T.C.
YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU

KEFiR VE BOZANIN iN VITRO ANTIOKSIDAN
AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI

AYSIN OZPINAR

YUKSEK LISANS TEZi
KiMYA ANABILIM DALI
BiYOKIMYA PROGRAMI

DANISMAN
DOC. DR. AYSEGUL PEKSEL

ISTANBUL, 2012



ONSOz

Yiksek lisans 6grenimim boyunca, tez konusunun belirlenmesinde, galismalarimin
ylritilmesi ve degerlendirilmesinde bilgi ve deneyimleriyle bana yardim eden ve
destegini esirgemeyen degerli hocam tez danismanim Sayin Dog. Dr. Aysegiil PEKSEL’e,

Calismam siiresince benimle duslincelerini paylasan, laboratuvar olanaklarini
kullanabilme ve ¢alisma sartlari konusunda destegini esirgemeyen Sayin Ars. Gor. Nilay
Altas KIYMAZ’a,

Tanistigimiz andan beri benden hicbir destegini esirgemeyen, sevecen tavirlariyla her
zaman yiregimi ferahlatan, hep sevgi ve saygiyla andigim sevgili arkadaslarim Sayin
Fulya AYTAC ve Sayin Dilara BULBUL e

Hayatimin her alaninda yanimda olup maddi ve manevi desteklerini hicbir zaman
esirgemeyen annem Fatma YILMAZ, babam Sazim YILMAZ’ a ve ablam Cevriye ERGUL’e

Tez ¢alismam sirasinda hosgorisliyle bana sonsuz destek veren canim esim Fatih
OZPINAR’a

Calismam boyunca ihmal etmek zorunda kalmama ragmen beni asla yalniz birakmayan
canim oglum Metehan OZPINAR’a

Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Agustos, 2012
Aysin OZPINAR



ICINDEKILER

Sayfa

SIMIGE LISTESI...cuvetiiteeteeieete ettt ettt ettt et et ettt et e eteeta et e aeeaeeseensesbeeseeseessensesae e vii

KISALTIMIA LISTESI ...ttt ittt ettt ettt ettt et ettt ettt eaeereenseneere e viii

SEKIL LISTESI.vteuteteite ettt ettt ettt ettt et ettt et et aa et e eaeeteene e s e eseeneensensesreenas [

CIZELGE LISTESI «vveeteeeietecte ettt ettt ettt et et ettt ete et et eteeaeeaeeaeensenseere e X

O ZET ettt ettt ettt ettt ettt e te ettt et e teere et ebeeteereereetenreareas Xi

ABSTRACT ..ttt e e sttt e e e e s s e bbb b et e e eeeeessabbbbteeeeeeeeansasnbaaaaeeeeeans xiii
BOLUM 1

GERIS vttt ettt ettt ettt et ettt e ettt e et e ebeera et et e te et et et e eteeaeenteteereens 1

1.1 Literatilir OZeti.. .o ivieeeeee ettt e e et ettt saesaa e 1

1.2 T@ZIN AMQACHctiittiiiiiiie ettt ettt ettt et et sbesee et eebe s e benee e sreene ensennees 3

S R = 11 oo = OO 4
BOLUM 2

SERBEST RADIKALLER ....oooviitieteeereteete ettt et et ettt eeaeeaeeteeteesaeeaeeseeneeaesseeteessensensenseenes 5

2.1 Serbest Radikallerin OlUSUMU........ccceviiririiiie ettt s e 5

2.2 Serbest Radikal Kaynaklari........oc oo s 6

2.2.1 Endojen KaynakIar........oooeeiiiiioe e 7

2.2.2  Eksojen kaynaklar.........oooouuiiiioii i 10

2.3 Serbest Radikal TUFIEIT .....uuueeei e 11

2.3.1  SUperoksit Radikali.......ccovvuiiiiieiiiiiiiicccee e, 11

2.3.2  Hidrojen PeroKSit .......ceeeveiiiiiiee et 13

2.3.3  Hidroksil Radikali.......cccooviiiiiiiiiiiiiiiii, 13

2.3.4  SINGIEL OKSIJEN covveeeee i 14

2.3.5  Nitrik Oksit Radikali........ccooevriiiiiiiiiii, 14

2.4 Serbest Radikallerin EXKIileri........cooooiioii 15

2.4.1 Serbest Radikallerin Membran Lipidlerin Etkileri ...........cccceevvennnnnn... 15

2.4.2  Proteinlere EtKileri .....ccccoeiiiiiiii, 15



2.5 Serbest Radikallerin Metabolizmadaki Olumsuz Etkileri......c..ccceeeunenn..... 16

BOLUM 3

ANTIOKSIDANLAR .....oviitieeteete it eeeeteete ettt et eteete e e eteeteete et e steeseeseensetseteereerseneesreenes 18
3.1  Antioksidan EtKi Tipleri.....ccoooooooi e 18
3.2 Antioksidanlarin SINIflandirilmast ......cooevveeiiiiiiee e, 19
3.3 Enzimatik AntiokSidan|ar.........eeiiiieeeiiiiiee e 19

3.3.1  SUperoksit DisSmMUtaz (SOD) ....eeeeeeeeieeiriiieeeeeeeeeeeiceee e eeeerreee e 19
3.3.2  Glutatyon Peroksidaz (GSH-PX)........ccuvuueeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee, 20
3.3.3  Katalaz (CAT) ceeeeriieeee ettt e e e e e e e e e e e 20
3.4  Enzimatik Olmayan Antioksidanlar ..........ccccvvrriieeeiiiieieiiccieee e, 20
3.4.1  E Vitamini (a-tOKOFErol)......uuueeeieiiiiiiiiiiieeee e, 20
3.4.2  CVitamini (askorbik asit) .....ccceeeeeeiiiiiiiiiiiiiniiiieeecceee e, 21
3.4.3  B-KArOtBN et e e 22
3.5  Yapay AntioksSidanlar.....ccceeeeeiiiiiieiiiiiieieee e 23
3.5.1 BHA (Butillendirilmis Hidroksi Anisol) .....cccccceevvvervriiieeeeiieeiiriiieennen. 23
3.5.2  BHT (Btillendirilmis Hidroksi Toluen) .......cccoovvvvviiiieeeeeiieeeirieenen. 24
3.6 Antioksidanlarin insan Saghigina EtKileri.......cccvevvvvvvieiiiiiieeeieeeeeeeenee, 24

BOLUM 4

KEFTR VB BOZA ...ttt ettt ettt ettt e st e st e e st e s eatesateesaeesteesnaeesnaeeneas 26
B R (=Y {1 SO TP PPRRS R UPPTRPRt 26

L S R =Y o 1= V=T [P UU PRSPPIt 26
4.1.2  Kefirin MIKroflorash .....uueeeeeeiiiiiieiiiiicieeeeeeeeeeviieeee e e eeens 27
4.1.3  Kefirin Bilesimi ve Kimyasal Ozellikleri.........cooeveveevveeieceecieeeenee. 30
4.1.4  Kefir Uretimi cooveeeeeiieeee ettt ettt st eseaeesaae e 32
4.1.4.1 Geleneksel Yontemle Kefir Uretimi .....cooeeevveveveeveeeeieeeieseeenen, 32
4.1.4.2 Endistriyel Yontemle Kefir Uretimi.....ccooveeveeveceeeeiieeeceennens 34
4.1.5 Kefirin Saglik Acisindan ONemi .......cccvevvveeieieceicceceeeee e 35
4.1.5.1 Kefirin Kolesterol DUsUrlcl EtKisi.........ceeeeeeieeiiiiiiicieeeeeeeeeeiiene, 35
4.1.5.2 Kefirin Antimikrobiyal ve Gastrointestinal Etkisi......................... 35
4.1.5.3 Kefirin Antikansorojen EtKisi ........cccccevvviieeiiiiiiriicceee e, 36
Ny - To 7.2 N PPNt 37
4.2.1  Bozanin MiKrofloras! ....cuceevuueeiiiiiieiiiiiiieeeeeiee e 38
4.2.2 BOZA UT@tIMi coveeeeeeeeeee ettt et e e et e s e e e e e seeeseaeesnean 39
4.2.3  Bozanin Kimyasal BileSimi ........cccuuvuiiiiriiiiiiicceee e 40
4.2.4 Bozanin Saghiga Faydalari .......cooeuviuiieeiiiieeeceeee e 41

BOLUM 5

MATERYAL VE IMETOD ....uuiiiiiiiiiieeeeeeciiieeeee e e e e e s sttt te e e e e e e e s saaaaeeeeaeesessnnnsssnnnaeaaeeeans 43
5.1 Kullanilan Materyaller ... 43
5.1.1  Kullanilan Kimyasallar ..........ueeeiiiiriiiiccee e 43



5.1.2  Kullanilan Cihazlar........ooeeeiiiieee et 45
5.1.3  Kullanilan Materyalin Temin Edilmesi.......ccccccevviiiiiiiiiiiinn. 46
5.1.4  Kefir ve Boza Ekstrelerinin Hazirlanmasi........cccccvvveeeeiiiiieiiiinieennnn. 46
5.2 Antioksidan Aktivite Tayin Metodlari.............ccccoeiii, 46
5.2.1  INAIrgeme GUCU....ceeveeeeeeieeeeeeeeeeteete ettt ettt enas 46
5.2.2 B-Karoten Renk Giderme......cccccceiiiiiiiiiii, 47
5.2.3 Metal Selatlama AKtiViteSi.......ccceeeeeiiiiiiiii, 47
5.2.4 Toplam Antioksidan Aktivite Tayini. .....cccccceiiiiiiiiiiiieee, 48
5.2.5 DPPH Radikali Stptrme AKtivitesi ......cccccceveeiiiiiiiiii, 48
5.2.6  ABTS Radikali SUplrme AKtIVItESi .....cvvvvveeeeeeiiieeeiiiceeeceeeeeeeee, 50
5.2.7 DMPD Radikali SUplirme AKtiVIteSi ....cvvvveeeeeeeeiieeiiiiceeeeeeeeeeeree, 50
5.2.8 Siuperoksit Radikali Stplrme AKtiviteSi........ccevvvevriiiieeeeieeeeiieene, 51
5.2.9 Nitrik Oksit Radikali SUplrme AKtiVIitesi........ccevvvvvieeeeeeieeeiiiicenne. 51
BOLUM 6
2181 X1 0 1 A Nt 52
6.1  INAIrEEME GUCH . .eeeiveiieieieeeeetie ettt ettt ettt e e ete e eae e st e e saeesaeas 52
6.2 B-Karoten Renk Giderme AKEiVItESi....coeeeeiereeeririiieeeeeeeeeeeiicieee e, 53
6.3  Metal Selatlama AKLIVIEEST .....ceevveeiiriieeieeeeeeeeeeee e 54
6.4 Toplam Antioksidan AKtiVite TayiNi....cceeeeeeiiiieieeeeeeeeeiiieee e 54
6.5 DPPH Radikali SUpUrme AKEIVItESi..uuuueeeeeeiiieeeriiiiiieeeeeeeeeeiiiieeeeeeeeeeeeaaaaes 55
6.6  ABTS Radikali SUpUrme AKEIVITESI ..uvvveeeeiiiiiiiiiiiieeee e, 56
6.7 DMPD Radikali SUpUrme AKEIVItESI ..vuueeeeeiiiiiieiiiieieeeeeeeeeiceeee e 57
6.8 Silperoksit Radikali SUplrme AKEIVItESi.......ccccvvvvieeeeeeiiieeiiiiiieee e, 57
6.8  Nitrik Oksit Radikali SUplirme AKtiVIteSi.......cccvvvveeeeeeiiiiiiiiiiiieee e, 58
BOLUM 7
SONUG VE ONERILER ... «vveveveveeeeeeeteteeeeeeeeeeeeeeeeeetesesessaesesessssseseseseseseseesessses sosseeeessseens 60
AN Y LY 2 RN 64
OZGECIMIS vttt ee ettt ee e et ettt s e eaeaeesee e et et et e e eeeneeeaeeeeesetenenaeee 70

Vi



SiMGE LIiSTESI

A

o
(@]

kob
mL
ML
mg
ug
pmol
mM

nm

%

Absorbans
Santigrat derece
Koloni olusturan birim
Litre

Mililitre

Mikro

Mikrolitre

Gram

Miligram
Mikrogram
Mikromol

Molar

Milimolar
Nanometre

Alfa

Beta

Yizde

Vii



KISALTMA LISTESI

ABTSe 2,2’-Azino-bis (3-etilbenzenothiazoline-6-siilfonik asid) radikali
BHA Bitillendirilmis hidroksianisol

BHT Bitillendirilmis hidroksitoluen

DPPHe 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil serbest radikali

DMPDe N-N_dimetil_1,4 fenilendiamonyumdiklorit radikali

LAB Laktik asit bakterisi

TCA Trikloroasetik asit

ROS  Reactive Oxygen Species (Reaktif Oksijen Tirleri)

HDL  High Density Lipoproteins (Yiksek Yogunluklu Lipoproteinler)
DNA  Deoksiriboniikleik asit

viii



SEKIL LISTESI

Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 3.
Sekil 3.
Sekil 3.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 6.
Sekil 6.
Sekil 6.
Sekil 6.
Sekil 6.

Sekil 6.

Sekil 6.

AU P, WONEREERPPAWONEPEPUUODWONEREDNPR

Sayfa
Arasidonik Asit Metabolizmasi Sirasinda Serbest Radikallerin Sentezi ......... 9
Canl Organizmada Serbest Radikal Aracili Hasar Olusabilecek Durumlar...16
o-Tokoferolun Kimyasal FOrmuUll .........ueeeeeeiiiiiiiiiiiiieeeeieeeeeiicceee e 21
Askorbik Asitin Kimyasal YapISI ....uueeereiiiiiieiiiiiiieeeeeeeeeeiiieeee e eeeevnnee e 22
B-karotenin Kimyasal YapISI....uuuceeeeeeiiieeeiiiiiieeeeeeeeeviiiineeeeeeeeeevsninneeeesseeens 23
Bitillendirilmis Hidroksi Anisol’'un YapISl .....eceeeeeeeeeeiriiiieeeeeeeeeeiiriieeeeeeeenens 24
Bitillendirilmis Hidroksi Toluen’in YapiSl .....cceeeeeiveeeiiiiieeeeeeeeeeeviiieeeeeeeeeeens 24
KEFIE TANESI vttt s 27
Geleneksel Kefir Uretim ASamalari .......cc.eeeveeeeeeeieieieeeeeeeee e 33
Endistriyel Kefir Uretim Asamalari........coceevveeeeeeeeieceeecee e s 34
BOZa Uretim SEMASH veeeuvieieiieeieeeie ettt ettt et et et e st sve e e snee e 40
DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Radikalinin Yapisi ....ccccceoevvveviiiiiieeeeennnnns 49
Kefir ve Boza Orneklerinin indirgeme GUCU ......cceeeevveveeeiieiciieeeeeeeeeeeee, 53
Kefir, Boza ve EDTA’nin Metal Selatlama Aktiviteleri ..........ccccoeeeeeiiiiinnnn. 54
Kefir ve Bozanin Toplam Antioksidan Aktiviteleri........cccooeeieeiiieiiiiiiiiiieenn. 55
Kefir ve Boza Orneklerinin DPPH Radikalini Stipiirme Aktivitesi ................. 56
Ekstrelerin ABTS Radikali Stplirme Aktiviteleri.........cceeeeeiiiiiiiiiiiiieeeieeens 56
Kefir, Boza ve Standartlarin 20ug/mL Konsantrasyonda DMPD Radikali
SUPUIrMeE AKEIVITEIEIT..cceeeiieeeeee e e 57
100ug/mL Konsantrasyonda Boza, Kefir ve Standartlarin Stperoksit Radikali
SUPUIrMeE AKEIVIEEIEIT..cceeeeeeeeee e 58
Kefir ve Boza Ekstrelerinin inkiibasyon Sirasinda Olusan NO’i Siipiirme
FAN 1Y €= [T o SR 59



GiZELGE LISTESI

Cizelge 2.
Cizelge 2.
Cizelge 4.
Cizelge 4.
Cizelge 4.
Cizelge 5.
Cizelge 6.

R P WNRNBR

Sayfa
Serbest Radikal KaynakIari .........uueeeeiiiiiiieiiiicceeeeeeeeeeee e, 7
Serbest Radikal TUFIEIi ....uuuueeiiieiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeee e 11
Kefir Tanesinde Bulunan Bazi Bakteriler...........cccccceii 27
Kefir Tanesinde Bulunan Bazi Mayalar .........coovvvviiiiieieeiieieeeniiiiieeeeeeeeens 29
Kefirin Kimyasal Bilesimi ve Besinsel Deeri.......ccceeeeeeeeeieveeirriiieeeeennnnnns 31
Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Kodlari.......cccccuvveeeeeiiiiiveeiiiiiieeeeeneens 43
Kefir ve Bozanin B-Karoten Renk Giderme Aktiviteleri ........cccceeeeeeennnn. 53



OZET

KEFiR VE BOZANIN iN VITRO ANTIOKSIDAN AKTIVITELERININ
ARASTIRILMASI

Aysin OZPINAR

Kimya Anabilim Dall

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Dog. Dr. Aysegil PEKSEL

Geleneksel fermente Urlnler, ozellikle az gelismis ve gelismekte olan (lkelerde gida
potansiyelinin dnemli bir kismini olusturmaktadir. Dinyadaki tim {Ulkeler dikkate
alindiginda sayisal olarak iki binden fazla, farkh ozellikte fermente gida Urini
bulundugu ifade edilmektedir. Bu durum geleneksel fermente Urlnlerin, insan
beslenmesinde 6nemli bir yer tuttugunu ve diinya gida Urlinleri yelpazesi igcinde blyuk
bir alan teskil ettigini gdstermektedir.

