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OZET

Lactobacillus sanfranciscensis Ureme Kosullarinin Optimizasyonu ve
Eksi Hamur Ekmegi Uretiminde Starter Kiiltiir Olarak Kullanim

Doner, Filiz

Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Boliimii
Tez Danismani: Prof. Dr. Mehmet Yekta Goksungur
Ikinci Danismani: Dog. Dr. Mustata TURKER
Aralik 2017, 72 sayfa

Son yillarda, eski bir ekmek iiretim metodu olan eksi hamur ekmegine
yonelik talep artmistir. Lactobacillus sanfranciscensis, eksi hamurun
mikroflorasinda  bulunan en Onemli bakteridir. Bu c¢alismada, L.
sanfranciscensis’in gelismesi tizerine etkili besi ortami1 bilesenleri Plackett
Burman (PB) deneysel tasarim yontemi ile belirlenmis ve maltoz, hidrolize soya
ortami1 ve maya ekstraktinin L. sanfranciscensis’in gelismesinde etkili oldugu
tespit edilmistir. Cevap Yiizey Yontemi kullanilarak maltoz konsantrasyonu %
1.86 w/v, maya ekstrakti konsantrasyonu % 2.39 w/v ve hidrolize soya ortami1 %
0.68 w/v optimum seviyeler olarak belirlenmistir. Optimum besi ortami
bilesiminde gelistirilen L. sanfranciscensis hiicreleri kullanilarak eksi hamur
tiretilmis ve bu hamur eksi hamur ekmegi tiretiminde Kullanilmistir. Calismanin
son boliimiinde ise eksi hamur ekmeklerine ait kalite Ozellikleri incelenmistir.
Buna gore L. sanfranciscensis kullanilarak iiretilen ekmeklerin kiigiik hacimli ve

pisme kayb1 degerinin ise diisiik oldugu tespit edilmistir.

Anahtar sozciikler: Lactobacillus sanfranciscensis, optimizasyon, Plackett

Burman, Cevap Yiizey Yontemi, starter kiiltiir, eksi hamur ekmegi.






ABSTRACT

Optimization of Growth Conditions of Lactobacillus sanfranciscensis
and Its Use as Starter Culture for Sourdough Bread Production

Doner, Filiz

Msc. in Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet Yekta Goksungur

Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mustafa TURKER
December 2017, 72 pages

In recent years, there has been an increasing demand for sour dough, an old
method of bread production. Lactobacillus sanfranciscensis is the most important
bacteria found in sour dough microflora. In this study, the effect of different
fermentation medium components on the development of L. sanfranciscensis was
determined by Plackett Burman (PB) experimental design. Maltose, Tryptic Soy
Broth, and yeast extract were found to be effective in the growth of L.
sanfranciscensis. Response Surface Method (RSM) was used to optimize the
medium components required for the growth of L. sanfranciscensis. Optimum
fermentation medium was found to contain 1.86 % (w/v) maltose, 2.39 % (w/v)
yeast extract and 0.68 % (w/v) Tryptic Soy Broth. Sour dough was produced using
L. sanfranciscensis developed under optimum nutrient conditions and this dough
was used in the production of sour dough bread. In the last part of the study, quality
characteristics of sour dough breads were examined. The bread produced with L.

sanfranciscensis has a small volume and the cooking loss value was low.

Keywords: Lactobacillus sanfranciscensis, optimization, Plackett Burman,

Response Surface Methodology, starter culture, sour dough bread.
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1. GIRIS

Ekmek, diinyada en c¢ok tiiketilen gida maddelerindendir. Igerdigi
karbonhidrat, protein, diyet lifi ve ¢esitli vitaminler ile dnemli bir besin kaynagi
olmasinin yani sira; diger gidalara gére ucuz ve doyurucu olmasi sebebiyle tercih
edilmektedir. Son yillarda, tiiketici talebinin koruyucu madde igerigi diisiik, dogal
tiriinler yoniinde oldugu belirlenmistir. Ekmek c¢esitlerinden bir tanesi olan eksi
hamur ekmegi, glinlimiizde fazla talep edilen ekmek firiinlerinden birisidir
(Gog¢men, 2001; Hendek-Ertop and Hayta, 2016).

