinlilk depolama siiresince sabit
kaldig1 tespit edilmistir. Bununla birlikte ¢calismada kefir 6rneklerinde belirlenen asetik
asit bakteri ve maya sayilarinm depolamanm baslangicinda sirastyla 10° ve 10° kob/mL
diizeyinde oldugu ve bu bakterilerin sayilarinda depolama siiresince belirgin bir
degisiklik olmadig: tespit edilmistir (Irigoyen vd 2005).

Yag ikame maddelerinin kefirin kalite 6zellikleri tizerine etkisinin incelendigi bir
baska caligmada ise; kefir Orneklerinde belirlenen laktobasil ve maya sayilarinin
depolamanin baslangicinda sirasiyla 9.1-9.4 log kob/mL ve 5.3-5.6 log kob/mL arasinda
degistigi, 7 giinliik depolamanin sonunda ayni 6rneklerdeki laktobasil ve maya sayilarinin
sirasiyla 9.7-9.9 log kob/mL ve 5.2-5.5 log kob/mL arasinda degistigi belirlenmistir
(Ertekin ve Guzel-Seydim 2010).

Norveg kefirinin 8 haftalik depolama siiresince mikrobiyolojik 6zelliklerinin
incelendigi bir calismada, depolamanin baglangicinda 8.0 log kob/mL olan laktobasil ve
laktokok sayilarmin depolamanin ilk 4 haftalik periyodunda sirasiyla 2 ve 3 logaritmik
birim azaldig1 ve devam eden depolama siiresince sabit kaldig1 tespit edilmistir. S6z
konusu 6rneklerde depolama baslangicinda 7.0 log kob/mL olan l6konostok sayisinin ise
8 haftalik depolama sonunda 5.6 log kob/mL oldugu saptanmistir. Bununla birlikte kefir
orneklerinde depolamanin baslangicinda 3.3 log kob/mL olan maya sayisinin depolama
stiresince arttig1 ve depolama sonunda 5 log kob/mL oldugu tespit edilmistir (Grennevik
vd 2011).

Farkli yag orami ve starter kiiltiir ¢esidinin kefirin nitelikleri tizerine etkisinin
incelendigi bir ¢calisma sonucunda; hem dane hem ticari kefir starter kiiltiirti kullanilarak
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iretilen kefir 6rneklerinde laktobasil, laktokok, l6konostok ve maya sayilarmin sirasiyla
6.4-9.8 log kob/mL, 5.9-9.6 log kob/mL, 6.7-9.9 log kob/mL ve 6.5-10.2 log kob/mL
arasinda  degistigi  belirlenmistir. S6z konusu c¢alismada kefir Orneklerinin
mikroorganizma sayilarmin genel olarak depolama siiresince azalma gosterdigi tespit
edilmistir (Yildiz 2009).

Kok-Tas vd (2013) kefirin kalite karakteristikleri tiizerine fermantasyon
parametrelerinin etkisini inceledikleri caligmalar1 sonucunda, 21 giinliik depolama
suresince kefir danesi kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerindeki laktobasil, laktokok ve
maya sayilarmin srrasiyla 8.0-9.2 log kob/mL, 8.0-9.2 log kob/mL ve 5.1-5.3 log
kob/mL; ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerindeki laktobasil,
laktokok ve maya sayilarmin ise sirastyla 8.9-9.3 log kob/mL, 8.9-9.3 log kob/mL, 4.8-
5.0 log kob/mL arasinda degistigi saptanmustir.

Siitten ve oligofruktoz ilaveli siitten kefir starter kiiltiiri ve kefir danesi
kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerinin 30 giinliik depolama siiresince laktobasil, laktokok
16konostok ve asetik asit bakteri sayilarmmn sirasiyla 0.3-1.7x10® kob/mL, 0.4-3.1x10%
kob/mL, 0.3-2.1x10® kob/mL ve 0.4-3.0x10® kob/mL arasinda degistigi tespit edilmistir.
Bununla birlikte maya sayisinin kefir starter kiltiirii kullanilarak {iretilen kefir
orneklerinde 3.3 kob/mL-6.3x10° kob/mL, kefir danesi kullanilarak iiretilen kefir
orneklerinde ise 3x10°-2.1x107 kob/mL arasinda degistigi belirlenmistir. Depolamanin
10. giiniine kadar artig gosteren laktobasil, laktokok ve l6konostok sayilarmin 20. giin
itibariyle azaldigi, maya sayisinin ise 30 giinliik depolama stiresince artis gosterdigi tespit
edilmistir (Ender 2009).

Montanuci vd (2012) tarafindan starter kiiltiir ¢esidi ve iniilin ilavesinin yagsiz ve
tam yagli kefirin mikrobiyal canlilig1 tizerine etkisinin incelendigi ¢alisma sonucunda, 28
glinliik depolama siiresince kefir Orneklerindeki laktik asit bakterisi, laktokok,
l6konostok, asetik asit bakteri ve maya sayilarinin sirasiyla 10.8-12.8 log kob/mL, 10.9-
13.5 log kob/mL, 9.7 -11.51 log kob/mL, 9.5-12.1 log kob/mL ve 7.5-10.1 log kob/mL
arasinda degistigi belirlenmistir. Bununla birlikte bu calismada depolama siiresince genel
olarak asetik asit bakteri, maya ve 16konostok sayilarinin arttig1 ya da degigsmedigi, laktik
asit bakteri ve laktokok sayilarinin ise azaldig1 ya da degismedigi saptanmuistir.

Calismamizda; tiretimlerinde ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak tiretilen kefir
orneklerine ait laktobasil ve laktokok sayilarinin Y1ldiz (2009) ve Ender (2009) tarafindan
yapilmis olan caligmalar ile uyumlu, Montanuci vd (2012) ve Kok-Tas vd’nin (2013)
buldugu degerlerden ise diisiik oldugu belirlenmistir. Kefir danesi kullanilarak {iretilen
kefir 6rneklerine ait laktokok ve laktobasil sayilarinin ise Irigoyen vd (2005), Ender
(2009), Yildiz (2009), Grennevik vd (2011), Kesmen ve Kacmaz (2011) ve Kok-Tas vd
(2013) tarafindan yapilan ¢alismalarda belirtilen degerlerle benzerlik gosterdigi, Ertekin
ve Guzel-Seydim (2010) ve Montanuci vd’nin (2012) buldugu degerlerden ise diisiik
oldugu tespit edilmistir. Calismamizda kefir 6rneklerinde belirlenen asetik asit bakteri
sayilarinin Ender (2009) tarafindan belirlenen degerler ile benzerlik gosterdigi, Irigoyen
vd’nin (2005) degerlerinden yiliksek, Montanuci vd’nin (2012) degerlerinden ise diisiik
oldugu belirlenmistir. Lokonostok sayilarmin ise Ender (2009) ve Yildiz (2009)
tarafindan belirtilen degerler ile uyumlu oldugu, Montanuci vd’nin (2012) buldugu
degerlerden ise diisik oldugu saptanmustir. Kefir Orneklerinde belirlenen bakteri
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sayllarindaki farkliliklarin kefir iiretiminde kullanilan farkli siit bilesimleri, iiretim
yontemleri ve iiretimde kullanilan kefir danesi ve kefir starter kiiltiiriiniin icerdigi
mikroorganizma farkliligindan kaynaklandigi degerlendirilmistir. Nitekim Wszolek vd
(2001) tarafindan yapilan bir calismada substrat olarak farkli tip siit kullaniminin,
kullanilan siitiin karbonhidrat, yag ve protein i¢erigine bagl olarak kefirin mikroflorasimni
etkiledigi tespit edilmistir.

Calismamizdaki kefir Ornekleri maya sayist bakimindan incelendiginde,
depolamanin ilk giiniinde ticari kefir starter kiiltlirii ve kefir danesi kullanilarak iiretilen
kefir 6rneklerinde maya sayisinin sirasiyla 1.3-3.9 log kob/g ve 5.6-5.9 log kob/g arasinda
degistigi tespit edilmistir. Depolamanin 30. giiniinde ise ayn1 6rneklerdeki maya sayisinin
sirasiyla 6.2-6.6 log kob/g ve 6.7-7.0 log kob/g arasinda degistigi saptanmistir (Cizelge
4.20). Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi'nde kefirin maya sayisinin en
az 10* kob/mL diizeyinde olmasi gerektigi bildirilmektedir (Anonim 2009).
Calismamizda 30 giinliik depolama siiresince kefir danesi kullanilarak {iretilen kefir
orneklerindeki maya sayim sonuglarinin Teblig’de belirtilen degerler ile uyumlu oldugu
goriilmektedir. Ancak ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerinin
maya sayilariin depolamanin ilk giiniinde Teblig’de belirtilen degerlerden diisiik oldugu,
depolamanin 30. giiniinde ise Teblig’de belirtilen degerlerle benzerlik gdsterdigi
belirlenmistir. Bununla birlikte ¢alismamizda farkli iiretim parametreleri kullanilarak
iretilen kefir 6rneklerinde belirlenen maya sayilariin, Ender’in (2009) tespit ettigi
degerlerle benzerlik gosterdigi, Irigoyen vd (2005), Yildiz (2009), Ertekin ve Guzel-
Seydim (2010), Grennevik vd (2011) ve Kok-Tas vd (2013) tarafindan yapilan
calismalarda elde edilen degerlerden yiliksek, Montanuci vd’nin (2012) elde ettigi
degerlerden ise diisiik oldugu saptanmustir.

Ender (2009) iiretimde kullanilan starter kiiltiir c¢esidinin kefir 6rneklerinde
belirlenen laktokok, asetik asit bakteri ve maya sayilar1 {lizerine etkisinin 6nemli
oldugunu, laktobasil ve 16konostok sayilar1 lizerine ise herhangi bir etkisinin olmadigini
belirlemistir. Wszolek vd (2001) kefir tiretiminde kullanilan starter kiiltiir ¢esidinin
mikrobiyojik sayimlar iizerine etkisinin dnemli oldugunu tespit etmis olup, bu durumu
her bir kiiltiirtin farkli bakteri tiir ve alt tiir kompozisyonlarma sahip olmasina
dayandirmiglardir. Bununla birlikte Kesenkas vd (2011), Montanuci vd (2012) ve Kok-
Tas vd (2013) kefir tiretiminde kullanilan starter kiiltiir ¢esidinin kefirin bakteri ve maya
sayilar1 lizerine onemli bir etkisinin olmadigini tespit etmislerdir. Calismamizda ise,
iiretimde kullanilan starter kiiltlir ¢cesidinin kefir 6rneklerinde belirlenen toplam aerobik
mezofilik bakteri, laktobasil, laktokok, asetik asit bakteri, lokonostok ve maya sayilari
iizerinde etkili oldugu tespit edilmistir.

Literatiirde kefir Orneklerinde depolama siiresince laktobasil ve laktokok
sayilarinin, ¢alismamiza benzer sekilde azaldigini gosteren arastirmalar (Irigoyen vd
2005, Ender 2009, Yildiz 2009, Grennevik vd 2011, Magra vd 2012, Kok-Tas vd 2013)
oldugu gibi azaldigmi ya da degismedigini belirten caligmalar (Ertekin ve Guzel-Seydim
2010, Montanuci vd 2012) da bulunmaktadir. Calismamiz kefir 6rneklerinde belirlenen
lokonostok sayismin depolama siiresince azalmasi baglaminda Ender (2009), Yildiz
(2009) ve Grennevik vd (2011) tarafindan yapilan caligmalar ile benzerlik
gostermektedir. Bununla birlikte c¢alismamizda depolama siiresince asetik asit
bekterilerinin azaldigi tespit edilmis olup, elde edilen bu sonucun Ender (2009) tarafindan
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yapilan calismada elde edilen sonuc¢la uyumlu oldugu belirlenmistir. Ancak Irigoyen vd
(2005) kefir orneklerinde belirlenen asetik asit bakteri sayisinin depolama siiresince
degismedigini, Montanuci vd (2012 ) ise degismedigini ya da arttigin1 savunmaktadir.
Calismamizda depolama siiresince kefir 6rneklerinde belirlenen maya sayilarmin arttigi
tespit edilmistir. Bu baglamda c¢alismamiz, kefir 6rneklerinin maya igeriklerinin
depolama siiresince arttigmi belirleyen arastirmacilar tarafindan (Guzel-Seydim vd 2005,
Ender 2009, Grennevik vd 2011, Magra vd 2012) desteklenmektedir. Laktik asit
bakterilerinin optimum gelisme pH’smin 5.0 ile 9.0 arasinda degistigi ve 4.5’in altindaki
pH degerlerinin laktik asit bakteri gelisimini olumsuz yonde etkiledigi bildirilmektedir
(Montanuci vd 2012). Bununla birlikte Guzel-Seydim vd (2005) tarafindan yapilan bir
calismada depolamanin 14. giiniinde kefirde pH’ nin diismesi ile birlikte laktik asit bakteri
ve laktokok sayilarinin azaldigi, depolamanin 14. giinlinden itibaren ise pH nin artmaya
basladigini tespit edilmistir. Arastirmacilar depolamanin 14. giinlinden sonraki pH
artisgininin  hiicre proteolizi ile 1ilgili olabilecegini diisiinmiislerdir. Calismamizda
depolamanin ilk 15 giliniinde kefir 6rneklerindeki pH diisiisii ile birlikte bakteri sayisinin
azalmas1 muhtemeldir.

4.5. Kefirin Peptidomik Profili

Kefir 6rneklerinde MALDI-TOF Kkiitle spektrometresi ile 600-5000 Da kiitle
araligindaki peptidler detayli bir sekilde analiz edilmis olup, hem ticari kefir starter
kiiltiirii hem de kefir danesi kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerine ait tipik MALDI-TOF
kiitle spektrumlar1 Sekil 4.14’te sunulmustur. Sekilde verilen MALDI-TOF kiitle
spektrumlar1 incelendiginde, peptid sinyallerinin yogun olarak bulundugu kiitle araliginin
800-2200 Da oldugu gorilmektedir. Kefir oOrneklerine ait MALDI-TOF kiitle
spektrumlarmda en yogun bulunan sinyal, spektrumlarin standardizasyonunda
kullanilmistir. MALDI-TOF-MS analizleri sonucunda, ticari kefir starter kiiltiirii
kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerinde 49 peptid sinyali, kefir danesi kullanilarak tiretilen
kefir 6rneklerinde ise 34 peptid sinyali tespit edilmistir. Bunun yani sira, her iki kefir
ornegine ait peptid sinyalleri incelendiginde, s6z konusu sinyallerin yarisindan ¢ogunun
her iki kefir 6rneginde de bulundugu ve her iki kefir 6rneginin de kiitlesi 1718.0 ve 1881.1
Da olan peptidleri yogun olarak icerdigi belirlenmistir. Peptidlerin tanimlanmasinda
MALDI-TOF-MS; peptid fraksiyonasyonu yapilmadan direkt olarak uygulandiginda,
iyonizasyon islemi sirasinda iyon baskilamasindan negatif ayirim meydana gelmektedir.
Bu olumsuz duruma ragmen, MALDI-TOF-MS ile yapilan peptid profil analizi baskin
peptidler ile ilgili genel bakis acis1 kazandirmaktadir.

Kefirde bulunan peptidlerin belirlenmesi ile ilgili yapilan ¢alismalarda kefirin ¢ok
sayida peptid igerdigi ve kefirde bulunan peptidlerin ¢cogunun molekiiler agirliklarinin
<5000 Da oldugu bildirilmektedir (Farnworth 2005). Calismamizda tespit edilen peptid
molekiil agirligi degerlerinin literatiirde belirtilen degerlerle uyumlu oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.14. a) Ticari kefir starter kiiltiirii b) Kefir danesi kullanilarak {iretilen kefir
orneklerine ait MALDI-TOF kiitle spektrumlari

Kefirin peptidomik profilinin belirlenmesi ile iligkili olarak literatiirde sadece
kefirin iiretimi sirasinda olusan peptidleri inceleyen birka¢g calismaya rastlamak
miimkiindiir. Yapilan calismalarda kefirdeki peptidlerin cogunun 5000 Da’a esit veya
daha kiigiik molekiiler agirliga sahip oldugu bildirilmektedir (Farnworth 2005). Keci
stitiiyle yapilmis kefirin ACE inhibitor 6zelliklerinin incelendigi bir ¢alismada ise kefirde
RP-HPLC-MS/MS ile 16 peptid tanimlanmistir (Quiros vd 2005). Ancak s6z konusu
calismalarda kefirin detayli bir peptidom analizi yapilmamistir. Bu nedenle arastirmamiz
proteolitik proseslerin daha iyi anlasilmasi ve biyoaktif bilesenlerin kesfi i¢in bir temel
olarak kefir tiretimi sirasinda salinan peptidlerin tiimiiniin analiz edildigi ilk ¢aligmadir.

Kefir orneklerinde daha fazla peptidin belirlenmesi ve tanimlanmasi amaciyla

nano-ESI kaynagi igeren LTQ Orbitrap XL ETD kiitle spektrometresi ile kombine edilmis
nano-UPLC sistemi kullanilmistir. Nano-UPLC-nano-ESI-MS/MS analizleri sonucunda
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elde edilen kiitle spektrumlarindaki peptid sinyallerinin tanimlama islemleri MASCOT
yazilimi kullanilarak gerceklestirilmistir. Calisma sonunda elde edilen kiitle spektrumlari
Mascot programi ile ayni parametreler kullanilarak analiz edilmis olup SwissProt veri
tabaninda eslesen peptidler arasindan 253 tanesinin anlamli sonuglar verdigi ve soz
konusu peptidlerin kazein proteinlerinin belli amino asit dizilimlerini temsil ettigi tespit
edilmistir. Tanimlanan 253 peptidin 107’sinin B-kazein, 56’sinin asi-kazein, 53’iiniin
k-kazein ve 37’sinin ox-kazein orijinli peptidler oldugu belirlenmistir. Bunun yani sira,
s0z konusu peptidlerin 62’sinin mono- ve difosforile peptidler oldugu saptanmistir. Nano-
UPLC-nano-ESI-MS/MS ile kiitle spektrumlarinda elde edilen peptid kiitlelerinin, teorik
B-kazein, x-kazein, osi-kazein ve as-kazein peptid kiitleleriyle eslesme ylizdesi
(coverage) strastyla %98, %83, %72 ve %60°dir. Eslesme ylizdesinin yiiksek olmasi,
peptid tanimlamasmin daha kesin oldugu ve daha fazla dizilimin deneysel veri ile eslestigi
anlamina gelmektedir.