Diinyada ve llkemizde tlketilen geleneksel gidalarin biyik bir béliminin Gretimi,
bakteri ve mayalardan olusan karisik bir mikrofloranin etkin oldugu dogal
fermentasyon ile gerceklesmektedir. Dogal fermentasyonda etkili olan laktik asit
bakterilerinin probiyotik etkileri bilinmektedir. Bu tip gidalar, degisik hammaddelerin
kimi on islemlerden geciriimesinden sonra belirli sicaklik seviyelerinde belirli
mikroorganizmalarin yardimiyla daha dayanikli yeni UGrlinlere donismesi sonucu
meydana gelirler. Bu Urlinlerden bazilari da geleneksel Tirk icecegi olan kefir ve
bozadir.

Kefir ve bozanin, icerdikleri probiyotikler sayesinde sagladigi antimikrobiyal ve,
gastrointestinal sistem (izerine olumlu etkileri yapilan bircok in vivo ¢alisma ile ortaya
konmustur. Ancak bu Urlinlerin antioksidatif o6zelliklerini inceleyen ¢alisma sayisi
oldukca azdir.

Xi



Bu galismanin amaci geleneksel fermente gidalardan olan ve saglik Gzerine olumlu
etkileri bilinen kefir ve boza 6rneklerinin antioksidan kapasitelerini belirlemektir. Bu
amacla kefir ve boza 6rneklerinde indirgeme giicli, B-karoten renk giderme aktivitesi,
metal selatlama kapasitesi, toplam antioksidan aktivite tayini, DPPH" radikali, ABTS""
radikali, siiperoksit radikali, DMPDradikali ve NO radikali siipiirme aktiviteleri gibi
antioksidatif ozellikler incelenmistir ve sonuglar bazi standart antioksidanlarla (BHA,
BHT, askorbik asit, troloks, a-tokoferol ve epikatesin) karsilastiriimistir. Kefir ve boza
ornekleri gogu parametrede birbirine yakin sonuglar sergilemekle birlikte, kefir 6rnegi,
ozellikle distuk konsantrasyonlarda, boza ve c¢ogu standart antioksidanlardan daha
fazla total antioksidan aktivite gostermistir. Boza 6rneginin nitrik oksit radikali stipiirme
aktivitesi ise kefirden daha yiksek, standart antioksidanlara ise esdeger seviyede
bulunmustur. Kefir ve bozanin B-karoten renk giderme aktivitelerinin hem birbirlerine
hem de standart antioksidan olarak karsilastirlan BHA’ya ¢ok yakin olduklar
saptanmistir.

Sonuglar, kefir ve bozanin, sahip olduklari antioksidatif 6zellikleriyle, dogal
antioksidanlar olarak tiketilebilecegini gostermistir. Kefir ve boza, probiyotikleri iceren
onemli fermente Urinlerdir. Daha dnceki calismalar 6zellikle kefir tiketiminin bagisiklik
sistemini gliclendirdigini, kanin glukoz ve lipid seviyelerini distrdigini, yiksek kan
basincini dengeledigini ve pro-karsinojenlerin karsinojenlere dénismesini baskiladigini
gostermistir. Calismamizda elde edilen sonuglara gore kefir ve bozanin saghk
Uzerindeki koruyucu etkilerinin, icerdikleri antioksidan aktiviteler ile yakindan iliskili
oldugu disunilmektedir.

Anahtar Kelimeler: antioksidan aktivite, fermente sit Urind, fonksiyonel gida, kefir,
boza, probiyotikler

YILDIZ TEKNiK UNiVERSITESi FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF IN VITRO ANTIOXIDANT ACTIVITIES
OF KEFIR AND BOZA

Aysin OZPINAR

Department of Chemistry

MSc. Thesis

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Aysegil PEKSEL

Traditional fermented products make up a significant portion of food potential
particularly in underdeveloped and developing countries. There are more than 2000
fermented food products with a variety of features in the world. They are a significant
part of human's diet and represent a large portion of the world's food variety.

Production of traditional foods consumed in our country and in the world is carried out
through a natural fermentation in which a microflora of bacteria and yeasts is active. It
is well-known that lactic acid bacteria effective in natural fermentation have probiotic
effects. This kind of fermented food are prepared through a series of processes in
which a variety of raw foods kept in certain heat levels turn into more durable new
products with the effects of certain microorganism. Traditional Turkish drinks, kefir
and boza are examples of this kind of fermented products.

Several in vivo studies have demonstrated that kefir and boza are antibacterial and
have positive effects on gastrointestinal system due to probiotics they contain.
However, studies investigating antioxidative features of these products are very
limited.

The purpose of this study is to determine the antioxidant capacity of kefir and boza
which are traditional fermented products with positive effects on health. For this

Xiii



purpose, antioxidative features of kefir and boza samples such as reducing power, -
carotene bleaching test, chelating activity on Fe*’, total antioxidant activity, DPPH
radical, ABTS"" radical, superoxide radical scavenging activity, DMPD"*radical and NO
radical scavenging activities were investigated and results were compared to some
standard antioxidants (BHA, BHT, ascorbic acid, trolox, a-tocopherol ve epicatechin).
Results retrieved from this study showed that although kefir and boza demonstrated
similar characteristics in several parameters, kefir, especially in low concentrations,
demonstrated more total antioxidant activity than boza and many other standard
antioxidants. On the other hand, nitric oxide radical scanvenging activity in boza was
higher than kefir and similar to the standard antioxidants. Also, B-carotene bleaching
test observed in kefir and boza was similar to each other and to BHA used a standard
antioxidant in the study.

As a result, it is suggested that kefir and boza can be consumed as natural antioxidants
due to their antioxidative features. Kefir and boza are important fermented products.
Previous studies have shown that particularly kefir consumption strengthens immune
system, reduces glucose and lipid levels in blood, balances blood pressure, and
prevents pro-carcinogens to convert into carcinogens. Results of this study suggest
that preventive effects of kefir and boza on health are closely related to the
antioxidative activities they contain.

Key words: antioxidant activity, fermented dairy products, functional food, kefir, boza,
probiotics.

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Serbest radikaller dis yoriingelerinde bir veya birden fazla ¢iftlesmemis elektron ihtiva
eden atom veya molekiillerdir. Bu yapidaki maddeler ciftlesmemis elektronlarindan

dolayi oldukga reaktif ve zararhdirlar [1].

Serbest radikaller ortamda kendisine en yakin olan kararli molekile saldirip oldukga
hizli reaksiyona girerler ve stabilite kazanmak icin ihtiya¢ duyduklari elektronlari ele
gecirmeye calisirlar. Bu molekiil elektronunu kaybettiginde serbest radikale donisir ve

zincir reaksiyonlar baslar. Reaksiyonlar bir kere basladiginda durmasi ¢ok zordur [2].

Biyolojik sistemlerdeki serbest radikallerin en 6nemlisi, oksijenden olusan serbest
radikallerdir [3]. Oksijen, insan vicudunda solunum zinciri iginde siperoksit, singlet
oksijen, hidroksil vb. reaktif oksijen tirleri (ROS) a¢iga ¢ikarmaktadir. Reaktif oksijen
birikimi organizmada bulunan veya gidayla alinan antioksidanlarla dengelenmedigi
takdirde oksidatif stres olusmaktadir. Oksidatif stres ile DNA ve hiicre membranlari gibi
biyolojik yapilarin oksidatif hasarina neden olabilen radikalik zincir reaksiyonlar
meydana gelmektedir. Bu hasarlar kanser, koroner kalp rahatsizligi, hiicresel yipranma
ve vyaslanma, mutajenizm, bagisiklik sistemi hastaliklari ve lipoprotein (LDL)
oksidasyonu gibi hasarlara sebep olur. Antioksidanlar, serbest radikallerin bu gibi
olumsuz etkilerini 6nemli oOlclide O©nleyen bilesiklerdir. Antioksidanlar, kendi
elektronlarini serbest radikallere aktararak onlari nétralize eder ve elektron verdikleri
halde kararli yapilarindan dolayl serbest radikallere donlismezler [4]. Ancak bu

savunma sistemi bltln bu hasarlardan tam olarak korunmak icin yeterli gelememekte



ve dolayisiyla insan viicudunun bu oksidatif hasardan korunmasinda antioksidan iceren
gida alimlari yardimci olabilmektedir. Probiyotik Grlinler bu asamada oldukga buyik bir

onem kazanmaktadir.

Besinlerle birlikte veya ayr olarak alinan, mukozal ve sistemik immiuniteyi
diizenleyerek, bagirsaklarda besinsel ve mikrobiyal dengeyi saglayan dolayisiyle de
konakginin saghgini olumlu yonde etkileyen bu canh mikroorganizmalara “probiyotik”
adi verilir. Uzun yillar bakterilerin viicudumuza zararl ve hastaliklara neden oldugu
kanisi benimsenmistir. Ancak ginimizde yapilan birgok bilimsel arastirma sonuglari
canli mikroorganizmalarin bazi hastaliklarin tedavisinde, hatta ©Onlenmesinde
kullanilabilecegini saptamistir. Genelde “dogal” olani kullanma ve tiiketme
aliskanhginin bulunmasi probiyotiklere olan ilgiyi arttirmistir. Cesitli gastrointestinal
sistem hastaliklarinin tedavisinde yardimci, cocuklarda allerjik reaksiyonlarin ortaya
cikisini geciktirmede etkin, kadinlarda vajinal ve (riner sistem infeksiyonlarinin tedavi

ve 6nlenmesinde probiyotiklerin yararl oldugu ortaya konulmustur [5] .

Diinya’da ve Ullkemizde tiiketilen geleneksel gidalarin biyik bir bolimindn Gretimi,
bakteri ve mayalardan olusan karisik bir mikrofloranin etkin oldugu dogal
fermentasyon ile gergeklesmektedir. Dogal fermentasyonda etkili olan laktik asit
bakterilerinin probiyotik etkileri bilinmektedir.

Kefir ve boza da diger bazi fermente Urlinler gibi yeterli doz ve slirede verilirse insan ve
hayvan organizmalarinda saglik icin katkilari olan ve probiyotik olarak nitelendirilen

fermente bir Grlin grubunda degerlendirilir [6].

Kefir, sutteki yag, laktoz, mineral maddeler ve vitaminler gibi besin maddelerinin
hepsini yapisinda bulundurmaktadir. Olusumu sirasinda da protein ve laktozun kismen
parcalanmasi ve bazi vitaminlerin sentezlenmesi kefirin beslenme degerini
artirmaktadir.  Ayrica kefir, mikroflorasinda asetik asit bakterileri ve mayalar
bulundurmasindan dolayi, yogurt ve diger fermente sit Grinleriyle karsilastirildiginda
intestinal mikroorganizmalara karsi yulksek antibiyotik aktiviteye sahiptir. Kefir
gastrointestinal ve metabolik rahatsizliklari olan bireylere de tavsiye edilmektedir [7].
Bahsedilen yararlarinin yani sira kefirin dogal bir antioksidan destegi olarak antioksidan

kapasitesini inceleyen calismalar yok denecek kadar azdir.



Fermente drinlerden bir digeri de degisik hammaddelerin kimi 6n islemlerden
gecirilmesinden sonra belirli sicaklik seviyelerinde belirli mikroorganizmalarin
yardimiyla daha dayanikli yeni Uriinlere doénlsmesi sonucu meydana gelen ve
geleneksel bir Tirk icecegi olan bozadir [8]. Bozanin igerdigi c¢esitli laktik asit
bakterilerinin, bozanin tiiketilmesiyle sindirim sistemine alindigi bilinmektedir. Bu
bakteriler sayesinde bagirsakta bulunan ve prokarsinojen maddeleri, karsinojen yapiya
donustliren glukoronidaz, azorediiktaz, nitrorediiktaz gibi enzimlerin aktivitesinde bir
azalma meydana gelir. Bu da bireyleri muhtemel karsinojen etkiden korumada 6nem
tasimaktadir. icerdigi laktik asit bakterileri nedeniyle bagirsak florasini diizenleyici
etkiye sahip olan boza, mide bezlerinin faaliyetlerini de olumlu yonde etkiler. Ayrica B
kompleksi vitaminleri icerdiginden beslenme de 6nemli bir role sahipdir. Ancak

glinimizde bozanin antioksidatif etkilerini ortaya koyan ¢alismalar mevcut degildir.

1.2 Tezin Amaci

Diinyada farkl adlar altinda bilinen ancak temelde birbirine yakin 6zellikler gésteren
400’den fazla fermente gida bulunmaktadir. Glinimizde bu gidalar degerli besin
kaynaklari olarak tiiketilmekte, icerdikleri probiyotikler ile saghga yararli gidalar olarak
kabul edilmektedir. Gida Urlinlerinin islenmesi sonucu besinsel degerlerindeki disus,
gidalarda sentetik antioksidanlarin  kullanimini  artirmistir.  Ancak  sentetik
antioksidanlarinda bazi toksik etkileri nedeniyle son vyillarda dogal antioksidan
kullanimini oldukga yayginlasmistir. Dogal antioksidan kaynakli gidalar grubuna giren
kefir ve bozanin, icerdikleri probiyotikler ile saghgi olumlu yonde etkiledikleri yapilan

bircok arastirmayla ortaya konmustur.

Bu calismada kefir ve bozanin antioksidan aktivite yeteneklerinin belirlenmesi
amaclanmistir. Literatlrde kefir ve bozanin antioksidan aktiviteleri Gizerine fazla sayida
arastirma bulunmamasi sebebiyle bu ¢alismanin bilimsel kaynak olarak faydal olacagi

distnilmustir.



1.3 Hipotez

GCahsmamizda, probiyotik gidalar grubunda bulunan kefir ve bozanin antioksidan
aktivite yetenekleri, indirgeme glcil, B-karoten renk giderme aktivitesi, metal
selatlama aktivitesi, toplam antioksidan aktivite tayini, DPPH radikali, ABTS radikali,
DMPD radikali, stperoksit radikali ve nitrikoksit radikali stUplrme aktivitesi
yontemleriyle belirlenmistir. Elde edilen sonuglar bazi standart antioksidan maddelerin

antioksidan aktiviteleriyle karsilastirilmistir.



BOLUM 2

SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller dis yoriingelerinde bir veya birden fazla ¢iftlesmemis elektron ihtiva
eden atom veya molekiillerdir. Bu yapidaki maddeler ciftlesmemis elektronlarindan
dolayi oldukca reaktif ve zararlidirlar. Serbest radikaller pozitif yikli (katyon), negatif

yukli (anyon), veya elektriksel olarak notral olabilirler [1], [9].

Biyolojik sistemlerdeki serbest radikallerin en 6nemlisi, oksijenden olusan radikallerdir.
Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar rolii oynayan maddeler oksijenin
kendisi, sliperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve gecis metalleri iyonlari

anahtar roldedir [3].

2.1 Serbest Radikallerin Olusumu

icinde bulundugumuz cevrede cesitli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar nedeniyle
devaml bir radikal yapimi vardir. Hicresel kosullarda da ciddi bir miktar ve gesitlilikte
radikaller Uretilmektedir. Nerede ve nasil Uretildiklerine bakilmaksizin, radikaller

baslica 3 temel mekanizma ile olusurlar [10].
- Kovalent baglarin homolitik kirilmasi ile;

Yiksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve yiksek sicakhk (500-600 °C) kimyasal
baglarin kirilmasina neden olur. Kirilma sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri
ayri ayri atomlar Gzerinde kaliyorsa, bu tir kirllmaya homolitik kirilma denir ve her iki
atom (zerinde de paylasiimamis elektron kalir. Organik molekillerdeki baglarin

heterolitik kirilmasi durumunda zit yukli iyon ciftleri olusur ve bu tiirler de reaktiftir.



X:Y — X-+Y- (2.1)

-Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi ile;

Radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiilden elektron kaybi sirasinda dis orbitalinde
paylasilmamis elektron kaliyorsa, radikal formu olusur. Ornegin askorbik asit, glutatyon
ve tokoferoller (E vitamini) gibi hiicresel antioksidanlar, radikal tirlere tek elektron
verip radikalleri indirgerken, kendilerinin radikal formlari olusur. Glutatyon (GSH)
radikalleri indirgerken, kendisinin tiyil radikali (GS.) olusur. iki tiyil radikalinin birbiriyle

tepkimesi sonucu olusan tir ise glutatyonun oksitlenmis (GSSG) formudur.
X:Y — X:+ Y (2.2)
- Normal bir molekiile elektron transferi ile;

Radikal ozelligi tasimayan bir molekile tek elektron transferi ile dis orbitalinde
paylasilmamis elektron olusturuluyorsa, bu tir indirgenme radikal olusumuna neden
olabilir. Ornegin molekiiler oksijenin tek elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan
sliperoksitin (02 -.) olusumuna neden olur. Bu mekanizma ile radikal yapimi biyolojik

sistemlerde yaygin olarak gerceklestiginden canlilar icin 6nemlidir [10].