Eksi hamur ekmegi, geleneksel olarak {iiretimi yillardir devam eden
fermente bir gida iiriiniidiir. Ozellikle zengin aromatik &zellikleri ve daha uzun raf
omrii sebebiyle tercih edilmektedir. Ekmegin kalitesini etkileyen pek cok faktor
bulunmaktadir. Eksi hamurun mikroflorasi bunlardan bir tanesidir. Eksi hamur; un
(bugday, piring, ¢avdar gibi) ile sudan meydana gelen hamurda, laktik asit
bakterileri (LAB) ve mayalarin metabolik aktivitesi sonucu olusan bir iiriin olarak
tanimlanmaktadir (De Vuyst and Neysens, 2005; Ercolini et al., 2013). Eksi
hamur ekmegi tretiminde, fermentasyon islemi boyunca meydana gelen
bilesenler, ekmegin besin degerini arttirmaktadir. Ayrica, iyi bir fermentasyon
islemi yiiksek hacimli, aromatik acidan zengin, homojen ve tercih edilebilirligi
yiiksek ekmek i¢ yapisi meydana gelmesine ve raf dmriinlin uzatilmasina katki
sagladigindan 6nem arz etmektedir (Gobbetti et al., 2016).

Eksi hamurun fermentasyonu igin ¢esitli yontemler tercih edilmektedir.
Geleneksel yontemde, hamurun kendi dogal mikroflorasiyla spontan
fermentasyon gergeklestirilmektedir. Ancak bu yontemde, fermentasyon isleminin
kontrolsiiz gerceklesmesi sebebiyle, standart {iriin eldesinde problem yasanmakta,
triinlin dokusal ve yapisal Ozelliklerinde kusurlar meydana gelebilmektedir.
Karsilagilan bu problemler sebebiyle, arastirmacilar laktik asit bakterilerinin
starter kiiltlir olarak kullanimini incelemislerdir. Laktik asit bakterilerinin starter
kiiltir olarak kullanimi istenilen kalite ve miktarda lriin elde edilmesine,
fermentasyon igleminin kontrollii gerceklesmesine, ekmegin i¢ yapisinin
iyilesmesine ve zengin aromatik yapmnin gelismesine katki saglamaktadir
(Paramithiotis et al., 2005; Decock and Cappelle, 2005; Leroy and De Vuyst,
2004).

Eksi hamur fermentasyonunda pek ¢ok mikroorganizma beraber gorev
almaktadir ve hakim mikroflorada mayalar ve laktik asit bakterileri (LAB) baskin



olarak bulunmaktadir. Hamurun yapisinda 50’den fazla laktik asit bakterisi susu
ve 20’den fazla maya susu bulunmaktadir. LAB’lerinden en ¢ok Lactobacillus,
mayalardan ise en ¢ok Saccharomyces ve Candida suslari bulunmaktadir
(Rehman, 2006; De WVuyst et al., 2014). Laktik asit bakterilerinden
homofermentatif olanlar sekeri fermente ederek laktik asit olustururken;
heterofermentatif LAB’leri laktik asit, CO2, etil alkol, asetik asit, aromatik ve
ucucu bilesikler de tiretmektedir (Go¢men, 2001; Hammes et al., 2005).