MALDI-TOF kiitle spektrumlarinda belirlenen ve yogunluklar: yiiksek olan iki
sinyalin (1718.0 ve 1881.1 m/z) amino asit dizilimleri {iriin iyon spektrumunun yetersiz
kalitesinden dolayr MASCOT programi ile analiz edilememistir. Bu nedenle, yapilan
MALDI-TOF analizi sonucunda bu iki sinyali yogun olarak igerdigi tespit edilen 10
numarali RP-HPLC fraksiyonu LTQ Orbitrap XL ETD kiitle spektrometresi ile direkt
inflizyon 6l¢timiine tabi tutulmustur. Analiz sonunda, s6z konusu sinyallerin B-kazein’in
C-terminal bolgesindeki QEPVLGPVRGPFPIIV (f194-209) ve
YQEPVLGPVRGPFPIIV (f193-209) amino asit dizilimlerine sahip peptidler oldugu
tespit edilmistir. Ayrica yapilan direkt inflizyon analizi ile ayn1 bolgeye ait iki peptid
(f192-209 ve f191-209) daha tanimlanmistir. Kefir 6rneklerinde direkt infiizyon analizi
sonucu elde edilen bu dort peptid de dahil olmak iizere toplam 257 adet peptid
tanimlanmistir. Bu peptidlerin tiimii peptid dizilimleri, oncii proteinleri ve pozisyonlari
ile beraber Cizelge 4.23°de verilmistir.
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Cizelge 4.23. Kefir peptidlerinin profili

No | Gozlemlenen® | Hesaplanan® Prekursér Prekurgér Amino asit Dizilim® ;{::g Keﬁr. Cig siit
[M +H]* [M +H]* iyon yiikii protein iiltiir danesi (B/D)¢

1 806.40 806.41 +2 asi-kazein 24-30 FVAPFPE °

2 876.46 876.46 +2 asi-kazein 193-199 KTTMPLW ° )

3 905.48 905.48 +2 os1-kazein 17-23 NENLLRF ° o/—
4 916.51 916.51 +2 asi-kazein 33-40 GKEKVNEL °

5 920.48 920.48 +2 as1-kazein 86-93 VPSERYLG °

6 940.47 940.47 +2 as1-kazein 182-190 IPNPIGSEN °

7 963.44 963.45 +2 as1-kazein 56-63 DIKQMEAE °

8 970.56 970.57 +2 asi-kazein 15-22 VLNENLLR ° o/—
9 991.52 991.52 +2 as1-kazein 26-34 APFPEVFGK ° °/—
10 1015.52 1015.52 +2 as1-kazein 131-139 QKEPMIGVN ° °

11 1052.55 1052.55 +2 as1-kazein 17-24 NENLLRFF ° ° o/—
12 1055.49 1055.50 +2 as1-kazein 181-190 DIPNPIGSEN ° °

13 1063.57 1063.58 +2 as1-kazein 32-40 FGKEKVNEL ° °

14 1092.48 1092.49 +2 asi-kazein 55-63 EDIKQMEAE ° °

15 1092.54 1092.54 +2 asi-kazein 191-199 SEKTTMPLW ° o/—
16 1093.50 1093.50 +2 as1-kazein 52-60 QAMEDIKQM °

17 1100.57 1100.58 +2 asi-kazein 129-138 AQQKEPMIGV )

18 1108.53 1108.53 +2 asi-kazein 191-199 hilg(l(()i;zg;]}jx) °

19 1120.56 1120.57 +2 asi-kazein 26-35 APFPEVFGKE ° ° o/e
20 1132.47 1132.48 +2 asi-kazein 113-121 PIE%&%EEI;H )

Devami arkada



LT1

Cizelge 4.23’lin devami

21 1136.66 1136.67 +2 os1-kazein 105-114 KVPQLEIVPN
2 1139.45 1139.46 i) ag-kazein | 115-123 SAEERLHSM
S1(Fosfo)
23 1142.53 1142.53 +2 os1-kazein 180-190 SDIPNPIGSEN
24 1142.60 1142.61 +2 os1-kazein 70-79 EIVPNSVEQK
25 1143.58 1143.58 +2 os1-kazein 131-140 QKEPMIGVNQ
26 1162.64 1162.65 +2 os1-kazein 31-40 VFGKEKVNEL
27 1198.57 1198.57 +2 os1-kazein 85-94 DVPSERYLGY
28 1206.58 1206.58 +2 os1-kazein 190-199 NSEKTTMPLW
29 1207.57 1207.57 i) ag-kazein | 111-120 IVPNSAEERL
S5(Fosfo)
30 1208.52 1208.53 +2 os1-kazein 51-60 DQAMEDIKQM
31 1214.62 1214.62 +2 os1-kazein 129-139 AQQKEPMIGVN
32 1219.63 1219.64 +2 os1-kazein 25-35 VAPFPEVFGKE °o/—
33 1222.57 1222.57 +2 os1-kazein 70-79 EIVPNSVEQK
S6(Fosfo)
34 1223.53 1223.53 +2 os1-kazein 110-119 EIVPNSAEER
S6(Fosfo)
. AQQKEPMIGVN
35 1230.61 1230.61 +2 as1-kazein 129-139 M7(Oksidasyon)
36 1235.62 1235.63 +2 os1-kazein 83-92 KEDVPSERYL
37 1249.68 1249.68 +2 os1-kazein 31-41 VFGKEKVNELS
38 1271.57 1271.58 +2 os1-kazein 181-192 DIPNPIGSENSE
39 1272.62 1272.63 +2 os1-kazein 131-141 QKEPMIGVNQE
o ] QKEPMIGVNQE
40 1288.62 1288.62 +2 os1-kazein 131-141 M5(Oksidasyon)
41 1344.63 1344.63 +2 os1-kazein 111-121 IVPNSAEERLH
S5(Fosfo)

Devami arkada
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Cizelge 4.23’lin devami

4 1385.70 1385.71 +2 os1-kazein 131-142 QKEPMIGVNQEL
o ] QKEPMIGVNQEL
43 1401.70 1401.70 +2 asi-kazein 131-142 M5(Oksidasyon)
. KVNELSKDIGSE
44 1478.61 1478.62 +2 asi-kazein 36-47 S6(Fosfo) S11(Fosfo)
45 1577.60 1577.60 2 og-kazein | 41-54 SKDIGSESTEDQAM
S8(Fosfo)
46 1619.81 1619.81 +2 asi-kazein 131-144 QKEPMIGVNQELAY
47 1657.57 1657.57 +2 os1-kazein 41-54 SKDIGSESTEDQAM
S6(Fosfo) S8(Fosfo)
48 1673.56 1673.56 +2 os1-kazein 41-54 SKDIGSESTEDQAM
S6(Fosfo) S8(Fosfo)
M 14(Oksidasyon)
49 1706.64 1706.65 +2 os1-kazein 41-55 SKDIGSESTEDQAME
S8(Fosfo)
50 1786.61 1786.61 +2 asi-kazein 41-55 SKDIGSESTEDQAME
S6(Fosfo) S8(Fosfo)
51 1795.74 1795.74 +2 os1-kazein 36-50 KVNELSKDIGSESTE
S11(Fosfo) S13(Fosfo)
52 1802.61 1802.61 +2 asi-kazein 41-55 SKDIGSESTEDQAME
S6(Fosfo) S8(Fosfo)
M14(Oksidasyon)
53 1832.84 1832.84 +2 asi-kazein 75-89 SVEQKHIQKEDVPSE
S1(Fosfo)
54 1877.08 1877.09 +3 asi-kazein 1-16 RPKHPIKHQGLPQEVL
55 2120.17 2120.17 +3 asi-kazein 1-18 RPKHPIKHQGLPQEVLNE
56 2234.21 2234.22 +3 asi-kazein 1-19 RPKHPIKHQGLPQEVLNEN o/e
57 932.49 932.49 +2 as-kazein 67-74 EEVKITVD
58 933.54 933.54 +2 os2-kazein 175-182 ALPQYLKT
59 973.47 973.48 +2 asx-kazein 89-95 YQKFPQY

Devami arkada
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Cizelge 4.23’lin devami

60 975.60 975.60 +2 as-kazein 198-205 TKVIPYVR °/—
61 989.55 989.55 +2 as-kazein 64-72 VATEEVKIT
. SIISQETY
62 1020.42 1020.43 +2 as-kazein 13-20 S4(Fosfo)
. IISQETYK
63 1061.49 1061.49 +2 os2-kazein 14-21 $3(Fosfo)
64 1068.55 1068.56 +2 as-kazein 13-21 SIISQETYK
65 1076.57 1076.57 +2 as-kazein 80-88 KALNEINQF
66 1083.45 1083.45 +2 as-kazein 25-33 NMAINPSKE
S7(Fosfo)
67 1128.62 1128.62 +2 as-kazein 190-198 MKPWIQPKT
. SIISQETYK
68 1148.52 1148.52 +2 asx-kazein 13-21 S4(Fosfo)
69 1151.46 1151.47 +2 as-kazein 141-149 MESTEVFTK
S3(Fosfo)
. MESTEVFTK
70 1167.46 1167.46 +2 asx-kazein 141-149 M1 (Oksidasyon) S3(Fosfo)
71 1186.71 1186.72 +2 as-kazein 194-203 IQPKTKVIPY
72 1195.67 1195.67 +2 as-kazein 175-184 ALPQYLKTVY
73 1195.67 1195.68 +2 as-kazein 114-124 RNAVPITPTLN
74 1210.67 1210.68 +2 asp-kazein 116-126 AVPITPTLNRE
. REQLSTSEE
75 1238.43 1238.43 +2 as-kazein 125-133 $5(Fosfo) S7(Fosfo)
76 1251.74 1251.75 +2 as-kazein 198-207 TKVIPYVRYL o/e
. SIISQETYKQ
77 1276.58 1276.58 +2 as-kazein 13-22 S4(Fosfo)
78 | 127756 1277.57 2 ao-kazein | 1221 ESTISQETYK
S5(Fosfo)

Devami arkada



0¢CI

Cizelge 4.23’lin devami

79 1279.56 1279.56 w ao-kazein | 141-150 MESTEVFTKK
S3(Fosfo)
) ISQETYKQE
80 1318.59 1318.59 ) o-kazein | 14-23 S (Fouto o/—
81 1324.72 1324.72 2 aa-kazein | 115-126 NAVPITPTLNRE
) NREQLSTSEE
82 1352.47 1352.48 +2 os-kazein 124-133 S6(Fosfo) S8(Fosfo)
83 1385.59 1385.59 w ao-kazein | 123-133 LNREQLSTSEE
S9(Fosfo)
84 1405.62 1405.62 ) ao-kazein | 13-23 SHSQETYKQE
S4(Fosfo)
85 1406.60 1406.61 ) ao-kazein | 1121 EESIISQETYK
S6(Fosfo)
) [NREQLSTSEE
26 1465.56 1465.56 ) ao-kazein | 123-133 S7(Poste) S9(Fosto
87 1474.75 147475 3 oo-kazein | 68-79 EVKITVDDKHYQ
88 1533.71 1533.72 ) ao-kazein | 13-24 SHSQETYKQEK
S4(Fosfo)
89 1565.86 1565.86 I oo-kazein | 115-128 NAVPITPTLNREQL
90 1580.69 1580.69 w ao-kazein | 135-147 SKKTVDMESTEVF
S9(Fosfo)
91 1694.73 1694.73 ) ao-kazein | 134-147 NSKKTVDMESTEVF
S10(Fosfo)
) NSKKTVDMESTEVE
92 1710.72 1710.73 +2 os-kazein 134-147 M8(Oksidasyon) S10(Fosfo)
93 1718.03 1718.04 3 wo-kazein | 194-207 IQPKTKVIPYVRYL
94 802.44 802.45 I B-kazein | 176-182 KAVPYPQ
95 80347 803 48 Iy B-kazein | 132-138 NLHLPLP
9% 820.44 820.44 I B-kazein | 161-168 SVLSLSQS
97 830.42 830.42 2 B-kazein | 183-189 RDMPIQA
08 867.53 867.53 I B-kazein | 168-175 SKVLPVPQ

Devami arkada



ICI

Cizelge 4.23’lin devami

99 930.57 930.58 i) B-Kazein | 134-141 HLPLPLLQ
100 948.53 948 54 i) B-kazein | 161-169 SVLSLSQSK
101 969.52 969.53 i) B- kazein 6-14 LNVPGEIVE
102 977.48 977.49 i) B-kazein | 183-190 RDMPIQAF
103 979.49 979.49 i) B-kazein | 120-128 TESQSLTLT
104 991.49 991.49 i) B-Kazein | 124-132 SLTLTDVEN
105 993.48 993.48 ) B-kazein | 183-190 M?%ggggin)
106 995.58 995.59 i) B-kazein | 167-175 QSKVLPVPQ
107 997.54 997.55 i) B-Kazein |  45-52 LQDKIHPF
108 | 1017.54 1017.54 i) B-Kazein | 155-163 VMFPPQSVL
109 | 1017.60 1017.61 i) B-Kazein | 134-142 HLPLPLLQS
110 | 1025.56 1025.57 i) B-kazein |  83-91 VVPPFLQPE
111 1028 51 1028.52 i) B-Kazein |  49-57 IHPFAQTQS
112 | 1043.66 1043.66 i) B-kazein | 133-141 LHLPLPLLQ
113 | 1056.54 1056.55 i) B-kazein |  47-55 DKIHPFAQT
114 | 1079.60 1079.61 i) B-kazein | 73-82 NIPPLTQTPV
115 | 1082.62 1082.62 i) B-kazein | 166-175 SQSKVLPVPQ
116 |  1088.50 1088.50 2 B-kazein |  29-36 Igs(ggs)lz
117 | 1089.45 1089.45 2 B-kazein |  30-37 Igﬁg&g
118 | 1090.57 1090.57 i) B-kazein | 183-191 RDMPIQAFL
119 | 109454 1094.55 i) B-kazein |  43-51 DELQDKIHP
120 | 110057 1100.58 i) B-Kkazein |  59-68 VYPFPGPIPN
121 1118.49 1118.50 i) B-Kazein |  38-46 QQQTEDELQ
122 | 111948 1119.48 i) B-kazein |  37-45 EQQQTEDEL

Devami arkada



44!

Cizelge 4.23’lin devami

123 1119.55 1119.55 +2 B-kazein | 123-132 QSLTLTDVEN
124 1126.58 1126.59 +2 B- kazein 44-52 ELQDKIHPF
125 1126.62 1126.63 +2 B-kazein | 173-182 VPQKAVPYPQ o/—
126 1130.69 1130.69 +2 B-kazein | 133-142 LHLPLPLLQS
127 1135.56 1135.56 +2 B- kazein 18-27 SSEESITRIN
128 1151.69 1151.69 +2 B-kazein | 199-209 GPVRGPFPIIV
129 1155.59 1155.60 +2 B- kazein 1-10 RELEELNVPG
130 1163.54 1163.54 +2 B-kazein | 140-148 LQSWMHQPH
131 1178.62 1178.63 +2 B- kazein 92-102 VMGVSKVKEAM
132 1184.60 1184.61 +2 B- kazein 47-56 DKIHPFAQTQ
133 1195.70 1195.70 +2 B-kazein | 165-175 LSQSKVLPVPQ
134 1201.72 1201.73 +3 B- kazein 2231 SITRINKKIE
135 1203.65 1203.66 +2 B-kazein | 183-192 RDMPIQAFLL
136 1216.60 1216.60 +2 B- kazein 28-36 mscégg t%)SE
137 1217.54 1217.55 +2 B- kazein 29-37 KISEIFFFO?%E
138 1219.65 1219.65 +2 B-kazein | 183-192 ﬁ%gﬁﬁﬁ)
139 1241.61 1241.62 +2 B- kazein 43-52 DELQDKIHPF
140 1244.73 1244.74 +2 B-kazein | 132-142 NLHLPLPLLQS
141 1247.53 1247.54 +2 B- kazein 37-46 EQQQTEDELQ
142 1271.64 1271.64 +2 B- kazein 47-57 DKIHPFAQTQS
143 1273.64 1273.64 +3 B-kazein | 106-115 HKEMPFPKYP
144 1276.77 1276.77 +3 B- kazein 24-33 TRINKKIEKF
145 1282.63 1282.64 +2 B-kazein | 144-154 MHQPHQPLPPT
146 1282.73 1282.74 +2 B-kazein | 164-175 SLSQSKVLPVPQ

Devami arkada



eCl

Cizelge 4.23’lin devami

147 | 1284.64 1284 64 i B- kazcin 111 RELEELNVPGE o
148 | 1300.69 1300.69 i) B- kazcin | 57-68 SLVYPFPGPIPN

149 | 1301.66 1301.67 i) B- kazcin | 176-186 KAVPYPQRDMP

150 | 1312.66 1312.66 i) B- kazcin | 46-56 QDKIHPFAQTQ

151 | 132263 1322.63 i B- kazein | 120-131 TESQSLTLTDVE

152 | 1325.68 1325.68 i) B- kazcin |  44-54 ELQDKIHPFAQ

153 | 1345.56 1345.57 2 B-kazein |  30-39 IEg(%iftf)?Q

154 | 1345.64 1345.64 2 B- kazein | 28-37 mg&gs%s)ﬁ

155 | 135551 1355.51 2 B-kazein |  15-25 %Lfiifffrslgg

156 | 1362.56 1362.57 i) B- kazcin | 3747 EQQQTEDELQD

157 | 1370.65 1370.66 i) B- kazein | 42-52 EDELQDKIHPF

158 | 1384.72 1384.72 i B- kazcin | 47-58 DKIHPFAQTQSL

159 | 1392.76 1392.76 i B- kazcin | 194206 QEPVLGPVRGPFP o
160 | 1399.69 1399.70 i) B- kazcin | 46-57 QDKIHPFAQTQS

161 | 1410.83 1410.83 i B- kazcin | 164-176 SLSQSKVLPVPQK o
162 | 141261 1412.62 2 B- kazcin 8-20 VP%I:II%O%SSSE

163 | 1426.73 1426.73 i) B- kazcin |  44-55 ELQDKIHPFAQT

164 | 1436.67 1436.68 i B- kazein | 120-132 TESQSLTLTDVEN

165 | 1448.52 1448.52 2 B-kazein |  33-43 FQSSI?E%S%TED

166 | 1461.59 1461.59 i) B-kazein |  32-42 KF%E%O%%STE

167 | 1468.71 1468.72 i) B- kazcin | 143-154 WMHQPHQPLPPT

Devami arkada



174!

Cizelge 4.23’lin devami

o _ TEKFQSEEQQQ
168 | 1473.62 1473.63 2 B-kazein |  30-40 So1Fosto,
o _ KIEKFQSEEQQ
169 | 1473.66 1473.66 2 B- kazein |  29-39 ST (Fosto)
170 | 1476.89 1476.89 i B- kazcin |  22-33 SITRINKKIEKF
171 | 1543.58 1543.58 2 B-kazein |  35-46 SEEQQQTEDELQ
S1(Fosfo)
172 | 1554.79 1554.79 i) B- kazcin | 44-56 ELQDKIHPFAQTQ
173 | 1555.74 1555.75 i) B- kazcin | 142-154 SWMHQPHQPLPPT
174 | 1555.82 1555.83 i B- kazein | 193-206 YQEPVLGPVRGPFP o
175 | 1563.92 1563.93 i B- kazcin | 169-182 KVLPVPQKAVPYPQ
o _ EKFQSEEQQQT
176 | 1574.67 1574.67 2 B-kazein |  30-41 St
o _ KFQSEEQQQTED
177 | 157661 1576.62 2 B- kazein |  32-43 NS
o _ KIEKFQSEEQQQ
178 | 1601.72 1601.72 2 B-kazein |  29-40 STt
179 | 1625.83 1625.84 i B- kazcin 1-14 RELEELNVPGEIVE
180 | 1641.82 1641.82 i) B- kazcin | 44-57 ELQDKIHPFAQTQS
181 | 1650.95 1650.96 i B- kazcin | 168-182 SKVLPVPQKAVPYPQ
182 | 1669.81 1669.82 i) B- kazcin | 43-56 DELQDKIHPFAQTQ
o _ KIEKFQSEEQQQT
183 | 1702.77 1702.77 2 B-kazein |  29-41 STirouto
184 | 170371 1703.72 2 B-kazein |  30-42 IEKFQSEEQQQTE
S6(Fosfo)
185 | 170881 1708.81 3 B- kazcin |  38-51 QQQTEDELQDKIHP
186 | 1718.00 1718.00 i B- kazein | 194209 QEPVLGPVRGPFPIIV o
. RINKKIEKFQSEE
187 | 1728.86 1728.87 3 B-kazein |  25-37 S11(Fosto
188 | 1745.87 174587 i B- kazein | 106-119 HKEMPFPKY PVEPF

Devami arkada



4!

