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Kefir Mikroflorasi ile Laktik Asit Bak@_erilerinin
Metabolik, Antimikrobiyal ve Genetik Ozellikleri !

Zehra Nur Yiiksekdag 2, Yavuz Beyatl *

Kefirin Tanimi ve Tarihgesi

Kefir tanelerinin site ilave edilmesiyle elde edilen kefir, asidik ve alkolik
fermantasyonlarin bir arada olustugu ve gec¢misi olan kultire edilmis bir stut Granadar
(1, 2, 3).

Aragtirmacilar, kefirin anavataninin Kafkas Daglari oldugunu bildirmiglerdir Kefirin
Kafkasya 'da Elburus Daglar eteklerinde yapildigi ve yapiminin gizli tutuldugu;
Rusya' da yayinlanan "Kefyr” kitabinin 1984 yilinda Moritz Schulz tarafindan
Almanca' ya gevrilmesi ile Avrupa' da tanindigi agiklanmistir (3-9).

Wiese, kefir kelimesinin Turkce "keyif veren, sarhos eden, costuran, mest eden”, "kef"
sbzcugunden turedigini bildirmistir. Klupsch ise, bu kelimenin Kafkasya orijinli "en iyi
yapildi" anlamina gelen "keyf" sozcugunden turedigini bildirmistir (10).

Kefirin Onceleri Guneybati Asya' da Turkler tarafindan yapildigi, alkol ve asit
fermantasyonlariyla meydana gelen hafif alkolll, eksi ve kopUklU bir sit igkisi oldugu
belirtiimektedir. Ayrica Kafkasya' da "Kyppe" adi verilen, yagli veya yagsiz sutlerden
(inek, koyun, kegi, kisrak), peynir alti sularindan yapildigindan s6z edilmektedir (11).

Kefirin bilesiminde %0,5-1,5 etil alkol, yaklasik %0,7 kadar sut asili ve %3,2 yag
oldug@u tespit edilmistir (5, 12, 13).

Tipik bir kefirin duyusal 6zellikleri, aciliga kagmayan ve hogsa giden eksimsi bir tat,
hafif maya tat ve aromasi, yumusak bir yapi ve icerdigi CO,' den dolay! hafif kdpuklu,
ferahlatici ve serinletici niteliklerden olustugu belirtilmigtir (9, 14, 15).
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Kefir Tanesinin Yapisi ve Kefirin Mikroflorasi

Kefir taneleri beyaz-sarimtirak renkte, ¢capi 1-2 mm' den 3-6 mm' ye kadar degisen,
karnabahara benzer yapida, bezelye veya findik buyukligindedir. Sekilleri dizgin
olmayan kefir taneleri, suda erimez. Sute katildiklari zaman ise siserler ve renkleri
beyazlasir (9, 14, 15).

Tanelerin, sitl fermente edici rol oynadigi, kazein ve birbirleriyle ortaklasa yasayan
mikroorganizmalarin meydana getirdigi jelatinimsi kolonilerden olustugu ve tanenin
en onemli 6zelliginin fermantasyon sonunda suzulerek geri kullaniimasi oldugu
bildirilmigtir (14, 16).

Geleneksel olarak, Kafkas halki hayvan postlarindan yapilan tulumlarin igerisinde
sutd fermente ederek kendi kefirlerini hazirlamiglardir. Fermente olmus sutln bir
kismi bu tulumlar igerisinden alinarak taze sutu yeniden eklemis ve bdylece devamli
ve dogal fermantasyon saglamiglardir. Fermantasyondan haftalar sonra, tabaka
seklinde biriken protein pihtilarini igeren karnabahar benzeri yapilar olusmustur.
Tulumun i¢ yuzeyindeki sungerimsi yapilar alinip bolunerek kurutulmus ve kuruma
sonucunda olusan kuguk parcalar kefir taneleri olarak isimlendirilmigtir (8, 17).

Kefir yapmak igin kullanilan kefir taneleri, "Kefiran” adi verilen suda-¢6ztlmeyen bir
polisakkaritten olusan karakteristik bir fibrillar maddeden olusmustur. Kefiran' In
glukoz ve galaktozdan esit miktarlarda igerdigi ve antitUmor aktivitesine sahip oldugu
belirtilmigtir (4, 15, 18, 19, 20).

Duitschaever ve arkadaslari, taramali elektron mikroskobu (SEM) ile kefir tanesinde
yer alan mikroorganizmalari incelediklerinde, mikroorganizmalarda en zengin koloniyi
olugsturan kismin, disa yakin kismi oldugunu bildirmiglerdir. Bu kisimda baslica
bakteriler ve ¢ok az sayida mayalar bulunurken, tanenin merkezine yakin kisimlarda
ise mayalar miktarca artarken bakterilerin azaldigini tespit etmiglerdir. Goranum
olarak kefir tanesinin ag gibi ince-levhamsi bir yapi ile singerimsi ve lifsi bir yapiya
sahip oldugu, Ozellikle tanenin merkezindeki lif kutlesinin dallanma ve uzun baglar
gOsterdigi belirtilmistir. Tanenin merkezinde, mayalar ve bakterileri birlikte tutan agin,
mayalar tarafindan Uretildigi, tanenin kenar yapisinin daha diz olmasinin da
mikroorganizmalarin taneden slte gecisini kolaylastirdidi ileri strlImustir (21).

lyi bir kefir akici kivamda, homojen ve parlak bir gériinimde olmahdir. iyi bir kefir
%0,6-0,9 laktik asit, %0,6-0,8 alkol ve %50 CO, (hacim olarak) igermelidir (14).

Kefirler asit, alkol ve CO; igeriklerine gore; zayif kefir (asit, alkol ve CO' ce fakir),
orta kefir, kuvvetli kefir (asit ve alkolce zengin, CO, miktari fazla, dolayisiyla ¢ok
kopuklu) seklinde siniflandiriimistir (14, 22).

Kefir tanelerinin laktozu fermente eden ve etmeyen mayalar ile homofermentatif ve
heterofermentatif laktik asit bakterileri ve asetik asit bakterilerinin farkh tlrlerini iceren
kompleks bir mikrofloraya sahip oldugu tespit edilmistir (7, 23-26). Kefir tanesi
icerisinde mikroorganizmalarin simbiyoz halde yasadigi belirtiimistir (27, 28).
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Tanedeki mikroorganizma turd ve bunlarin birbirine orani, tanelerin orijinine gore
degismektedir. Bu nedenle tanelerdeki mikroorganizma turd konusunda farkh
bildirigler vardir (28).