A+e — A~ (2.3)

2.2 Serbest Radikal Kaynaklari

Serbest radikal kaynaklari endojen ve eksojen olmak Uzere iki genel baslik altinda

siniflandinlabilir. Cizelge 2.1’de bu siniflandirma gosterilmistir.



Cizelge 2.1 Serbest Radikal Kaynaklari [12]

Endojen Kaynaklar

Eksojen Kaynaklar

Mitokondriyal e” transport zinciri

Cozlculer

Mikrozomal e transport zinciri

Anestezikler

Kloroplast e transport zinciri

ilaglar

Oksidan enzimler

lyonize radyasyon

Proteinler

X-Isini

Arasidonik asid déngUlistiniin aktivasyonu

Gunes 15181 (UV)

Oksidatif stres

Isi soku

Peroksizomlar

Ozon

Plazma membrani

Sigara dumani

Transizyon metalleri

Kirleticiler

Fagositik hiicreler

Egzos gazlar

Endojenik bilesiklerin otooksidasyon reaksiyonlari

Glutatyonu okside eden
maddeler
Asetaminofen, kokain

Egzersiz

Metal iyonlari

2.2.1 Endojen Kaynaklar

- Mitokondriyal ve Mikrozomal e Transport Zinciri;

Hiicrelerdeki en blylik serbest radikal kaynagi, elektron transport zincirinden elektron
sizintisidir. Mitokondri i¢ zarinda yerlesmis oksidatif fosforilasyon zinciri bilesenleri
blylk oranda indirgendigi zaman mitokondriyal sliperoksit radikal lretimi de artar.

Endoplazmik retikulum ve niikleer membranda serbest radikal Gretimi ise membrana



bagli sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanir. Membrana bagli sitokrom P-450 ve
bs, doymamis yag asitleri ve ksenbiyotikleri redikte ederken dioksijen ve diger

substratlari okside eder [3].
- Peroksizomlar, Oksidan Enzimler ve Proteinler;

Peroksizomlar, glicli hiicresel hidrojen peroksit kaynagidir. Bu yapilarin igeriginde
cokca bulunan, D-amino asit oksidaz, Uirat oksidaz, L-alfa-hidroksi asit oksidaz ve yag
asidi acil KoA oksidaz gibi oksidazlar hidrojen peroksit aciga cikarici 6zellige sahiptirler.
Cogu enzimin katalitik sikluslari esnasinda serbest radikaller olusur. Ksantin oksidaz da
bu enzimlerden biri olup normalde dehidrogenaz olarak etki eder ve herhangi bir
serbest radikalin olusumuna sebep olmaz. Ancak in vivo olarak olusturulan iskemi, bu
enzimin dehidrogenaz formundan oksidaz formuna dénlismesine ve siperoksid radikali
olusmasina neden olur. Aldehid oksidaz, dihidrooratat dehidrogenaz, flavoprotein
dehidrogenaz, amino asid oksidaz ve triptofan dioksijenaz gibi enzimlerde benzer

sekilde radikal olusmasina sebep olurlar [3].
- Arasidonik Asit Doéngiisiiniin Aktivasyonu;

Arasidonik asit metabolizmasi reakif oksijen tirlerinin dnemli bir kaynagidir. Fagositik
hicrelerin uyarilmasi fosfolipaz ve protein kinazin aktivasyonuna ve plazma
membraninda arasidonik asidin salinimina yol acar. Arasidonik asidin enzimatik
oksidasyonuylada gesitli serbest radikal ara Grlnleri meydana gelir, bu Sekil 2.1'de

gosterilmistir [3].



Arasidonik Asid

Siklooksigenaz
Porfirin Radikalleri

Lipoksigenaz

OH

Peroksidler
Prostaglandin Hidroperoksieikosa
Endoperoksit tetraenoik asit

GSH
Serbest Peroksidaz\
Radikal ara Peroksitler
drdnleri
Tromboksanlar Prostaglandinlar Hidroksieikosa

tetraenoik asid

Sekil 2.1 Arasidonik Asit Metabolizmasi Sirasinda Serbest Radikallerin Sentezi [3]

- Oksidatif Stress Yapici Durumlar; iskemi, Travma

iskemi, bir organa gelen kan akiminin, o&zellikle cerrahi islemler ve organ
transplantasyonu gibi cesitli nedenlerle yetersiz hale gelmesi veya durmasidir. iskemi
sonucunda doku hipokside kalir ve hipoksik doku hasari ortaya ¢ikar. iskeminin uzun
stirmesi sonucunda hicrelerin butlinligu kaybolur, hatta hiicresel 6lim meydana gelir.
iskemili bir dokuda kan akiminin yeniden baslamasi durumunda (reperfiizyon), ézellikle
dokuya gelip yerlesen PMNL (polimorfoniikleo l6kosit) tarafindan salinan serbest

oksijen radikalleri, dokudaki yikimi arttirici etki yaparlar [11] .
- Fagositik Hiicreler;

Fagositik hiicreler, enfeksiyona karsi viicudun hiicresel cevabini baslatan hiicrelerdir.
Bu hiicreler: nétrofiller, monositler ve makrofajlar, eozinofiller, lenfositler, endotenyal

hicrelerdir. Fagosit hticreler, fagositoz sirasinda bakterileri 6ldirmek icin hidrojen
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peroksid veya hipokloréz asid meydana getirirler. Bu islemleri onemli iki tar

mekanizma ile gergeklestirirler [12]:

- MPO (miyeloperoksidaz) sistemi

- NADPH (nikotinamid adenin dintkleotid fosfat) oksidaz sistemi
- Plazma Membrani;

Plazma membraninda bulunan lipoksijenaz, prostaglandin sentetaz, fagositlerde
bulunan NADPH oksidaz, lipid peroksidasyonuna sebep olan serbest radikallerin
kaynaklaridirlar. Fagositoz esnasinda, oksijen kullanimi arttigindan oksijenden
sliperoksid dolayisiyla hidrojen peroksid aciga cikisi da artar. Bu nedenle fagositik
hiicrelerin plazma membranlari NADPH oksidazin aracilik ettigi serbest radikal

Uretiminde 6nemli bir kaynaktir [12].
- Transizyon Metalleri;

Demir, bakir metalleri, DNA (deoksiriboniikleik asid), protein ve lipidlere elektron
tasiyarak oksidatif hasari hizlandirirlar. Hicre lizisi sonucu hiicre icinde ferritin ve
hemosiderin seklinde depolanan demir ile yapisinda bakir bulunan seruloplazmin
proteinlerinin yikimiyla demir ve bakir serbest hale geger. Bunun sonucunda gevre

dokulara salinan Fe ve Cu oksidatif hasari hizlandirirlar [12].

2.2.2 Eksojen Kaynaklar

Serbest radikallerin meydana gelmesinde zararli giines isinlarinin (UV), X isinlarinin,
sigarada bulunan zararh maddelerin, alkollerin, yaglarin olusumu ve yikimi olaylarinin,
sanayi atiklarinin, ylkseltgeme egilimi blyilk olan metallerin, araglarin egzozundan
¢tkan dumanlarin, ozonun (Os), kirli havanin ve pis suyun etkili olabilecegi bilinmektedir

[13].
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2.3 Serbest Radikal Turleri

Cizelge 2.2 Serbest Radikal Tirleri

Oksijen Merkezli Serbest Radikaller

Karbon Merkezli Serbest Radikaller

Siiperoksid radikali (O,")
Hidroksi radikali (HO®)
Singlet oksijen (O,)
Peroksinitrit radikali (ONOOQO")
Alkoksil radikali

Peroksil radikali

Lipid radikali (L)
Lipidperoksid radikali (LOO")
Karboksil radikali (LCOO")

Trikloro metil radikali (*CCl3)

Azot Merkezli Serbest Radikaller

Demir Merkezli Serbest Radikal

Nitrik oksid (NO)

Azot dioksit (NO,)

Perferril radikali

Hidrojen Merkezli Serbest Radikal

Kiikiirt Merkezli Serbest Radikal

Hidrojen atomu (H)

Tiyil Radikali (RS")

Radikal olmayan Toksik Metabolitler

Hidrojen peroksit (H,0,)
Ozon (03

Lipid Hidroperoksit (LOOH)

2.3.1 Siiperoksit Radikali

Superoksit radikali canlilarda olustugu ilk gosterilen radikal olup genel olarak 4

mekanizma ile Uretilir [10].

1. indirgeyici 6zellikteki biyomolekiiller oksijene tek elektron verip kendileri
oksitlenirlerken sliperoksit radikali olusur. Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller,
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katekolaminler, ferrodoksinler, indirgenmis nikleotidler gibi yiizlerce biyolojik
molekul aerobik ortamda oksitlenirken stiperoksit yapimina neden olurlar.
Fe2+ + 02 —>F63+ + 02._ (24)

CU+ + 02 —£U2+ + 02._ (25)

2. Basda c¢esitli dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak Ulizere, yulzlerce enzimin

katalitik etkisi sirasinda stiperoksit radikali bir tirin olarak olusabilir.

3. Mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda oksijen kullanilirken, tiiketilen
oksijenin %1-5 kadari siiperoksit yapimi ile sonlanir. Buradaki radikal yapiminin
nedeni NADH dehidrogenaz ve koenzim Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene
elektron kacaginin olmasidir.

4. Aktive edilen fagositik l6kositler bol miktarda sliperoksit tGreterek fagozom icine
ve bulunduklar ortama verirler. Antibakteriyel etki icin gerekli olan bu radikal
yapimi, daha reaktif tlrlerin olusumunu da baslatir.

Superoksit radikali kendisi direkt olarak zarar vermez. Bu radikal anyonun asil 6nemi,
hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir.
Stperoksit radikali diisiik pH degerlerinde daha reaktifdir, oksidan perhidroksi radikali

(HOe,) olusturmak tzere protonlanir [9].
+H"
02-- —_— HOZ. (2.6)

Superoksit radikali ile perhidroksi radikali birbirleriyle reaksiyona girince biri okside
olur digeri indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonunda molekiler oksijen ve hidrojen
peroksit meydana gelir [9].

HO,e + 0,7 + H'—» 0, + H,0, (2.7)

Aerobik canlilarda sliperoksitlerin H,O,’ye cevrilmesi katalitik aktivitesi ¢cok ylksek bir

enzim olan stiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan katalizlenir [10].

Stiperoksit radikalinin fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit (NO°) ile birlesmesi
sonucu bir reaktif oksijen tiiri olan peroksinitrit (ONOO’) meydana gelir. Peroksinitrit,

nitrit (NO,) ve nitrat (NO3) olusturmak Uzere metabolize edilir. Peroksinitrit, azot
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dioksit (NO"), hidroksil radikali (OH®), nitronyum iyonu (NO,") gibi toksik Uriinlere

dénusebilir ki nitrik oksitin (NO® ) zararl etkilerinden peroksinitrit sorumludur [9].

2.3.2 Hidrojen Peroksit (H,0;)

Hidrojen peroksit (H,0,), sliperoksidin ¢evresindeki molekillerden bir elektron almasi
veya molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi sonucu olusan

peroksitin iki proton (H") ile birlesmesi sonucu meydana gelir [9].
Oz._ + e + 2H+ — H,0, (28)
02 + 2e + 2H+ —H202 (29)

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil tiretimi, siiperoksidin (0,"”) dismutasyonu

ile olur [2].

20,7 + 2HF —H,0, + 0, (2.10)

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde reaktif oksijen tirleri (ROS)
kapsamina girer ve serbest radikal biyokimyasinda énemli bir rol oynar. Ciinkii Fe,"
veya diger gecis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu sonucu, siperoksit
radikalinin (O,-7) varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici

serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali (OH") olusturur [9].

Fe’* + H,0, —» Fe*" + OH" + OH™ (Fenton Reaksiyonu) (2.11)
H+
0, + H,0, —£>OZ + H,0 + OH® (Haber-Weiss Reaksiyonu) (2.12)

2.3.3 Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali (OH"), Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu hidrojen
peroksitin gecis metallerinin varli§inda indirgenmesi sonucu olusmaktadir. Bir de suyun
ylksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda olusur.

H-O-H — He + OH (2.13)
Hidroksil radikali oldukca reaktif bir oksidan radikaldir ve yarilanma omri ¢ok kisadir.
Tioller ve yag asitleri gibi molekiillerden bir proton kopararak tiyil radikalleri (RS®) ve

farkli yeni radikallerin olusumunu saglarlar [3].
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Hidroksil radikali, sekerler, aminoasitler, fosfolipitler, DNA bazi ve organik asitlerde
yasayan neredeyse tiim molekdil tiirleriyle yiiksek oranda tepkimeye girerler. Ornegin

metil alkol ile [1];

CH;OH + OH —— H,0 + CH,OH (2.14)

tepkimesini gergeklestirirler.

2.3.4 Singlet Oksijen

Singlet Oksijen (0O,), ortaklanmamis elektrona sahip olmadigi i¢in radikal olmayan
reaktif oksijen molekilidir. Bu molekil serbest radikal reaksiyonlari sonucu
olusabildigi gibi serbest radikal reaksiyonlarinin baslamasina da neden olabilir. Singlet
oksijen, oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters yoniinde

olan baska bir orbitalle yer degistirmesi sonucu meydana gelir [3].

2.3.5 Nitrik Oksit Radikali

NO, endotel hicreler, vaskiler diiz kas hicreleri, néronlar, trombosit, markofaj ve
notrofil gibi cok farkli memeli hiicre tiplerinde sentezlenir. NO veya bazi ilgili reaktif
nitrojen tarleri, trombosit agregasyonunu dnlemek icin bir nérotransmiter gibi haraket
eder. Ayrica bunlar, timor hiicreleri, parazit ve bakterilere karsi bagisiklik sisteminin
savunma molekdlleridir. Ancak fazla miktarda NO, peroksinitrit ve diger reaktif nitrojen
turlerinin, potansiyel sitotoksik ve hicreyi c¢evreleyen hasarlara yol ag¢ma

kabiliyetlerinin oldugu kabul edilmektedir [14].

Nitrik oksitin stperoksit dismutaz (SOD) enzimiyle yarismaya girmesi ve sliperoksit
(O,¢7) radikaliyle etkilesmesi sonucu peroksinitrit (ONOQO~) olusur. Boylece nitrik oksitin

fizyolojik etkisi inhibe edilir, oksidatif etkisi ortaya ¢ikar.
0O,e + NOe 5 ONOO™ (peroksinitritin) (2.15)

Peroksinitrit, nitrik oksit toksisitesinin baslica sorumlusudur. Peroksinitritin proteinlere
dogrudan zararli etkileri vardir ve azot dioksit (NO,"), hidroksil radikali (OH"),

nitronyum iyonu (NO,") gibi toksik tiriinlere déniisir [9].
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2.4 Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller hicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim
onemli bilegiklerine etki ederler. Radikallerin bu etkilerini asagidaki baslklarda

incelenebilir.

2.4.1 Serbest Radikallerin Membran Lipidlerine Etkileri (Lipid Peroksidasyonu)

Biyomolekiillerin hepsi serbest radikaller tarafindan etkilenir ama lipidler en hassas
olanidir. Lipid peroksidasyonu, organizmada olusan serbest oksijen radikalin etkisiyle
membran yapisinda bulunan doymamis yag asidi zincirinden bir hidrojen atomunun
uzaklastirilmasiyla baslar. Boylece yag asidi zinciri lipid radikali 6zelligi kazanmis olur.

Olusan lipid radikali dayaniksizdir ve bir dizi degisiklige ugrar.
Xe + LH —>»XH + Le (2.16)

Molekildeki cift baglarin pozisyonlarinin degismesiyle dien konjugatlari olusur ve sonra

lipid radikalinin oksijen ile birlesmesiyle de lipid peroksid radikali (LOO®) olusur.

Lipid peroksil radikalleri membran yapisinda bulunan diger doymamis yag asitlerini
etkileyerek yeni lipid radikallerin olusumuna sebep olurlar. Kendileride agiga cikan

hidrojen atomlarini alip lipid hidroperoksitlerine dontsirler [15].
Le + O, ——»L0OOe (2.17)
LOOe + LH —» Le + LOOH (2.18)

Lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonlari iki lipid peroksid radikali etkilesinceye kadar

devam eder ve siklik peroksid (LOOL) olusumu ile sonlanir [16].
LOOe + LOOe —» LOOOOL (2.19)

LOOOOL — radikal olmayan urinler + O, (2.20)

2.4.2 Proteinlere Etkileri

Proteinlerin serbest radikallerden etkilenme dereceleri aminoasit komposizyonlarina
baglidir. Doymamis bag ve silfir ihtiva eden molekiillerin serbest radikallerle
reaktivitesi ylksek oldugundan triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metionin, sistein

gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolayca etkilenirler. Ozellikle
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stlfir radikalleri ve karbon merkezli radikaller meydana gelir. Bu reaksiyonlar sonucu
immunglobilin G ve alblimin gibi fazla sayida disiilfiid bagi bulunduran proteinlerin (¢
boyutlu yapilari bozulur. Béylece normal fonksiyonlarini yerine getiremezler. “Hem”

proteinleri de serbest radikallerden dnemli oranda zarar gorurler [3].

2.5 Serbest Radikallerin Metabolizmadaki Olumsuz Etkileri

Reaktif oksijen tlrlerinin artmasi sonucu saglkli hicrelerde apopitoz, hiicresel
islevlerde bozukluklar ve inflamasyon meydana gelebilir. Bu olumsuz durumlar
ateroskleroz, Alzheimer, Parkinson gibi dejeneratif hastaliklara sebebiyet verir [17].
Canli organizmada serbest radikal aracili hasar olusabilecek durumlar Sekil 2.2’de

gOsterilmistir.