Cizelge 4.23’lin devami

189 | 1818.74 1818.74 2 B-kazein |  30-43 IEKF%E&E%SSTED

190 | 183181 1831.81 2 B-kazein |  29-42 KIEKE%SFEE%QQTE

191 | 1866.04 1866.05 3 B- kazcin | 166-182 SQSKVLPVPQKAVPYPQ

192 | 1881.06 1881.06 i B- kazein | 193-209 YQEPVLGPVRGPFPIIV o
193 | 1946.84 1946.84 i) B-kazein |  29-43 KIEKF&%E)ES%QTED

194 | 1975.95 1975.96 3 B- kazcin | 106-121 HKEMPFPKYPVEPFTE

195 | 1981.97 1981.98 3 B- kazcin | 144-160 MHQPHQPLPPTVMFPPQ

196 | 1994.15 1994.15 i B- kazein | 192209 LYQEPVLGPVRGPFPITV o
197 | 2042.05 2042.06 3 B- kazein | 103-119 APKHKEMPFPKYPVEPF

198 | 2062.99 2062.99 3 B- kazein | 106-122 HKEMPFPKYPVEPFTES

199 | 2066.16 2066.16 i B- kazcin | 164-182 SLSQSKVLPVPQKAVPYPQ

200 | 2107.24 2107.23 i B- kazein | 191-209 LLYQEPVLGPVRGPFPIIV o
201 | 2173.09 2173.10 3 B- kazein | 102-119 MAPKHKEMPFPKYPVEPF

202 | 2191.05 2191.05 3 B- kazcin | 106-123 HKEMPFPKYPVEPFTESQ

203 | 2286.14 2286.15 +3 B-kazein |  22-39 SITRINSI?EI(IEOK;(%SEEQQ

204 | 235917 2359.18 3 B-kazein | 103-122 | APKHKEMPFPKYPVEPFTES

205 815.44 815.44 i) «kazein | 7277 QILQWQ

206 898 45 898 45 i «kazein | 153-160 IESPPEIN

207 905.49 905.49 i «kazein | 161-169 TVQVTSTAV /e
208 915.51 915.51 i) «kazein | 116-123 KTEIPTIN

209 924,51 924,52 i) «kazein | 2430 KYIPIQY

210 946.53 946.54 i «kazein | 43-50 YQQKPVAL

211 954,57 954,57 i) «kazein | 66-74 AVRSPAQIL

Devami arkada



9C1

Cizelge 4.23’lin devami

212 984.50 984.50 +2 w-kazein | 155-163 SPPEINTVQ
213 984.51 984.51 +2 x-kazein 31-38 VLSRYPSY
214 996.58 996.58 +2 x-kazein 45-53 QKPVALINN
215 997.52 997.52 +2 x-kazein | 152-160 VIESPPEIN
216 1002.51 1002.51 +2 wkazein | 122-131 INTIASGEPT
217 1010.60 1010.60 +2 x-kazein 44-52 QQKPVALIN
218 1027.59 1027.59 +2 x-kazein 72-79 QILQWQVL
219 1030.54 1030.54 +2 w-kazein | 115-123 DKTEIPTIN
220 1039.52 1039.52 +2 x-kazein 41-48 NYYQQKPV
221 1040.42 1040.42 +2 x-kazein | 143-151 V‘;E&Eﬁ)}) E
222 1041.53 1041.54 +2 x-kazein 31-39 VLSRYPSYG
223 1058.57 1058.57 +2 w-kazein | 118-127 EIPTINTIAS
224 1082.63 1082.63 +2 x-kazein 66-75 AVRSPAQILQ
225 1098.56 1098.57 +2 x-kazein | 152-161 VIESPPEINT
226 1108.64 1108.64 +2 x-kazein 22-30 IAKYIPIQY
227 1109.59 1109.60 +2 x-kazein 42-50 YYQQKPVAL
228 1122.51 1122.52 +2 wkazein | 132-142 STPTTEAVEST
229 1124.64 1124.64 +2 x-kazein 45-54 QKPVALINNQ
230 1124.64 1124.64 +2 x-kazein 44-53 QQKPVALINN
231 1130.63 1130.63 +2 x-kazein 61-71 YAKPAAVRSPA
232 1136.67 1136.67 +2 x-kazein 24-32 KYIPIQYVL
233 1141.46 1141.46 +2 x-kazein | 142-151 TVQJFLEE)S)‘PE
234 1158.60 1158.60 +2 w-kazein | 114-123 QDKTEIPTIN
235 1172.52 1172.52 +2 x-kazein 12-20 EKDERFFSD
236 1173.66 1173.66 +2 x-kazein 43-52 YQQKPVALIN

Devami arkada



LTI

Cizelge 4.23’lin devami

237 | 118261 1182.62 i) «kazein | 56-65 LPYPYYAKPA
238 | 1228.49 1228.50 i) x-kazein | 141-151 ST\QQ(TFEE%SPE
239 | 123673 1236.74 i) «kazein | 21-30 KIAKYIPIQY
240 | 125270 1252.70 i) «kazein | 44-54 QQKPVALINNQ
241 | 126871 1268.71 i) «kazein | 66-76 AVRSPAQILQW
242 | 128770 1287.71 i) «kazein | 43-53 YQQKPVALINN
243 | 1290.60 1290.61 i) «kazein | 125-137 IASGEPTSTPTTE
24 | 1318.60 1318.60 i) «kazein | 128-140 GEPTSTPTTEAVE
245 | 1325.69 1325.69 i) «kazein | 152-163 VIESPPEINTVQ
246 | 1329.66 1329.66 i) «kazein | 96-106 ARHPHPHLSFM
247 | 133672 1336.73 i) kazein | 42-52 YYQQKPVALIN
248 | 1391.65 1391.65 i) «kazein | 124-137 TIASGEPTSTPTTE
249 | 1396.76 1396.77 i) «kazein | 66-77 AVRSPAQILQWQ
250 | 1448.88 1448.89 i) kazein | 21-32 KIAKYIPIQYVL
251 | 1450.76 1450.77 i) «kazein | 42-53 YYQQKPVALINN
252 | 145774 1457.75 i) «kazein | 54-65 QFLPYPYYAKPA
253 | 1527.64 1527.65 i) x-kazein | 138-151 AVESSTJ(‘;ESLS) SPE
254 | 1535.92 1535.92 i) «kazein | 21-33 KIAKYIPIQYVLS
255 | 156481 1564.81 i) «kazein | 41-53 NYYQQKPVALINN
256 | 157882 1578.83 i) «kazein | 42-54 YYQQKPVALINNQ
257 | 266342 2663.43 3 «kazein | 107-131 | AIPPKKNQDKTEIPTINTIASGEPT

2 bGozlemlenen ve hesaplanan peptid kiitleleri Da olarak verilmistir.
¢ Peptid dizilimleri tek harf sistemi kullanilarak gosterilmistir.
4 B: Baum vd (2013a), D: Dallas vd (2014) tarafindan yapilan ¢calismada tanimlanan peptidler



Sekil 4.15°te ticari kefir starter kiiltiirii ve kefir danesi kullanilarak tiretilen kefir
orneklerinde tanimlanan peptidlerin 6ncii protein (B-kazein, k-kazein, osi-kazein ve oi2-
kazein) dizilimleri igerisindeki pozisyonlar1 gosterilmistir. Sekildeki oklar kefir
orneklerinde belirlenen serbest haldeki peptidleri, isaretlenen serin kalintilari ise
muhtemel fosforilizasyon bolgelerini belirtmektedir. Sekilden de anlasilacagi iizere
peptidler protein dizilimleri i¢inde homojen bir dagilim géstermemekte ve her bir protein
dizilimi i¢inde proteinin diger kisimlarina nazaran daha ytliksek oranda peptidin serbest
hale gectigi bolgeler bulunmaktadir. Ayrica her bir protein iginde bazi1 b6 liinme noktalari
digerlerine kiyasla daha ¢ok tercih edilmistir. P-kazein proteininde 6zellikle Kag-Koo,
K2o-130, Q175-Ki76 ve Qig-Rigz amino asitleri arasindaki peptid baglarinin kefir
mikrofloras1 tarafindan degredasyona egilimli boélgeler oldugu tespit edilmistir.
asi-kazeininde ise Lo-S41 ve Q130-Q131 amino asitleri arasindaki peptid baglarmin yiiksek
hassasiyete sahip bdlgeler oldugu belirlenmistir. Ns3-Qs4, Ass-Ass ve E151-Vis2 amino
asitleri arasindaki peptid baglarinin k-kazein, E12-S13, K21-Q22 ve E133-Ni34 amino asitleri
arasindaki peptid baglarinin ise as-kazein i¢in kefir mikroflorasi tarafindan tercih edilen
boliinme yerleri oldugu saptanmistir. Kefir peptidleri i¢in gézlemlenen boliinme kisimlari
ile laktokokal proteinazlarin parcaladigi boliinme noktalar1 (Sekil 4.15°teki siyah liggen
sembolii ile gosterilen kisimlar) karsilastirildiginda, kefir peptidleri i¢in gézlemlenen
boliinme kisimlarinin yaklasik %17’sinin laktokokal enzimlerin etki ettigi bolgeler ile
uyum gosterdigi tespit edilmistir. Bununla beraber, s6z konusu kefir peptidlerinin bu
enzimin etkisi ile, diger kefir peptidlerinin ise kefirde bulunan ve kazeinin
degradasyonunda rol oynayan diger mikroorganizmalari proteinazlar etkisi ile serbest
hale gectiginin muhtemel oldugu degerlendirilmistir. Ancak proteolitik enzimlerin
spesifikligi hakkindaki veri, bu durumda yetersiz kalmaktadir.

Toplam siit proteomunun yaklasik %80’ini olusturan kazeinin as-kazein
(vaklasik %34), B-kazein (yaklasik %25), k-kazein (yaklasik %9) ve as-kazein (yaklasik
%38) olmak tizere baslica dort fraksiyonu bulunmaktadir. Minor kazeinler olarak bilinen
diger kazein fraksiyonlari, ¢esitli kimyasal tepkimeler veya proteoliz sonucu meydana
gelmektedir. Siit proteinlerinin yaklasik %20’sini olusturan peyniralt1 suyu proteinleri ise
B-laktoglobulin (yaklasik %9) ve a-laktalbumin (yaklasik %4) olmak {izere 2
fraksiyondan olusmaktadir (Metin 2005, Belitz vd 2009). Mikrobiyolojik protein
degradasyonu biitiin siit proteinlerinde ayn1 derecede gerceklesmis olsaydi, fraksiyonlar
arasinda esit bir dagilim olmasi beklenirdi. Ancak bdyle birseyin gerceklesmesi olasi
degildir. Ozellikle B-kazein kefir mikrofloras1 tarafindan degrade edilmeye daha
yatkindir. Arastrmamizda kefir 6rneklerinde peyniralti suyu proteinleri orijinli hi¢bir
peptid tanimlanamamistir. Bu durum s6z konusu proteinlerin sahip olduklar1 globiiler
yapilarindan dolay1 proteazlara karsi daha direngli olabilecegi seklinde
aciklanabilmektedir. Buna karsin, kazeinler kismen yiiksek prolin igeriginden
kaynaklanan elastikiyetleri nedeniyle mikroorganizmlar i¢in daha kabul edilebilinirdir
(Swaisgood 1982).

Siit proteinlerinin biiyilk bir kismini olusturan kazeinler fosfoproteinlerdir.
as1-kazeinin biiyilik varyanti, sekizden dokuza fosforilasyon bdlgesine sahiptir. asz-kazein
dizisi 11 fosfat grubu tasimaktadir. Fosfoserin kalintis1 sayis1 agisindan farklilik gosteren
bazi alt gruplar olussa da, B-kazein genellikle bes serin bagli fosfat baridirirken, k-kazein
sadece monofosforiledir (Belitz vd 2009). Arastrmamizda, 62 adet fosfopeptid
tanimlanmistir. S6z konusu peptidlerin 52°sinin monofosforile peptidler oldugu ve
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10’unun iki fosfat grubu igerdigi ortaya konulmustur. Tiim fosforilizasyon bdlgelerinin
UniProt veri tabaninda (http://www.uniprot.org) tanimlanan fosforilizasyon bdlgeleri ile
uyum i¢inde oldugu belirlenmistir. Kefir Orneklerinde tanimlanan multifosforile
peptidlerin olmas1 gereken miktardan daha az olmasi negatif ytiklii fosfat gruplarindan
dolayr pozitif modda gergeklesen daha disliik iyonizasyon etkinligi ile
aciklanabilmektedir (Choi vd 2008). Bu durumun Orneklerde bulunan multifosforile
peptidlerin belirlenmesini zorlastirdig1 ve dolayisiyla tanimlamanin basarili bir sekilde
yapilmasini engelledigi diistiniilmektedir. UPLC Oncesinde uygulanacak fosfopeptid
zenginlestirme isleminin sorunun c¢o6zliimiinde alternatif bir yaklasim olabilecegi
degerlendirilmistir. Fosfopeptidler icin secici kiitle spektrometrik yontemlerin
uygulanmasi sonucunda ¢ig siitte 11 (multi-) fosforile peptidin tanimlandigi, geleneksel
metodlarin kullanilmasi ile ise s6z konusu 11 fosforile peptidden sadece birinin
tanimlanabildigi tespit edilmistir (Baum vd 2013b).
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Sekil 4.15. Tek harf kod sisteminde asi-kazein, as-kazein, B-kazein ve x-kazein oncii
proteinlerine ait amino asit dizilimleri ('V¥: laktokokal proteinazlarin
parcaladig1 boliinme noktalari)

Arastirmada, kefir 6rneklerinde multifosforile peptidler de dahil olmak {izere
toplamda 257 peptid tanimlanmistir. Kefir 6rneginin igerdigi peptid sayisinin kesinlikle
257°den daha fazla, kefir peptidomunun ise gergekte daha kompleks bir yapiya sahip
oldugu diisiiniilmektedir. Fakat buna ragmen, arastirmamizda kullanilan yontemlerin
kefirde temel olarak ya da yogun olarak bulunan peptidlerin tanimlanmasinda basarili
olabilecegi goriilmiistiir. Kefir 6rneklerinde bulunan diger protein fragmentlerinin ise
iyonizasyon kapasitesi diisiikliigii ya da iiriin iyon spektrum kalitesi yetersizliginden
dolay1r tanimlanamadigi degerlendirilmistir. Ancak calismada kullanilan metodlar
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(MALDI-TOF-MS ve Nano-UPLC-nano-ESI-MS/MS) kefirde yogun olarak bulunan
peptidlerin tanimlanmasinda basarili olmustur.

Baum vd (2013a) ¢ig siitte tanimladiklari endojen peptidlerin 129 unun
osi-kazein, 63’linlin B-kazein, 54’iiniin as2-kazein orijinli peptidler, birinin ise k-kazein
orjjinli bir peptid oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica s6z konusu c¢aligmada B-
laktoglobulin orijinli bir peptid tanimlanmistir. Dallas vd (2014) tarafindan yapilan
calismada endojen peptidlerin alt1 farkli ¢ig siit 6rneginde de benzer sekilde dagilim
gosterdigi tespit edilmistir. S6z konusu peptidlerin ¢ogunun osi-kazein (%40) orijinli
peptidler oldugu, bunu B-kazein, ox-kazein orijinli peptidlerin ve diger siit proteinleri
orijinli baz1 peptidlerin takip ettigi belirlenmistir. Kefir 6rneklerinde tanimlanan peptid
sayisinin (257) Baum vd (2013a) ve Dallas vd (2014) tarafindan ¢ig siitte tanimlanan
peptid sayilarindan fazla olmasi ¢ig siitte tanimlanamayip sadece kefirde tanimlanan
peptidlerin siitiin fermantasyonu sirasinda olustugunu gostermektedir (Cizelge 4.23).
Kefir peptidlerinin olusumunda fermantasyonun yani sira 1s1l isleminde etkili oldugu
diistiniilmektedir. Bunun yan sira, s6z konusu proseslerin peptid profili lizerinde etkili
oldugu, 6nemli kismin1 asi-kazein orijinli peptidlerin olusturdugu ¢ig siit peptid profilinin
1s1l islem ve fermantasyon sonrasinda ¢ogunlugunu B- ve k-kazein fragmentlerinin
olusturdugu kefir profiline doniistiigli tespit edilmistir. os1-, B- ve «k-kazeinlerin
degradasyon motiflerine dayanarak laktokoklar i¢in P; ve P;; olmak iizere iki temel
proteinaz spesifiklik smnifi oldugu bildirilmektedir. P; tip enzimlerin temel substratini -
ve k-kazeinler olustururken, Py tip enzimler B- ve k-kazeinlerinin yani sira os1-kazeinleri
de degrade edebilmektedir (Kunji vd 1996). B- ve k-kazeinlerin bu iki smif enzim
tarafindan substrat olarak kullanilmas1 laktik asit bakterilerinin gerceklestirdigi
fermantasyon sirasinda Ozellikle B- ve x-kazein orijinli peptidlerin agiga ¢ikmasi
durumunu agiklayabilmektedir.