Koroleva (28), kefir tanesindeki mikroorganizma gruplarini asagidaki gibi bildirmistir :
Mesofil homofermentatif streptokoklar: Streptococcus lactis subsp. cremoris, S.
durans. Laktobasiller: Lactobacillus brevis, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. kefir,
L. casei. Lokonostoklar: Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum. Mayalar:
Kluyveromyces  marxianus  subsp.  marxianus, Torulaspora  delbrueckii,
Saccharomyces cerevisiae, Candida kefir.

Kwak ve arkadaglarina gore, kefir taneleri laktobasil, laktokok ve I6konostok turlerini
icerir. Laktobasil turlerini Lactobacillus caucasicus, L. casei, L. plantarum, L.
acidophilus, L. kefiranofaciens, L. cellobiosus, L. bulgaricus, L. helveticus spp. jugurti
ve L. lactis, laktokok turlerini Lactococcus lactis spp. lactis, L. lactis spp. lactis biovar
diacetylactis, L. lactis spp. cremoris, Streptococcus thermophilus, L. filant ve
Streptococcus durans ve yaygin ldkonostoklari Leuconostoc dextranicum, L.
mesenteroides ve L. kefir olarak belirtmiglerdir. Kefir tanelerindeki mayalari ise
Kluyveromyces lactis, K. marxianus, K. fragilis, Torula kefir ve Saccharomyces kefir
gibi laktozu fermente eden mayalar ve Saccharomyces cerevisiae, S. carlsbergensis
gibi laktozu fermente edemeyen mayalar olarak bildirmislerdir (9).

Angula ve arkadaslari, kefir tanelerinde laktozu fermente edemeyen mayalarin
laktozu fermente eden mayalara gore daha fazla oldugunu ve laktik asit
bakterilerinden Lactobacillus cinsi bakterilerin daha baskin oldugunu tespit etmislerdir
(29).

Karagozlu, kefir tanelerinde genel olarak laktik asit bakterileri, laktozu fermente eden
veya edemeyen mayalar bulundugunu ve bunlarin taneden taneye degisiklik
gosterdigini, bazi kefir érneklerinde enterokoklarin ve koliform grubu bakterilerin de
bulunabilecedini belirtmistir. Son iki gruptaki mikroorganizmalarin normal kefir
mikroflorasinda bulunmadigi fakat, ¢esitli kaynaklardan kefire bulagmis olabilecegini
bildirmistir (2).

Kefirin Kimyasal Ozellikleri

Kefirin bilesimine ve duyusal 6zelliklerine etki eden faktorler, dncelikle kullanilan kefir
tanesinin veya kulturinin mikroflorasi ve uygulanan uretim yontemleridir. Bu nedenle
kefirin kimyasal 6zelliklerinin (asitlik, laktoz, yag, protein oranlari, serbest yag asitleri
miktari, alkol gelisimi, ugucu bilesikler) kefirin duyusal 6zelliklerine direkt etki ettigini
ifade edilmektedir (2).

Kefirin bilesimi ve kimyasal 6zellikleri, kefir yapiminda kullanilan suttn niteliklerine,
inkiibasyon suresine ve soguk odada muhafaza suresine bagli olarak degismektedir
(28).

Tum kefirlerde fermantasyon sirasinda olugsan olaylarin ayni ve asagida belirtildigi
sekilde 6zetlenebilecegi belirtiimektedir (21).
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1. Laktozdan laktik asit olusumu (Laktik asit fermantasyonu)

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

3. Kefire 6zgu tipik mayayi andirir kefir aromasi olusumu

4. Sinirli élgude proteinin, pepton ve amino asitlere pargalanmasi

Kefir tanelerinin muhafazasi sirasinda kefirde asitlik, CO, ve alkol miktari artisina
bagdli olarak kefir, tath kefir, orta sert kefir, sert kefir ve ¢ok sert kefir olarak
siniflandirimaktadir (22, 28). Cesitli kefirlerin 6zellikleri Cizelge1' de verilmigtir (30).

Cizelge 1. Cesitli kefirlerin 6zellikleri

Tatl Sert Orta Sert Sert Cok Sert

Kefir Kefir Kefir Kefir
Su (%) 88,2 88,9 89,4 89,0
Sat Asidi (%) 0,8 0,6 0,7 0,9
Etil Alkol (%) 0,6 0,7 0,8 1,1
Sat Sekeri (%) 2,7 2,9 2,3 1,7
Kazein (%) 2,9 2,7 2,9 2,5
Albumin (%) 0,3 0,2 0,1 0,1
Yag (%) 3,3 3,1 2,8 3,3
Kl (%) 0,8 0,6 0,7 0,6

Kefir ayrica eksi sut kefiri, kefir sodasi, glukozlu kefir ve peynir suyu kefiri olarak da
siniflandiriimaktadir (22).

Konar ve Sahan (21), kefiri yag oranlarina gore, yagsiz sut kefiri (en az %0,3 yag),
yagca fakir kefir (%1,5-1,8 yag), kefir (en az %3,5 yagd) ve krema kefiri (en az %10
yaQ) olarak siniflandirmiglardir.

Kefirin Beslenme Degeri ve Saglik Uzerine Etkileri

Suatteki tum besin maddelerini icerdigi icin kefirin beslenme degeri yuksektir. Kefirin
bilesimi, yapildigi sut ve yad oranina baghdir. Kefirin olusumu sirasinda
mikroorganizmalar, sutteki proteinleri pepton, peptit hatta amino asitlere, sut sekerini
de sut asidi ve alkole kadar parcalandiklarindan sindirimi kolaylastirir. Ayrica ortaya
¢ikan bu maddeler serinletici, istah agici, sevilen tat ve aromaya sahip olan bu sit
artnunun karakteristik 6zelliklerini olusturur (31).