Hiicre tahribati
DNA hm(
-

Mutasyonlar

Niikleotid koenzim aktivitesinin tahribati
\: NAD(P)H’in redoks konumunda degigim

Enzimlerde tiol-bagl yapilarda kangiklik
[ Disiilfit baglarin bozulmas:

Lipid ve proteinlerin kovalent baglanmasi

Lipid metabolizmasi ve enzim aktivitesinde degigiklikler
Proteinlerde hasar sonucu, protein turnover’ artar
Lipid peroksidasyonu, membran yap: ve fonksiyonunda degisiklikler

Sekonder lipid peroksit liriinleri ve buna bagh diger hiicre
membran yapilarinda ve fonksiyonlarinda bozulmalar.

Membran proteinlerinde hasar, membran transportu bozulabilir.

Sekil 2.2 Canh Organizmada Serbest Radikal Aracili Hasar Olusabilecek Durumlar [18]

DNA (deoksiriboniikleik asit)” nin tiim vyapisal elemanlari oksidatif hasara karsi

hassastirlar [19]. DNA’nin reaktif oksijen radikalleri tarafindan oksidasyona ugratiimasi
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DNA zincirinde kirilmalara ve DNA tamirinde bozulmalara yol agip mutagenezi

arttirabilir, kanser gelisimine ve hiicre yaslanmasina neden olabilir [20],[21].
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BOLUM 3

ANTIOKSIDANLAR

Oksijen, insan vicudunda solunum zinciri icinde sliperoksit, singlet oksijen, hidroksil
vb. reaktif oksijen tirleri (ROS) olusturmaktadir. Reaktif oksijen birikimi organizmada
bulunan veya gidayla alinan antioksidanlarla dengelenmedigi takdirde oksidatif stres
olusmaktadir. Oksidatif stres ile DNA ve hiicre membranlari gibi biyolojik yapilarin
oksidatif hasarina neden olabilen radikalik zincir reaksiyonlari meydana gelmektedir.
Bu hasarlar kanser, koroner kalp rahatsizligi, hicresel yipranma ve vyaslanma,
mutajenizm, bagisiklik sistemi hastaliklari ve lipoprotein (LDL) oksidasyonu gibi
hastaliklara sebep olur. Antioksidanlar serbest radikallerin bu gibi olumsuz etkilerini

onemli 6lglide onleyen bilesiklerdir [4].

3.1 Antioksidan Etki Tipleri

Antioksidanlar 4 ayri sekilde etki ederler [3]:

1. Toplayici etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma veya ¢ok

daha zayif yeni bir molekiile ¢cevirme islemidir.

2. Bastirici etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak

aktivitelerini azaltan veya inaktif sekle dontstiiren olaydir.
3. Onarici etki: Serbest radikallerin olusturduklari hasarin onarilmasi islemidir.

4. Zincir kirici etki: Serbest oksijen radikallerini kendilerine baglayarak zincirlerini

kirip fonksiyonlarini engelleyici etkidir.

18



3.2 Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlari dogal (endojen kaynakli) ve eksojen antioksidanlar olarak
siniflandirmak mumkiindir. Dogal antioksianlarida kendi iginde enzimatik ve enzimatik
olmayan seklinde ayirabiliriz. Enzimatik antioksidanlara Katalaz (CAT), Slperoksit
dismutaz, glutatyon peroksidaz (GSH-Pyx) ve Hidroperoksidaz 6rnek verilebilirken, enzim
olmayan gruba melatonin, seruloplazmin, melatonin, transferrin ve miyoglobin dahil

edilebilir.

Eksojen antioksidanlara ise ilaglar, vitaminler ve gida antioksidanlari 6rnek verilebilir.
Vitamin olan eksojen antioksidanlar B-karoten, a-tokoferol (vitamin E), askorbik asit
(vitamin C)’dir. ila¢c olarak kullanilan eksojen antioksidanlar sinifina NADPH oksidaz
inhibitorleri, ksantin oksidaz inhibitorleri dahil edilebilir. Gidalarda kullanilan yapay
antioksidanlar batillenmis ise hidroksi tolien (BHT), bitillenmis hidroksi anisol (BHT),

sodyum benzoat ve propilgallattir.

3.3 Enzimatik Antioksidanlar

3.3.1 Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Superoksitin  hidrojen peroksit ve molekiler oksijene doénlsimini katalizleyen

enzimdir.
20, + 2H" ——» H,O0, + O, (31)

Beyinde yaygin bir sekilde bulunur ve aktivitesi yas artisiyla orantih olarak artar.
insanlarda 2 tipi olan bu enzim, sitozolde bulunan dimerik Cu ve Zn ihtiva eden Cu,Zn-
SOD ile mitokondride bulunan ve tetramerik Mn ihtiva eden Mn-SOD seklinde 2
izomerdir [22]. Her iki SOD’un katalizledigi reaksiyon aynidir. Bu enzimin fizyolojik
fonksiyonu, oksijeni metabolize eden hiicreleri stiperoksid serbest radikallerinin zararh
etkilerine karsi korur. Ayrica SOD fagosite edilmis bakterilerin intraselller

oldirilmesinde de rol oynar [3].
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3.3.2 Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz, H,0, ve lipid peroksitlerin indirgenmesinde gorev alir.
indirgenmis glutatyona ihtiyac duyar. Peroksitten su olusumunu saglayan tepkimeyi

katalize eder:
H,0;, + 2GSH - 2H,0 + GSSG (3.2)

H,0," in disik konsantrasyonlarinda katalaz, yiiksek konsantrasyonlarinda glutatyon

peroksidaz daha aktiftir [23].

Glutatyon rediktaz esas olarak glutatyon peroksidaz katalizasyonu sonucu olusan

okside glutatyonun indirgenmesi reaksiyonunu katalizler:
GSSG + NADPH +H* > 2GSH+NADP* (3.3)

Glutatyon transferaz arasidonik ve linoleik asit hidroperoksitleri basta olmak Uzere lipid

peroksitlerin detoksifikasyonunda gorev alir [23].

3.3.3 Katalaz (CAT)

Hidrojen peroksiti su ve molekiler oksijene donistiren reaksiyonu katalizler:
2H,0; - 2H,0 + O, (3.4)
Katalaz organizmada tim hiicrelerde 6zellikle peroksizomlarda bulunur [3], [23].

Katalaz (H,0,: H,0, oksido-rediiktaz) yapisinda dort tane hem grubu bulunan bir
hemoproteindir. Katalaz esas olarak peroksizomlarda daha az olarak sitozolde ve
mikrozomal fraksiyonda bulunur. Granllomatoz hicrelerde katalaz, hiicreyi kendi
solunumsal patlamasina karsi koruma islevi de gorir. Hidrojen peroksidi (H,0;)

ortadan kaldirarak hidroksil serbest radikali (OHe) olusumunu 6nler [24].

3.4 Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

3.4.1 E Vitamini (a-tokoferol)

Dogada 7 farkli izomer yapisinda bulunan tokoferoller, baslica bitkisel Urlinlerde
mevcutturlar. Hayvan organizmasi pek az miktarda icerir. Ozellikle bitkisel yaglarda,

yesil yaprakli sebzelerde, baklagillerde, ceviz, findik, siit, yumurtada bulunurlar.
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Tokoferollerin kimyasal yapilari birbirine benzese de, bunlarin biyolojik etkileri oldukga
farklidir. 3 metil grubu tasiyan a-tokoferol vitamin olarak en etkili olanidir ve sadece ‘E-
vitamini’ dendiginde a-tokoferol anlasilir. a-tokoferoliin kimyasal yapisi Sekil 3.1’de
gosterilmistir. B ve y tokoferoller, a izomerinin yarisi kadar, 6 izomeri ise ancak yizde
biri kadar etkilidir. Tokoferoller, monofenolik yapidaki dogal antioksidanlardir.

Antioksidan etkileri vitamin etkilerinin tersine olarak a’dan y’ya dogru artar [25].

HO
CH,
O CH
tokol
CH, CH4
HO HO
R R
H,C 0" “cH, SH o - 2
CH, CHj
o-tokoferol B-tokoferol

Sekil 3.1 a-tokoferoliin kimyasal yapisi

3.4.2 CVitamini (Askorbik Asit)

Kapali formili Ce¢HgOe olan bir ketolaktondur. Yapisi karbohidratlardan heksozlara
benzer. Asorbik asitin kimyasal yapisi Sekil 3.2’de gosterilmistir. Hayvanlarin ¢ogu C
vitamini sentezini kendisi yapabilirken insanlar yapamaz. C vitamini viicutta
hidroksilasyon reaksiyonlari ve demir emiliminde goérev alir. Ayrica sulu peroksil

radikalleri ile reaksiyona girerek antioksidan gorevini de yerine getirir [12].

C vitamini kollajen vyapisinda yer alan hidroksiprolin sentezini saglayan prolin
hidroksiazdaki demirin indirgenmesinde goérev alir. Hidroksilasyon bozuklugunda;

kikirdak, dentin, kemiklerdeki intrasekiler bag doku proteinlerinin sentezi bozulur. C
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vitamini eksikliginde; kemik buylmesi geriler, kan damarlari kolay zedelenir, skorbut

hastaligi olusur, yaralar geg iyilesir, dis gelisimi bozulur, dis eti kanamalari olur.

Kapiler damarlarin zedelenmesine bagli petesi ve ekimozlar goériliir. Cocuklarda C
vitamini eksikligi sonucu Barlow hastaligi ile kurbaga ayagi pozisyonu goriliir, dis etleri

siser ve kanar.

C vitamini en cok yabani giil tohumu, limongiller, kus Uzimu, taze sebze ve
meyvelerde, ozellikle portakal, greyfurt gibi turuncgillerde, ¢ig lahana, domates ve
salgamda bulunur. Viicutta depolanmadigindan, her giin dizenli olarak alinmasi

gerekir [12].
HO

HO

HO OH

Sekil 3.2 Askorbik asitin kimyasal yapisi

3.4.3 B-Karoten

Karoten fotosentez igin 6nemli fotosentetik bir pigmenttir. Sogurdugu 15181 klorofile
aktararak fotosenteze katkida bulunur. Karotenler terpen yapida olup, sekiz izopren
birimden biyokimyasal olarak sentezlenirler. B-karoten iki retinil grupdan olusur ve ince
bagirsak mukozasinda B-karoten dioksijenaz tarafindan yikima ugrayip yagda ¢éziinen
A vitaminine (retinol) donusir. B-karoten karacigerde depolanip gerekli oldugu zaman
A vitaminine donusebildiginden dolayi bir provitamin olarak sayilmaktadir. B-karoten’in

kimyasal yapisi Sekil 3.3’de gosterilmistir.
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3
(CH=CH-g:?:H;-CH=CH- (CH=CH-¢§ECH; '

CH; B-karoten BC N

Sekil 3.3 B-karotenin kimyasal yapisi

B-Karoten biyolojik sistemlerde vyaglarda c¢ozindiginden dolayr 6zellikle lipid
peroksidasyonunu Onleyen ve serbest radikallerin temizlenmesiyle hiicre zarini

koruyan onemli bir antioksidandir [26].
3.5 Yapay Antioksidanlar

3.5.1 BHA (Bitillendirilmis Hidroksianisol)

Butillenmis hidroksi anizol (BHA), bitkisel ve hayvansal yaglarda kolay ¢6zlinebilen etkili
bir sentetik antioksidandir. Piyasada bulunan BHA baslica iki izomer olan 3- tersiyer
butil-4-hidroksi anizol ve 2-tersiyer butil 4-hidroksi anizol karisimidir. Butillenmis
hidroksi anizol’iin kimyasal yapisi Sekil 3.4’de gosterilmistir. Zehirli degildir ve katildig
maddeye hicbir koku asilamaz. Hidroksi grubunu 5. veya 6. karbon atomunda tasiyan
bilesikler antioksidan degilken 4. karbon Uzerinde tasiyanlar antioksidan o6zellik
gdsterir. Bunun haricinde diger yerdegisenlerin yer ve yapisi da rol oynar. Ornegin; 3-
tersiyer butil 4-hidroksi anizol, 3-metil veya 3 n-butil tirevlerinden daha etkilidir.
Yerdegisenin 3 no’lu karbon atomuna baglh olmasi da etkiyi arttirir. BHA, gidalarda %
0,02 oraninda kullanilir. Ozellikle hayvansal yaglar, bu yaglarla yapilan biskiivi, pasta ve

patates cipsinde etkili antioksidan olarak kullanilirlar [25].
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AN

CqHg

Sekil 3.4 Batillendirilmis Hidroksianisol (BHA) un Yapisi

3.5.2 BHT (Bitillendirilmis Hidroksi Toluen)

Beyaz renkli kristal yapida bir maddedir. Bitkisel ve hayvansal yaglarda ¢6ziinen, suda
¢Ozlinmeyen bir yapiya sahiptir. Butillenmis hidroksi toluen’in kimyasal yapisi Sekil

3.5’de gosterilmistir.BHT, BHA ile benzer 6zelliklere sahiptir.

Butillenmis hidroksi toluen hayvansal yaglarda ve etlerde ¢ok, bitkisel yaglarda az
etkilidir. Gidalara ilave edilme islemleri sirasinda uygulanan c¢ok yiksek sicakliklara

dayanikli degildir [25].
CH
(H;ChC LCH

OCH,

Sekil 3.5 Bdtillendirilmis Hidroksi Toluenin (BHT) Yapisi

3.6 Antioksidanlarin insan Saghna Etkileri

Antioksidan aktivite yasamimiz icin dnemli olan temel bir 6zelliktir ve bircok biyolojik

fonksiyon kaynagini bu 06zelikten almaktadir. Dogal antioksidanlarin pek c¢ogu
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antibakteriyel, antiviral, antialerjik, antitrombotik ve iltihap soklci gibi cesitli biyolojik
yararlar sergilemektedirler [27].

Yapilan bir ¢alismada soya sitli kefir, 6nemli antimutajenik ve antioksidan aktivite
ozellikleri sergilemesinden dolaylr mutajenik ve oksidatif hasarlari 6nleyici rolleri olan
bir gida Grlini olarak 6nerilmistir [28].

Tim kanserlerin %80-90°inin potansiyel olarak kontrol edilebilir nedenlerden olustugu
ve %30-35‘inin dogrudan diyetle ilgili oldugu dustnidlmektedir. Bulundugumuz ortam
ve diyet ile viicuda karsinojenik maddeler alinmaktadir. Kanser olusturucu diyetetik ve
cevresel faktorler, aktif oksijen ve siperoksit olarak adlandirilan radikalleri iretme
kapasitesindendir. Bunlarin etkilerini ortadan kaldirmak igin antioksidanlar (izerinde
cok durulmaktadir. insan 6lim nedenlerinden biri de kardiyovaskiiler hastaliklardir.
Koroner kalp hastaliklarinin yiiksek kolesterol, yiiksek tansiyon ve sigara gibi klasik risk
faktorleri vardir. Krizlerde en 6nemli rol arterosklerozdan kaynaklanmaktadir. Eger
serbest radikaller arterosklerozu baslatiyorsa veya bunun patolojisine etki ediyorsa,
antioksidan alimi, o6zellikle de yagda ¢oziinen ve zincir kirici antioksidanlarin alimi
yararli olabilir. Coklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonu sirasinda olusan radikallerin
zararina karsi dogal antioksidanlar koroner kalp hastaliklarinda koruyucu etki
gostermektedirler [29].

Bilim adamlari B-karoten ve E vitamini gibi antioksidanlarin hastalarda bagisiklik sistemi
bozukluklarinin ilk asamalarini, enfeksiyon ve klinik semptomlarin goriilmesi arasindaki
sireyi uzatarak geciktirdiklerini belirtmislerdir. HIV bulasmasinda antioksidanlar
ilaglarin toksisitesini azaltmakta ve HIV virlisiinlin ilaca karsi direncinin azalmasina

yardimci olmaktadirlar [2].
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BOLUM 4

KEFIR ve BOZA

4.1 Kefir

Kefir, esas bilesimini mayalarin olusturdugu yegane dogal mikrofloraya sahip kefir
tanesi kullanilarak yapilan fermente bir siit GriinGddr [30]. Orjinini Rusya’nin Kafkas
daglarindan alan kefirin Tlrkcede iyi hissettiren, keyif veren anlamlarina gelen “kef”
kelimesinden tiredigi soylenmektedir. Kefir yapiminda inek, koyun, keci, Hindistan

cevizi, piring veya soya siitiinden herhangi biri kullanilabilir [31].

Resmi gazetenin 16.02.2009 tarili, 27143 sayili ve 2009/25 teblig nolu yayininda Tirk
Gida Kodeksi Fermente Sitler Tebligi'nde kefir; Fermentasyonda spesifik olarak
Lactobacillus kefiri, Leuconostoc, Lactococcus ve Acetobacter cinslerinin degisik suslari
ile laktozu fermente eden (Kluyveromyces marxianus) ve etmeyen mayalari
(Saccharomyces unisporus, Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces exiguus)
iceren starter kilturler ya da kefir tanelerinin kullanildigi fermente st Griniini olarak

tanimlanmaktadir.