4.5.1. Kefir peptidlerinin biyoaktif potansiyeli

Calisma sonunda, olusturulan kefir peptid veritabaninda (Bkz. Cizelge 4.23) yer
alan biyoaktif dizilimlerin tanimlanmasi amaciyla detayl: literatiir taramasi yapilmistir.
Kefir 6rneklerinde tanimlanan biyoaktif peptidlerin tiimii kiitleleri, 6ncii proteinleri, oncii
proteinlerindeki pozisyonlar1 ve biyolojik fonksiyonlar1 ile birlikte Cizelge 4.24°te
sunulmustur.
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Cizelge 4.24. Kefir 6rneklerinde tanimlanan biyoaktif peptidler

M+ H]

(Da) Amino asit dizilimi Protein Pozisyon Biyoaktivite Literatiir
802.44 KAVPYPQ B-kazein 176-182 Yamamoto vd (1994)
803.47 NLHLPLP B-kazein 132-138 Kohmura vd (1989)
969.52 LNVPGEIVE B-kazein 6-14 Gobetti vd (2000)
977.48 RDMPIQAF B-kazein 183-190 Yamamoto vd (1994)
1079.60 NIPPLTQTPV B-kazein 73-82 Gobetti vd (2000)
1082.61 SQSKVLPVPQ B-kazein 166-175 ACE-inhibitdrii Hayes vd (2007)
1100.57 VYPFPGPIPN B-kazein 59-68 Eisele vd (2013)
1745.87 HKEMPFPKYPVEPF B-kazein 106-119 Yamamoto vd (1994)
1881.06 YQEPVLGPVRGPFPIIV B-kazein 193-209 ROT;‘;P;;?:;;‘:HVS 539(92‘81 2

2107.24 LLYQEPVLGPVRGPFPIIV B-kazein 191-209 Yamamoto vd (1994)
867.53 SKVLPVPQ B-kazein 168-175 ACE-inhibitorii Yamamoto vd (1994)
973.47 YQKFPQY os2-kazein 89-95 Antihipertansif Contreras vd (2009)
970.56 VLNENLLR asi-kazein 15-22 . ) Hayes vd (2006)

. Antimikrobiyal )

1881.06 YQEPVLGPVRGPFPIIV B-kazein 193-209 Birkemo vd (2009)
1100.57 VYPFPGPIPN B-kazein 59-68 Eisele vd (2013)
1329.66 ARHPHPHLSFM k-kazein 96-106 Antioksidatif Kudoh vd (2001)
1881.06 YQEPVLGPVRGPFPIIV B-kazein 193-209 Eisele vd (2013)
1881.06 YQEPVLGPVRGPFPIIV B-kazein 193-209 Antitrombotik Rojas-Ronquillo vd (2012)
1994.15 LYQEPVLGPVRGPFPIIV B-kazein 192-209 . Coste vd (1992)
1881.06 YQEPVLGPVRGPFPIIV B-kazein 193-209 Immiin dizenleyici S(;l‘r)lzt:évvdd((12909021))
1702.77 KIEKFQsSEEQQQT B-kazein 29-41 Mineral baglayict Caroli vd (2010)

1100.57 VYPFPGPIPN B-kazein 59-68 Opioid Jinsmaa ve Yoshikawa (1999)




Siit proteinleri kaynakli peptidlerin biiyiik bir kismini1 anjiyotensin I’in damar
daraltici anjiyotensin II’ye doniislimiinii inhibe ederek ve damarlarin genislemesini
saglayan bradikini inaktif fragmentlerine degrade ederek kan basincini diizenleyen ACE
inhibitorlerinin olusturdugu bildirilmektedir (Hayes vd 2007). S6z konusu peptidler
ACE’1 inaktive ederek antihipertansif etki gostermektedir (Kinik ve Giirsoy 2002).
Mevcut calismada tanimlanan kefir peptidleri arasinda yer alan KAVPYPQ (B-kazeini7s-
182) (Yamamoto vd 1994), NLHLPLP (B-kazeini3>-138) (Kohmura vd 1989), SKVLPVPQ
(B-kazeinies-175) (Yamamoto vd 1994), LNVPGEIVE (B-kazeins-14) (Gobbetti vd 2000),
YQKFPQY (as2-kazeinge9s) (Contreras vd 2009), RDMPIQAF (B-kazeinigs-190)
(Yamamoto vd 1994), NIPPLTQTPV (B-kazeins3-g2) (Gobbetti vd 2000), SQSKVLPVPQ
(B-kazeinies-175) (Hayes vd 2007), VYPFPGPIPN (B-kazeinsos) (Eisele vd 2013),
HKEMPFPKYPVEPF (B-kazeinioes-119) (Yamamoto vd 1994), YQEPVLGPVRGPFPIIV
(B-kazeinjoz-209) (Yamamoto vd 1994) ve LYQEPVLGPVRGPFPIIV (B-kazeinioi-2090)
(Yamamoto vd 1994) peptid dizilimlerinin ACE inhibit6érii olduklar: farkli arastirmacilar
tarafindan yapilan ¢aligmalarda tespit edilmistir. Bunun yani sira, ACE inhibitorii olarak
tanimlanan SKVLPVPQ ve YQKFPQY peptid dizilimlerinin hipertansif fareler tizerinde
antihipertansif etki gosterdikleri belirtilmektedir (Contreas vd 2009).

Antimikrobiyal peptidler, kefirde bulunan diger bir biyoaktif peptid grubunu
olusturmaktadir. Calisma sonunda, kefir Orneklerinde tanimlanan VLNENLLR
(asi-kazeinis22) ve YQEPVLGPVRGPFPIIV (B-kazeinios-2o9) peptidlerinin amino asit
dizilimlerinin literatiirde kazeisin B ve kazeisidin 17 olarak bilinen antimikrobiyal
peptidlerin amino asit dizilimleri ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. Yapilan calismalarda
kazeisin B’nin 0.22 mM minimum inhibisyon konsantrasyonunda E. coli DPC6053
susunun gelisimini, kazeisidin 17’nin ise 0.4 mg/mL ve 0.5 mg/mL minimum inhibisyon
konsantrasyonlarinda sirasiyla E. coli DPC6053 ve E. coli DH5a suslarininin gelisimini
inhibe ettigi tespit edilmistir (Hayes vd 2006, Birkemo vd 2009).

Immiin diizenleyici peptidlerin etki mekanizmalar1 hakkinda literatiirde ¢ok fazla
bilgiye rastlanilmamakla birlikte s6z konusu peptidlerin ACE inhibisyonu ile yakin bir
iliskisinin oldugu sdylenilmektedir. Bu konudaki goriis ise ACE inhibisyonunun immiin
sistemi uyarici bradikinin peptidinin inaktivasyonunu inhibe ettigi seklindedir (Clare ve
Swaisgood  2000). Calisma sonunda tanimlanan YQEPVLGPVRGPFPIIV
(B-kazeinioz-209) (Coste vd 1992, Sandré vd 2001) ve LYQEPVLGPVRGPFPIIV
(B-kazeinig92-209) (Coste vd 1992) peptidlerinin immiin diizenleyici etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. YQEPVLGPVRGPFPIIV (B-kazeinioz200) protein fragmentinin ACE
inhibitorii olmasmin yani swra immiin diizenleyici etkiye de sahip olmasi immiin
diizenleyici peptidlerin ACE inhibisyonu ile iliskisi oldugu goriisiinii desteklemektedir.

Siit proteinleri tarafindan saglanan 6nemli biyoaktif etkilerden biri de opioid
peptidler ve antagonistlerinin muhtemel aktiviteleridir. Opioid peptidler, sinir sisteminde
ve intestinal sistemde bulunan opioid reseptorlere baglanabilen 5-10 amino asit iceren
kisa peptidlerdir. Siit proteinlerinden elde edilen opioid peptidler hem agonist hem de
antagonist etki gosterebilmektedir (Kinik ve Giirsoy 2002, Fitzgerald ve Meisel 2003).
Calisma sonunda olusturulan kefir peptid profilindeki B-kazein orijinli VYPFPGPIPN
(f59-68) (Jinsmaa ve Yoshikawa 1999) peptidinin opioid etkiye sahip oldugu tespit
edilmistir.
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Siit  proteinleri kaynakli biyoaktif peptidlerden kazeinofosfopeptidlerin
fosforlanmis serin gruplarindan dolayr mineral baglama 6zelligine sahip oldugu
bildirilmektedir (Hartmann ve Meisel 2007). Kefir 6rneklerinde tanimlanan peptidlerden
KIEKFQSEEQQQT (B-kazeinzo41, 7. serinde fosfat) peptidinin kalsiyum baglama
ozelligine sahip oldugu belirlenmistir (Caroli vd 2010). Kefir 6rneklerinde tanimlanan
fosfopeptidlerin de mineral baglama 6zelligine sahip olabilecegi diisiiniilmektedir.

Calisma sonunda kefir orneklerinde tanimlanan diger biyoaktif peptidler ise
antioksidatif ozellige sahip VYPFPGPIPN (B-kazeinsosg) (Eisele vd 2013),
ARHPHPHLSFM (x-kazeings-10s) (Kudoh vd 2001) ve YQEPVLGPVRGPFPIIV (B-
kazeinioz200) (Eisele vd 2013) peptidleri ile antitrombotik etki gdsteren
YQEPVLGPVRGPFPIIV (B-kazeinioz209) peptididir (Rojas-Ronquillo vd 2012).

Kefir 6rneklerinde tanimlanan biyoaktif peptidlerin biyolojik islevsellikleri ve
insan viicudundaki sistemler {izerine etkileri Sekil 4.16’da gosterilmistir. Sekilden de
goriilecegi tizere kefirde tanimlanan YQEPVLGPVRGPFPIIV (B-kazeinigz209) ve
VYPFPGPIPN (B-kazeinsog), peptidlerinin birden fazla islevselligi bulunmaktadir.
Kazeisidin 17 olarak da bilinen YQEPVLGPVRGPFPIIV (B-kazeinioz-209) amino asit
dizilimine sahip olan peptidin ACE inhibisyonu, antimikrobiyal, antioksidatif ve
antitrombotik etki ve immiin sistemin diizenlenmesi gibi farkli biyoaktivitelere sahip
oldugu bildirilmektedir (Coste vd 1992, Yamamoto vd 1994, Birkemo vd 2009, Rojas-
Ronquillo vd 2012, Eisele vd 2013). S6z konusu multifonksiyonel peptid 1881.1 Da kiitle
ile MALDI-TOF kiitle spektrumunda sinyal yogunlugu yiiksek olan peptidlerden biridir
(Bkz. Sekil 4.13). Kefir orneklerinde tanimlanan diger bir multifonksiyonel peptid ise
V-B-kazomorfin-9 olarak da bilinen VYPFPGPIPN (B-kazeinso.es) peptididir. S6z konusu
peptidin ACE-inhibitorii olmasinin yan sira antioksidan ve opioid reseptorleri baglama
ozelliklerine sahip oldugu bildirilmektedir (Jinsmaa ve Yoshikawa 1999, Eisele vd 2013).

KARDIYOVASKULER SiNiR GASTROINTESTINAL BAGISIKLIK
SISTEM SISTEMI SISTEM SISTEMI
ACE iNHIBITORLERI MINERAL BAGLAYICI immUN DUZENLEYICI
KAVPYPQ PEPTIDLER PEPTIDLER
NLHLPLP KIEKFQSEEQQQT LYQEPVLGPVRGPFPIV
SKVLPVPQ S7 (Fosfo) YQEPVLGPVRGPFPIIV
LNVPGEIVE
R?J;rg:F ANTIMIKROBIYAL PEPTIDLER
NIPPLTQTPV VLNENLLR
SQSKVLPVPQ YQEPVLGPVRGPFPIIV
VYPFPGPIPN ] J

HKEMPFPKYPVEPF
YQEPVLGPVRGPFPIIV
LLYGEPVLGPVRGPFPIIV

OPiOID PEPTIDLER
VYPFPGPIPN

ANTIOKSIDATIF PEPTIDLER
VYPFPGPIPN
ARHPHPHLSFM
YQEPVLGPVRGPFPIIV

ANTITROMBOTIK PEPTIDLER
YQEPVLGPVRGPFPIIV

Sekil 4.16. Kefirde tanimlanan biyoaktif peptidlerin insan viicudunda etki ettigi sistemler
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4.5.2. Kefir orneklerinin peptid profilleri iizerine iiretim parametrelerinin etkisi

Kefir 6rneklerinin peptid profili lizerine starter kiiltiir ¢cesidi, inkiibasyon sicakligi,
inkiibasyon sonlandirma pH’s1 ve 1s1l islem normu gibi iiretim parametrelerinin etkisi
MALDI-TOF kiitle spektrometresinden yararlanilarak belirlenmistir. Arastirmamizda
iiretim parametrelerinin kefirin peptid profili lizerine etkisinin incelenmesinde, ticari kefir
starter kiiltiiri kullanilarak {iretilen tiim kefir Orneklerinde belirlenen ve bagil
kuantifikasyonu yapilan 21 ana peptid sinyali ile kefir danesi kullanilarak {iretilen tiim
kefir 6rneklerinde belirlenen ve bagil kuantifikasyonu yapilan 20 ana peptid sinyali
kullanilmistir (Ek 1). Ticari kefir starter kiiltiirti kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerinde
belirlenen s6z konusu peptidlere ait bagil yogunluk degerlerinin iiretimde kullanilan
parametrelere gore degisimi Sekil 4.17a, 4.17b ve 4.17c¢’de, kefir danesi kullanilarak
iretilen kefir 6rneklerinde belirlenen peptidlere ait degisimler ise Sekil 4.18a, 4.18b ve
4.18c’de sunulmustur. Sekillerde goriilen 1558.8 m/z oranina sahip peptid referans
peptidi olup relatif yogunlugu %100 olarak kabul edilmistir. Ayrica s6z konusu sekillerde
kefir Orneklerinde tanimlanan biyoaktif peptidler ve bu peptidler {izerine {iiretim
parametrelerinin etkisi de goriilmektedir. Sekil 4.17a ve 4.18a’da goriilen 977.5 m/z
oranina sahip peptid ile Sekil 4.17¢c ve 4.18c’de goriilen 2107.3 m/z oranina sahip peptidin
literatiirde ACE inhibitorleri oldugu bildirilmektedir (Yamamoto vd 1994). Sekil 4.17b
ve 4.18b’deki 1329.6 ve 1994.2 m/z oranma sahip peptidlerin sirasiyla immiin
diizenleyici ve antoksidatif olarak aktivite gosterdigi belirtilmektedir. Bununla birlikte
yapilan ¢aliymalarda Sekil 4.17c ve 4.18c’de goriilen 1881.1 m/z oranina sahip peptidin
ACE inhibisyonu, antimikrobiyal, antioksidatif ve antitrombotik etki ve immiin sistemin
diizenlenmesi gibi farkli biyoaktivitelere sahip oldugu tespit edilmistir (Coste vd 1992,
Yamamoto vd 1994, Sandré vd 2001, Birkemo vd 2009, Rojas-Ronquillo vd 2012). Kefir
orneklerinde belirlenen biyoaktif peptidlerin MALDI-TOF kiitle spektrumlarimdaki
pozisyonlar1 Sekil 4.19°da sunulmustur. S6z konusu sekil incelendiginde biyoaktif
peptidler arasinda en yliksek bagil yogunluk degerine 1881.1, en diisiik bagil yogunluk
degerine ise 977.5 m/z oranina sahip peptidin sahip oldugu goériilmektedir.
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Sekil 4.19. Kefir 6rneklerinde tanimlanan biyoaktif peptidlerin MALDI-TOF kiitle
spektrumundaki pozisyonlar1

4.5.2.1. Uretimde kullanilan starter kiiltiir cesidinin kefir 6rneklerinin peptid profili
iizerine etkisi

Arastirmamizda kefir 6rneklerinin tiretiminde ticari kefir starter kiiltiiri ve kefir
danesi olmak tizere iki farkl starter kiiltiir kullanilmistir. Kefir 6rneklerinin peptid profili
iizerine liretimde kullanilan starter kiiltlir ¢esidinin etkisi Nano-UPLC-nano-ESI-MS/MS
ve MALDI-TOF-MS metotlar1 kullanilarak belirlenmistir.

Nano-UPLC-nano-ESI-MS/MS ve MALDI-TOF-MS analizleri sonucunda kefir
orneklerinde tanimlanan peptidlerin tiretimde kullanilan starter kiiltiir cesidine gore genel
dagilimi ve her birinin dort ana protein igindeki dagilimi Sekil 4.20°de verilmistir. Sekilde
yiiksek sayida peptidin (97) her iki kefir 6rneginde de bulundugu goriilmektedir. Ticari
kefir starter kiltiirii kullanilarak {iretilen ve toplamda 230 farkli peptid iceren kefir
orneklerinin, kefir danesi kullanilarak tretilen ve toplamda 124 farkl peptid iceren kefir
orneklerine gore daha kompleks bir kompozisyona sahip oldugu tespit edilmistir. Kazein
fraksiyonlarindaki peptid dagilimi incelendiginde ise, peptidlerin biiyiik kisminin ticari
kefir starter kiiltiiri kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerinde tanimlandigi (133/257), diger
biiyiik kism her iki kefir ¢esidi tarafindan paylasildigi (97/257) ve sadece cok kiiciik bir
kismin kefir danesi kullanilarak iiretilen 6rneklere ait oldugu (27/257) goriilmektedir.
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Sekil 4.20. Farkli 6rnek tiplerinde tanimlanan peptidlerin dagilimi

Sekil 4.21°de verilen 1s1 haritalarinda kefir 6rneklerinde tanimlanan peptidlerin
oncii proteinleri olan as1, 052, - ve k-kazein dizilimleri igerisindeki konumlar1 verilmistir.
Kirmizi renk, kefir 6rneklerinde s6z konusu proteinin bu kismindan yiiksek oranda
peptidin serbest hale gectigini; koyu yesil renk ise proteinin bu kisminda tanimlanan
herhangi bir peptidin olmadigin1 gostermektedir. Her iki kefir 6rnegi i¢in, peptidlerin
biiyiik bir kisminin B-kazeinin 28.-56. fraksiyonlar1 arasinda kalan bolgeden serbest hale
gectigi tespit edilmistir. Kefir 6rneklerinde ortak olan diger sicak bdolgelerin ise [-
kazein’in 164.-175. fraksiyonlar1 ve C-terminal bdlgesi, osi-kazein diziliminde 129.-142.,
os2-kazein diziliminde 13.-21. ve 123.-147. ve «-kazein diziliminde 42.-53.
fraksiyonlarmin oldugu goriilmektedir (Sekil 4.21°de kirmiz1 ve sar1 kisimlar). Ticari
kefir starter kiiltlirii kullanilarak iretilen kefir o6rnekleri ile kefir danesi kullanilarak
iiretilen kefir 6rnekleri arasinda B-kazein diziliminde 106.-119., asi-kazein diziliminde
41.-55., k-kazeinde ise 21-33. ve 106.-119. pozisyonlarda biiyiik farkliliklar oldugu tespit
edilmistir. Ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak iretilen Orneklerde s6z konusu
bolgelerden yiiksek oranda peptid serbest hale gegerken, kefir danesi kullanilarak iiretilen
kefir 6rneklerinde ise bu bolgelerin bazilarindan serbest hale gecen ¢ok az sayida peptid
oldugu, bazilarindan ise hi¢ olmagi saptanmistir. Her iki kefir 6rneginde de os1-kazeinin
64.-69., 95.-104., 124.-128. ve 145.-179. fraksiyonlarindan, as>-kazeinin N-terminal
bolgesinden ve 34.-63., 96.-113., 161.-174. ve 185.-189. fraksiyonlarindan, -kazeinin
69.-72. fraksiyonundan ve «-kazeinin ise N-terminal bdlgesinden ve 80.-95.
fraksiyonundan serbest hale gegen herhangi bir peptid tanimlanamamistir (Sekil 4.21°de
koyu yesil bolgeler). Ozetlemek gerekirse, fermantasyonda ticari kefir starter kiiltiirii
kullanildiginda peptidomik desen daha kompleks olmasia ragmen, her iki kefir 6rnegine
ait peptid profilinin genel olarak benzer oldugu agiktir.
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Sekil 4.21. Kefir starter kiiltiirii (A) ve kefir danesi (B) kullanilarak firetilen kefir
orneklerinde tanimlanan peptidlerin as-, as-, B- ve k-kazein protein
dizilimlerindeki pozisyonlari

Fermantasyon sonucu elde edilen iirlinler fermantasyon isleminde kullanilan
mikroorganizmalara gore biiylik Ol¢iide farklilik gosterebildigi i¢in arastirmamizda iki
farkli starter kiiltiir ¢esidi kullanilarak {iretilen kefir Ornekleri analiz edilip
karsilastiriimistir. Orneklerimizin fermantasyon islemlerinde ticari kefir starter kiiltiirii ve
geleneksel kefir daneleri kullanilmistir. Arastirmada iki farkli starter kiiltiir kullanilarak
iiretilen kefir 6rnekleri arasindaki farkliliklarin anlagilmasi amaciyla s6z konusu iiriinlerin
mikrobiyal kompozisyonu da belirlenmistir. Kefir orneklerindeki toplam aerobik
mezofilik bakteri sayisinda belirgin bir faklilik olmadigi, buna karsin kefir danesi
kullanilarak iretilen kefir Orneklerindeki maya sayisinin ticari kefir starter kiiltiiri
kullanilarak {iretilen Orneklere gore daha fazla oldugu tespit edilmistir. S6z konusu
ornekler proteolitik aktivite degerleri bakimindan kiyaslandiginda ise, ticari kefir starter
kiiltiirti kullanilarak tretilen kefir 6rneklerinin proteolitik aktivite degerlerinin, kefir
danesi kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerine gore 1.3 kat daha fazla oldugu belirlenmistir.
Kefir 6rneklerinin proteolitik aktivite degerlerindeki s6z konusu farkliliga sadece kefir
danesi kullanilarak iiretilen orneklerin igerdikleri toplam aerobik mezofilik bakteri
sayilarinin kefir starter kiltiirii kullanilarak tretilen Orneklere kiyasla daha diigiik
olmasinin neden oldugu diisiiniilemez. Bakterilerin tiir ve alt tiir kompozisyonunun kefir
orneklerinin proteolitik davraniglarindaki farkliliga neden olabilecegi de muhtemeldir.
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Ticari kefir starter kiiltiiriindeki bakteri suslarinin biiylik bir kismmin daha etkin
proteolotik Ozelliklere sahip olmasi, s6z konusu orneklerin kefir danesi kullanilarak
iiretilen orneklere gore daha yiiksek proteolitk aktivite degerlerine sahip olmasinin bir
aciklamasi olabilir.