Cesitli arastiricilar kefirdeki CO3' in sindirimi kolaylastirdigini, basta B4, olmak lzere
bazi B grubu vitaminleri sentezlediklerini ve kefirde olusan sut asidinin %90' dan
fazlasinin L(+) sUt asidi oldugunu, L(+) sit asidinin kolayca hazmedilebilme
Ozelliginin bulundugunu bildirmislerdir (28, 32).

Yaygin (28), kefirde olusan asetik asit, H,O, (Hidrojen Peroksit) gibi antibakteriyal
maddeler ile antibiyotiklerin E. coli ve Salmonella gibi patojen bakterilere
antibakteriyal etki yaptigini, ayrica asetik asit bakterilerinin bagirsaktaki bakterilere
kars! antibakteriyal etki gosterdigini ve bu nedenlerle kefirin bazi rahatsizliklari
iyilestirdigini bildirmistir.
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Rusya' daki pediatri uzmanlarinin fermente st bilhassa kefiri, yalnizca besleyici
Ozelliginden degil, ayni zamanda diyareye karsl yararli olmasindan dolayr hem
saghkh hem de hastalikh ¢gocuklarda tercih edildigi bildirilmistir (33).

Kefirin  istahsizlik, uykusuzluk, verem ve bdbrek hastaliklarinda, safra
bozukluklarinda, sarilik, cesitli enfeksiyon ve ekzemada iyi sonuclar verdigi
belirtiimektedir (22).

Sezginer (31), sindirim sistemi Uzerinde bulunan ve kimyasal sindirim icin gerekli
salgilari yapan mide, karaciger, safra kesesi, bagirsaklarin dinlenebilmesi dolayisiyla
onlarda ve onlarin neden oldugu hastaliklarin tedavisi igin en iyi ilacin kefir oldugunu
bildirmektedir.

Kefirin genglik igkisi olarak tanindigi ve su yerine icgildigi Kafkasya' da tuberkuloz,
kanser ve hazim bozuklugu gibi hastaliklara rastlanmamasi ve ortalama insan
omrunun 110-130 seneye ulagsmasi dikkatleri gekmigtir. Yapilan arastirmalarda kefirin
bu konuda énemli rol oynadigi saptanmis ve bazi hastaliklarin tedavisinde basaril bir
sekilde kullanilabilecedi gorulmustar. Mide iltihaplari, enfeksiyon, sarilik, ic ve dig
urlar, kronik barsak iltihaplari, ekzama, kalbin atardamar ile ilgili hastaliklari, ylksek
tansiyon, ishal, kabizlik bu hastaliklar arasinda belirtiimektedir (14, 31).

Hayvanlarda ve insanlarda yapilan arastirmalarda Lactobacillus acidophilus ve L.
bulgaricus igceren fermente sit Urunlerinin tlketilmesi ile, mide' deki koliform grubu
organizmalarin sayisinda dusme, laktobasillerde de artma goruldigu rapor
edilmektedir. Bu raporlar fermente st Urlnleri tlketimiyle, barsak florasinin
yenilendigini ve barsak sikayetlerinin kayboldugunu vurgulamaktadir (33).

Karagozlu (2), kefir mikroflorasindaki mayalar ve asetik asit bakterilerinin yogurt ve
diger fermente sit mamullerinde barsak mikroorganizmalarina kargi yuksek oranda
antibiyotik aktivitesine sahip oldugunu bildirmistir. Kefirde sindirimi kolaylastiran diger
bir olayin da CO; olusumu oldugunu, kalsiyum tuzlari ve CO' in varhgi ile Grdn
salgisinin sivilagsmasi ile idrari arttirdigini, kefirdeki st asidinin tadi ve karakteristik
mikroflorasi nedeniyle mide ve pankreas salgilarini arttirdigini belirtmektedir.

Kefirden Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Ege Universitesi Tarim Urilnleri Teknolojisi Bélimi' nde kefir tanelerinden
Streptococcus lactis, S. cremoris, S. faecalis, Lactobacillus casei, L. brevis bakterileri
ve Kluyveromyces lactis mayasi izole edilmistir (2).

Danimarka kefir tanelerinden izole edilen mikroorganizmalarin yaklasik %70" inin
streptokoklar, %20' sinin laktobasiller ve %5' inin de mayalardan olustugu bildirilmistir
(34).

Ticari olarak Uretilmis Yunan kefirlerinden Saccharomyces italicus, S. cerevisiae var.

ellipsoideus mayalari ve yaklasik 3,4x10® adet/ml diizeyinde laktobasiller, az sayida
Streptococcus lactis ve S. thermophilus izole edilmistir (35).
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Tane kefirden izole edilen, katalaz pozitif ve gram negatif 6zellik gosteren 84 adet
aerobik asetik asit bakterileri, Acetobacter acetii turu olarak tanimlanmistir (36).

Lee ve Kim (16), tanelerden izole ettikleri 90 bakteriyal susun karakterizasyonunu
calismiglar ve suslarin %40-60 Uzerindekilerinin Lactobacillus brevis ve L. buchneri
oldugunu bildirmiglerdir. Laktik streptokok izole edememisler ve izole edilen 50
mayanin %4-96' sinin Saccharomyces spp. ve Candida pseudotropicalis olarak
belirlemiglerdir.

Babina (37), olgunlasmamis kefir orneklerinden Streptococcus lactis, S.
paracitrovorus, Leuconostoc dextranicum izole etmistir.

Kojima ve arkadaslan (38), homofermentatif laktobasillerin kefiran Ureten bir
susunun, segici bir besiyeri (Rogasa-CW agar) kullanilarak kefir tanelerinden izole
edilebilecegini gdstermisler ve bu mikroorganizmanin Lactobacillus kefiranofaciens
oldugunu ileri surmusglerdir. Ayrica, kefir tanelerinden Lactobacillus kefir olarak
tanimladiklari heterofermentatif laktobasiller izole etmislerdir.

Angula ve arkadaslari (29), kefir tanelerinden 46 laktik asit bakterisi izole etmisler ve
bunlardan homofermentatif laktobasiller icinde, Lactobacillus casei subsp. tolerans,
L. casei subsp. pseudoplantarum, L. casei subsp. rhamnosus, L. acidophilus ve L.
gasseri, heterofermentatif grup iginde L.brevis, L. viridescens, L. kefir ve L.
fermentum oldugu bildirmisler ve homofermentatif suslarin heterofermentatif
suslardan daha fazla izole edildigi tespit etmislerdir.