4.1.1 Kefir Tanesi

Kefir tanesi beyaz veya sarimsi renkte, jelatinimsi, diizensiz sekilli, patlamis misir veya
kiicik karnabahar goériniminde, capt 3 ile 20 mm arasinda degisen diizensiz
partikillerdir [32]. Kefir tanesi Sekil 4.1’de gosterilmistir. Sitlin fermentasyonunu

gerceklestiren bu kefir taneleri, kefiran adi verilen polisakkarit matriksinin bir arada
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tuttugu kictk mikroorganizma kimeleridir. Kefiran, Lactobacillus kefiranofaciens

tarafindan uretilen suda ¢oziinebilir bir glukogalaktan’dir [33].

Sekil 4.1 Kefir tanesi [31]

4.1.2 Kefirin Mikroflorasi

Kefir tanesi, binyesinde mayalari, laktik asit bakterileri (lactobacilli, lactococci ve
leuconostoc) ve asetik asit bakterilerini (acetobacter) karisim halinde bulundurur. Bu
mikrobiyel karisim icinde en c¢ok laktobasiller yer alir (%65-80). Kefirin icerdigi
lactobasil ve diger bakteri tirleri Cizelge 4.1’de gosterilmistir. Bu tirler arasinda
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillusbrevis, Lactobacillus casei, Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus kefiri, Lactobacillus parakefiri,

Lactococcus lactis ve Leuconostoc mesenteroides bulunur [30].

Cizelge 4.1 Kefir tanesinde bulunan bazi bakteriler [34]

Lactobacilli Tiirleri

Lactobacillus kefir Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus kefiranofaciens Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus kefirgranum Lactobacillus casei
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Cizelge 4.1 Kefir tanesinde bulunan bazi bakteriler [34] (Devami)

Lactobacillus parakefir

Lactobacillus paracase

Lactobacillus brevis

Lactobacillus fructivorans

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus hilgardii

Lactobacillus helveticus

Lactobacillus fermentum

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus viridescens

Lactococci Tiirleri

Lactococcus lactis subsp. lactis

Lactococcus lactis subsp. cremoris

Streptococci Tiirleri

Streptococcus thermophilus

Entorococci Tiirleri

Entorococcus durans

Streptococcus durans

Leuconostoes Tiirleri

Leuconostoc spp.

Leuconostoc mesenteroides

Acetic Acid Bacteria Tirleri

Acetobacter spp.

Enterococcus durans

Acetobacter pasteurianus

Diger Bakteriler

Bacillus spp.

Bacillus subtilis

Micrococcus spp.

Escherichia coli
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Kefir taneleri, laktozu fermente eden mayalar (Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces
marxianus ve Torula kefir) ve laktozu fermente etmeyen mayalari da (Saccharomyces
cerevisiae) bunyesinde bulundurur [34]. Kefir tanesinde bulunan bazi mayalar Cizelge

4.2’de gosterilmistir.

Cizelge 4.2 Kefir tanesinde bulunan bazi mayalar [34]

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

Sutan laktik asit bakterileri ve maya ile mayalanmasi, laktik asit, CO,, az miktar alkol ve
cesitli aromatik molekillerin ortaya ¢ikmasi ile sonuglanir. Ortaya ¢ikan bu maddelerin
timiU kendine 6zgli organoleptik karakteristikleri olan kefirin (kdpukli olmasi, hafif
asidik ve alkol tadi ve patojenik mikroorganizmalarin sitde olusumunu engelleyen
antibiyotik ve bakterilerin icerdikleri maddeler gibi maddeler icermesi) olusumunda yer

alir [35].

irigoyen vd. [36] kefirin sogukda muhafaza edilmesi siiresince mikrobiyal bilesiminde
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meydana gelen sonuglari arastirmak igin yaptiklari bir ¢alismada, g¢alisma
materyallerini, %1 ve %5 oranindaki kefir danelerini kefire inokiile ederek
olusturmusglardir. Bu érnekler inokiilasyon isleminden sonra 25°C’de 24. saatde ve
5+1°C’'de 2., 7., 14., 21. ve 28. giinlerde mikroflora ydéniinden analiz edilmistir. ilk giin
10%kob/mL olan laktobasil ve laktokok seviyelerinde 14. giine kadar énemli bir azalma
olmustur. 14. glinden itibaren ise degerler sabit kalmistir. Kefir danesinin %5 inokile
edildigi kefir orneklerinde ilk giin 10°kob/mL olan maya miktarinda 28. giine kadar
onemli bir fark olmamigtir. %1 kefir danesi inokiile edilen kefir 6rneklerinde ise maya
miktari 14.-21. gunler arasinda 10°kob/mL seviyesine dusmistir. Baslangicda
10°kob/mL olan asetik asit bakteri miktari ise tim depolama siiresi boyunca neredeyse

sabit kalmistir.

Fontan vd. tarafindan [37] yapilan bir calismada, starter kiltlir ile Grettikleri kefirden,
fermantasyon siirecinin 0., 2., 8., 24., 48., 96. ve 168. saatlerinde oOrnekler alip
mikrobiyolojik ve kimyasal agidan incelemislerdir. Elde ettikleri sonuclara gore, siitdeki
laktoz miktari 0. saatde hacimce %4,92 iken 168. saatin sonunda %3,78 olarak
saptanmistir. Etanoliin baslangictaki 0,002’lik hacimce yizde degeri yavas bir artis
gostermis, ancak 48. ile 168. saatler arasinda 6nemli bir artisla nihai degeri olan
0,018’e ulagmistir. Ayrica Uretilen kefirin baslangicta 6,68 olan ortalama pH degeri ilk
24 saat iginde belirgin azalmayla 4,24’e dismustir. 24. saatden sonra daha az belirgin
bir diislisle 168. saat sonunda 3,88 olarak saptanmistir.

Yiksekdag vd.’nin [38] yaptiklari bir calismada, Tirk kefir 6rneklerinden izole edilen
laktik asit bakterilerinin 21 laktokok formunun; 11’inin Lactococcus cremoris, 4’'Gnin
Lactococcus lactis, 3'Unln Streptococcus thermophilus ve 3’Unin de Streptococcus

durans oldugunu tespit etmislerdir.

4.1.3 Kefirin Bilesimi ve Kimyasal Ozellikleri

Kefir, viicut icin gerekli olan besin maddelerince zengin protein, vitamin ve minarelleri
ve canh probiyotik mikroorganizmalari icerir. Kefirin kimyasal bilesimi ve besinsel
degeri Cizelge 4.3’de gosterilmistir. Kalsiyum, amino asitler, B vitaminleri, K vitamini ve
folik asit bakimindan da oldukg¢a zengin bir kaynakdir. Ayrica cok iyi bir biotin
kaynagidir [39].
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Gizelge 4.3 Kefirin kimyasal bilesimi ve besinsel degeri [31]

icerik 100g icerik 100g

Enerji 65kcal Mineral (g)

Yag (%) 3,5 Kalsiyum 0,12

Protein (%) 3,3 Fosfor 0,10

Laktoz (%) 4 Magnezyum 12

Su (%) 87,5 Potasyum 0,15
Sodyum 0,05

Sat asidi (g) 0,8 Klorit 0,10

Etil alkol (g) 0,9

Laktik asit (g) 1 iz Elementler

Kolesterol (mg) 13 Demir (mg) 0,05

Fosfatidler (mg) 40 Bakir (ug) 12
Molibden (ug) 5,5

Esansiyel amino asitler(g) Manganez (ug) 5

Triptofan 0,05 Cinko (mg) 0,36

Fenilalanin+Tirosin 0,35

L&sin 0,34 Aromatik bilesenler

isoldsin 0,21 Asetaldehit

Treonin 0,17 Diasetil

Metionin+sistin 0,12 Asetoin

Lisin 0,27

Valin 0,22

Vitaminler (mg)

A 0,06 B2 0,5

Karoten 0,02 Niasin 0,09

B1 0,04 C 1

B 0,17 D 0,08

Bs 0,05 E 0,11
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Kefirin bilesiminde, kefir kultlriint olugturan mikroorganizmalarin gesitliligi, kullanilan
sttlin kalitesi, kefirin Gretim teknolojileri, Gretim asamasinda sitin mayalanma
sicakhigi, bekleme siresi ve uretimden itibaren igilinceye kadar gegen siire etkili

olmaktadir [39].

icime hazir olan kefir laktik asid, %0,6-0,9 oraninda formik, siiksinik ve propiyonik,
hacim olarak %50 CO, %0,6-0,8 etil alkol, farkh aldehitler ve aseton igerir.
Mayalanmadan sonra st igerisindeki laktoz %75 oraninda azaldigi igin, laktoza duyarli

kisiler kefiri givenli bir sekilde tiketebilirler [35].

Kefir tiiketiminin laktoz intoleransi olan vyetiskinlerdeki etkisinin arastirildigi bir
calismada bireyler esit miktarda laktoz iceren sit, yogurt, kefir, aromali yogurt, aromal
kefir tiketmislerdir. Arastirma sonunda bireylerde sit, yogurt, kefir, aromali yogurt ve
aromali kefirin B-galaktosidaz aktiviteleri sirasiyla 0; 3,4; 5,4; 3,2 ve 5,2 olarak
saptanmistir. Calisma sonuclari, kefirin laktoz sindirimini yogurt kadar iyilestirdigini
gostermistir. Bu kismen kefirde yiiksek diizeyde seyreden ve sade yogurtdan yaklasik
%60 daha fazla olan p-galaktosidaz aktivitesi ile aciklanabilir. Kefirdeki tim
mikroorganizmalarin B-galaktosidaz aktiviteye sahip olmamalarina ragmen (o6rn.,
Saccharomyces florentinus gibi bir maya), hiicre sayisi, B-galaktosidaz aktivitesi ve/veya
diger kaltirlerin safra duyarliligl, laktozun yiiksek derecede sindirimine izin verecek

sekilde yuksek kalmaktadir [40].

4.1.4 Kefir Uretimi

Kefir Gretiminde kullanilan birka¢ metod vardir. Yaygin olarak geleneksel ve endistriyel
prosesler kullanilir. Gida bilimi insanlari geleneksel kefirin 6zellikleriyle ayni 6zelliklere
sahip kefir Gretmek icin modern tekniklerle calismaktadirlar. Kefir inek, kegi, koyun,
piring veya soya sltlerinden herhangi biri ile yapilabilir. Kullanilacak sit igin ise

pastorize, pastorize olmayan, tam yagli, yagsiz, az yagli gibi pek cok secenek vardir [31].

4.1.4.1 Geleneksel Yontemle Kefir Uretimi

Geleneksel kefir Uretimi slite direkt olarak kefir tanesi ilave edilerek yapilmaktadir. Cig

st 85-90 °C’de 20 dakika isitilip 20-25 °C’ye sogutulur ve % 2—10 oraninda kefir tanesi
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ilave edilerek, 20-25 °C’'de 18-24 saat fermente edilir. Sonra slizge¢ yardimiyla kefir
taneleri sitten ayrilir. Elde edilen kefir 4 °C'de depolanir ve tiiketime sunulur. Siitten
ayrilan kefir taneleri ise bir sonraki inokilasyona kadar +4 °C’de muhafaza edilir [41].

Geleneksel yontemle kefir Gretim agamalari Sekil 4.2’de gosterilmistir.

Cig sitlin kaynatilmasi

v

Sitin 20-25 °C'ye sogutulmasi
Kefir tanesi (% 2—10) ilavesi

Fermentasyon 20-25 °C’de, 18-24 saat

v

Kefir tanelerinin siizgec ile ayrilmasi

Kefirin 4 °C'ye sogutulmasi

v

Depolama 4 °C’'de

Sekil 4.2 Geleneksel kefir Gretim asamalari [41].

Kefir tanelerinin mikrobiyolojik yapilarinin kdkenlerine baglh olarak karmasik olmalari
ve saklama ile isleme kosullarinin farklilasmasi nedeniyle, tanelerin baslangi¢ kaltira
olarak kullanilip, kefirin endustriyel olarak Uretilmesi olduk¢a zordur. Ayni zamanda,
kefir tanelerinin mikrobiyolojik yapilarini zaman igerisinde ayni haliyle korumak da
zordur. Tutarh 6zellikleri olan kaliteli bir Giriin elde etmenin en iyi yolu kefir tanelerinin
kullanimi yerine istenilen 06zellikleri verecek iyi belirlenmis baslangi¢ kiltirlerinin

kullanilmasidir [37].

Ancak bir baska calismada, kefir Uretmek icin kefir kilturlerinin degisik oranlardaki
baslangic kalturleri (laktik asit bakterisi, maya, asetik asit bakterisi) kullaniimis ve
ortaya cikan drlnlerin niteligi (renk, koku, aroma, asitlik, képirme, viskozite)
incelenmistir. Calismanin sonucunda, dnceki ¢alismalarin sonucunda oldugu gibi kefir
tanelerinden (retilen kefirin baslangic kiltirlerinden Uretilen kefire gore daha cok

begenildigi saptanmistir [42].
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Kefir tanesi veya kefir kiiltliriiniin fermantasyon sirasinda meydana getirdigi kimyasal

degisikler asagidaki gibi belirtilmistir [30].
e Laktozdan laktik asit olusumu (Laktik asit fermantasyonu)
e Laktozdan etil alkol ve karbondioksit olusumu (alkol fermantasyonu)
o Kefire 6zgli tipik mayayi andirir kefir aromasi olusumu

e Sinirli Olclide proteinin pepton ve amino asitlere parcalanmasi (proteoliz)

4.1.4.2 Endistriyel Yontemle Kefir Uretimi

Endistriyel kefir Gretiminde farkli yontemler kullanilmasina ragmen temelde ayni
prensibe dayanmaktadir. ilk adimda siit homojenize edilir ve kuru madde miktar %8’e
getirilir. Daha sonra 90-95°C’de 5-10 dakika isil isleme tabi tutulup ardindan 18-24°C’ye
sogutulur. %2-8 oraninda kefir kiiltlri ile inokiile edilip 18-24 saat siireyle fermente
edilir. Elde edilen pihti toplanip siselere doldurulur ve 3-10°C’de 24 saat olgunlasmaya
birakilir. Bu siire sonunda olusan kefir 4°C’de depolanir [7]. Endiistriyel yéntemle kefir
Uretim asamalari Sekil 4.3’de gosterilmistir.
Gig sut

v

Homoienizasyon
Pastdrizasyon (90-95°C, 5-10 dakika)
Sogutma (18-24°C)

Kefir kiltird ile inokilasyon (%2-8)
Fermantasyon (18-24°C, 18-24 saat)
P|ht|n|n¢toplanma5|
Siselere doldurma

v

Olgunlasma (3-10°C, 24 saat)

v

Depolama (4°C)

Sekil 4.3 Endustriyel kefir Gretim asamalari [7].
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4.1.5 Kefirin Saghk Agisindan Onemi

Kefir hakkinda ilk bilimsel calisma 19.yy‘iIn sonunda Rusya‘da, barsak ve mide
rahatsizliklarinda tedavi amagh kullanilmak Gzere yapilmistir ve Nobel 6duli almigtir.
Bu calismada modern immdinolojinin babasi ve mikrobiyolog Rus bilim adami
Methcnihoff, fermente siit Grlinleri (kefir) tiiketimine bagh, etnik gruplar arasinda uzun

yasam farkhihgina dikkat cekmistir [43].

4.1.5.1 Kefirin Kolesterol Dusiiriicii Etkisi

Liu vd.’nin [44] sUt-kefir ve soyasuti-kefir karisimlarinin hipokolesterolamik 6zelliklerini
degerlendirdikleri bir calismada erkek fareleri %10 yagsiz sit, stt-kefir, soya siitli, soya
sttl-kefir iceren kolesterolce zengin ve kolesterol icermeyen diet ile 8 hafta sliresince
beslemislerdir. Tim dietlerin serum triacilgliserol ve toplam kolesterol
konsantrasyonlarinda ve karacigerdeki kolesterol birikiminde azaltici etki
gosterdiklerini saptamislardir. Ayrica soya siti-kefir dieti, diger iki diet ile
karsilastirildiginda dogal sterol ve safra asitlerinin fekal atiliminda 6nemli bir artis
saglamistir. Ayni zamanda soya sitl-kefir dieti kontrol ile karsilastinldiginda diger
dietlere gére non-HDL-kolesterol ve HDL-kolesterol’iin serum oranlarinda daha fazla

azalma ortaya koymustur.

4.1.5.2 Kefirin Antimikrobiyal ve Gastrointestinal Etkisi

Rodriges vd. tarafindan [45] kefir ve kefiranin, birka¢ bakteri cesidine karsi
antimikrobiyal ve skatrisyel etkilerini test ettikleri bir ¢alisma yulritmuslerdir. Bu
calismada, Wistar fareleriyle skatrisyel deneyler yapilmis ve deneylerde derilerinde
lezyonlar olusturulmus ve Staphylococcus aureus’un asilamasi yapilmis farelere
%70’lik kefir jel lokal olarak uygulanmistir. Sonug olarak bu deneyler kefir jelinin cildin
bag dokularinda koruyucu etkisi oldugunu gostermis ve 7 giin kullanildiginda 5mg/g
neomycin-colestebol emilsiyonuna goére vyaralari daha kolay iyilestirebildigi

gorilmustar.