L. sanfranciscencis, Lactobacillus sanfransisco olarak da bilinen ve
genellikle ¢cavdar veya bugday unu kullanilarak iiretilen eksi hamurlardan izole
edilen gram pozitif, spor olusturmayan, cubuk seklinde ve mikroaerofilik bir
laktik asit bakterisidir (Weiss and Schillinger, 1984). Bu bakteri eksi hamur
yapisinda bulunan en 6nemli LAB’lardan biridir. (Gobbetti and Corsetti, 1997). 2-
4 pm boyunda ve 0.6-0.8 um capindadir; optimum gelisme sicaklig1 30°C olmakla
beraber 13°C-40°C ortam sicakliginda da gelisebilmektedir (Neubauer et al.,
1994; Kline and Sugihara, 1971).

Bu ¢alisma kapsaminda L. sanfranciscensis’in gelisimi igin 6nemli olan besi
ortam1 bilesenleri Plackett-Burman Deneysel Tasarim metodu ile belirlenmis ve
onemli olarak bulunan besi ortami bilesenlerine (maltoz miktari, hidrolize soya
ortam1 miktar1 (Tryptic Soy Broth), maya ekstrakti miktari) ait optimum seviyeler
Cevap Yiizey Yontemi kullanilarak belirlenmistir. Belirlenen optimum kosullarda
L. sanfranciscensis’in gelisme kinetigi incelenmistir. Calismanin ikinci
boliimiinde ise L. sanfranciscensis starter kiiltiir olarak kullanilarak eksi hamur
ekmegi iretilmis ve ekmeklere ait kalite ozellikleri incelenmistir. Calisma
sonucunda elde edilen verilerin, L. sanfrancisensis’in starter kiiltiir olarak

kullanilacag diger ¢alismalara yol gostermesi hedeflenmektedir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Eksi Hamurun Tarihcesi ve Onemi

Ekmek, giinliik enerji ihtiyacinin 6nemli bir kismini1 saglamasi ve temel
besin maddesi olmasi sebebiyle gida tiiketiminin Onemli bir kismim
olusturmaktadir. Ozellikle endiistriyel ekmek iiretimi sirasinda  duyusal
Ozelliklerin kaybolmasi, mikrobiyolojik bozulmalar, bayatlama gibi problemler
sonucu tiiketici tercihleri eksi hamur ekmegine yonelmistir. Eksi hamur, un
(bugday, piring, ¢avdar gibi) ile sudan meydana gelen hamurda, laktik asit
bakterileri (LAB) ve mayalarin metabolik aktivitesi sonucu olusan bir iiriin olarak
tamimlanmaktadir (De Vuyst and Neysens, 2005; Ercolini et al., 2013, Mentes et
al., 2004).

Yillik 3 milyon tondan fazla iiretilen eksi hamurun 5000 yili agskin bir
tarihi vardir. Eksi hamur ekmeginin iiretimi ve tliketimine dair ilk belgeler
milattan once 2000’11 yillara dayanmaktadir. Misirlilar, un ve su karisiminin bir
stire bekledikten sonra fermente oldugunu, hamur hacminin arttigin1 ve pistikten
sonra ekmeklerin daha yumusak bir yapiya sahip oldugunu kesfetmislerdir. Antik
Yunan’da ise ekmek sadece zengin ailelerin evlerinde tiiketilen 6nemli bir gida
maddesi olarak deger gormiis, dini torenlerde de ekmege yer verildigi ifade
edilmistir. Eksi hamurun kullanimi ise milattan 6nce 800’1 yillarda Misirlilardan
ogrenilmistir. Bagka bir rivayate gére M.O. 168 yilinda Roma’da eksi hamur
kullanilarak ekmek yapma yaygmlasmis ve Roma Imparatorlugu tarafindan
Avrupa’nin diger bolgelerine yayilmistir. (Chavan, and Chavan, 2011; Gobetti
and Ganzle, 2012; Hansen and Schieberle, 2005).