Erguli ve Uglnci (5), kefir mikroflorasi lizerine yapmis olduklari arastirmada,
Lactobacillus ve Leuconostoc cinslerinin sayilari érneklerde ¢ok yuksek degerler
gostermis ve kefir mikroflorasinin ana kaynagini olusturdugu belirtilmistir. incelenen
kefir 6rneklerinde Staphylococ, Micrococ ve Pseudomonas bakterileri ile Clostridium
ve Bacillus gibi spor yapan bakterilere rastlaniimadigi bildirilmistir. incelenen kefir
orneklerinden Streptococcus lactis, S. faecalis, S. cremoris, Leuconostoc cremoris,
Leu. mesenteroides, Leu. kefir, Lactobacillus casei, L. brevis, L. caucasicum bakteri
turleri izole edilmistir.

Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri, metabolizmalari sirasinda laktozu parcalayarak baslica laktik
asit olusturan mikroorganizmalari kapsar (39). Laktik asit bakterileri laktozu,
cogunlukla %0,5-1,5' luk laktik asit konsantrasyonuna kadar pargalarlar, ancak %3
konsantrasyona kadar fermentasyon yapan turleri de vardir (40).

Laktik asit bakterileri gram pozitif reaksiyon verirler. Sporolactobacillus inulinus hari¢
higbiri spor olusturmaz. Bir iki ayricalik gdsteren lGye disinda hepsi hareketsizdir.
Fizyolojik karakterleri bakimindan birbirine yakin veya benzer bulunan, ancak
morfolojileri oldukg¢a farkli olan cinsleri icerirler. Morfolojileri kok veya g¢ubuklardan
olusan farkl uzunlukta zincir seklindedir (40-42).
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Laktik asit bakterileri iki ayri familya da toplanmistir. Streptococcaceae familyasina
ait Streptococcus, Leuconostoc ve Pediococcus turleri yer alirken, Lactobacillaceae
familyasina ait Lactobacillus turleri bulunur (39,41,43).

Laktik asit bakterilerinin "hem" gruplari (sitokrom ve katalaz) yoktur. "Hem"
gruplarinin eksikligine kargin havanin oksijeninde geligip Ureyebilirler. Bir diger
deyisle katalaz enzimleri olmaksizin aerob kosullarda gelisebilen nadir bakteriler
arasinda laktik asit bakterileri de bulunur. Butun Gyeleri anaerob veya mikroaerofiliktir
(42).

Laktik asit bakterileri fermantasyonda olusan Urunlerin cins ve miktarina goére de
siniflandirihrlar. Homofermentatif laktik asit bakterileri glukozu, Fruktoz Di Fosfat
(FDP) yolu ile parcalayarak fermantasyon sonucu %95-100 oraninda laktik asit
uretirler. Bunun yaninda az miktarda besi yerinin ozelligine gbre formik asit, asetik
asit ve etanol olustururlar. Heterofermentatif laktik asit bakterileri ise, glukozu Hegzos
Mono Fosfat (HMF) yolu ile parcalayarak fermantasyon sonucu %50 laktik asit
uretirken, bunun yani sira yuksek oranda etanol, asetik asit, gliserol, mannitol ve
fruktoz olustururlar (40, 42, 44, 45).

Homofermentatif yol:

CsH1206 — 2 CH3- CHOH- COOH (Laktik Asit)
CsH1206 —» CH3- CHOH- COOH + CH3-CH,-OH + CO;

Heterofermentatif yol:
CsH1206 —» CH3- CHOH- COOH + CH3- COOH + CO,

Laktik asit bakterileri cok hassas mikroorganizmalardir. Bu bakteriler sutte bulunan
laktoz sekerini parcalayarak, galaktoz ve glukoz sekeri olustururlar (39).

Su ve toprakta hemen hemen hi¢ rastlaniimayan bu bakterilere, cins ve ture gore
degismek Uzere sut ve sut urunleri galisma yerlerinde, bitki ve bitki atiklarinda, insan,
hayvan ve diger canlilarin barsak sistemlerinde rastlanir (39, 41).

Laktik asit bakterilerinin bir baska karakteristik 6zelligi de karmasik blyume ve
gelisme sistemleridir. Grubun higbir Gyesi, icinde yalniz glukoz ve amonyum bulunan
bir mineral besi ortaminda gelismez. Pek ¢ogu vitaminlerden bir yada birden
fazlasina gerek duyarlar. Ayrica amino asit istemleri de c¢ok fazladir. Laktik asit
bakterileri genellikle, vitamince zengin, maya ekstrakti, domates suyu, peynir alti
suyu, sut serumu veya kan igceren karmasik besi yerlerinde iyi gelisirler (41, 42).

Laktik asit bakterileri, laktik asidin yaninda hidrojen peroksit, hidrojen stilfur,
bakteriosin gibi antimikrobiyal maddeler olustururlar (43, 46-49).

Laktik asit bakterilerinin metabolizmalari sonucu olusan c¢esitli antimikrobiyal
maddeler, diger kontaminant mikroorganizmalarin tremelerini engeller (50, 51).
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Laktik Asit Bakterilerinin Olusturdugu Metabolik Uriinler

Laktik asit bakterileri, karbonhidrat kaynaklarindan laktik asit ve asetik asit gibi
organik asitler Uretebilmektedir. Cogu mikroorganizmalar bu asitlere ve pH diususine
hassastir. Laktik asit bakterileri tarafindan aerobik gelisme sirasinda Uretilen hidrojen
peroksit de bir ¢ok mikroorganizma Uzerine inhibitor etki gostermektedir. Ayrica
olusturduklari diasetil gibi metabolitlerin birikimi ve mikrobiyal gelisme sirasinda
azalan besin elementleri acisindan rekabetin de etkili olabilecegi belirtiimektedir (52).

Laktik asit

Laktik asit, laktik asit bakterilerinin fermantasyon yolu ile Urettikleri bir Grandur ve
mikroorganizmalar Uzerinde olumsuz etki yapmaktadir.