Helicobacter pylori enfeksiyonunda, taze kefirin, mide kaslarinin ve midenin bosaltim

fonksiyonun calismasinda uyarici etkisi oldugu belirtilmektedir. Oysa siit, peynir alti
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suyu, peynir ve tereyaginin bu fonksiyonlar (zerine inhibitor etkilerinin oldugu
gosterilmistir. Yani mide operasyonlari geciren ya da helicobacter pylori kolonizasyonu

olan hastalarin bireysel durumlarina gore diyet uygulamasi yapiimalidir [46].

Golowczyc vd. [47] vyaptiklart bir calismada kefir tanelerinden izole ettikleri
homofermentatif laktobasillerin Salmonelle typhimurium ve Esciherichia coli.’ye karsi
glicli inhibitor etkiye sahip olduklarini saptamislardir. Ancak kefirin fermantasyonu
boyunca Salmonelle typhimurium, Staphylococcus aureus ve E. Coli'nin canlihigini
koruyabilmesini inceleyen Karago6zIi vd.’i [48] bu mikroorganizmalarinin fermantasyon
boyunca hayatta kaldigini ve cogaldigini belirtmislerdir. Ayrica bu mikroorganizmalarin
asidik ortama dayanikh olduklari i¢in, kefir icin kullanilacak siitiin konatamine olmasi
durumunda yasamaya devam edebildikleri ve gida kaynakli hastaliklara neden

olabildiklerini saptamislardir.

4.1.5.3 Kefirin Antikansorojen Etkisi

Liu vd.’i [49] siit ve soya sutl kefirlerinin agiz yoluyla uygulanarak farelerde timor
blylumesi ve immunoglobulin A tepkimesi Uzerindeki etkilerini incelenmistir. Farelere
oral yolla uygulanan ve sarcoma timor hicreleri ile asilanan sit ve soya siti kefirleri
timor blylmesini sirasiyla %64,8 (stt kefiri) ve %70,9 (soya sutu kefiri) oranlarinda
azaltmistir. Ayrica bu iki kefir tlrliniin agiz yoluyla uygulanmasi apoptotik tiimoér hiicre
yikimini tetiklemistir. Kiglk bagirsak duvarindan alinan doku o6rneklerindeki total
immunoglobulin A diizeyleri ise yine 30 giin boyunca sut kefiri ve soya sutu kefiri ile

beslenmis farelerde anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur.

Cevikbas vd. tarafindan [50] kefirin anti-timor etkisi izerine yapilan bir ¢alismada
farelere fusiform kanser hiicreleri nakledilmis farelere 20 glin boyunca intraperitonal
yoldan glinlik 0.5mL kefir verilmis ve sonugta timor boyutunda 6nemli kiglilme
gozlenmistir. Ayrica timorel nekrozun (kangren) ortadan kalkmasinda da kefirin etkili

oldugu saptanmistir.

Lee vd. tarafindan [51] kefirin farmakolojik etkilerini arastirmak amaciyla yaptiklari bir
calismada, ovalbumin duyarhhgi ile Uretilen solunum iltihabina sahip astimli fareler

kefir diyeti ile beslenmislerdir. Calisma sonucunda kefirin, farelerin akciger dokusunda
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indiklenen ovalbumini inhibe ettigi saptanmistir. Yani kefirin, astimli farelerde anti-

inflamatuar ve anti-allerjik etkilerinin oldugu ortaya konmustur.

Huseini vd. [52] vyaptiklari bir g¢alismada kefirin yara iyilesmesindeki aktivitesi
degerlendirilmistir. Calismada sicanlar Gzerinde olusturulan yaniklar Gzerine 2 hafta
boyunca giinde 2 kere kefir jeli, kefir tanesi, %1’lik gimis sllfadiazin merhem ve baz
jel uygulanmistir. 2 hafta sonra oldirlilen sicanlarin yara ylizeyleri incelendiginde yara
boyutu yapilan uygulamalara gore kefir jeli < kefir tanesi < gimis silfadiazin < baz jel
olarak goriulmustir. Sonuc olarak kefir jeli tedavisinin agir yanik sonrasi sonuclari

gelistirmek igin etkili bir tedavi yaklasimi oldugu 6ne strilmusgtar.

4.2 Boza

Fermente Urinler dinyanin bircok Ulkesinde insanlarin beslenmesinde onemli bir yer
tutmaktadir. Bu tip gidalar degisik hammaddelerin bazi 6n islemlerden gecirilmesinden
sonra belirli sicaklik seviyelerinde belirli mikroorganizmalarin yardimiyla daha dayanikli
yeni Urinlere donlismesi sonucu meydana gelirler. Bu triinlerden birisi de eski bir tirk

icecegi olan bozadir [8].

Tarihi cok eskilere dayanan boza; Tiirk Standartlari Enstitlisii’nce; yabanci maddelerden
temizlenmis dari, piring, bugday, misir vb. hububatin kirma veya unlarindan biri veya
birkagina icme suyu katilarak, pisiriimesi ve beyaz seker ilave edilerek, teknigine uygun
olarak alkol ve laktik asit fermentasyonlarina tabi tutulmasi ile hazirlanan bir mamiil

olarak tanimlanmistir [53].

Boza, likit kivami, soluk sari rengi ve karakteristik asidik-alkolli kokusu ile soguk kis
gecelerinin favori icecegidir. icerdigi laktik asitin serinletici etkisiyle yaz aylarinda da
tuketilebilir, ancak yiksek sicaklikda maya ve asetik asit bakterilerinin ¢ogalmasi,
Urinin organoleptik o6zelliklerinin hizla degismesine dolayisiyle depolama siresinin

oldukg¢a diismesine sebep olmaktadir [54].

Boza ile buglinkl tiketilen biralar arasinda ¢ok buyik farklilklar olmasina ragmen
boza, en eski ya da en basit bira ¢esidi olarak kabul gormektedir. Boza ve benzeri
iceceklerin lretimi ve tiiketimi 8000-9000 yil 6ncesine dayanmaktadir. Tirklerin Orta

Asya’da yasadiklari zamanlarda bozayi Uretip ictikleri, daha sonra Selguklu ve Osmanl
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devletinin genisleme donemlerinde gog ettikleri yerlerde de halka boza yapmayi

ogrettikleri icin bozanin bugiinkl cografi yayilimi saglanmigtir [55].

4.2.1 Bozanin Mikroflorasi

Hancioglu ve Karapinar’in [56] bozanin mikroflorasi Uzerine yaptiklari ¢alismada, 77
tane laktik asit bakteri tirli ve 7 tane maya tiri izole edilmistir. Bu calismada
Tirkiye’de Uretilen bozanin fermantasyonu boyunca, ilk 24 saat sonunda laktik asit
bakteri popilasyonu 7,6x10%dan 4,6x10%e, maya popiilasyonu ise 2,25x10°’den
8,1x10%ya yukselmistir. pH ise 6,1’den 3,5’e diismistir. Fermantasyon boyunca izole
edilen laktik asit bakterileri Leuconostoc paramesenteroides (%25,6), Lactobacillus
sanfrancisco (%21,9), Leuconostoc mesenteroides subsp. Mesenteroides (%18,6),
Lactobacillus coryniformis (%9,1), L. conjiisus (%7,8), Leuconostoc mesenteroides subsp.
dextranicum (%7,3), Lactobacillus fermentum (%6,5), Leuconostoc oenos (%3,7) dir.
izole mayalarin ise Saccharomyces uc’arum (%83) and S. cereuisiae (%17) olduklar

saptanmistir.

Tuncer vd.'nin [57] bozadan izole edilen laktik asit bakterilerinin antibakteriyel
ozelliklerini belirlemek amaciyla yaptiklari calismada, Tirkiye'nin 4 farkli ilinden
topladiklari boza o6rneklerini analiz etmislerdir. Elde ettikleri sonuglara goére boza
orneklerinde laktik asit bakteri sayisi ortalama 9,3x10’kob/mL, maya-kif sayisi ise
ortalama 1,9x106kob/mL olarak belirlenmistir. izole edilen 30 adet LAB’dan 6 tanesinin
antibakteriyel madde Uretme 6zelligine sahip olduklarini, bu 6 izolatdan birtanesininde
bakteriyosin Uretici oldugunu belirlemislerdir. Ayrica boza &rneklerinden yalnizca

birtanesinde 1,1x10 civarinda koliform grup bakteri tespit etmislerdir.

Tlrkiye Boza Standardi (T.S. 9778 )’'na gore bozada bulunabilecek en fazla koliform
bakteri sayisi 10 kob/g, en fazla kif sayisi da 20 kob/g’'t gegmemelidir. Ayrica Fekal

koliform, Staphylococcus aureus ve Salmonella bulunmamalidir [53].

Botes vd. tarafindan [58] bozadaki laktik asit bakterileri ve mayalari tanimlamak icin
yapilan bir calismada, 3 boza érneginden izole ettikleri laktik asit bakteri sayisini 9x10°
ile 5x10’kob/mL arasinda belirlemislerdir. Bu izolatlar Lactobacillus paracasei subsp.

paracasei, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis,
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Lactobacillus rhamnosus and Lactobacillus fermentum’dir. 3 boza 6rneginden ikisinden
elde ettikleri mayalarin hiicre sayisi ise 1,3x10%ile 1,8x10° arasinda degismekte olup bu
mayalari Candida diversa, Candida inconspicua, Candida pararugosa, Issatchenkia
orientalis, Pichia fermentans, Pichia guillliermondii olarak tanimlamislardir. Bu
mayalardan C.inconspicua insan balgami ve dilinden de izole edilmis olup firsatgi bir

patojendir. P. Norvegensis ise insanlarda septisemi ile baglantili bir izolatdir.

Kivang vd.’i [59] Tirkiye’deki boza 6rneklerinden izole ettikleri 45 adet laktik asit
bakterisini gida kaynakl bakteriyel patojenlere karsi inhibitor aktivitesi bakimindan test
etmislerdir. Calismalari sonucunda antimikrobiyal aktiviteye sahip izolatlari
Lactococcus lactis subsp. Lactis (2 izolat), Leuconostoc citreum (5 izolat), Lactobacillus
brevis (4 izolat), Lactobacillus plantarum (24 izolat), Lactobacillus paraplantarum (1
izolat), Enterococcus faecium (1 izolat), Lactobacillus graminis (4 izolat), Pediococcus
species (1 izolat) ve Lactobacillus paracasei subsp. paracasei (3 izolat) olarak
tanimlanmislardir. Ayrica laktik asit bakterileri tarafindan uretilen laktik asit miktar

minimum 0.16 mg/mL ve maksimum 7.79 mg/mL’dir.

4.2.2 Boza Uretimi

Boza Uretimi hammaddenin hazirlanmasi, kaynatma, sogutma ve stizme, seker ilavesi
ve fermantasyon adimlari seklinde oOzetlenebilir. Hammadde olarak dar, bugday,
bulgur, misir veya pirin¢g kullanilabilir. Segilen tahil veya tahillar ilk olarak yabanci
maddelerinden temizlenir ve irmik boyutunda parcalanip elenerek govde ve kepek
kismindan ayrilir. Toz seker, icme suyu ve maya (daha 6nce uretilen boza veya ekmek
hamuru) boza Uretiminde kullanilacak diger maddelerdir. Elenmis tahil karisimi
hacimce 4-6 kati suyla birlikde devamli karistirilarak kaynatilir. Homojen bir karisim
elde edildiginde kaynama islemi durdurulur. Kaynama stiresi hammaddeye ve kaynama
sicakhgina bagh olarak 1-2 saat sirer. Elde edilen hamur kaynama isleminden sonra
gece boyunca sogumaya birakilir. Sogutulmus hamur sirekli karistirilarak 2-2,5 kati
suyla seyreltilir tahta ficilar icine stzlllr ve sekersiz ham boza elde edilmis olur. Kati
kisim ise hayvan yemi igin kullanilir. Tirk Gida Kodeksine gore boza en az %15 oraninda

seker (sakkaroz) icermelidir. Verimli bir fermantasyon icin ham bozaya %20 seker ilave
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edilir. Diger boza tariflerinin gogunlugunun aksine geleneksel Tirk Uretiminde malt

kullanilmaz.

Bir onceki Uretimden ayrilan boza, starter kiltir olarak kullaniimak Uzere %2-3
oraninda seker ilaveli ham bozaya eklenir ve karisim tahta figilar igcinde fermantasyona
birakilir. Starter klltlr orani, tGretimin yapildigi mevsime ve sicakliga baghdir. Karisim,
kullanima hazir hale gelebilmesi icin 24 saat boyunca 15-25°C’de inkiibe edilir [54].

Boza Uretim agsamalari Sekil 4.4’de gosterilmistir.

Hammaddeler

v

Kaynatma (1-2 saat)

v

Sogutma ve siizme

v

Seker ilavesi (Toz seker, % 20 oranina kadar)

v

Fermantasyon (25-30°C’de 24 saat)

Sogutma (15°C’nin altina)

Sekil 4.4 Boza Uretim Semasi [54].

Boza fermantasyonunda es zamanl olarak iki farkli fermantasyon gerceklesir. ilk
fermantasyon olan alkol fermantasyonunda karbondioksit gazi agiga c¢ikar ve hacim
artar [54]. Alkol fermantasyonunu gerceklestiren mayalar Saccharomyces

carlsbergensis hansen ve Saccharomyces cerevisiae hansen’dir [55].

ikinci fermantasyon ise bozaya asidik karakterini kazandiran laktik asit bakterilerinin
olustugu laktik asit fermantasyonudur [54]. Bozada laktik asit fermantasyonunu
gerceklestiren bakteriler Streptococcus sp, Micrococcus varians migula ve Lactobasillus

sp’dir [55].

4.2.3 Bozanin Kimyasal Biesimi

Tirk Boza Standarti (TS 9778)'na gore toplam kuru madde ve toplam seker (sakkaroz
gibi) icerigi sirasiyla minimum %20 ve %10 olmalidir. Etil alkol igerigi hem tath hem eksi

bozada hacmen %2’yi gegmemelidir. Laktik asit olarak toplam titre edilebilir asit orani
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tatl boza icinde %0,2-0,5, eksi boza icinde %0,5-1 arasinda olmalidir. Diger yandan
asetik asit cinsinden ucucu asit orani tath bozada %0,1 eksi bozada ise %0,2'ye kadar

izin verilir [53].

Uylaser vd. [60] Bursa’da 17 ayri pastaneden aldiklari boza orneklerinin bilesimini
analiz etmislerdir. Analiz sonuclarina gore, boza ornekleri icindeki kuru madde oranlari
%18,99-25 (ortalama %22,62), invert seker %0,1-1,92 (ortalama %0,5), sakaroz %9,35-
15,76 (ortalama %15,78), toplam seker %10,64-16,05 (ortalama %13,29), sekersiz kuru
madde %4,12-11,76 (ortalama %8,84), ham kil %0,07-0,17 (ortalama %0,12), protein
%0,27-0,56 (ortalama %0,45), laktik asit cinsinden asitlik %0,18-0,34 (ortlama %26)

olarak tespit etmislerdir.

Yiicel ve Kése [8] izmir'de farkli satis yerlerinden aldiklari boza érneklerinin kimyasal
bilesimini analiz ettiklerinde, oOrneklerdeki kuru madde miktarlarini %17,77-22,32
arasinda, toplam seker miktarini ise (sakaroz cinsinden) %16,11-22,59 arasinda
belirlemislerdir. Orneklerdeki kiil miktarini %0,02-0,17 arasinda, toplam asitligi de
(laktik asit cinsinden) tath boza icin %0,2-0,5, eksi boza icin %0,5-1 olarak
saptamislardir. Ayrica bozlarin pH degerlerini 3,22-3,82, alkol oranini ise %0,13

bulmuslardir.

4.2.4 Bozanin Saghga Faydalan

e Bozanin fermantasyonu sirasinda olusan laktik asit, hazmi kolaylastirmaya

yardimci olur.

e icerdigi aktif mayalar ve laktik asit bakterileri sayesinde probiyotik etkisi vardir.
e icerdigi laktik asit bakterileri nedeniyle bagirsak florasini diizenleyici etkiye

sahiptir.
e Mide bezlerinin faaliyetlerini olumlu yénde etkiler.
e B kompleksi vitaminleri icerdiginden beslenmede énemli role sahipdir.
e icerdigi mayalar sayesinde emziren annelerde siit yapimini artirir.

e icerdigi laktik asit bakterilerinin sindirim sistemine yerlesmesi sonucu karsinojen

etki gbsteren enzimlerin aktivitesini azaltir.
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o icerdigi laktik asit bakterileri bagisiklik sistemini gliclendirir ve insan viicudunun

patojenlere karsi diren¢ kazanmasini saglar.
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BOLUM 5

MATERYAL ve METOD

5.1 Kullanilan Materyaller

5.1.1 Kullanilan Kimyasallar

Antioksidan aktivite tayini icin yapilan ¢alismalarda kullanilan tim kimyasal maddeler

cizelge 5.1’de gosterilmistir.