Fermantasyon isleminde ticari kefir starter kiiltiirii kullanildig1 zaman serbest hale
gecen amino asit ve peptid sayilarinda artis oldugu gibi fermantasyon sonucu olusan
iirinlin peptid kompozisyonun da daha kompleks oldugu belirlenmistir. S6z konusu
durum ticari kefir starter kiiltiiri kullanilarak iiretilen kefir Orneklerinde yapilan
proteolitik aktivite analiz sonuclari ile de dogrulanmaktadir.

Ticari kefir starter kiiltlirii kullanilarak tretilen kefir 6rneklerinde tanimlanan
peptidlerin %42°1ik, kefir danesi kullanilarak iiretilen 6rneklerde tanimlanan peptidlerin
ise %78’lik kisminin her iki kefir Ornegi tarafindan paylasildigi tespit edilmistir.
Peptidlerin biiytlik bir kisminin her iki kefir 6rneginde de bulunmasi iiretim i¢in kullanilan
0zgilin mikrofloradan bagimsiz tipik kefir peptid profilinin varoldugunu gostermektedir.
Buradan kefir peptid profilinin daimi kisim bilesenlerinin kefir icin, kefir profilinin
degisken kisim bilesenlerinin ise farkli kefir {irtinlerini ve iiretim parametrelerini
ayirdetmek i¢in belirleyici olarak kullanilabilecegi hipotezi ¢ikarilabilinir.

Uretimde kullanilan starter kiiltiir ¢esidinin kefir drneklerinde belirlenen ana
peptidler iizerine etkisinin degerlendirilmesi, hem ticari kefir starter kiiltiirii hem de kefir
danesi kullanilarak ftretilen kefir orneklerinde belirlenen 5’ini biyoaktif peptidlerin
olusturdugu 16 peptidin karsilastirilmasiyla gergeklestirilmistir. S6z konusu peptidler
iizerine starter kiiltlir cesidinin etkisini gdsteren kutu grafikleri ve Mann-Whitney U Testi
sonuclar1 Sekil 4.22a ve 4.22b’de sunulmustur. Calisma sonucunda 1151.7, 1366.7,
1382.7, 1608.9, 1700.9, 1702.9, 1718.1 ve 2139.2 m/z oranina sahip olan 8 peptidin bagil
yogunluk degerlerinin ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerinde,
kefir danesi kullanilarak iiretilenlere kiyasla yiliksek oldugu (P<0.05) belirlenmistir.
Kiitle/yiik oranlar1 1052.6 ve 1109.6 olan peptidlere ait bagil yogunluk degerlerinin ise
kefir danesi kullanilarak iretilen kefir Orneklerinde, ticari kefir starter kilttira
kullanilarak iiretilenlere gore yiiksek (P<0.05) oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte
1203.7 m/z oranina sahip peptidin bagil yogunluk degerleri iizerine liretimde kullanilan
starter kiiltlir cesidinin istatistiksel olarak herhangi bir etkisinin olmadigi (P>0.05) tespit
edilmistir.
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Sekil 4.22a. Kefir 6rneklerinde belirlenen peptidler lizerine starter kiiltiir ¢esidinin etkisi
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Sekil 4.22b. Kefir 6rneklerinde belirlenen peptidler ilizerine starter kiiltiir ¢esidinin etkisi

Uretimde kullanilan starter kiiltiir gesidinin kefir drneklerinde belirlenen biyoaktif
peptidler iizerine etkisi incelendiginde, iiretimlerinde kefir danesi kullanilarak {iretilen
kefir orneklerinde tanimlanan litetatiirde ACE inhibitorii oldugu bildirilen m/z orani
977.5 olan peptide ait bagil yogunluk degerlerinin, ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak
iiretilen orneklere gore yliksek oldugu (P<0.05) belirlenmistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Uretimde kullanilan starter kiiltiir cesidinin 977.5 m/z oranina sahip biyoaktif
peptid iizerine etkisi

Uretimde kullanilan starter kiiltiir ¢esidinin kefir drneklerinde tanimlanan ve
literatlirde antioksidatif oldugu bildirilen 1329.6 m/z oranmma sahip peptidin bagil
yogunluk degerleri lizerine etkisi Sekil 4.24’te sunulmustur. Genel olarak; iiretimlerinde
kefir danesi kullanilarak {iretilen kefir 6rneklerinde tanimlanan s6z konusu peptide ait
relatif yogunluk degerlerinin, ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak iiretilen 6rneklere
gore diisiik oldugu; fakat meydana gelen bu farkliliklarin istatistiksel agidan onemli
olmadig1 (P>0.05) tespit edilmistir.
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Sekil 4.24. Uretimde kullanilan starter kiiltiir ¢esidinin 1329.6 m/z oranina sahip biyoaktif
peptid iizerine etkisi

ACE inhibisyonu, antimikrobiyal, antioksidatif ve antitrombotik etki ve immiin
sistemin diizenlenmesi gibi farkli biyoaktivitelere sahip oldugu bildirilen 1881.1 m/z
oranina sahip peptidin bagil yogunluk degerleri lizerine liretimde kullanilan starter kiiltiir
cesidinin etkisi Sekil 4.25’te sunulmustur. S6z konusu peptid iizerine starter kiiltiir
cesidinin etkisinin istatistiksel olarak Onemli oldugu tespit edilmistir. Genel olarak;
iiretimlerinde kefir danesi kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerinde tanimlanan s6z konusu
peptide ait bagil yogunluk degerlerinin, ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak iiretilen
orneklere gore diisiik oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.25. Uretimde kullanilan starter kiiltiir ¢esidinin 1881.1 m/z oranina sahip biyoaktif
peptid {izerine etkisi

Uretimde kullanilan starter kiiltiir cesidinin kefir drneklerinde tanimlanan ve
literatlirde immiin diizenleyici oldugu bildirilen 1994.1 m/z oranina sahip peptidin bagil
yogunluklar1 iizerinde farkliliklara yol agtigi; fakat meydana gelen bu farkliliklarin
istatistiksel agidan dnemli olmadigi (P>0.05) tespit edilmistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. Uretimde kullanilan starter kiiltiir ¢esidinin 1994.1 m/z oranina sahip biyoaktif
peptid {lizerine etkisi

Uretimde kullanilan starter kiiltiir cesidinin kefir drneklerinde tanimlanan ve
literatiirde ACE inhibitorii oldugu bildirilen 2107.2 m/z oranina sahip peptidin relatif
yogunluklar1 iizerinde farkliliklara yol agtigi; fakat meydana gelen bu farkliliklarin
istatistiksel agidan dnemli olmadig1 (P>0.05) tespit edilmistir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. Uretimde kullanilan starter kiiltiir ¢esidinin 2107.2 m/z oranina sahip biyoaktif
peptid {izerine etkisi

4.5.2.2. Uretimde kullanilan inkiibasyon sicakh@gmin Kkefir 6rneklerinin peptid
profili iizerine etkisi

Aragtirmamizda kefir 6rneklerinin tiretiminde 20 ve 25°C olmak tizere iki farkli
inkiibasyon sicakligir kullanilmistir. Kefir 6rneklerinin peptid profili lizerine iiretimde
kullanilan inkiibasyon sicakhiginin etkisi MALDI-TOF-MS metodu kullanilarak
belirlenmistir.

Ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerinde belirlenen 5
biyoaktif peptid haricindeki 16 peptid ile kefir danesi kullanilarak iiretilen kefir
orneklerinde belirlenen 5 biyoaktif peptid haricindeki 15 peptid iizerine iiretimde
kullanilan inkiibasyon sicakliginin etkisini gosteren kutu grafikleri ve Mann-Whitney U
Testi sonuglar1 Sekil 4.28a, 4.28b ve 4.28¢’de sunulmustur. Calisma sonucunda iiretimde
kullanilan inkiibasyon sicakliginin hem ticari kefir starter kiiltiiri hem de kefir danesi
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kullanilarak tretilen kefir Orneklerinde belirlenen 1052.6, 1109.6, 1151.7, 1203.7,
1366.7, 1382.7, 1608.9, 1700.9, 1702.9, 1718.1, 2139.2 ve 2254.3 m/z oranma sahip
peptidlerin bagil yogunluk degerleri iizerinde farkliliklara yol agtig1; fakat meydana gelen
bu farkliliklarin istatistiksel acidan onemli olmadig1 (P>0.05) tespit edilmistir. Kefir
danesi kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerinde belirlenen 1877.1, 2254.3 ve 2331.3 m/z
oranina sahip peptidler ile ticari kefir starter kiiltlirii kullanilarak iiretilenlerde belirlenen
1618.9, 1734.1 ve 2340.3 m/z oranina sahip peptidler lizerine inkiibasyon sicakliginin
istatistiksel olarak 6nemli bir etkisinin olmadig1 (P>0.05) belirlenmistir. Bununla birlikte
ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak 20°C inkiibasyon sicakliginda {iretilen kefir
orneklerinde belirlenen 1392.7 ve 1782.0 m/z oranma sahip peptidlerin bagil yogunluk
degerlerinin, 25°C inkiibasyon sicakliginda tiretilen kefir 6rneklerinde belirlenenlere gore
yiiksek oldugu (P<0.05) tespit edilmistir.
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Diiz kutular ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak, ¢izgili kutular ise kefir danesi kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerini géstermektedir.

Sekil 4.28a. Kefir 6rneklerinde belirlenen peptidler {izerine inkiibasyon sicakliginin etkisi
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Diiz kutular ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak, ¢izgili kutular ise kefir danesi kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerini géstermektedir.

Sekil 4.28b. Kefir 6rneklerinde belirlenen peptidler tizerine inkiibasyon sicakliginin etkisi
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Diiz kutular ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak, ¢izgili kutular ise kefir danesi kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerini géstermektedir.

Sekil 4.28c. Kefir 6rneklerinde belirlenen peptidler lizerine inkiibasyon sicakliginin etkisi

Arastirmamizda inkiibasyon sicakliginin kefir 6rneklerinde belirlenen biyoaktif
peptidler iizerine etkisi incelendiginde, kefir danesi kullanilarak 25°C inkiibasyon
sicakliginda tretilen kefir 6rneklerinde belirlenen m/z oran1 977.5 olan ve literatiirde
ACE inhibitorii oldugu bildirilen peptide ait bagil yogunluk degerlerinin, 20°C
inkiibasyon sicakliginda tiretilenlerde belirlenenlere gore yiiksek oldugu; fakat meydana
gelen bu farkliligin istatistiksel olarak 6nemli olmadigi (P>0.035) belirlenmistir. Bununla
birlikte inkiibasyon sicakligmin ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak tretilen kefir
orneklerinde belirlenen s6z konusu biyoaktif peptidin bagil yogunluk degerleri tizerinde
onemli bir farkliliga neden olmadig1 (P>0.05) goriilmiistiir (Sekil 4.29).
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Diiz kutular ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak, ¢izgili kutular ise kefir danesi kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerini géstermektedir.
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Sekil 4.29. Uretimde kullanilan inkiibasyon sicakliginin 977.5 m/z oranma sahip
biyoaktif peptid lizerine etkisi

Uretimde kullanilan inkiibasyon sicakhiginmn kefir érneklerinde tanimlanan ve
literatlirde antioksidatif oldugu bildirilen 1329.6 m/z oranmma sahip peptidin bagil
yogunluk degerleri tizerinde farkliliklara yol agtig1; fakat meydana gelen bu farkliliklarin
istatistiksel agidan 6nemli olmadig1 (P>0.05) tespit edilmistir (Sekil 4.30).
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Diiz kutular ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak, ¢izgili kutular ise kefir danesi kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerini géstermektedir.

Bagil yogunluk (%)

Sekil 4.30. Uretimde kullanilan inkiibasyon sicakligmin 1329.6 m/z oranma sahip
biyoaktif peptid lizerine etkisi

ACE inhibisyonu, antimikrobiyal, antioksidatif ve antitrombotik etki ve immiin
sistemin diizenlenmesi gibi farkli biyoaktivitelere sahip oldugu bildirilen 1881.1 m/z
oranma sahip peptid iizerine iiretimde kullanilan inkiibasyon sicakligmin etkisi Sekil
4.31°de goriilmektedir. Kefir tiretimindeki inkiibasyon sicakliginin s6z konusu biyoaktif
peptid iizerine etkisinin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 (P>0.05) tespit edilmistir.

157



m/z 1881.1

900
800
700 T ]
600
500
400

= LT e ==

100

Bagil yogunluk (%)

25°C 20°C 25°C 20°C

Diiz kutular ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak, ¢izgili kutular ise kefir danesi kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerini géstermektedir.

Sekil 4.31. Uretimde kullanilan inkiibasyon sicakligmin 1881.1 m/z oranma sahip
biyoaktif peptid lizerine etkisi

Uretimde kullanilan inkiibasyon sicakliginin kefir érneklerinde tanimlanan ve
literatiirde immiin diizenleyici oldugu bildirilen 1994.1 m/z oranina sahip biyoaktif peptid
iizerine etkisi Sekil 4.32°de goriilmektedir. Ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak 20°C
inkiibasyon sicakliginda tretilen kefir 6rneklerinde tanimlanan s6z konusu peptide ait
bagil yogunluk degerlerinin, 25°C inkiibasyon sicakliginda {iretilenlerde belirlenenlere
gore yiiksek oldugu (P<0.05) goriilmiistiir. Bununla birlikte kefir danesi kullanilarak
iretilen kefir 6rneklerinde belirlenen 1994.1 m/z oranina sahip biyoaktif peptidin bagil
yogunluk degerleri iizerine inkiibasyon sicakliginin etkisinin 6nemli olmadigi (P>0.05)
tespit edilmistir.
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Diiz kutular ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak, ¢izgili kutular ise kefir danesi kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerini géstermektedir.

Sekil 4.32. Uretimde kullanilan inkiibasyon sicakligmin 1994.1 m/z oranma sahip
biyoaktif peptid lizerine etkisi
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Uretimde kullanilan inkiibasyon sicakliginmn kefir érneklerinde tanimlanan ve
literatiirde ACE inhibit6rii oldugu bildirilen 2107.2 m/z oranina sahip biyoaktif peptid
iizerine etkisi Sekil 4.33°de goriilmektedir. Ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak 20°C
inkiibasyon sicakliginda tretilen kefir 6rneklerinde tanimlanan s6z konusu peptide ait
bagil yogunluk degerlerinin, 25°C inkiibasyon sicakliginda {iretilenlerde belirlenenlere
gore yiiksek oldugu (P<0.05) goriilmiistiir. Bununla birlikte kefir danesi kullanilarak
iretilen kefir 6rneklerinde belirlenen 2107.2 m/z oranina sahip biyoaktif peptidin bagil
yogunluk degerleri iizerine inkiibasyon sicakliginin etkisinin 6nemli olmadig1 (P>0.05)
tespit edilmistir.
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Diiz kutular ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak, ¢izgili kutular ise kefir danesi kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerini gostermektedir.

Sekil 4.33. Uretimde kullanilan inkiibasyon sicakligmin 2107.2 m/z oranma sahip
biyoaktif peptid lizerine etkisi

4.5.2.3. Uretimde kullamilan inkiibasyon sonlandirma pH’siin kefir 6rneklerinin
peptid profili iizerine etkisi

Arastirmamizda kefir 6rneklerinin liretiminde pH 4.4 ve pH 4.8 olmak {izere iki
farkli inkiibasyon sonlandirma pH’s1 kullanilmistir. Kefir 6rneklerinin peptid profili
iizerine iiretimde kullanilan inkiibasyon sonlandirma pH’smin etkisi MALDI-TOF-MS
metodu kullanilarak belirlenmistir.

Ticari kefir starter kiiltlirii kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerinde belirlenen 5
biyoaktif peptid haricindeki 16 peptid ile kefir danesi kullanilarak iiretilen kefir
orneklerinde belirlenen 5 biyoaktif peptid haricindeki 15 peptid lizerine iiretimde
kullanilan inkiibasyon sonlandirma pH’smin etkisini gosteren kutu grafikleri ve Mann-
Whitney U Testi sonuglar1 Sekil 4.34a, 4.34b ve 4.34c’de sunulmustur. Calisma
sonucunda iiretimde kullanilan inkiibasyon sonlandirma pH’smin hem ticari kefir starter
kiiltirii hem de kefir danesi kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerinde belirlenen 1052.6,
1151.7, 1203.7, 1366.7, 1382.7, 1608.9, 1700.9, 1702.9, 1718.1 m/z oranma sahip
peptidlerin bagil yogunluk degerleri izerinde farkliliklara yol agtig1; fakat meydana gelen
bu farkliliklarin istatistiksel agidan 6nemli olmadigi (P>0.05) tespit edilmistir. Ticari
kefir starter kiiltiirii ve kefir danesi kullanilarak inkiibasyonuna pH 4.4’te son verilerek
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iretilen kefir 6rneklerinde belirlenen 1109.5 ve 1608.9 m/z oranma sahip peptidlerin
bagil yogunluk degerlerinin, inkiibasyonuna pH 4.8’de son verilen Orneklerde
belirlenenlere gore yiiksek oldugu ve bu farkliligin sirasiyla P<0.05 ve P<0.01 diizeyinde
onemli oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte kefir danesi kullanilarak inkiibasyonuna
pH 4.4’te son verilerek tretilen kefir 6rneklerinde belirlenen 2139.2 m/z oranina sahip
peptidin bagil yogunluk degerlerinin, inkiibasyonuna pH 4.8’de son verilen kefir
orneklerine gore yiiksek oldugu (P<0.001) belirlenmistir. Ayrica kefir danesi kullanilarak
iretilen kefir orneklerinde belirlenen 1877.1, 2254.3 ve 2331.3 m/z oranma sahip
peptidler ile ticari kefir starter kiiltiiri kullanilarak {tiretilen kefir 6rneklerinde belirlenen
1392.7,1618.9, 1734.1, 2139.2 ve 2340.3 m/z oranina sahip peptidler iizerine inkiibasyon
sonlandirma pH’sinin istatistiksel olarak onemli bir etkisinin olmadigi (P>0.05) tespit
edilmistir.
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Diiz kutular ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak, ¢izgili kutular ise kefir danesi kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerini gostermektedir.

Sekil 4.34a. Kefir orneklerinde belirlenen peptidler iizerine inkiibasyon sonlandirma
pH’smin etkisi

161



m/z 1702.9 m/z1718.1
250 2500
£ 200 £ 2000
ig 150 Z 1500 +
§ 100 < 1000
2 50 % 500
. == B .
4.8 4.4 4.8 4.4 4.8 4.4 4.8 4.4
m/z 2139.2 m/z 2254.3
200 Hork 60
£ 150 = o0
3 = 40
,g, 100 é 30
. S
- = £ 10
0 0
4.8 4.4 4.8 4.4
m/z 1392.7 m/z 1618.9
35 60
- 30 = 50
% 25 3 40
€ 20 E
2 15 g 30
% 10 = 20
=) 5 = 10
0 0
m/z1734.1 m/z 1782.0
20 30
xX
% 15 ¥ &
= % 20
¥ Z 10
B 2
& 5
0 0
4.8 4.4

Diiz kutular ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak, ¢izgili kutular ise kefir danesi kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerini gostermektedir.