Laktik asit, organik bir asittir. Eksi tatta, kokusuz bir maddedir. Su, alkol ve eterle
kolaylikla karisabilir. Kloroformda ¢éziilmez. lyi bir ¢éziicli, zayif bir asittir. Kolaylikla
polimerlesir. Bu 0Ozellikleri nedeniyle genis kullanim alanlari vardir. Besin
maddelerinin korunmasinda asidite saglar (53).

Laktik streptokoklar olusturduklari laktik asit' le pH' y1 4,5-4,3' e kadar, laktobasiller de
pH' yi 3,5-3,2' ye kadar dusurmektedirler. Laktobasiller daha fazla asit
olusturduklarindan asitlige kargi daha dayanikhdirlar (54).

Yapilan galigmalar sonucu laktik asit bakterilerinde, laktik asit Gretiminin plasmid
DNA ile kontrol edildigi sonucuna varilmigtir (55-58).

Savay-de- Giori ve arkadaslari (59), L. plantarum suslarinin asit tUretim yeteneklerinin
inkibasyon sicakligina bagli oldugunu ve L. plantarum CRL 60 ve L. plantarum
CRL83 suslarinin 30-37 °C' de asit uretirken, 15 °C' de asit Uretmedigini
bildirmiglerdir.

Hidrojen peroksit (H,0,)

Laktik asit bakterileri Uremeleri sonucu hidrojen peroksit olustururlar. Olugturulan
hidrojen peroksit miktari, laktik asit bakterilerinin cins, tir ve hatta suslarina gore
farklilk gosterir. Hidrojen peroksit termodinamik bakimdan kararsiz bir bilesiktir, su
ve oksijene ayrisir (43, 60).

2 H,O, > 2 H,O + Oy

Bu reaksiyon 1isi, 1sIk ve katalizor olmadik¢ca yavasg cereyan ettiginden hidrojen
peroksit uzun sure saklanabilir.

Fernandes ve arkadaslari (61), bazi bakterilerin patojen mikroorganizmalarin
uremesini kontrol eden gesitli antimikrobiyal maddeler olusturdugunu saptamislardir.
Ornegin, Lactobacillus lactis 'in hidrojen peroksit iretip E. coli 'nin invivo olarak
uremesini durdurdugunu gozlemiglerdir. Ayrica laktik asit bakterileri tarafindan
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uretilen antimikrobiyal maddelerin, intestinal infeksiyonunu ve Uriner infeksiyonunu
korudugunu tespit etmiglerdi

Hidrojen peroksit, ortamda ylksek konsantrasyona vardigi zaman, gercek antibiyotik
olmadigi halde Staphylococcus, Streptococcus ve Clostridium gibi bir gok bakterilerin
gelisimini engelleyebilmektedir (62).

Notr pH' da ve bes karbonlu dekstroz igceren besiyerinde Lactobacillus' larin
maksimum hidrojen peroksit olusturmaktadir (63). No6tr pH' da disme veya
yukselmeler hidrojen peroksit miktarinda azalmaya sebep olmaktadir (64).

Reinheimer ve arkadaglari (65), laktik streptokok ve laktobasillerin hidrojen peroksit
olusturma yeteneklerinin aerobik kosullarda, anaerobik kosullara gbére daha fazla
oldugunu bildirmiglerdir.

L. plantarum, glukozlu substratta ve oksijenli ortamda uretildigi zaman, bakterinin
NADH oksidaz, piruvat oksidaz ve NADH peroksidaz aktivitelerinde artis oldugu
bildirilmistir. Enzimlerin aktivitesi sonucu ortamda belirli miktarda hidrojen peroksit
olustugu gosterilmistir. NADH oksidaz, piruvat oksidaz enzimlerinin in vivo
kosullarda, NADH peroksidaz enziminin in vitro kosullarda hidrojen peroksit urettikleri
aciklanmistir (66).

Berthier (67), Lactobacillus sake ATCC 15521, L. plantarum ATCC 14917 ve L. lactis
NCDO 280 bakterilerinin hidrojen peroksit olusturduklarini tespit etmistir.

Kot ve arkadaglar (68), Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus ATCC 11842' nin
glukoz varliginda, pH 6,5-5,0' de ve aerobik kosullarda hidrojen peroksit Urettigini
bildirmiglerdir.

Daeschel (44), buyume ortaminda laktobasiller tarafindan Uretilen hidrojen peroksidin
birikmesi sonucu S. aureus ve Pseudomonas turleri Uzerinde inhibitor etki
gosterdigini bildirmiglerdir.

Hidrojen peroksit, mikroorganizmalarin enzim aktivitelerinin bozulmasina, enzimlerin
kimyasal yapisinin, biyokimyasal karakterinin ve aktivitelerinin degisiklige
ugramasina ve boylece enzimlerin inaktive olmasina sebep olur.

Hidrojen siilfiir (H,S)

Hidrojen sulfir ¢ok etkili toksik bir maddedir. Hidrojen sulfure kikuartld hidrojen de
denir. Kukurdun hidrojenle olusturdugu renksiz, ¢gok zehirli gaz halindeki bir bilesiktir.

Hidrojen sulfur, karakteristik c¢lrik yumurta kokusunda bir gazdir. Termodinamik
bakimdan kararli olmasina ragmen c¢ok yuksek sicakliklarda ayrismasi mumkundar
(69).

2 H,S —» 4H + 2S
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Sulfatlarin bakteriler tarafindan rediksiyonu ve proteinlerin pargcalanmasi sonucunda
hidrojen sulfur olusur. Laktik asit bakterileri aracihgi ile besi yerindeki kukurtli amino
asitleri kullanarak hidrojen sulfur olustururlar. Bu amino asitler sistein, sistin ve
metiyonindir (70).

Bazi laktik asit bakterilerinin deg@isik miktarlarda hidrojen sulfur Urettikleri belirlenmistir
(69, 71-73).

Lactobacillus plantarum, L. viridescens ve L. coryneformis tirlerinin peptonlu demir
agarda hidrojen sulfar olugturdugu bildirilmigtir (74).

Sharpe ve Franklin (75), bir ¢ok laktobasil susunun anaerobik sartlar altinda ve dusuk
sicaklik derecelerinde hidrojen sulflr olusturduklarini agiklamiglardir. Ayrica, besi
yerinde karbon kaynagi az oldugunda da hidrojen sulfurin meydana geldigini
belirtmiglerdir.