Cizelge 5.1 Kullanilan kimyasal maddeler ve kodlari

Kimyasal Madde Firma / Uriin Kodu
ABTS Sigma / A-1888
Askorbik asit Sigma-Aldrich / 33034
Asetik asit Riedel-de Haén / 27225
Amonyum tiyosiyanat Merck / 101213

BHA Fluka / 20021

BHT Fluka / 34750
B-Karoten Fluka / 22040

DPPH Sigma-Aldrich / D-9132
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Cizelge 5.1 Kullanilan kimyasal maddeler ve kodlari (Devami)

DMPD Merck / 103067

Etanol Merck / 100983
Epikatesin Fluka / 45300

FeCls Fluka / 44943

FeCl, Fluka / 44939

Fosforik asit Merck / 100573

HCl Merck / 100314
KsFe(CN)e Sigma / P-8131

KH,PO,4 Merck / 104871
K;HPO4 Fluka / 60356

KCl Merck / 104936
Kloroform Merck / 102445

K5S,0s Sigma / P-9392

Linoleik asit Sigma / L-1268
Metanol Riedel-de Haén / 24229
MgCl, 6H,0 Riedel-de Haén / 31413
NacCl Fluka / 71376

Na,HPO,. 2H,0 Riedel-de Haén / 04272
NaH,P0,4.H,0O Riedel-de Haén / 04269

44




Cizelge 5.1 Kullanilan kimyasal maddeler ve kodlari (Devami)

NaNOz

Merck / 106544

Naftiletilen diamin dihidroklorir

Fluka / 70720

Nitroblue tetrazolium

Sigma-Aldrich / N-6876

NADH Sigma / 43420
PMS Sigma / P-9625
Sodyum hidroksit Merck / 106462
Sodyum nitroprussiyat Merck / 10654

Sdlfanil amid

Sigma-Aldrich / S-9251

Sodyum asetat

Sigma / S-7545

TCA Sigma-Aldrich / 33731
Tris-HCI Sigma / T-1503
Tween-40 Sigma / P-1504
o-tokoferol Fluka / 95240

Troloks Fluka / 56510

5.1.2 Kullanilan Cihazlar
Buzdolabi: Bosch

Destile su cihazi: GFL 2001/4

Manyetik karistirici: Chiltern Hotplate HS31

pH Metre: Sartorius Basic Meter PB-11
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Santrifiij cihazi: Hettich Zentrifugen EBA-20, SIGMA 3K 30
Spektrofotometre: PERKIN ELMER LAMBDA 25 UV/VIS

Su banyosu: GFL 1086

5.1.3 Kullanilan Materyalin Temin Edilmesi

Antioksidan aktivite tayininde arastirma materyali olarak kullanilan kefir ve boza
drnekleri istanbul’da muhtelif marketlerden temin edilmis olup, belirli firmalara ait
drinlerdir. Kullanilan kefir ve boza oOrnekleri kendi ambalajlari igerisinde,

laboratuvardaki sogutucuda +4 °C’de muhafa edilmistir.

5.1.4 Kefir ve Boza Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Kefir ve boza orneklerinden 15’er gram tartilip bir beher icerisinde 15mL distile su
icinde ¢ozdlriuldi. Esit miktarlarda santrifiij tiplerine konarak bir miiddet daha vorteks
yardimiyla karistirthp santriflij edildi. Boza 6rnegi 14000rpm’de 30 dakika, kefir 6rnegi
ise 6000rpm’de 30 dakika santriflij edilip, Ust kisimdaki berrak ¢ozelti pastor pipeti

yardimiyla alinarak ¢alismalarda kullaniimak Gzere muhafaza edildi.

5.2 Antioksidan Aktivite Tayini Metodlari

5.2.1 indirgeme Giicii

indirgeme giici Oyaizu’un gelistirdigi ydnteme gore [61] yapildi. Bu ydntem
antioksidan bilesikler ile K3F(CN)s, TCA ve FeCls’lin olusturdugu renkli komplekslerin
700 nm’de absorbans Ol¢cimi ile gerceklesir. Bu metod antioksidan bilesiklerin

ortamdaki Fe*’ii Fe"*ye indirgeme kapasitesi esasina dayanir.

Bu calismada oOncelikle kefir ve boza 6rnekleri ile standart antioksidanlarin (mg/mL)
degisik konsantrasyonlarda hazirlanmis ¢ozeltilerinden 1’er mL alindi. Tiplere konan
bu numunelere sirasiyla 2,5 mL fosfat tamponu (0,2M pH6,6) ve 2,5 mL potasyum
ferrisiyaniir (%1) eklendi. lyice karistirildiktan sonra 50 °C’de 30 dakika inkiibe edildi.
Bu igslemin ardindan her bir tiipe 2,5 mL % 10’luk TCA ¢0zeltisi eklendi ve 3000 rpm’de

10 dakika santrifiijlendi. Berrak ¢ozelti kismindan 2,5 mL alinarak tlplere konuldu ve
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Uzerlerine 2,5 mL distile su ve 0,5 mL FeCl; (% 0,1) eklenerek olusan rengin absorbansi

spektrofotometrede 700nm dalga boyunda ol¢ild.

5.2.2 B-Karoten Renk Giderme Aktivitesi

Kefir ve bozada B-karoten renk giderme aktivitesi Bruni vd. [62] tarafindan gelistirilen
metod ile tayin edildi. ilk olarak 10mg trans-B-karoten tartilip 10 mL kloroform icinde
¢Ozlindiralda. Bu soliisyondan 0,2 mL alinarak 20mg linoleik asit ve 200mg tween-40
ihtiva eden bir beherin icine eklendi. Ceker ocak icinde kloroformun
uzaklastirilmasindan sonra lizerine 50mL distile su eklendi ve olusan emiilsiyon ¢ozelti
kuvvetli bir sekilde calkalandi. Emulsiyondan 5’er mL alinip 0,2mL kefir, boza, BHA
ornekleri ve emilsiyonun kendisinden iceren tiplerin tzerine ilave edildi. Daha sonra
tipler 50 °C’deki su banyosunda 60 dakika bekletilip 470nm’de absorbans degerleri
belirlendi. Hemen ardindan bir 60 dakika daha bekletilip tekrar absorbans degerleri
okundu. BHA iceren tlplerin absoran degerleri, pozitif kontrol degerleridir. Linoleik asit
iceren emilsiyon tiplerinin absorbans degerleri ise negatif kontrol degerleridir. Relatif

antioksidan aktiviteler asagidaki formile gére hesaplandi.

RAA= Ornegin Absorbansi / BHA Absorbansi (5.1)

RAA: Relatif Antioksidan Aktivite

5.2.3 Metal Selatlama Aktivitesi

Metal Selatlama Aktivitesi tayini Decker ve Welch [63] tarafindan gelistirilen yonteme
gore yapildi. Bu ydntemin prensibi, ferrozin-Fe*> kompleks olusumunun inhibisyonuna
dayanmaktadir. ilk olarak degisik konsantrasyonlarda hazirlanmis kefir ve boza
ornekleri ile standart cozeltilerden 1’er mL alinarak deney tliplerine konuldu.
Uzerlerine 3,7mL distile su ve 0,1 mL FeCl, (2mM/L) eklendi ve iyice karistirilip 30
dakika oda sicakliginda bekletildi. Bu karisimin lzerine 0,2mL ferrozin ilave edilip
karistirilarak tekrar 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Spektrofotometrede
562nm’de karisimin absorbans degerleri belirlendi. Bu calismada EDTA (Etilendiamin
tetraasetikasit) standart olarak kullanildi. Asagidaki formil ile metal selatlama aktivitesi

hesaplandi.
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% Metal selatlama aktivitesi = ((Ag — A1) / Ao x 100) (5.2)
Ao: Kontrol reaksiyonun absorbansi

A;: Numune veya standartin absorbansi

5.2.4 Toplam Antioksidan Aktivite Tayini Metodu

Toplam antioksidan aktivite tayini Osawa ve Namiki [64] tarafindan gelistirilen
tiyosiyanat metoduna gére yapildi. Oncelikle farkli konsantrasyonlarda kefir ve boza
ornekleri ile standart ¢ozeltiler (mg/mL) hazirlandi. Bu ¢o6zeltilerin Gzerine toplam
hacim 2,5 mL olacak sekilde potasyum fosfat tampon c¢o6zeltisi eklendi. Bu karisimlarin
tizerinede 2,5 mL linoleik asit emilsiyonu ilave edilip 37 °C’de karanlikda inkiibasyona
birakildi. Herhangi bir standart veya ornek ¢ozelti eklenmeden 2,5mL potasyum fosfat
tamponu (0,04M, pH 7,0) ve 2,5mL linoleik asit emilsiyonundan olusan kontrol
numuneleride inklibasyona birakildi. Linoleik asit emiilsiyonu, linoleik asit (155uL) ve
Tween-20’nin (175uL) potasyum fosfat tamponu (0,04M, pH 7,0) ile 50mL’ye
seyreltilmesinden olusmaktadir. 24 saat araliklarla, inkiibe edilmis 6rneklerden 0,1mL
alinip tzerine 4,7mL %75’lik etanol, 0,1mL %30’luk amonyum tiyosiyanat ¢ozeltisi ve
%3,5’luk HCl ile hazirlanmis 0,1mL 0,02M FeCl, ¢ézeltisi eklendi. iyice karistirihp 3dk
bekletildikden sonra spektrofotometrede 500nm’de absorbans degerleri belirlendi.

Lipid peroksidasyonunun % inhibisyonu asagidaki formiille hesaplandi.
% inhibisyon = ((Ap-A1) / Ao x 100) (5.3)

Ao: kontrol reaksiyonunun absorbansi

A;: numune veya standardin absorbansi

5.2.5 DPPH Radikali Siipiirme Aktivitesi

DPPH metodu bir Grliinin hangi dizeyde serbest radikal 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil’i
indirgeyebilecegini 6lcen bir metoddur [65]. Bu yontem Urilinlerin saklama sireleriyle

iliskili olarak antioksidatif kapasitesini 6lcmek icin de sikca kullanilir [66].

DPPH, bilesiklerin serbest radikal slplirme aktivitelerini 6lgmede kullanish bir

reaktifdir. DPPH radikalinin kimyasal yapisi Sekil 5.12de gosterilmistir. DPPH testinde
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ekstraktlar stabil bir radikal olan DPPHe’1 sari renkli diphenyl pricryl hydrazine

donustilrebilirler [67].

Sistein, glutatyon, askorbik asit, tokoferol, polihidroksi aromatik bilesikler (hidrokinon,
pirogallol vs.) ve aromatik aminler (p-fenilen diamin, p-aminofenol) gibi antioksidanlar
hidrojen verebilme kabiliyetlerinden dolayr DPPH radikalini indirgeyerek rengini

soldururlar [68], [69].

Bu calismada Brand-Williams vd. [65] tarafindan gelistirilen metod uygulandi. Degisik
konsantrasyonlarda hazirlanan 6rnek ve standart ¢ozeltilerden (mg/mL) 1’er mL alinip
deney tiiplerine kondu. Uzerlerine 2mL DPPHe Cozeltisi eklenerek karistirildi ve oda
sicakhginda karanlkda 30 dakika inkiibe edildi. Sire sonunda karisimin absorbansi
spektrofotometrede 517 nm’de 6lcildi. Asagidaki formille %DPPH radikali stipliirme
aktivitesi (%inhibisyon) hesaplandi.

%DPPHe Stiplirme aktivitesi = ((Ag— A1) / Ap x 100) (5.4)

Ao: Kontrol reaksiyonun absorbansi

A:: Numune veya standartin absorbansi

N—N NO,

Sekil 5.1 DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikalinin yapisi
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5.2.6 ABTS Radikal Siipiirme Aktivitesi

ABTS radikal stiplirme aktivitesi Arnao vd. [70] tarafindan gelistirilen metod ile tayin
edildi. Bu metod ABTS (2,2’-azinobis-(3-etilbenzotazolin-6-sulfonik asit)’in oksidasyonu
sonucu olusan ABTSe+ radikal katyonunun lizerine antioksidan icerikli bir numunenin

ilave edilmesiyle bu radikalin indirgenerek yesil rengini kaybetmesi esasina dayanir.

Bu ¢alismada oncelikle ABTSe+ radikal ¢Ozeltisini olsturmak igin 7,4mM ABTS ¢0zeltisi
ve 2,6mM potasyum persulfat ¢ozeltisi hazirlandi. Her iki ¢ozeltiden esit miktarlarda
karistirlarak oda sicaklginda ve karanlkda 12 saat bekletildi. Bu siire sonunda olusan
ABTSe+ radikal ¢ozeltisinden 1ml alinarak (zerine yaklasik 50ml metanol c¢ozeltisi
eklendi ve bu karisimin absorbansi 734nm’de 1,1+0,02 olacak sekilde seyreltildi.
Degisik konsantrasyonlarda hazirlanan 6rnek cozelti ve standart ¢ozeltilerden 150uL
alinarak Gzerine ABTS radikal ¢Ozeltisinden 2850uL eklendi ve 2saat karanlikda inkiibe
edildi. inkiibasyon isleminin hemen ardindan 734nm’de absorbansi élciildi. ABTS

radikali siplirme aktivitesi (%inhibisyon) asagidaki formdlle hesaplandi.
%ABTS radikali Stiplrme etkisi = ((Ao — A1) / Ao x 100) (5.5)

Ao: Kontrol reaksiyonun absorbansi

A;: Numune veya standartin absorbansi

5.2.7 DMPD Radikali Siipiirme Aktivitesi

DMPD radikali sliplirme aktivitesi tayini, Fogliano vd.’nin [71] gelistirdikleri yonteme
gére yapildi. Oncelikle 1mL 100mM DMPD ¢ozeltisi lizerine 100mL 0,1M asetat
tamponu (pH 5,3) ve 0,2mL 0,05M FeCl; ¢ozeltisi eklenerek DMPDe+ radikali
olusturuldu. Daha sonra degisik konsantrasyonlarda hazirlanan oOrnek c¢o6zelti ve
standart ¢oOzeltiler Uzerine bu radikalden 1mL ilave edildi. 10 dakikalik bekleme
sliresinden sonra spektrofotometrede 505nm’de absorbans degerleri 6l¢lildii. DMPD

radikali siplirme aktivitesi asagidaki formiile gére hesaplandi.

%DMPDe+ Stipirme aktivitesi = ((Ag— A1) / Ag x 100) (5.6)

Ao: Kontrol reaksiyonun absorbansi
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A;: Numune veya standartin absorbansi

5.2.8 Siiperoksit Radikali Siipiirme Aktivitesi

Kefir ve boza icin slperoksit radikali stpirme aktivitesi Liu vd. tarafindan [72]
gelistirilen yonteme gore tayin edildi. SUperoksit anyonlari, non-enzimatik fenazin
metasilfat-nikotinamid adenin dinlikleotid (PMS-NADH) sisteminde NADH’In

oksidasyonu ve nitroblue tetrazolium (NBT)’un indirgenmesiyle 6lciilmektedir.

Oncelikle 3mL Tris-HCl tamponu (16mM, pH 8,0), 1mL NBT ¢ézeltisi (50uM), 1mL NADH
cOzeltisi (78uM) ve farkh konsantrasyondaki kefir ve boza ornekleriyle sliperoksit
anyonu olusturuldu. Bu karisima 1 mL PMS c¢ozeltisi (10uM) eklenmesiyle reaksiyon
baslatildi. Karisimin 25°C’de 5 dakika inkiibe edilmesinden sonra 560 nm’de absorbansi
Olclldi. Bu denemede, farkh konsantrasyonlarda hazirlanmis BHA, Troloks ve
Epikatesin cozeltileri standart olarak kullanildi. Stiperoksit radikali siplirme aktivitesi

asagidaki formiille hesaplandi.

% Superoksit radikali stiptirme aktivitesi = ((Ao— A1) / Ao x 100) (5.7)
Ao: Kontrol reaksiyonun absorbansi

A;: Numune veya standartin absorbansi

5.2.9 Nitrik Oksit Radikali Siipiirme Aktivitesi

Kefir ve bozanin nitrik oksit radikali stiplirme aktivitesi Marcocci vd.’nin [73] gelistirdigi
yonteme dayanilarak 6lcildii. Oncelikle farkli konsantrasyonlarda hazirlanan kefir ve
boza ornekleri ile standart c¢ozeltilerden 4mL alinip Uzerine 1mL fosfat tuzu
tamponunda (pH 7,4) hazirlanmis sodyum nitroprussiyat ¢ozeltisi (10mM) eklendi. Bu
karisim 3 saat siireyle 37 °C’de inkiibe edildi. inkiibasyon islemi sonrasinda ¢ézeltiden
0,5mL alinip bir deney tlipline konuldu ve Uzerine 0,5mL Griess reaktifi ilave edildi
(Griess reaktifi %1 silfanilamid ve %0,1 naftiletilen diamin dihidroklorir iceren %5’lik
fosforik asit’den olusmaktadir). Elde edilen karisimin absorbans degerleri
spektrofotometrede 570nm’de olclildi. Standart olarak farkh konsantrasyonlarda

hazirlanmis olan sodyum nitrit (NaNO;) ¢ozeltisi kullanildi.
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BOLUM 6

BULGULAR

6.1 indirgeme Giicii

Oyaizu [61] metodu kullanilarak farkh konsantrasyondaki kefir ve boza 6rneklerinin
ortamdaki Fe™i Fe'ye indirgeme giici kabiliyeti standart antioksidanlarla
karsilastirilarak tayin edildi. Sonuglar Sekil 6.1’de gosterilmistir. Absorbans
degerlerindeki artis ortamdaki Fe** miktari ile dogru orantihidir. Bozanin indirgeme
glicli kapasitesi kefire oranla daha fazla bulunmustur. Ayni zamanda bozanin indirgeme
gicl 20 ug/ml konsantrasyonda BHT'den yiksek, 100 pg/ml konsantrasyonda ise
Troloksa esittir. Bu da kefir ve boza orneklerinin, elektron verici olarak, serbest

radikallerle tepkimeye girdigini ve onlari daha stabil Grlinlere donistirerek radikal

zincir reaksiyonunu sonlandirdigini gosterir.
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Sekil 6.1 Kefir ve Boza 6rneklerinin indirgeme giici

6.2 B-Karoten Renk Giderme Aktivitesi

Kefir ve boza icin saptanan B-karoten renk giderme aktivite sonuglari Cizelge 6.1 ‘de

gosterilmistir.