Sekil 4.34b. Kefir orneklerinde belirlenen peptidler iizerine inkiibasyon sonlandirma
pH’simin etkisi
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Diiz kutular ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak, ¢izgili kutular ise kefir danesi kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerini gostermektedir.

Sekil 4.34c. Kefir 6rneklerinde belirlenen peptidler ilizerine inkiibasyon sonlandirma
pH’smin etkisi

Arastirmamizda inkiibasyon sonlandirma pH’smin kefir 6rneklerinde belirlenen
biyoaktif peptidler {izerine etkisi incelendiginde, kefir orneklerinde tanimlanan ve
literatiirde ACE inhibitorii oldugu bildirilen 977.5 m/z oranina sahip peptidin bagil
yogunluk degerleri lizerine iiretimde kullanilan inkiibasyon sonlandirma pH’sinin
etkisinin istatistiksel olarak 6nemli olmadigi (P>0.05) tespit edilmistir (Sekil 4.35).
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Diiz kutular ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak, ¢izgili kutular ise kefir danesi kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerini géstermektedir.
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Sekil 4.35. Uretimde kullanilan inkiibasyon sonlandirma pH’smin 977.5 m/z oranmna
sahip biyoaktif peptid iizerine etkisi

Uretimde kullanilan inkiibasyon sonlandirma pH’sinin kefir &rneklerinde
tanimlanan ve literatiirde antioksidatif oldugu bildirilen 1329.6 m/z oranina sahip
peptidin bagil yogunluk degerleri lizerinde farkliliklara yol ag¢tigi; fakat meydana gelen
bu farkliliklarin ticari kefir starter kiltlirii kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerinde
istatistiksel agidan 6nemli olmadig1 (P>0.05) tespit edilmistir. Kefir danesi kullanilarak
inkiibasyonuna pH 4.4’te son verilerek iiretilen kefir 6rneklerinde belirlenen s6z konusu
peptidin bagil yogunluk degerlerinin, inkiibasyonuna pH 4.8’de son verilen 6rneklerde
belirlenenlere gore yliksek oldugu (P<0.01) belirlenmistir (Sekil 4.36).
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Diiz kutular ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak, ¢izgili kutular ise kefir danesi kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerini géstermektedir.

Bagil yogunluk (%)

Sekil 4.36. Uretimde kullanilan inkiibasyon sonlandirma pH’sinmn 1329.6 m/z oranina
sahip biyoaktif peptid iizerine etkisi
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ACE inhibisyonu, antimikrobiyal, antioksidatif ve antitrombotik etki ve immiin
sistemin diizenlenmesi gibi farkli biyoaktivitelere sahip oldugu bildirilen 1881.1 m/z
oranina sahip peptid lizerine liretimde kullanilan inkiibasyon sonlandirma pH’smin etkisi
Sekil 4.37°de goriilmektedir. S6z konusu biyoaktif peptid {izerine inkiibasyon
sonlandirma pH’smin etkisinin istatistiksel olarak 6nemli olmadigr (P>0.05) tespit
edilmistir.
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Diiz kutular ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak, ¢izgili kutular ise kefir danesi kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerini géstermektedir.

Sekil 4.37. Uretimde kullanilan inkiibasyon sonlandirma pH’sinmn 1881.1 m/z oranmna
sahip biyoaktif peptid iizerine etkisi

Uretimde kullanilan inkiibasyon sonlandirma pH’sinin kefir &rneklerinde
tanimlanan ve literatlirde immiin diizenleyici oldugu bildirilen 1994.1 m/z oranina sahip
biyoaktif peptid iizerine etkisi Sekil 4.38’de goriilmektedir. S6z konusu biyoaktif peptid
iizerine inkiibasyon sonlandirma pH’sinin etkisinin istatistiksel olarak énemli olmadigi
(P>0.05) tespit edilmistir.
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Diiz kutular ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak, ¢izgili kutular ise kefir danesi kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerini gostermektedir.
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Sekil 4.38. Uretimde kullanilan inkiibasyon sonlandirma pH’sinmn 1994.1 m/z oranimna
sahip biyoaktif peptid iizerine etkisi

Uretimde kullanilan inkiibasyon sonlandirma pH’sinin kefir &rneklerinde
tanimlanan ve literatiirde ACE inhibitorii oldugu bildirilen 2107.2 m/z oranina sahip
biyoaktif peptid iizerine etkisinin istatistiksel olarak Onemli olmadig1 (P>0.05)
gorilmistiir (Sekil 4.39).
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Diiz kutular ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak, ¢izgili kutular ise kefir danesi kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerini gostermektedir.

Sekil 4.39. Uretimde kullanilan inkiibasyon sonlandirma pH’sinmn 2107.2 m/z oranina
sahip biyoaktif peptid iizerine etkisi

4.5.2.4. Uretimde kullanilan 1s1l islem normunun Kefir érneklerinin peptid profili
iizerine etkisi

Arastirmamizda kefir 6rneklerinin iiretiminde 90°C’de 5 dakika ve 90°C’de 10
dakika olmak {iizere iki farkli 1s1l islem normu kullanilmistir. Kefir 6rneklerinin peptid
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profili lizerine {iretimde kullanilan 1s1] iglem normunun etkisi MALDI-TOF-MS metodu
kullanilarak belirlenmistir.

Ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerinde belirlenen 5
biyoaktif peptid haricindeki 16 peptid ile kefir danesi kullanilarak iiretilen kefir
orneklerinde belirlenen 5 biyoaktif peptid haricindeki 15 peptid lizerine iiretimde
kullanilan 1s1] islem normunun etkisini gosteren kutu grafikleri ve Mann-Whitney U Testi
sonuclar1 Sekil 4.40a, 4.40b ve 4.40c’de sunulmustur. Calisma sonucunda iiretimde
kullanilan 1s1] islem normunun hem ticari kefir starter kiiltiirii hem de kefir danesi
kullanilarak tretilen kefir Orneklerinde belirlenen 1052.6, 1109.6, 1151.7, 1203.7,
1366.7, 1382.7, 1608.9, 1700.9, 1702.9, 1718.1 ve 2139.2 m/z oranina sahip peptidlerin
bagil yogunluk degerleri iizerinde farkliliklara yol a¢tigi; fakat meydana gelen bu
farkliliklarin istatistiksel agidan 6nemli olmadig1 (P>0.05) tespit edilmistir. Bununla
birlikte kefir danesi kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerinde belirlenen 1877.1, 2254.3 ve
2331.3 m/z oranina sahip peptidler ile ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak iiretilen kefir
orneklerinde belirlenen 1392.7, 1618.9, 1734.1, 1782.0 ve 2340.3 m/z oranina sahip
peptidler iizerine 1s1l islem normunun istatistiksel olarak 6nemli bir etkisinin olmadigi
(P>0.05) belirlenmistir.
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Diiz kutular ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak, ¢izgili kutular ise kefir danesi kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerini géstermektedir.

Sekil 4.40a. Kefir 6rneklerinde belirlenen peptidler {izerine 1s1l islem normunun etkisi
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Diiz kutular ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak, ¢izgili kutular ise kefir danesi kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerini géstermektedir.

Sekil 4.40b. Kefir 6rneklerinde belirlenen peptidler tizerine 1s1l islem normunun etkisi
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Diiz kutular ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak, ¢izgili kutular ise kefir danesi kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerini géstermektedir.

Sekil 4.40c. Kefir 6rneklerinde belirlenen peptidler lizerine 1s1l islem normunun etkisi

4.41).
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Arastirmamizda 1sil islem normunun kefir Orneklerinde belirlenen biyoaktif
peptidler iizerine etkisi incelendiginde, kefir 6rneklerinde tanimlanan ve literatiirde ACE
inhibitori oldugu bildirilen 977.5 m/z oranna sahip biyoaktif peptid iizerine 1s1l islem
normunun etkisinin istatistiksel olarak dnemli olmadig1 (P>0.05) tespit edilmistir (Sekil
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Diiz kutular ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak, ¢izgili kutular ise kefir danesi kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerini géstermektedir.

Sekil 4.41. Uretimde kullanilan 1s1l iselm normunun 977.5 m/z oranma sahip biyoaktif
peptid iizerine etkisi

Uretimde kullanilan 1s11 islem normunun kefir drneklerinde tanimlanan ve
literatlirde antioksidatif oldugu bildirilen 1329.6 m/z oranmma sahip peptidin bagil
yogunluk degerleri lizerinde farkliliklara yol agtig1; fakat meydana gelen bu farkliliklarin
istatistiksel agidan 6nemli olmadig1 (P>0.05) tespit edilmistir (Sekil 4.42).
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Diiz kutular ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak, ¢izgili kutular ise kefir danesi kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerini gostermektedir.

Bagil yogunluk (%)

Sekil 4.42. Uretimde kullanilan 1s1l islem normunun 1329.6 m/z oranma sahip biyoaktif
peptid iizerine etkisi

ACE inhibisyonu, antimikrobiyal, antioksidatif ve antitrombotik etki ve immiin
sistemin diizenlenmesi gibi farkli biyoaktivitelere sahip oldugu bildirilen 1881.1 m/z
oranina sahip peptid lizerine liretimde kullanilan 1s1l iglem normunun etkisi Sekil 4.43°de
goriilmektedir. S6z konusu biyoaktif peptid iizerine 1sil islem normunun etkisinin
istatistiksel olarak onemli olmadigi (P>0.05) tespit edilmistir.
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Diiz kutular ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak, ¢izgili kutular ise kefir danesi kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerini géstermektedir.

Sekil 4.43. Uretimde kullanilan 1s1l islem normunun 1881.1 m/z oranma sahip biyoaktif
peptid iizerine etkisi

Uretimde kullanilan 1s11 islem normunun kefir drneklerinde tanimlanan ve
literatiirde immiin diizenleyici oldugu bildirilen 1994.1 m/z oranina sahip biyoaktif peptid
iizerine etkisi Sekil 4.44°de goriilmektedir. S6z konusu biyoaktif peptid iizerine 1s1l islem
normunun etkisinin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 (P>0.05) tespit edilmistir.
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Diiz kutular ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak, ¢izgili kutular ise kefir danesi kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerini géstermektedir.

Sekil 4.44. Uretimde kullanilan 1s1] islem normunun 1994.1 m/z oranma sahip biyoaktif
peptid iizerine etkisi

Uretimde kullanilan 1s11 islem normunun kefir drneklerinde tanimlanan ve

literatiirde ACE inhibit6rii oldugu bildirilen 2107.2 m/z oranina sahip biyoaktif peptid
iizerine etkisinin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 (P>0.05) goriilmistiir (Sekil 4.45).
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Diiz kutular ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak, ¢izgili kutular ise kefir danesi kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerini géstermektedir.

Sekil 4.45. Uretimde kullanilan 1s1l islem normunun 2107.2 m/z oranma sahip biyoaktif
peptid iizerine etkisi

Siit; genellikle uzun raf dmriine sahip giivenilir bir {iriin elde etmek ve siit tozu
veya hipoalerjenik {iriinler hazirlamak amaciyla 1s1l isleme tabi tutulmaktadir (Meltretter
vd 2008). Isil islemin yogunluguna bagl olarak proteinlerde yapisal modifikasyonlar
meydana gelerek hem teknolojik agidan 6nemli olan fonksiyonel 6zelliklerde hem de
proteinlerin biyolojik degerini etkileyen besin 6zelliklerinde pozitif veya negatif yonde
degisimlerin ortaya ¢ikabildigi belirtilmektedir (Otag ve Hayta 2013). Ayrica 1s1l islem
sirasinda tiim kazein fraksiyonlarinin farkl yollarla degradasyonu sonucunda yiiksek ve
diisiik molekiil agirlikli peptidlerin olustugu bildirilmektedir (Morales ve Jiménes-Pérez
1998).

Isil islem ve depolama siiresince siitiin peptid profilinde meydana gelen
degisimleri incelemek amaciyla yapilan bir ¢alismada; ¢ig siit, siit endiistrisinde yaygin
olarak uygulanan ti¢ farkli sicaklik derecesinde (72, 85 ve 120°C) ve stiresinde (10, 20 ve
30 dakika) 1s1l isleme tabi tutulmustur. Isil islemi siiresince ¢ig siitte mevcut olmayan 5
yeni peptidin olustugu tespit edilmistir. Cig siite uygulanan tiim sicakliklarda s6z konusu
5 peptid tanimlanmis olup, sadece peptid sinyal yogunluklarinda uygulanan 1sil islem
sicakligina bagh olarak farkliliklar olustugu goriilmiistiir. Ayrica bu peptidlerin sinyal
yogunluklarmin 30 dakikalik 1s1l islem siiresince arttig1 belirlenmistir. Calisma
sonucunda yeni peptidlerin olusumunun hem 1s1l islem siiresine hem de uygulanan
sicaklik derecesine bagli oldugu degerlendirilmistir. Bununla birlikte bu ¢aligmada 1s1l
islem siiresince olusan 5 peptidin kazein fragmentasyonu sonucu olustugu saptanmistir
(Meltretter vd 2008). Benzer sekilde Morales ve Jiménes-Pérez (1998) tarafindan yapilan
bir caligmada siitiin 1s1l islemi sonucunda iki yeni peptidin olustugu ve bu peptidlerin
kazein orijinli peptidler oldugu belirlenmistir. Calismamizda kefirde tanimlanan
peptidlerin olusumunda fermantasyonun yani sira 1sil isleminde etkili oldugu; fakat
iiretimde kullanilan 1s1l islem normlarinin birbirine ¢ok yakin se¢ilmesinden dolay1 s6z
konusu 1s1l islem normlarinin kefir peptid profili iizerinde 6nemli bir farkliliga neden
olmadig1 degerlendirilmistir.
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4.6. Kefir Orneklerinin Duyusal Analiz Sonuclar

Depolama siiresince duyusal analizlerde elde edilen puanlar degerlendirmeye
alman nitelikler ile birlikte Cizelge 4.25°de, bu degerlere gore hazirlanan tat ve yap1 ve
tekstiir puanlarma ait grafikler sirasiyla Sekil 4.46a ve 4.46°de, goriiniis ve renk ve toplam
duyusal puanlara ait grafikler ise sirasiyla Sekil 4.47a ve 4.47b’de verilmistir.
Calismamizda farkli iiretim parametreleri kullanilarak {iretilen kefir 6rneklerinin duyusal
ozelliklerinin 30 giinliik depolama siiresince analiz edilmesi planlanmistir. Ancak
depolamanin 15. giinlinden itibaren kefir danesi kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerinin
ylizeyinde gelisen kiif nedeni ile orneklerin panelistler tarafindan kabul edilebilirligi
azalmis olup, s6z konusu Orneklerin duyusal analizleri depolamanin 15. giinlinde
sonlandirilmistir. Bununla birlikte ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak iiretilen kefir
orneklerinin yiizeyinde herhangi bir kiif gelisimi gozlenmemis olup, sd6z konusu
orneklerin duyusal 6zellikleri depolama siiresince analiz edilebilmistir.

Cizelge 4.25°de 30 giinliik depolama siiresince yapilan duyusal analizlerde ticari
kefir starter kiiltiirii kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerinin tat bakimindan 10 tam puan
iizerinden 8.1 ile 10.0, yap1 ve tekstiir bakimindan 5 tam puan lizerinden 4.1 ile 4.9,
goriiniis ve renk bakimindan 5 tam puan iizerinden 3.8 ile 5.0 ve toplamda 20 tam puan
iizerinden 16.0 ile 19.7 arasinda degisen puanlarla degerlendirildikleri goriilmektedir.
Bununla birlikte 15 giinliik depolama periyodu siiresince kefir danesi kullanilarak tiretilen
kefir 6rneklerinin tat puanlarinin 8.1 ile 9.8 arasinda, yap1 ve tekstiir puanlarin 4.5 ile
4.9 arasinda, goriiniis ve renk puanlarmin 4.2 ile 4.7 arasinda ve toplam puanlarinin 16.9
ile 19.2 arasinda degistigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.25. Kefir 6rneklerinin duyusal 6zellikleri (X+StdS)

Uriin gesidi Depolama siiresi Tat Yap1 ve tekstiir Goriiniis ve renk Toplam
(gilin) (Tam puan 10) (Tam puan 5) (Tam puan 5) (Tam puan 20)
1 9.9+0.0 4.940.1 5.0+0.0 19.7+0.1
S2054 15 9.5+0.4 4.5+0.0 4.5+0.1 18.6+0.5
30 8.5+0.4 4.4+0.1 4.4+0.2 17.2+0.8
1 9.7+0.1 4.8+0.0 4.8+0.0 19.3+0.1
S2014 15 9.8+0.2 4.5+0.0 4.4+0.2 18.7+0.1
30 8.5+0.1 4.3+£0.0 4.1£0.0 17.0+0.1
1 9.7+0.1 4.4+0.5 4.6+0.5 18.7+0.9
S2058 15 9.3+0.5 4.1£0.0 4.0+0.2 17.3£0.8
30 8.1+0.0 4.1£0.0 3.8+0.0 16.0+0.0
1 9.6+0.4 4.5+0.1 4.6+0.4 18.7+0.6
S2018 15 9.6+0.2 4.4+0.1 4.5+0.4 18.4+0.5
30 8.7+0.1 4.310.4 4.2+0.1 17.3£0.4
1 9.7+0.1 4.940.1 4.940.1 19.5+0.1
S2554 15 9.4+0.1 4.5+0.2 4.4+0.4 18.3£0.0
30 8.2+0.2 4.6+0.0 3.9+0.3 16.6+0.1
1 9.6+0.3 4.7+0.3 5.0+0.1 19.3£0.5
S2514 15 9.4+0.6 4.5+0.2 4.6+0.5 18.4+1.3
30 8.3£0.7 4.6+0.2 4.2+0.2 17.1£0.3
1 9.6+0.4 4.6+0.2 4.5+0.1 18.7+0.7
S2558 15 9.1+0.3 4.310.1 4.2+0.2 17.6+0.4
30 8.5+0.8 4.3+0.3 4.1+0.3 16.9+1.4
1 10.0+0.0 4.840.1 4.940.1 19.6+0.0
S2518 15 9.7+0.0 4.6+0.2 4.6+0.4 18.9+0.5
30 8.5+0.1 4.6+£0.4 4.0+0.7 17.1£0.9

Devami arkada
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Cizelge 4.25’in devami