Proteolitik aktivite

Proteolitik aktivite, mikroorganizmalarca salgilanan proteolitik enzimler ile proteinlerin
hidrolize edilmesidir. Proteolitik aktivite, hem starter kalturlerin asit olusturma
fonksiyonu hem de drinun duyusal nitelikleri agisindan 6nemlidir. Bu 6zelligin
belirlenmesinde Hull yonteminden yararlanilir ve kazeinin pagalanmasi sonucu
serbest kalan tirosin ve triptofan belirlenir. Sonugclar ise tirosin ekivalenti olarak verilir.

Laktik asit bakterileri, gelisebilmeleri icin ortamda bazi serbest amino asitlerin
bulunmasina gerek duyarlar. Strepfococcus turleri, ekstrasellller proteinaz enzimiyle
Ozellikle hucre zarina bitisik olan kazeini peptitlere parcalar. Bu peptitler, bakteri hiicresi
tarafindan alinir ve intraselltler olarak hidrolize edilirler (76).

de Giori ve arkadaslar (77), laktik asit bakterilerinde bulunan proteolitik enzimlerin
peynir aromasinin ve belli Urlnlerin kokusunun olusmasinda etkili oldugunu
belirtmigler ve proteolitik aktivite de pH ve 1sinin etkili oldugunu ispatlamiglardir.

Rasic ve Kurmann (54), proteolitik aktivitenin bakterilerin logaritmik gelisme fazinda
meydana geldigini, S. thermophilus' un yalnizca endosellller enzim Urettigini, L.
bulgaricus' un ise endoselluler ve az miktardada ekzoselliler enzim olusturdugunu
bildirmiglerdir. Ekzosellller enzimlerle proteinlerin, kiglk parcalara ayrilarak hicre
icine daha fazla girmesinin saglandigini ileri surmusglerdir.

Streptokoklarin spesifik proteolitik aktivitelerinin 0,1' in (ug kristal tripsin esdegeri/ml
hicresel DNA) altinda, laktobasillerin aktivitesinin 0,2-3,2 arasinda degistigi
bildirilmigtir. Ayrica, L. bulgaricus hucrelerinin yuksek proteolitik aktivite gosterdigi
belirtilmigtir (33, 39).

Yapilan arastirmalarda, laktik asit bakterilerinde, laktik asit Uretimi ve proteolitik
aktivitenin cins, tir ve suslar arasinda farklilik gosterdigi belirlenmistir (77-79).

58



Diasetil ve asetaldehit

Sat drtnlerinin (peynir, yogurt, tereyagi, kefir, kimiz) kendine 6zgu lezzet ve aromasi
vardir. Starter kulturlerinin dnemli islevlerinden biriside kullanildiklar sut Grinlerinde
lezzet ve aromayi olusturmalaridir. Lezzet ve aromay! olugturan bilesikler, genellikle
arinin yapiminda kullanilan starter kulturlerinin  faaliyetleri sonucu meydana
gelmektedir. Sut Urdnlerinde tat ve kokuyu olusturan diasetil ve asetaldenhit,
karakteristik aroma bilesikleridir (39, 80).

Sutte bulunan sitrik asit veya ara urun olan piruvat fazlasindan yararlanilarak diasetil
olusturulmaktadir (39, 41, 43). Sitrati kullanabilen laktik asit bakterileri ile
kullanamayanlar arasindaki ayricalik, sitrat metabolizmasinda onemli rol oynayan
sitrataz (sitrat-liyaz) enziminin varligina baglanmaktadir (41).

Sitratin, laktik asit bakterileri igin enerji kaynagi olmadigi ve diasetilin de bakteri
metabolizmasinda 6nemli rolu olmadigi, starter kultarlerinin bu bilesigi ortamdaki
fazla piruvatin toksik etkisini gidermek amaciyla, tesadifen olusturduklari
sanilmaktadir (39, 81).

Kullanilan sutun ¢esidi, sutteki sitrat miktari, bakterinin inokule edildigi sicaklik ve pH
dereceleri de diasetil olusumunu etkileyen faktorler arasindadir (41).

Asetaldehit Uretiminde Lactobacillus' larin 6nemli rolt oldugu bilinmektedir. Fakat tur
ve suslar arasinda asetaldehit Uretimi bakimindan farkhlik oldugu goézlenmistir.
Streptococ 'larin ise daha az miktarda asetaldehit Urettigi tespit edilmistir (82).

Tzanetaki ve Mastrojannaki (80), S. thermophilus ve L. casei kullanilarak Uretilen S1
peyniri ile S. thermophilus, S. diacetylactis, S. durans kullanilarak S2 peynirinin her
ikisinde de asit Uretimi ile diasetil Uretimi arasinda bir baglanti oldugunu tespit
etmigler ve asit Uretimi arttikga diasetil Uretiminin de arttigini gézlemislerdir.

Yogurtlarda ugucu tat komponentleri iginde en onemlisinin asetaldehit oldugu
belirtiimis ve %0, %4, %8, %12 oraninda sakkaroz ihtiva eden, %2' lik yagl stte L.
bulgaricus ve S. thermophilus asilandigi zaman, %4 ve daha fazla sakkaroz bulunan
besi yerinde hlcre sayisinda ve asit Uretiminde azalma, %8 ve Uzerinde sakkaroz
ihtiva eden besi yerinde de asetaldehit Gretiminde disme oldugu tespit edilmistir (83).

Raya ve arkadaslari (84), L. bulgaricus ve S. thermophilus' un 4 susunda
fosfoketolaz, alkol dehidrogenaz ve aldehit dehidrogenaz enzimlerini tespit
edememiglerdir. Az miktarda piruvat karboksilaz enzimi bulmalarina ragmen,
asetaldehitin piruvattan olusmadigini belirtmiglerdir. Tum suslarda asetat kinaz ve
fosfat asetil transferaz enzimlerinin bulundugunu gézlemislerdir. Threanine aldolaz
enzimininde S. thermophlus' da az, L. bulgaricus' da yuksek miktarda bulundugunu
ve theaninin asetaldehit olusumunda etkili oldugunu belirtmiglerdir.