20. ylizyilin baglarinda ekmek mayasinin kesfedilmesi ve yaygin olarak
kullanilmaya baslamasi ile eksi hamur kullanimi azalmistir. Ekmek mayas: ile
ekmek iiretiminin daha hizli gergeklesmesi, daha kontrollii sartlarda {iretim yapma
imkani1 saglamas1 sebebiyle endiistriyel ekmek {iretiminin artmasina yol agmuistir.
Bununla beraber 20.yy. basina kadar ekmek mayasindan ucuz olmasi sebebiyle
hamuru kabartmak amaciyla eksi hamur kullanmaya devam edilmistir. 1910
yilinda ise ilk ticari eksi hamur starterleri gelistirilmistir (Carnevali et al., 2007,
Yagmur, 2013).



Eksi hamura o6zellikle ¢cavdar ekmegi {iretilirken ihtiyag duyulmustur.
Cavdar ekmeginde pisirme islemi sirasinda amilaz enzimi inhibe olmaktadir ve bu
durumun 6nlenmesi amaciyla hamur asitlendiricileri kullanilmistir. Ancak hamur
asitlendiricilerinin ekmekte istenilen aromay1 saglayamamasi sebebiyle 1970’lerin
basinda titrasyon asitligi yiiksek fermente edilmis ve kurutulmus eksi hamurlar
iiretilmistir (Carnevali et al., 2007; Yagmur, 2013).

Geleneksel iirlinlere olan talebin artmasi sebebiyle eksi hamur ekmegine
olan talep de artis gostermistir. Eksi hamurdan elde edilen ekmek, aromatik
acidan zengin olmasi, yas maya ekmegine gore uzun Omiirli olmasi sebebiyle
tercih edilmektedir. Ayrica eksi hamur fermentasyonun ekmek yapisini gelistirici
etkisi oldugu ifade edilmistir. Giliniimiizde, eksi hamur, sadece kaliteli ekmek
eldesi i¢in degil, ayn1 zamanda cesitli hastaliklara sahip insanlarin tliketimine
uygun ekmek iiretimi i¢in alternatif bir secenek olusturmaktadir. Ayrica daha
saglikli ekmek tiiketmek isteyen bireylerin tercih ettigi bir ekmek ¢esidi olmustur.
Eksi hamurda LAB ve mayalar tarafindan gergeklestirilen fermentasyon
sonucunda meydana gelen potansiyel mekanizmalarin, ekmegin besin kalitesinin
arttigr ifade edilmistir (Poutanen et al., 2009). Bu sayede, fenolik, sterol ve
vitaminlerin kullanabilirligi artmis, minerallerin biyoyararlanilimi gelistirilmis,
diyet liflerin ¢oziinebilirligi iyilestirilmis, nisastanin sindirilebilirligi azaltilmistir.
Ozellikle cesitli modifikasyonlarla, eksi hamurun {iriinde bulunan biyoaktif
bilesenlerin miktarim1 arttirdigi, g¢esitli ekmek tiirlerinde, tam tahillarin
fermentasyon sirasinda meydana getirdigi problemleri azaltarak yiiksek lif
icerigine sahip ekmek eldesine katkida bulundugu, nisastanin kullanilabilirligi
iizerine etkisi oldugunu belirtmislerdir. Eksi hamur {iizerine yapilan giincel
calismalarda, ¢Olyak hastalar1 tarafindan tiiketilebilecek glutensiz eksi hamur
ekmeklerinin gelistirilmesine yonelik ¢aligmalarin da yer aldigi goriilmektedir
(Gobetti et al., 2007; Moore et al., 2007; Moroni et al. 2009; Poutanen et al.,
2009; Di Cagno et al., 2010; Galle et al., 2012; Novotni et al., 2012).