1 9.8+0.2 4.7+0.1 4.6+0.4 19.1+0.7
D2054 15 8.5+0.0 4.7+0.0 4.4+0.2 17.5+0.3

30 - - - -

1 9.7+0.0 4.7+0.1 4.5+0.3 18.9+0.2
D2014 15 8.6+0.2 4.6+0.0 4.3+0.0 17.5+0.2

30 - - - -

1 9.8+0.2 4.7+0.1 4.4+0.2 18.9+0.5
D2058 15 8.3+0.1 4.6+0.1 4.3+0.0 17.3+0.0

30 - - - -

1 9.7+0.3 4.8+0.2 4.5+0.2 18.9+0.7
D2018 15 8.3+0.2 4.6+0.1 4.2+0.1 17.1+£0.4

30 - - - -

1 9.8+0.1 4.8+0.0 4.6+0.4 19.1+0.5
D2554 15 8.1+0.0 4.5+0.0 4.4+0.1 17.0+0.1

30 - - - -

1 9.7+0.0 4.8+0.0 4.7+0.1 19.2+0.2
D2514 15 8.9+0.3 4.7+0.0 4.5+0.2 18.2+0.0

30 - - - -

1 9.7+0.3 4.9+0.2 4.6+0.1 19.2+0.5
D2558 15 8.2+0.5 4.7+0.1 4.5+0.1 17.4+0.6

30 - - - -

1 9.8+0.1 4.6+0.1 4.5+0.2 18.9+0.2
D2518 15 8.1+0.6 4.6+0.1 4.3+0.1 16.9+0.6

30 - - - -

*tespit edilemedi
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Sekil 4.46. Kefir 6rneklerinin depolama siiresince a) tat b) yap1 ve tekstiir puanlarina ait degisim
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Sekil 4.47. Kefir 6rneklerinin depolama siiresince a) goriiniis ve renk b) toplam duyusal puanlarna ait degisim
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Kefir 6rneklerinin tat, yapi, goriinlis ve toplam duyusal puanlarinin istatistiksel
analizi sonucunda, incelenen ana varyasyon kaynaklarindan starter kiiltiir ¢esidinin
P<0.001 diizeyinde 6rneklerin tat ve toplam duyusal puanlar1 lizerine etkili oldugu tespit
edilmistir. Kefir o6rneklerinin yap1 ve tekstiir ile goriiniis ve renk puanlari iizerine ise
starter kiltlir ¢esidinin etkisinin swasiyla P<0.01 ve P<0.05 diizeyinde oldugu
belirlenmistir. Uretimde kullanilan inkiibasyon sicakligmm P<(.05 diizeyinde drneklerin
goriiniis ve renk degerleri lizerine etkili oldugu; fakat drneklerin tat, yap1 ve tekstiir ve
toplam duyusal puanlar1 iizerine etkisinin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 (P>0.05)
goriilmiistiir. Inkiibasyon sonlandirma pH’smnm &rneklerin goriiniis ve renk puanlar
iizerine P<(.01, 6rneklerin yap1 ve tekstiir ve toplam duyusal puanlar1 iizerine ise P<0.05
diizeyinde etkili oldugu; fakat 6rneklerin tat puanlari iizerine etkisinin istatistiksel olarak
onemli olmadig1 (P>0.05) saptanmistir. Bununla birlikte kefir 6rneklerinin tat, yap1 ve
tekstiir, goriinilis ve renk ve toplam duyusal puanlar1 iizerine depolama siiresinin etkisinin
istatistiksel olarak dnemli oldugu (P<0.001), 151l islem normunun etkisinin ise istatistiksel
olarak 6nemli olmadig1 (P>0.05) tespit edilmistir (Cizelge 4.26).
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Cizelge 4.26. Kefir 6rneklerinin duyusal niteliklerine ait varyans analiz sonuglar1

Ana Varyasyon SD Tat puani Yap1 ve tekstiir puan Goriiniis ve renk puani Toplam duyusal puan
Kaynaklari KO F KO F KO F KO F
Starter Kiiltiir 1 4.4521 28.88™" 0.2233 7.75" 0.2601 5.29° 4.5850 15.787
IS‘:I;IEEZ"“ 1 0.0885 0.57 0.0613 2.13 0.2162 4.40" 0.1754 0.60
Sonlandirma pH’s1 1 0.1225 0.79 0.1806 6.27" 0.4096 8.33" 2.0200 6.95"
Is1l Islem normu 1 0.2500 1.62 0.0116 0.40 0.0240 0.49 0.5795 1.99
Depolama Zamani 1 10.6276 68.95™" 0.6400 22.22" 1.2996 26.42"" 26.9231 92.64™"
Hata 58 0.1541 0.0288 0.0492 0.2906

*P<0.05, ™ P<0.01, ™" P<0.001 diizeyinde dnemli



Kefir 6rneklerine ait ortalama tat, yap1 ve tekstiir, goriinlis ve renk ve toplam
duyusal puanlarinin Duncan Coklu Karsilastrma Testi sonuglar1 Tablo 4.27°de
verilmistir.

Cizelge 4.27. Kefir 6rneklerinin duyusal niteliklerine ait ortalamalarin Duncan Coklu
Karsilastirma Testi sonuglar1 (X+StdH)

Tat Yapi ve Goriiniis ve Toplam
(Tam puan 10) tekstiir renk (Tam puan 20)
(Tam puan 5) (Tam puan 5)
Starter Kiiltiir
Ticari kefir starter 9.6*£0.1 4.6°+0.1 4.6%0.1 18.7%0.1
kiiltiird
Kefir danesi 9.1°%+0.1 4.7°+0.0 4.5°+0.0 18.2°+0.2
Inkiibasyon
Sicakhgi
20°C 9.4°40.1 4.6°+0.0 4.5°+0.1 18.4°+0.2
25°C 9.3%+0.1 4.6°+0.0 4.6°+0.1 18.5%+0.2
Sonlandirma
pH’s1
pH 4.4 9.4°+0.1 4.7°+0.0 4.6°+0.1 18.6*+0.2
pH 4.8 9.3%40.1 4.6"+£0.0 4.4+0.1 18.3°+0.2
Isil islem Normu
90°C / 5 dakika 9.3%40.1 4.6°+0.0 4.5°40.1 18.4°+0.2
90°C / 10 dakika 9.4*+0.1 4.6°+0.0 4.5°40.1 18.6*+0.2
Depolama
Zamam
1. Giin 9.7°4£0.0 4.7°+0.0 4.7°+0.0 19.1°+0.1
15. Giin 8.9°+0.1 4.5°+0.0 4.4°+0.0 17.8°+0.1

Ayni siitunda farkl: harfleri tastyan degerler arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05).

Kefir Orneklerinin tat Ozelliklerinin karsilastirilmast  amaciyla yapilan
degerlendirmede tiretimlerinde 6rneklerin tat puanlar1 depolama siiresince azalmis olup,
s0z konusu azalmalarm istatistiksel olarak 6nemli (P<0.05) oldugu saptanmistir (Cizelge
4.27). Depolama sirasinda 6rneklere verilmis olan tat puanlarindaki azalmanin sebebi,
depolama siiresi uzadik¢a ortamda bulunan maya sayisinin artmasi ve dolayisi ile kefir
orneklerinde olusan keskin maya tadiin hissedilmis olmasidir.

Farkli iiretim parametreleri kullanilarak tretilen kefir 6rneklerine verilen yap1 ve
tekstiir puanlar1 incelendiginde, ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak tiretilen kefir
orneklerinin yap1 ve tekstiir puanlarinin kefir danesi kullanilarak {iretilen kefir
orneklerinden daha diisiik oldugu (P<0.05) oldugu tespit edilmistir. Uretimlerinde
inkiibasyon sonlandirma pH’s1 olarak pH 4.4 secilen orneklere ait yap1i puanlarinin
iretimlerinde inkiibasyon sonlandirma pH’s1 olarak pH 4.8 segilen 6rneklere gore yiliksek
oldugu saptanmistir. Kefir 6rneklerinin yap1 ve tekstiir puanlarmin depolama boyunca
azaldig1 ve meydana gelen bu azalma istatistiksel acidan 6nemli bulunmustur (P<0.05)
(Cizelge 4.27).
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Duyusal degerlendirmede dikkate alinan diger bir nitelik olan 6rneklere goriiniis
ve renk bakimindan verilmis olan puanlar degerlendirildiginde ise, ticari kefir starter
kiiltiirii  kullanilarak {retilen kefir Orneklerinin goriiniis puanlarinin kefir danesi
kullanilarak tretilen kefir 6rneklerine gore yiiksek oldugu (P<0.05) tespit edilmistir.
Inkiibasyon sicakligi olarak 20°C secilen kefir Orneklerinin goriiniis ve tekstiir
puanlarinin 25°C inkiibasyon sicakliginda iiretilen 6rneklere gore diisiik oldugu (P<0.05)
belirlenmistir. Ayrica iiretimlerinde inkiibasyon sonlandirma pH’s1 olarak pH 4.4 secilen
orneklere ait goriiniis ve tekstiir puanlarinin tiretimlerinde inkiibasyon sonlandirma pH’s1
olarak pH 4.8 secilen 6rneklere gore yiiksek oldugu saptanmustir. Orneklerin goriiniis ve
tekstiir puanlar1 depolama siiresince azalmis olup, s6z konusu azalmalarin istatistiksel
olarak 6nemli (P<0.05) oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.27).

Kefir 6rneklerine panelist grup tarafindan verilmis olan toplam duyusal puanlarin
istatistiki olarak degerlendirilmesi amaciyla yapilan caligsmada, ticari kefir starter kiiltiirti
kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerine verilen toplam duyusal puanlarin kefir danesi
kullanilarak {iretilen kefir 6rneklerine verilen puanlara gore yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Ayrica tiretimlerinde inkiibasyon sonlandirma pH’s1 olarak pH 4.4 secilen
orneklere ait toplam duyusal puanlarin iiretimlerinde inkiibasyon sonlandirma pH’s1
olarak pH 4.8 segilen 6rneklere ait olanlara gore yiiksek oldugu goriilmiistiir. Orneklere
panelistler tarafindan verilen toplam duyusal puanlar depolama siiresince azalmis olup,
s0z konusu azalmalarin istatistiksel olarak onemli (P<0.05) oldugu tespit edilmistir
(Cizelge 4.27).

Kefir 6rneklerinin duyusal degerlendirilmesinde, panelistler tarafindan ticari kefir
starter kiiltlirii kullanilarak ve liretim sirasinda inkiibasyon sonlandirma pH’s1 olarak pH
4.4 secilerek tiretilen 6rneklerin diger 6rneklere gore daha fazla begenildigi belirlenmistir.
Icermis oldugu mikroorganizmalarm cesitliligi ve degiskenliginden dolay1 kefir danesi
kullanak {iretilen kefir 6rneklerinin, sec¢ilmis mikroorganizmalar igeren kefir starter
kiiltiirii kullanilarak iiretilen kefir orneklerine gore panelistlerce daha az begenildigi
disiiniilmektedir. Bu baglamda ¢alismamiz ticari kefir starter kiiltiirti kullanilarak tiretilen
orneklerinin kefir danesi kullanilarak {iretilenlere kiyasla daha fazla begenildigini tespit
eden caligmalar (Ender 2009, Kok-Tas vd 2013) ile benzerlik gostermektedir. Ayrica
farkl liretim parametreleri kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerinin depolanmasi sirasinda
zamana bagli olarak verilen toplam puanlarda diisme meydana gelmistir. En yiiksek
duyusal puanlar, depolamanin 1. giiniinde yapilan duyusal analizlerde; en diisiik puanlar
ise ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerinde depolamanim 30.
giliniinde, kefir danesi kullanilarak tretilen kefir 6rneklerinde ise depolamanm 15.
giiniinde belirlenmistir. Kefir danesi kullanilarak ftretilen kefir 6rneklerinin 30. giin
duyusal analizleri ise yapilamamustir. Literatiirde kefir danesi kullanilarak tiretilen kefirin
raf Omriiniin 3 ile 12 giin arasinda degistigini, ticari kefir starter kiltiirii kullanilarak
iiretilen kefirin ise raf dmriiniin 28 giine kadar ¢ikabildigi bildirilmektedir (Karagozlii vd
2007). Irigoyen vd (2005) tarafindan yapilan calismada da kefir danesi kullanilarak
iiretilen kefir 6rneklerinin duyusal analizlerinin 28 giinliik depolama siiresince yapilmasi
planlanmig, ancak Orneklerin ylizeyinde gelisen kiif nedeni ile duyusal analizlere
depolamanin 14. giinlinde son verilmistir. Farkli fermantasyon parametrelerinin kefirin
kalite karakteristikleri lizerine etkisinin incelendigi bir baska ¢alismada ise kefir danesi
kullanilarak {tiretilen drneklerin duyusal kabul edilebilirliginin azalmasi nedeni ile 21
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giinliik depolama siiresince yapilmasi planlanmig olan duyusal analizlere depolamanin
14. giiniinde son verilmistir (Kok-Tas 2010).
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5. SONUC

Bu calismada, kefir danesi ve ticari kefir starter kiiltlirii kullanilarak ve {iretim
sirasinda farkli 1s1l islem normlar1 (90°C’de 5 dakika ve 90°C’de 10 dakika), inkiibasyon
sicakliklart (20 ve 25°C) ile inkiibasyon sonlandirma pH’lar1 (pH 4.4 ve pH 4.8)
uygulanarak kefir tretilmis ve iiretilen kefir 6rneklerinin iiretim sonrasi ve 4°C’de
depolama sirasinda fizikokimyasal, reolojik, mikrobiyolojik ve duyusal o6zellikleri
belirlenmistir. Ayrica ¢alismada, farkli iiretim parametreleri kullanilarak iiretilen kefir
orneklerinin peptid ve biyoaktif peptid profili ortaya konulmus ve kefir iiretim
parametrelerinin s6z konusu peptid profilleri {izerine etkisi arastirilmistir. Arastirma
sonunda elde edilen sonuclar asagida maddeler halinde 6zetlenmistir:

1. Farkli {iretim parametreleri kullanilarak {iretilen kefir Orneklerine ait
kurumadde ve kiil degerleri sadece depolamanin ilk giiniinde belirlenmis olup, 25°C
inkiibasyon sicakliginda iiretilen kefir 6rneklerine ait kurumadde degerlerinin, 20°C
inkiibasyon sicakliginda iiretilen kefir 6rneklerine gore yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Uretimde kullamilan starter kiiltiir ¢esidi, inkiibasyon sonlandirma pH’s1 ve 1s1l islem
normunun Orneklerin kurumadde degerleri {zerine etkisinin O6nemli olmadig:
saptanmistir. Benzer sekilde {iretimde incelenen iiretim parametrelerinin kefir
orneklerinin kiil degerleri lizerine 6nemli bir etkisinin olmadig: tespit edilmistir.

2. Farkli tretim parametreleri kullanilarak tretilen kefir drneklerinin pH ve
titrasyon asitligi degerleri depolama siiresince belirlenmis olup, iiretimlerinde ticari kefir
starter kiltlirli kullanilarak tretilen kefir 6rneklerine ait pH degerlerinin kefir danesi
kullanilarak iiretilen orneklere gore diisiik oldugu, titrasyon asitli§i degerlerinin ise
yiiksek oldugu saptanmustir. Ayrica incelenen iiretim parametrelerinden inkiibasyon
sonlandirma pH’sinin kefir 6rneklerininin pH ve titrasyon asitligi degerleri tizerinde etkili
oldugu tespit edilmistir. Kefir 6rneklerinin pH degerlerinin, depolamanin ilk 15 giliniinde
titrasyon asitligi degerlerinin artmasina paralel olarak azaldigi; depolamanin 15.
giiniinden itibaren ise pH degerlerinin tekrar artmaya, titrasyon asitligi degerlerinin ise
azalmaya basladig1 ve depolamanin 1. ve 30. giiniinde elde edilen pH ve titrasyon asitligi
degerlerinin benzer oldugu belirlenmistir. Incelenen iiretim parametrelerinden 1s1l islem
normunun Orneklerin pH ve titrasyon asitligi degerleri lizerinde herhangi bir farkliliga
neden olmadig1 saptanmistir. Bununla birlikte farkli inkiibasyon sicakliginda tretilen
kefir 6rneklerinin pH degerlerinin benzer oldugu saptanmaistir.

3. Proteinlerdeki par¢alanmanin bir gostergesi olan proteolitik aktivite degeri, tiim
orneklerde depolama siiresince artmistir. Depolama stiresince ticari kefir starter kiiltiirii
kullanilarak {iretilen kefir 6rneklerinde belirlenen proteolitik aktivite degerleri kefir
danesi kullanilarak tretilen kefir 6rneklerine gore daha yiiksek bulunmustur. Ayrica
iretimde kullanilan inkiibasyon sicakligi ve 1sil islem siiresi arttik¢a iiretilen kefir
orneklerine ait proteolitik aktivite degerlerinin arttig1 belirlenmistir. Bununla birlikte
farkl inkiibasyon sonlandirma pH’s1 kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerine ait proteolitik
aktivite degerleri arasinda ise bir farklilik olmadig: tespit edilmistir.

4. Kefir ornekleri arasinda tiim depolama siiresi goz Oniine alindiginda sertlik

acisindan en yiiksek degerlere tiretimlerinde 90°C’de 5 dakika 1s1l islem normu ve ticari
kefir starter kiiltiirii kullanilarak 25°C inkiibasyon sicakliginda ve pH 4.4 inkiibasyon
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sonlandirma pH’sinda iiretilen kefir 6rneklerinin, yapiskanlik bakimindan ise en yiiksek
degerlere tiretimlerinde 90°C’de 5 ve 10 dakika 1s1l islem normu ve ticari kefir starter
kiiltiirii kullanilarak 25°C inkiibasyon sicakliginda ve pH 4.4 inkiibasyon sonlandirma
pH’sinda iiretilen kefir 6rneklerinin sahip oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte ticari
kefir starter kiiltiirii kullanilarak 20°C inkiibasyon sicakliginda ve pH 4.8 inkiibasyon
sonlandirma pH’sinda iiretilen kefir orneklerinin yapiskanlik bakimindan en distik
degerlere sahip oldugu saptanmustir. Uretimlerinde ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak
iretilen kefir 6rneklerine ait sertlik degerlerinin kefir danesi kullanilarak iiretilen kefir
orneklerinden daha yiiksek; serum ayrilmasi degerlerinin daha diisiik oldugu ve
yapiskanlik degerleri arasinda herhangi bir farklilik olmadig: tespit edilmistir. Ayrica
25°C inkiibasyon sicakliginda iiretilen kefir Orneklerine ait sertlik ve yapiskanlik
degerlerinin, 20°C inkiibasyon sicakliginda iiretilen kefir 6rneklerine gore yiiksek, serum
ayrilmas1 degerlerinin ise diisiik oldugu tespit edilmistir. Uretimlerinde inkiibasyon
sonlandirma pH’s1 olarak pH 4.8 se¢ilen 6rneklere ait sertlik ve yapiskanlik degerlerinin,
iiretimlerinde inkiibasyon sonlandirma pH’s1 olarak pH 4.4 segilen 6rneklere gore diisiik,
serum ayrilmasi degerlerinin ise yiiksek oldugu belirlenmistir. Depolama stiresince kefir
orneklerinin sertlik ve yapigskanlik degerlerinde 6nemli bir degisim olmadigi, serum
ayrilmasi degerlerinin ise arttig1 tespit edilmistir. Bununla birlikte 1s1l islem normunun
kefir 6rneklerinin sertlik, yapiskanlik ve serum ayrilmasi degerleri iizerinde herhangi bir
farkliliga yol agmadig: belirlenmistir.

5. Kefir orneklerinde iiretim parametrelerine bagli olarak depolama stiresince
belirlenen goriiniir viskozite degerleri incelendiginde, goriiniir viskozite bakimindan en
yiiksek degerlere iiretimlerinde 90°C’de 10 dakika 1s1l islem normu ve ticari kefir starter
kiiltiirii kullanilarak 25°C inkiibasyon sicakliginda ve pH 4.4 inkiibasyon sonlandirma
pH’sinda iiretilen kefir 6rneklerinin sahip oldugu tespit edilmistir. Uretimlerinde ticari
kefir starter kiiltiirii kullanilarak tiretilen 6rneklerin goriiniir viskozite degerlerinin, kefir
danesi kullanilarak tretilenlere kiyasla yiiksek oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte
uygulanan 1s1l islemin siiresi ve inkiibasyon sicakligi arttik¢a; inkiibasyon sonlandirma
pH’s1 ise diistiikce iiretilen kefir drneklerine ait goriiniir viskozite degerlerinin arttigi
tespit edilmistir. Ayrica depolama siiresince orneklerin goriiniir viskozite degerlerinin
arttig1 saptanmistir.