Arastiricilar tarafindan, Streptococcus lactis subsp. diacetylactis ve Leuconostoc
cremoris tarafindan olusturulan diasetil ve asetoinin piruvattan kaynaklandigi
belirtiimektedir. Ayrica, L. cremoris' in diasetil Uretiminde 6zellikle S. lactis subsp.
diacetylactis velveya S. cremoris ile etkili oldugu bildirilmigtir (85-87).
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Jay (1982), 200 pug/ml seviyesinde diasetilin, mayalar ve gram negatif bakteriler igin
inhibitor etkiye, 300 pg/ml seviyesinde gram pozitif bakteriler i¢in inhibitor etkiye
sahip oldugunu ve 350 ug/ml veya daha fazla konsantrasyonlara kadar laktik asit
bakterilerini etkilemedigini gostermistir (43).

Homofermentatif laktik asit bakterilerinin heterofermentatif olanlara oranla daha fazla
ve hizli diasetil olusturmaktadir. Laktik asit bakterilerinin 18-22 °C' de, 30 °C ve
uzerindeki sicaklik derecelerine oranla daha fazla diasetil Uretmektedirler. Ortamin
pH' sina bagl olarak distk pH' larda ylksek pH derecelerine oranla diasetil fazla
olusmaktadir (41).

Bottazi ve Dellaglio (88), yapmis olduklari ¢calismada S. thermophilus' un butun
suslarinin diger homofermentatif laktik streptokoklardan daha fazla asetaldehit ve
diasetil Urettigini tespit etmiglerdir.

Laktik Asit Bakterilerinin Antimikrobiyal Ozellikleri

St Urlnlerinin yapiminda kullanilan laktik asit bakterilerinin énemli bir 6zelligi de,
ortamda bulunan gida kaynakli patojen ve kontaminant mikroorganizmalarin (E. coli,
Salmonella, S. aureus gibi) gelisimini engellemeleri ve élimlerine sebep olmalaridir.
Starter seciminde Urunun saklama suresini uzatma ve kalite bakimindan, bu 6zellige
dikkat edilmektedir. L. bulgaricus ve S. thermophilus' un antibakteriyal aktivitesi insan
saghgi agisindan da 6nem tagimaktadir (89, 90).

Laktik asit bakterilerinin en Onemli inhibitor etkisi Ozellikle asidik ortamlarda
olusmaktadir. Ayrica inokule edilen starter kaltir miktari ve aktivitesi de, 6zellikle
fermantasyonun ilk asamasinda, patojen mikroorganizmalarin gelisimini inhibe
etmektedir (39).

Laktik asit bakterilerinin olusturdugu laktik asidin ve kiguk konsantrasyonlarda
uretilen formik asit, propiyonik asit, asetik asit gibi organik asitlerin patojen
mikroorganizmalar Uzerinde, antibakteriyal etkisi olmaktadir. Yapilan galismalarda
Lactobacillus' larin inhibisyonik etkisinin, Streptococcus' lara goére daha fazla oldugu
tespit edilmistir (50,90).

Laktik asit bakterileri tarafindan aerobik gelisme sirasinda Uretilen hidrojen peroksidin
de bir cok mikroorganizma Uzerine inhibitor etki gosterebildigi bildiriimistir (48, 49, 60,
91-94).

Dahiya ve Speck (63), Lactobacillus lactis ve L. bulgaricus' un kultdr filtratlarinda S.
aureus' a kargi olusan inhibitorik faktord, hidrojen peroksit olarak tespit etmislerdir.
Lactobacillus' larin notr pH' da 5 °C' de, dekstrozlu ortamda saklandiklarinda,
maksimum hidrojen peroksit olusturdugu sonucuna varmiglardir.

Abdel-Bar ve arkadaslari (95), L. bulgaricus' un laktik asitten farkli bir antimikrobiyal

madde urettigini ve bu maddenin gram pozitif bakterilerden S. aureus' a, gram negatif
bakterilerden de Pseudomonas fragilis' e etkili oldugunu tespit etmislerdir.
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Yapilan bir ¢ok arastirma sonucunda organik asitler (laktik asit, asetik asit, formik
asit), diasetil ve hidrojen peroksidin tek basina veya birlikte gerek gram pozitif
gerekse gram negatif bakterilere karsi antimikrobiyal etkiye sahip oldugu
gosterilmigtir (60,96).

Laktik asit bakterilerinin, Staphylococcus, Salmonella, Enterococcus, Listeria ve
Pseudomonas cinsi mikroorganizmalara kargi da antagonistik etki gosterdikleri
saptanmigtir (50, 89, 96, 97).

Bakteriosin ve/ veya Bakteriosin Benzeri Maddelerin Etkisi

Bakteriosinler, protein veya protein kompleksleri olup, bakteriyal turlerin oldukga
bayuk bir kismi tarafindan uretilen potansiyel antimikrobiyal maddelerdir (43, 94, 98,
99).

Tagg ve arkadaslari, bakteriosin icin 6 karakteristik 06zellik belirlemislerdir.
Bakteriosinler, biyolojik olarak aktif proteinlerdir, plasmid orijinlidir, bakterilerde
bulunan spesifik baglanma kisimlariyla reaksiyona girerler, bakteriosidaldirlar, letal
biyosentezle Uretilirler (100).

Protein veya peptitlerden olusan bakteriosinin antagonistik etkisi oldugu ve bakteriosinin
proteolitik enzimlerle inhibe olabilecegi agiklanmistir (47).

Bir cok gram pozitif ve gram negatif bakterilerin genis bir oranda bakteriosin Urettigi
bildirilmigtir (100, 101, 102).

Klaenhammer' e (99) gore, simdiye kadar karakterize edilmis olan Lactobacillus
bakteriosinleri protein yapisinda, bakteriosidal etki mekanizmasi sergileyen ve
kendisine ¢ok yakin cinsleri etkiyen bir etki mekanizmasina sahiptir.

Laktik asit bakterileri iginde bakteriosin uUreten Lactobacil, Leuconostoc, Micrococ,
Pediococ ve Lactococ cinsleri gida maddelerinin korunmasinda dogal koruyucu
olarak rol oynamaktadir (100).