Cizelge 6.1 Kefir ve bozanin B-karoten renk giderme aktiviteleri

Ornek RAA? 60 dakika RAA 120 dakika
Kefir 0,95 0,86

Boza 0,93 0,85

BHA 1 1

Negatif Kontrol® 0,75 0,65

’Relatif antioksidan aktivite

"Negatif kontrol: Linoleik asit ve B-karoten emiilsiyonu
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Kefir ve bozanin B-karoten renk giderme aktiviteleri sirasiyla 0,95 ve 0,93 olup
inkiibasyon isleminin 60. dakikasinda pozitif kontrol BHA’ya esdeger olarak
bulunmustur. Aktivitelerin 120. dakikada yapilan kontrollerde biraz dustiigu (sirasiyla,

0,86 ve 0,85) gozlemlenmistir.

6.3 Metal Selatlama Aktivitesi

Metal selatlama aktivitesi tayini icin sekil 6.2’ deki grafik incelendiginde boza ile kefir
ekstrelerinin aktivite degerlerinin kuvvetli bir selat olusturucu oldugu bilinen EDTA’ya

gore daha diislik oldugu gézlenmistir.
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Sekil 6.2 Kefir, boza ve EDTA’nin metal selatlama aktiviteleri

6.4 Toplam Antioksidan Aktivite Tayini

Antioksidan aktiviteyi degerlendirmek icin bircok farkli yontem gelistirilmistir. Bu
calismada kefir ve boza orneklerinin toplam antioksidan aktiviteleri linoleik asit
emilsiyonunda tiyosiyanat metodu ile tayin edildi. Lipid oksidasyonunun ilk
asamalarindaki peroksit miktari, 3 glinlik dénem boyunca her 24 saatde bir 6lculdi.
Kefir ve boza ekstrelerinin linoleik asit peroksidasyonuna etkileri sekil 6.3’de
gosterilmistir. Kefir ve bozanin antioksidatif etkileri standart antioksidanlar ile
karsilastirildiginda kefir, dusik konsantrasyonda (20 pg/mL) en vyiksek toplam
antioksidan aktiviteyi gostermistir. Kefirin aktivitesi a-tokoferol, Troloks ve
epikatesinden daha yilksektir. Ayni konsantrasyonda bozanin aktivitesi ise Troloksa esit
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olup epikatesin aktivitesinden daha yiksek olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglara
gore kefir ve boza dislik konsantrasyonlarda yliksek antioksidan etkiye sahiptir. 20
pug/mL konsantrasyon icin bulunan degerler kefir, a-tokoferol, Troloks, boza ve
epikatesin icin siraslyla %18,17, %16,60, %12,97, %12,17
ve %5,48'dir.
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Sekil 6.3 Kefir ve bozanin toplam antioksidan aktiviteleri

6.5 DPPH Radikali Stipiirme Aktivitesi

DPPH radikali stiplirme aktivitesi tayininde kefir ve boza ornekleri ile standart
antioksidanlarin %inhibisyon sonuglari sekil 6.4 "de gosterilmistir. 30 dakika inkiibasyon
islemi sonucunda kefir ve boza 6rneklerinin DPPH radikali siplirme aktiviteleri standart
antioksidanlarla karsilagtiriimistir. 100 pg/ml konsantrasyonda boza ve kefirin DPPH
radikali tutucu etkisi sirasiyla %10,67 ve %10,95 olarak bulunmustur. Ayni
konsantrasyonda BHT’nin etkisi ise %46,24’dir. Elde edilen sonuglara gore boza ve kefir
ylksek konsantrasyonlarda ilimh DPPH radikali tutucu etkiye sahiptir. Buna goére kefir
ve boza ornekleri icin, serbest radikalleri stptrici yetenege sahip olduklarini ve
BHT’'ye gore daha zayif serbest radical tutucu olduklarini ifade edebiliriz. Ayrica kefir
ve bozanin antioksidan diyetlerinin, hiicresel DNA, lipid ve proteinlerin serbest

radikallerin yol actigi hasara karsi korunmasinda 6nemli olabilecegini diistinebiliriz.
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Sekil 6.4 Kefir ve Boza 6rneklerinin DPPH radikalini sliplirme aktivitesi

6.6 ABTS Radikal Siipiirme Aktivitesi

ABTS radikali sliplirme aktivitesi tayininde kefir ve boza Ornekleri ile standart

antioksidanlarin %inhibisyon sonuglari sekil 6.5’de gosterilmistir.
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Sekil 6.5 Ekstrelerin ABTS radikali stiplirme aktiviteleri
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Hesaplanan % inhibisiyon sonuglarina gore, kefir ve boza érneklerinin ABTS radikali
sipirme  aktiviteleri  standart  antioksidanlarla  karsilastinldiginda  disuk
konsantrasyonda a-tokoferole yakindir. 20 pg/ml konsantrasyonda boza, kefir ve a-
tokoferol icin bulunan sonuglar sirasiyla %2,42, %2,4 ve %5,62’dir. Boza ve kefir distk

konsantrasyonlarda antioksidatif etki gdstermistir.

6.7 DMPD Radikali Slipiirme Aktivitesi

Kefir, boza ve standart antioksidanlarin 20 mg/mL konsantrasyonda incelenen DMPD
radikali slipirme aktivitesi sekil 6.6’da gosterilmistir. Elde edilen sonuclara gore
bozanin DMPD radikali yakalama aktivitesi a-tokoferol aktivitesine esittir. Kefir 6érnegi

ise a-tokoferol ve bozadan daha ylksek aktivite gostermistir.
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Sekil 6.6 Kefir, boza ve standartlarin 20 pug/ml konsantrasyonda DMPD radikali
sliplrme aktiviteleri

6.8 Siiperoksit Radikali Stiipiirme Aktivitesi

Kefir, boza, BHA, Troloks ve Epikatesin icin siperoksit radikali siplrme aktiviteleri sekil
6.7’'de gosterilmistir. Elde edilen sonuglara goére bozanin aktivitesi kefirden daha
yuksektir. Ancak, boza ve kefirin sahip oldugu aktivitenin, standart antioksidanlarin

aktivitelerinden daha dislik seviyede oldugu gorilmustr.
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Sekil 6.7 100 ug/mL konsantrasyonda boza, kefir, ve standartlarin stiperoksit radikali
siplrme aktiviteleri

6.9 Nitrik Oksit Radikali Stiplirme Aktivitesi

Kefir, boza ve standart antioksidanlarin nitrik oksit radikali siplirme aktivitesi sekil
6.8’'de gosterilmistir. Sodyum prussiyatin PBS ¢Ozeltisi icinde ayristigl ve sonra NO
(nitrik oksit) olusturdugu bilinmektedir. NO, aerobik kosullar altinda, Griess reaktifi ile
tespit edilebilen, nitrat ve nitrit olusturmak lzere oksijen ile reaksiyona girer. Boza ve
kefir icin agiga ¢ikan nitrit seviyeleri 100 png/mL konsantrasyonda sirasiyla 68,22mM ve
48mM’dir. Ayni konsantrasyonda troloks ve epikatesin icin bulunan degerler ise

siraslyla 72mM ve 69,22mM’dir. Buna gore boza ylksek aktivite gdstermistir.
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aktiviteleri
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BOLUM 7

SONUC VE ONERILER

Probiyotikler, cogunlukla bakterilerden olusan canli mikroorganizmalar olup, saghkh
kisilerin glinliik kullanabilecegi ve cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanim olanagi olan

besinlerdir.

Probiyotik gidalarin besleyici degeri yaninda sindirebilirliginin yiksek olusu, icerdigi
mikroorganizmalar, mineraller ve vitaminler ile sagliga olumlu etkileri oldukca fazladir.
Ayrica dogal bagirsak florasinin korunmasina yardimci olan bu gidalar pek c¢ok

kaynakda uzun yasam ile iliskilendirilmektedir.

Ginlmuzde kullanimi oldukga yayginlasan bu besin grubu tiiketicinin glinlik diyetinde

yer almaya baslamistir.

Probiyotik gidalarin mikrobiyal florasini ve saglik tzerine olumlu etkilerini inceleyen
bircok calisma olmasina ragmen antioksidatif 6zelliklerini degerlendiren galismalar
olduk¢a azdir. Antioksidan aktiviteye sahip olan maddelerin, metabolizmada oldukga
zararh olan ve DNA ve hiicre gibi biyolojik yapilarda oksidatif hasarlar olusturan serbest

radikallerin olumsuz etkilerini minimuma indirdigi bilinmektedir.

Bu calismada probiyotik gidalar grubuna giren kefir ve bozanin antioksidan aktiviteleri

arastiriimis ve elde edilen sonuglar degerlendirilmistir.

Calismada kefir ve boza orneklerinin antioksidan aktiviteleri, indirgeme glicli, B-
karoten renk giderme aktivitesi, metal selatlama kapasitesi, toplam antioksidan aktivite
tayini, DPPH" radikali, ABTS"" radikali, stiperoksit radikali, DMPD"*radikali ve NO radikali
sliplirme aktiviteleri gibi yontemlerle incelenmistir ve sonuglar bazi standart
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antioksidanlarla (BHA, BHT, askorbik asit, troloks, a-tokoferol ve epikatesin)

karsilastiriimistir.

Kefir ve bozanin indirgeme glicli tayininde bozanin indirgeme gilici kapasitesi ¢alisilan
tim konsantrasyonlarda kefire oranla daha fazla bulunmustur. Ayni zamanda bozanin
20 ug/mL konsantrasyondaki indrgeme giici kapasitesi (0,27) standart antioksidan
olarak baz alinan BHT’den (0,22) yuksek, 100 pg/mL konsantrasyonda (0,44) ise
Troloksa (0,44) esittir.

Taskin’in [74] bazi fermente sit UGrinlerinin antioksidan aktivitelerinin inceledigi
calismada, farkli kefir 6rneklerinde saptadigi indirgeme glicli kapasiteleri (0,055-0,155)
bu ¢alismada 100 ug/mL konsantrasyonda bulunan degerlerden (0,24) daha dusukddr.

Liu vd. [75] yaptiklari ¢alismada ise kefirin (2mL/mg) indirgeme glici kapasitesi icin
saptadiklari deger (0,76) bizim ¢alismamizda 100 pg/mL konsantrasyon igin bulunan
degerden (0,24) daha ylksektir.

Kefir ve boza icin yapilan B-Karoten renk giderme aktivite tayininde aktiviteleri
degerleri sirasiyla 0,95 ve 0,93 olarak saptanmistir. Bu degerler pozitif kontrol BHA’ya
esdeger olarak bulunmustur. Saptanan bu degerlerin standart antioksidan olarak baz
alinan BHA'ya esdeger olmasi kefir ve bozanin oldukga iyi antioksidatif etkilere sahip

oldugunu goéstermektedir.

Metal selatlama aktivitesi tayininde boza ile kefir ekstrelerinin aktivite degerlerinin
kuvvetli bir selat olusturucu oldugu bilinen EDTA’ya gobre c¢alisilan tim

konsantrasyonlarda daha duisiik oldugu gézlenmistir.

Taskin’in [74] bazi fermente st Urlnlerinin antioksidan aktivitelerini inceledigi
calismada, farkli kefir oOrneklerinde (1 mL ekstrakt) saptadigi metal selatlama
kapasiteleri  (%17,64-66,89) bu calismada 100 pug/mL konsantrasyonda bulunan
degerlerden (%6,2) daha yuksektir.

Farvin vd.’nin [76] yogurt ve peptidlerinin antioksidan aktiviteleri ile ilgili yaptiklari
calismada, yogurdun metal selatlama aktivitesi igin bulduklari degerin (%7,77) bu
calismada kefir i¢in bulunan degerle (%6,2) oldukga yakin oldugu oldugu gorilmustar.

Bu sonuclara dayanilarak kefir ve yogurdun metal selatlama aktivitesi acgisindan
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birbirine yakin antioksidatif etkiler sergileyecegi disinuUlmustir. Bozanin ise metal

selatlama aktivitesi (%3,89) her iki gidadan da daha disik seviyededir.

Kefir ve bozanin toplam antioksidan aktiviteleri standart antioksidanlar ile
karsilastirildiginda kefir, disik konsantrasyonda (20 pg/mL) en vyuksek toplam
antioksidan aktiviteyi (%18,17) goOstermistir. Kefirin aktivitesi a-tokoferol (%16,6),
Troloks (%12,97) ve epikatesinden (%5,48) daha yiksektir. Ayni konsantrasyonda
bozanin aktivitesi (%12,17) ise Troloksa (%12,97) esit olup epikatesin aktivitesinden
daha yiksek bulunmustur. Elde edilen sonucglara gore kefir ve boza dislk

konsantrasyonlarda ylksek antioksidan etkiye sahiptir.

Kefir ve boza 6érneklerinin DPPH radikali stiplirme aktiviteleri standart antioksidanlarla
karsilastiriimistir. Boza ve kefirin 100 pg/mL konsantrasyonda DPPH radikali stipirme
etkisi sirasiyla %10,67 ve %10,95 olarak bulunmustur. Ayni konsantrasyonda BHT'nin
etkisi ise %46,24’dir. Bu sonuclar dogrultusunda boza ve kefir vyiksek
konsantrasyonlarda ilimh DPPH radikali tutucu etkiye sahip oldugu saptanmistir. Yani
kefir ve boza drnekleri icin, serbest radikalleri sipiricl yetenege sahip olduklarini ve

BHT'ye gore daha zayif serbest radical tutucu olduklarini ifade edebiliriz.

Taskin’in [74] calismasinda kefirin DPPH radikali stiplirme aktivitesi icin saptadigiI deger
(%58,35) bizim ¢alismamizda saptanan degerden daha yiksek oldugu (%10,95)
gorilmektedir. Farvin vd. [66] ise yogurt icin yaptiklari DPPH radikali stiplirme aktivitesi
tayininde saptadig %94,47 degeriyle yogurdun kefire gore oldukca yiiksek aktiviteye

sahip oldugunu ortaya koymustur.

Li vd. [77] ise anne sitlnin antioksidan kapasitesi tayini icin yaptiklari calismada, elde
ettikleri anne st DPPH radikali slpirme aktivitesinin (%45,3) bizim ¢alisma

materyellerimizden daha yliksek seviyede olduklarini ifade edebiliriz.

Kefir ve boza orneklerinin ABTS radikali stipirme aktiviteleri standart antioksidanlarla
karsilastirildiginda (sirasiyla %2,4, %2,42) disik konsantrasyonda a-tokoferole (%5,62)

yakindir. Boza ve kefir distk konsantrasyonlarda antioksidatif etki gostermistir.

Kefir ve bozanin 20 mg/mL konsantrasyonda incelenen DMPD radikali stiplirme

aktiviteleri sirasiyla %16,38 ve %12,94 olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore
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bozanin DMPD radikali yakalama aktivitesi (%12,94) a-tokoferol aktivitesine (%13,81)
esittir. Kefir ornegi ise (%16,38) a-tokoferol (%13,81) ve bozadan (%12,94) daha yliksek

aktivite gostermistir.

Calismamizda kefir ve bozanin, 100ug/mL konsantrasyonda stperoksit radikali
sliplirme aktiviteleri sirasiyla %5,98 ve %15,24 olarak saptanmistir. Bu sonuclara gore
bozanin aktivitesinin kefirden daha yiiksek oldugunu ifade edebiliriz. Ancak, boza ve
kefirin sahip oldugu aktivitenin, standart antioksidan olarak baz alinan BHA (%23,53),
Troloks (%36,26) ve Epikatesinin (%30,93) aktivitelerinden daha diisiik seviyede oldugu

gorulmustir.

Zhao vd.’nin [78] 34 adet farkli bira icin yaptiklari antioksidan aktivite arastirmasinda
bazi biralarin sliperoksit radikali stipirme aktiviteleri %15,71, %15,79, %19,74 olarak
bulunmustur. Elde edilen bu degerlerle bizim ¢alismamizda boza icin saptanan deger
(%15,24) birbirine oldukca yakindir. Bu sonuclara bakilarak boza ile biranin esdeger

antioksidan aktiviteye sahip oldugunu soyleyebiliriz.

Boza ve kefir i¢in yapilan NO radikali slpirme aktivitesi tayininde, 100 ug/mL
konsantrasyonda aciga cikan nitrit seviyeleri sirasiyla 68,22mM ve 48mM’dir. Ayni
konsantrasyonda troloks ve epikatesin icin bulunan degerler ise sirasiyla 72mM ve
69,22mM’dir. Bu sonuglara gore bozanin hem kefirden hemde standart

antioksidanlardan daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir.

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglara gore kefir ve boza genel olarak oldukga iyi
antioksidan aktiviteler sergilemistir. in vitro olarak elde edilen bu sonuglarin in vivo
calismalarla da desteklenerek, kefir ve bozanin sahip olduklar antioksidan

aktiviteleriyle saglik Gzerine olumlu etkileri agiga kavusturulmus olacaktir.
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