6. Farkli iiretim parametreleri kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerinin Power Law
modeline gore reolojik ozelliklerinin incelenmesi sonucunda, Orneklerin depolama
siiresince Newton tipi olmayan pseudoplastik akis davranigi ve zamana bagl olarak da
tiksotropik akis gosterdigi tespit edilmistir. Kefir 6rneklerinin reolojik 6zellikleri iizerine,
incelenen iiretim parametrelerinin tamammin degisen diizeylerde etkisinin oldugu
belirlenmistir.

7. Kefir 6rneklerinin mikrobiyolojik 6zelliklerinin tespiti i¢in depolama siiresince
kefir 6rneklerinde, toplam aerobik mezofilik bakteri, laktokok, laktobasil, asetik asit
bakteri, 16konostok ve maya sayimi yapilmustir. Uretimlerinde ticari kefir kiiltiirii
kullanilarak {iretilen kefir orneklerinde belirlenen toplam aerobik mezofilik bakteri,
laktobasil, laktokok, asetik asit bakteri ve 16konostok sayilarinin kefir danesi kullanilarak
iiretilen kefir orneklerinden daha yiiksek, maya sayilarmin ise daha diisiik oldugu
saptanmistir. Ayrica 25°C inkiibasyon sicakliginda tretilen kefir oOrneklerindeki
laktobasil, asetik asit bakteri, l6konostok ve maya sayilarinin, 20°C inkiibasyon
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sicakliginda {iretilen kefir oOrneklerindekilere gore diisiik oldugu tespit edilmistir.
Inkiibasyon sonlandirma pH’smnin kefir érneklerinde belirlenen laktobasil sayis1 iizerinde
etkisinin oldugu; fakat s6z konusu iiretim parametresinin diger mikroorganizma
sayllarinda herhangi bir farkliliga neden olmadigi belirlenmistir. Kefir 6rneklerinde
belirlenen mikroorganizmalarin sayim sonuglari {izerine kefir iiretiminde kullanilan 1s1l
islem normunun etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Depolama siiresince kefir 6rneklerinde
belirlenen toplam aerobik mezofilik bakteri, laktokok, laktobasil, asetik asit bakteri ve
l6konostok sayilarmin azaldigi, maya sayilarinin ise arttigi saptanmistir. Bununla birlikte
kefir polisakkarit ve protein matriks igerisine hapsedilmis, laktik asit bakterileri ve
mayalarin aktiviteleri ile fermente edilmis, probiyotik 6zelligi olan bir siit {irlintidiir.
Depolama sonunda farkli iiretim parametreleri kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerinin
mikroorganizma iceriginin 6nemli diizeyde azalmamas1 s6z konusu 6rneklerin probiyotik
ozelliginin raf 6mri siiresince korunmasi agisindan 6nemli bulunmustur.

8. Kefir orneklerinin duyusal degerlendirilmesinde, panelistler tarafindan ticari
kefir starter kiiltiiri kullanilarak ve {iretim sirasinda inkiibasyon sonlandirma pH’s1 olarak
pH 4.4 secilerek tretilen kefir 6rneklerinin diger 6rneklere gore daha fazla begenildigi
belirlenmistir. Ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak {iiretilen kefir 6rneklerine verilen
toplam duyusal puanlarin kefir danesi kullanilarak iiretilen kefir orneklerine verilen
puanlara gore yiiksek oldugu tespit edilmistir. Icermis oldugu mikroorganizmalarin
cesitliligi ve degiskenliginden dolay1 kefir danesi kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerinin,
secilmis mikroorganizmalar igeren kefir starter kiiltlirii kullanilarak iiretilen kefir
orneklerine gore panelistlerce daha az begenildigi degerlendirilmistir. Ayrica farkl
iretim parametreleri kullanilarak {tretilen kefir orneklerinin depolanmasi sirasinda
zamana bagli olarak verilen toplam puanlarda diisme meydana gelmistir. En yiiksek
duyusal puanlar, depolamanin 1. giiniinde yapilan duyusal analizlerde; en diisiik puanlar
ise ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak iiretilen kefir 6rneklerinde depolamanim 30.
giliniinde, kefir danesi kullanilarak tretilen kefir orneklerinde ise depolamanm 15.
gilinlinde belirlenmistir. Duyusal 6zellikler agisindan degerlendirildiginde kefir danesi
kullanilarak kullanilan kefir 6rneklerinin en ge¢ 15 giin icerisinde tiikeltilmesinin uygun
olacagi sonucuna varilmistir.

9. Arastirmada, farkli iretim parametreleri kullanilarak {iretilen kefir 6rneklerinde
bulunan peptidlerin tanimlanmasinda MALDI-TOF-MS ve Nano-UPLC-nano-ESI-
MS/MS metotlar1 kullanilmistir. Kefir 6rneklerinde multifosforile peptidlerde dahil
olmak tizere toplamda 257 peptid tanimlanmistir. Nano-UPLC-nano-ESI-MS/MS
metotlar1 Tanimlanan 257 peptidin B-kazein, asi-kazein, k-kazein ve 3 as-kazein orijinli
peptidler oldugu belirlenmistir. Bunun yani sira, s6z konusu peptidlerin 62’sinin mono-
ve difosforile peptidler oldugu saptanmustir. Kefir 6rneginin igerdigi peptid sayisinin
kesinlikle 257°den daha fazla, kefir peptidomunun ise ger¢ekte daha kompleks bir yapiya
sahip oldugu disiiniilmektedir. Fakat buna ragmen, arastirmamizda kullanilan
yontemlerin kefirde temel olarak ya da yogun olarak bulunan peptidlerin
tanimlanmasinda basarili oldugu goriilmiistiir. Kefir 6rneklerinde bulunan diger protein
fragmentlerinin ise iyonizasyon kapasitesi diislikliigii ya da {riin iyon spektrum kalitesi
yetersizliginden dolayr tanimlanamadigi degerlendirilmistir. Bununla birlikte kefirde
tanimlanan 257 peptidin 236’smin ¢ig siitte tespit edilemeyip sadece kefirde tespit
edilmesi, s6z konusu peptidlerin siitlin fermantasyonu sirasinda olustugunu ve kefire 6zgii
peptidler oldugunu gostermektedir.
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10. Kefir ornekleri biyoaktif peptid profili bakimindan degerlendirildiginde, kefir
orneklerinde, ACE inhibitorii olduklar1 bilinen KAVPYPQ (B-caseinizs-1s2), NLHLPLP
(B-caseini3z-138), SKVLPVPQ (B-caseinies-175), LNVPGEIVE (B-caseins-14), YQKFPQY
(as2-caseinggos), RDMPIQAF  (B-caseinigs-i90), NIPPLTQTPV  (B-caseinyz-g2),
SQSKVLPVPQ (B-casein166_175), VYPFPGPIPN (B-caseinsg_ﬁg), HKEMPFPKYPVEPF
(B-caseinioe-119), YQEPVLGPVRGPFPIIV (B-caseini93-209) ve
LLYQEPVLGPVRGPFPIIV (B-Caseinioi-209) peptid dizilimleri belirlenmistir.

11. Kefir Orneklerinde tanimlanan VLNENLLR (osi-caseinis22) ve
YQEPVLGPVRGPFPIIV  (B-caseinioz209) peptidlerinin  amino asit dizilimlerinin
literatiirde Kazeisin B ve Kazeisidin 17 olarak belirtilen antimikrobiyal peptidlerin amino
asit dizilimleri ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

12. Caligma sonunda, kefir 6rneklerinde immiin diizenleyici etkiye sahip oldugu
bilinen YQEPVLGPVRGPFPIIV (B-caseinigz209) ve LYQEPVLGPVRGPFPIIV (B-
caseinign-09) peptidleri tanimlanmastir.

13. Calisma sonunda elde edilen kefir 6rneklerine ait peptid profilindeki f-kazein
orijinli VYPFPGPIPN (f 59-68) peptidinin literatiirde opioid etkiye sahip oldugu
belirtilmistir.

14. Calisma sonunda kefir 6rneklerinde tanimlanan diger biyoaktif peptidler ise
antioksidatif ~ Ozellige sahip oldugu bilinen VYPFPGPIPN (B-caseinso.es),
ARHPHPHLSFM (x-caseings-ios) ve YQEPVLGPVRGPFPIIV  (B-caseinioz-209)
peptidleri, antitrombotik etki gosterdigi bilinen YQEPVLGPVRGPFPIIV (B-caseinios-
209) peptidi ile kalsiyum baglama 6zelligine sahip oldugu bilinen KIEKFQSEEQQQT (B-
caseino41, 7.serinde fosfat) peptididir.

15. Kefir 6rneklerinin peptid profili lizerine iiretimde kullanilan starter kiiltiir
cesidinin etkisinin degerlendirilmesinde, ticari kefir starter kiiltiirli kullanilarak iiretilen
ve toplamda 230 farkli peptid iceren kefir 6rneklerinin, kefir danesi kullanilarak tiretilen
ve toplamda 124 farkli peptid igeren kefir Orneklerine goére daha kompleks bir
kompozisyona sahip oldugu tespit edilmistir. Kazein fraksiyonlarindaki peptid dagilimi
bakimindan ise, peptidlerin biiyiik kismmimn ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak
iiretilen kefir 6rneklerinde tanimlandigi (133/257), diger biiyilik kismin her iki kefir ¢esidi
tarafindan paylasildig1 (97/257) ve gorece daha kiigiik bir kismin kefir danesi kullanilarak
iiretilen 6rneklere ait oldugu (27/257) belirlenmistir. Bununla birlikte peptidlerin biiytlik
bir kismmin her iki kefir 6rneginde de bulunmasi iiretim i¢in kullanilan 6zgiin
mikrofloradan bagimsiz tipik kefir peptid profilinin varoldugunu gostermektedir.
Buradan kefir peptid profilinin daimi kisim bilesenlerinin kefir iirlinleri i¢in, kefir
profilinin degisken kisim bilesenlerinin ise farkli kefir {riinlerini ve {iretim
parametrelerini ayirdetmek icin belirleyici olarak kullanilabilecegi degerlendirilmistir.

16. Uretimde kullanilan starter kiiltiir ¢cesidinin kefir drneklerinde belirlenen ana
peptidler iizerine etkisinin degerlendirilmesi, hem ticari kefir starter kiiltlirii hem de kefir
danesi kullanilarak ftretilen kefir orneklerinde belirlenen 5’ini biyoaktif peptidlerin
olusturdugu toplamda 16 peptidin karsilastirilmasiyla gerceklestirilmistir. Caligma
sonucunda aralarmda 1881.1 m/z oranina sahip biyoaktif peptidin de oldugu 9 peptidin
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bagil yogunluk degerlerinin ticari kefir starter kiltiirii kullanilarak iiretilen kefir
orneklerinde, aralarinda 977.5 m/z oranima sahip biyoaktif peptidin de oldugu 3 peptide
ait bagil yogunluk degerlerinin ise kefir danesi kullanilarak iiretilenlerde daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte 6rneklerde belirlenen 3’tinii 1329.6, 1994.1 ve
2107.2 m/z oranina sahip peptidlerin olusturdugu 4 peptidin bagil yogunluk degerleri
iizerine liretimde kullanilan starter kiiltlir ¢esidinin herhangi bir etkisinin olmadig tespit
edilmistir.

17. Ticari kefir starter kiiltiiri ve kefir danesi kullanilarak {iretilen kefir
orneklerinde belirlenen 5’ini biyoaktif peptidlerin olusturdugu toplam 24 peptid iizerine
iiretimde kullanilan inkiibasyon sicakliginin etkisinin degerlendirilmesi sonucunda, ticari
kefir starter kiiltiiri kullanilarak 20°C inkiibasyon sicakliginda tiretilen kefir 6rneklerinde
belirlenen aralarinda m/z oran1 1994.1 ve 2107.2 olan biyoaktif peptidlerin de bulundugu
4 peptidin bagil yogunluk degerlerinin, 25°C inkiibasyon sicaklifinda iiretilen kefir
orneklerinde belirlenenlere gore yliksek oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte ticari
kefir starter kiiltiirii kullanilarak tretilen kefir 6rneklerinde belirlenen 20 peptidin, kefir
danesi kullanilarak tretilen kefir 6rneklerinde belirlenen 24 peptidin bagil yogunluk
degerleri lizerine iretimde kullanilan inkiibasyon sicakligmin herhangi bir etkisinin
olmadig1 belirlenmistir.

18. Ticari kefir starter kiiltiiri ve kefir danesi kullanilarak {iretilen kefir
orneklerinde belirlenen 5’ini biyoaktif peptidlerin olusturdugu toplam 24 peptid iizerine
iretimde kullanilan inkiibasyon sonlandirma pH’sinin etkisinin degerlendirilmesi
sonucunda, ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak inkiibasyonuna pH 4.4’te son verilerek
dretilen kefir Orneklerinde belirlenen 2 peptidin bagil yogunluk degerlerinin,
inkiibasyonuna pH 4.8’de son verilen 6rneklerde belirlenenlere gore yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Bununla birlikte kefir danesi kullanilarak inkiibasyonuna pH 4.4’te son
verilerek iiretilen kefir 6rneklerinde belirlenen aralarinda 1329.6 m/z oranina sahip
biyoaktif peptidin de bulundugu 4 peptidin bagil yogunluk degerlerinin, inkiibasyonuna
pH 4.8’de son verilen kefir 6rneklerine gore yiiksek oldugu belirlenmistir. Ticari kefir
starter kiiltiirii ve kefir danesi kullanilarak iiretilen kefir drneklerinde belirlenen 20
peptidin bagil yogunluk degerleri {izerine inkiibasyon sonlandirma pH’sinin herhangi bir
etkisinin olmadig1 tespit edilmistir.

19. Calisma sonunda, iiretimde kullanilan 1s1l islem normunun ticari kefir starter
kiiltiirii ve kefir danesi kullanilarak tretilen kefir 6rneklerinde belirlenen 5’ini biyoaktif
peptidlerin olusturdugu toplam 24 peptidin bagil yogunluk degerleri iizerine herhangi bir
etkisinin olmadig1 saptanmustir.

20. Calisma sonunda tiretimde kullanilan starter kiiltiir ¢esidinin kefirin peptid
profili lizerine en yiiksek diizeyde etkisinin oldugu saptanmistir. Bununla birlikte peptid
profilinin 6nemli bir kismmin kefir i¢in karakteristik oldugu ve iiretim parametrelerinden
bagimsiz oldugu degerlendirilmistir.
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7. EKLER

Ek 1. MALDI-TOF Kkiitle spektrometresi ile kefir 6rneklerinde belirlenen ana peptid
sinyalleri

e Ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak tiretilen kefir 6rneklerinde belirlenen ve bagil
kuantifikasyonu yapilan 21 ana peptid sinyali

Peptid sinyali Bagil yogunluk (%)
(m/z) S2558 S2518 S2554  S2514  S2058  S2018  S2054  S2014
977.5 3.14 2.85 5.99 3.38 4.63 5.85 3.28 4.55
1052.6 4.50 6.75 11.66 6.24 5.34 4.38 4.06 8.09
1109.6 3.94 3.85 10.80 8.53 431 5.22 4.22 6.90

1151.7 4194 5208 9198 71.85 66.17 67.63 4091 62.80
1203.6 41.89 2676  60.69 3526  40.63 57.17  36.53  41.69
1329.6 39.40 2774  81.71 46.78  38.78  54.81 39.05  68.65
1366.7 245.51 75.14 236.23 207.68 193.85 370.83 249.02 267.05
1382.6 13.14 9.70 27.53 17.64 12.88 18.71 14.45  23.01
1392.7 7.96 9.25 11.29 7.14 17.53  24.12 8.69 17.79
1558.8° 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
1608.9 46.49 4796 136.74 104.66 38.56  55.74  71.33 83.98
1618.9 2414  25.10 36.53  30.24  20.76  25.15 2692 3245

1700.9 91.43 8450 152.80 166.19 108.44 113.46 125.51 125.46
1702.9 80.99  80.89 122.85 12592 93.79 100.24 97.02  97.80
1718.1 1557.80 1502.17 1819.21 1838.34 1562.96 1688.73 1538.67 1590.78
1734.1 9.48 9.94 13.10  8.66 7.21 9.07 5.32 5.38
1782.0 9.59 10.70  10.01 9.59 1533 19.07 1331  14.61
1877.1 -

1881.1 469.22 436.75 464.68 527.03 519.49 596.82 470.63 488.53
1994.1 39.59  48.11  40.56 4398 5399 5938  51.67 51.68
2107.2 128.67 107.37 98.29 114.65 132.08 148.36 145.68 124.17
2120.0 -

2139.2 3427 31.17 7824 5935 1821 2891  52.13  55.38
2254.3 -

2331.3 -

2340.3 3.88 431 11.07  8.42 2.58 471 7.15 7.63

aReferans peptidi olup relatif yogunlugu %100 olarak kabul edilmistir.
b Kefir danesi kullanilarak iiretilen kefir drneklerinde belirlenip ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak iiretilenlerde
belirlenemeyen peptid sinyalleri
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o Kefir

danesi

kullanilarak {retilen kefir Orneklerinde belirlenen ve bagil
kuantifikasyonu yapilan 20 ana peptid sinyali

Peptid Bagil yogunluk (%)

s('::]y/:)h D2558 D2518 D2554 D2514 D2058 D2018 D2054 D2014
9775 574 578 557 584 526 816 461 470
10526 7.06 1205 1087 1727 1179  10.16 1298  9.53
1109.6 525 737 1060 1188 951 789 1563  14.19
11517 2378 3130 2354 3152 2169 2387 2279 2491
1203.6 4449 2792 3189 3412 2901 47.10 3068 2697
1329.6 2871 2478 5507 3345 2649 3435 5178  50.97
1366.7 107.19 7488  73.09 7571 5956 12150 9723  96.05
1382.6 804 507 753 641 387 936 98 1020
1392.7 »

1558.8*  100.00  100.00 100.00 100.00  100.00  100.00 100.00  100.00
16089 1398 883 2286 1590 571 782 2176  23.10
1618.9 ]

17009 2048 2443 1658 2860 1095 1507 1538  19.38
17029 2258 2061 1661 2481 1132 17.90 1752  23.53
1718.1 45752 425.00 37459 41684 387.94 39425 48495 473.47
1734.1 ]

1782.0 ]

18771 1958 13.10 1095  7.90 2605 3254 2396  12.96
1881.1 287.84 208.94 23559 24329 226.10 26223 31190 29551
1994.1 4497 5685 32,65 5400 3975 4226 4641 4625
21072 14626 12171 125.69 13432 11954 12234  148.60  159.00
21200 858 592 801 517 997 1625 1327  9.68
21392 21.06 866 3020 1936 952 1270 4781 4235
22543 2432 2720 1887 2923 3136 2532 2941  20.86
23313 935 2438 931 1285 2257 2025 1377 1457
2340.3 ]

aReferans peptidi olup relatif yogunlugu %100 olarak kabul edilmistir.
® Ticari kefir starter kiiltiirii kullanilarak iiretilen kefir drneklerinde belirlenip kefir danesi kullanilarak iiretilenlerde
belirlenemeyen peptid sinyalleri
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Ek 2. Amino asitlerin kodlanmasi

Amino asit Uc harf Tek harf
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparajin Asn N
Aspartik asit Asp D
Sistein Cys C
Glutamik asit Glu E
Glutamin Gln Q
Glisin Gly G
Histidin His H
[zolosin Ile I
Losin Leu L
Lisin Lys K
Metiyonin Met M
Fenilalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Treonin Thr T
Triptofan Trp w
Tirozin Tyr Y
Valin Val \Y
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