Laktik asit bakterileri tarafindan Uretilen bakteriosinler, Bacillus cereus, Clostridium
perfringens, Listeria turleri ve Staphylococcus aureus gibi gida maddelerinin
bozulmasina neden olan patojen mikroorganizmalar Uzerinde bakteriosidal etki
gosterirler (91,100,103).

Streptococcus lactis tarafindan Uretilen nisin, gida koruyucusu, besin Uretimi ve sit
mayalama da kullaniimaktadir. Nisin, laktik asit bakterisi tarafindan Uretilen
antimikrobiyal proteinler iginde en fazla karakterize olanidir. Dehydroalanine,
Lanthionine ve B-methylanthionine amino asitlerini igerir (99,104).

Geis ve arkadaslari (98), laktik streptokoklarin bakteriosin Uretme potensiyellerini

tespit etmislerdir. incelenen 280 susun, yaklasik %5' inin bakteriosin Urettigini
bildirmislerdir.

61



Gonzales ve Kunka (105), Pediococcus acidilactici PAC 1.0 susunda bakteriosin
uretiminin plasmid kodlu oldugunu bildirmisler ve bu bakteriosini Pediocin PA-1
olarak tanimlamiglardir.

Lactisin F olarak tanimlanan, L. acidophilus 88 tarafindan uretilen bir bakteriosinin, L.
acidophilus 6032, L. lactis 970, L.helveticus 87, L. bulgaricus 1489, L. leichmanii
4797, L. fermentum 1750 ve S. faecalis 19433' e karsi inhibitdr aktivite gosterdigi
bildirilmistir (93).

Joerger ve Klaenhammer (106), L. helveticus 481 tarafindan Uretilen bir bakteriosini
saflastirip, karakterize etmislerdir. Helveticin J olarak tanimlanan bakteriosinin, dar
bir inhibitor spektruma ve bakteriosidal bir etkiye sahip oldugunu tespit etmiglerdir.

Daba ve arkadaglari (107), Leuconostoc mesenteroides UL5 sugunun, Mesenterocin
olarak tanimlanan ve Listeria monocytogenes suslarina karsi etkili ama birkag faydali
laktik asit bakterileri Gzerine etkisi olmayan bir bakteriosin urettigini bildirmiglerdir.

Barefoot ve Klaenhammer (108), L. acidophilus' un bir susunda Lacticin B olarak
tanimlanan bir bakteriosin tanimlamislardir.

Bebek gaitasindan izole edilen L. acidophilus LAPT 1060, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus' un 6 susuna ve L. helveticus' un 6 susuna kargi antimikrobiyal bir madde
urettigi ve bununda Acidophilucin A olarak tanimlanan bir bakteriosin oldugu
bildirilmistir (102).

Laktik Asit Bakterilerinde Yapilan Plasmid DNA Caligmalari

Prestini ve arkadaslar (56), L. bulgaricus ve L. helveticus suslarindan proteolitik
aktivite ve laktozu kullanma vyeteneklerinin plasmidle iligkili oldugunu tespit
etmislerdir. L. helveticus' da 6 plasmid, L. bulgaricus' da da 4 plasmid gozlemislerdir.

Kok ve Venema (58), istenilen kalitede sut UrUnlerinin elde edilebilmesi igin,
proteolitik aktivitesi yuksek, hizli asit Ureten laktik asit bakterilerine gerek
duyuldugunu ve bu bakterilerle yapilan genetik c¢aligmalarin artiriimasi, ayrica
klonlama sistemlerinin geligtiriimesinin gerektigini savunmuslardir.

Kempler ve McKay (55), L. lactic subsp. lactis biyotip diacetylactis' e akridin oranj
uygulayarak, cit” mutantini tespit etmisler ve cit” mutantin 5,5 Mdal.' luk plasmidini
kaybettigini ve sitrati fermente etme yetenegi ile plasmid arasinda bir iligki oldugunu
belitmislerdir. Cit mutantin sitrataz aktivitesini surdurmesine karsin, sitrat permeaz
aktivitesini koruyamadigini ileri surmusglerdir.

Herman ve McKay (57), yaptiklari galismada S. thermophilus' un 23 susunda 1,4-2,2
Mdal agiriginda degisen 5 plasmidin varligini goézlemislerdir. Bu plasmidlerin kliguk
olmasi nedeni ile klonlamada vektor olarak kullanilabilecegini bildirmiglerdir.

Girard ve arkadaslari (109), ¢ig sutten izole ettikleri S. thermophilus suslarinin 41
adedinde plasmid bulunmadigini, 6 adedinde 1, 3 adedinde ise 2 plasmid oldugunu
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tespit etmiglerdir. Plasmidlerin agirhginin  2,9-7,6 kb arasinda degistigini
bildirmiglerdir.

Arzulanan niteliklerde Urln elde edebilmek igin, fermente sit Urlnlerinin yapiminda
laktik asit bakterilerinin, laktoz metabolizmasi, proteinaz aktivitesi, sitrat
metabolizmasi, bakteriosin Uretimi ve bakteriyofajlara karsi direncliligin bagh oldugu
plasmid DNA' lara sahip olmalari gerektigi bildirilmistir (110).

Leie ve arkadaslan (111), laktoz, sakkaroz metabolizmasi ve proteinaz uretimi gibi
Ozelliklerin plasmid DNA' da kodlandigini, plazmidlerin konjugal olarak transfer
edilebilecegini gostermiglerdir.

Bir calismada Streptococcus ve Pediococcus' larin kiglk plasmid igcermelerine
karsilik, Lactobacillus ve laktik streptokok suslarinin buyuk plasmid bulundurdugu
belirtiimistir. Ayrica, S. /lactis' in ¢esitli suslarinda proteolitik aktivite ve laktoz
kullanimi ile ilgili genlerin, 45-67,5 kb olarak siralanan ayni plasmid Uzerinde
bulundugui ileri sGralmustar (58).

Beyath (112), laktik asit bakterilerinden endustriyel sus gelistirme programlarinda,
plasmidlerin dnemli yer tuttugunu belirtmistir. Ayrica Beyatli, yapilan ¢alismalarin S.
cremoris suslarinda laktozun katabolizmasinda rol oynayan fosfotransferaz sistemi
ve Fosfo-B-galaktozidaz enzimlerinin, plasmid genleri tarafindan kontrol edildigini
bildirmigtir.
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