Ekmek yapiminda kullanilan unun yapisinda bulunan demir, potasyum,
magnezyum, ¢inko gibi mineralleri igerdigi i¢in besin degeri yiiksektir. Unun
yapisinda bulunan bir diger bilesik ise fitik asittir ve mineraller ile kompleks
olusturma o&zelligine sahiptir. Fitik asit selatdr gorevi goérmekte, minerallerin
absorpsiyonunu engellemekte ve biyoerisilebilirligini digiirmektedir. Ganzle ve
De Vuyst (2004) fermentasyonu sirasinda gergeklesen fitat yikimi ile bu
minerallerin ulasilabilirliginin arttigin1 ve yikimin undaki enzimler ve mikrobiyal

enzimler yoluyla gerceklestigini  bildirmisleridir.  Fitat degredasyonunu



gergeklestiren enzim fitaz enzimidir. Fitaz enziminin aktivitesi sirasinda inositol
olusmaktadir. Inositolun insan sagligi iizerine olumlu etkileri vardir. Kandaki
kolestrolii diisiirmekte ve yag metabolimasi lizerine pozitif etkisi bulunmaktadir.
Bu sebepten yliksek miktarda fitaz enzimi iceren gidalar, besin degerinin yiiksek
olmast ve saglik iizerine olumlu etkileri olmasi1 sebebiyle tercih edilmektedir
(Ganzle and De Vuyst, 2004; De Luca, 2009; Yazar and Tavman, 2012).

2.2 Eksi Hamur Uretim Teknolojileri

Eksi hamur ekmegi iiretimi antik ¢aglardan gilinlimiize kadar uygulanan
biyoteknolojik bir prosestir ve TUretim metodu iilkelere gore farklilik
gostermektedir. Eksi hamur, tiretim teknolojisine gore tip 1, tip 2 ve tip 3 olmak
tizere 3 farkli grupta siniflandirilmistir.



2.2.1. Tip 1

Geleneksel yontemle iiretilen ve hamurun her giin tazelenmesiyle
mikroorganizmalarin aktif tutuldugu eksi hamur iiretim metodudur. Bu yontemde,
ekmek mayasi ilave edilmeden hamurun kabarmasi saglanmaktadir. Tip 1 grubuna
ait eksi hamurlar hazirlanirken hamur, fermentasyon islemi boyunca (3-48 saat)
yaklagik olarak 3 kere un ve su ile tazelenmektedir ve fermentasyon oda
kosullarinda gergeklesmektedir (20°C-30°C) (Corsetti and Settanmi, 2007; Yazar
and Tavman, 2012).

Tiim tazeleme agamalarinda fermentasyon siiresi ve ortam sicakligi 6nemli
parametreler olup hamurun yapisini etkilemektedir. Fermentasyon sonunda eksi
hamurun pH degeri 4’tiir olarak belirlenmistir. Bugday ve/veya ¢avdar unu ile
yapilan eksi hamurlarin  mikroflorasinda baskin olarak bulunan tiirler;
Lactobacillus sanfranciscensis, Lactobacillus pontis, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus fructivorans, Candida milleri, Candida
holmii, Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces exiguus olarak belirlenmistir
(Corsetti and Settanmi, 2007; Yazar and Tavman, 2012).

Tip 1 eksi hamur ekmegi de kendi igerisinde 3 gruba ayrilmaktadir. Saf
kiiltirden elde edilen eksi hamur tip 1la, kanigik kiiltiirlerden spontan
fermentasyonla ¢oklu basamaklar sonunda firetilen eksi hamur tip 1b, tropikal
bolgelere yiiksek sicaklikta fermente edilen eksi hamurlar tip lc olarak
isimlendirilmektedir (Corsetti and Settanmi, 2007; Yazar and Tavman, 2012).

2.2.2. Tip 2

Tip 2 eksi hamurda tek fermentasyon (15-20 saat) islemi
gerceklestirilmektedir ve elde edilen hamur uzun siire depolanmaktadir. Tip 2’de
hamur asitligi (pH<3.5) yliksektir ve bu sebeple hamur asitleyici olarak
kullanilmaktadir. Bu hamur tipi genellikle sividir ve endiistriyel olarak
biyoreaktorler kullanilarak 30°C’nin tiizerinde ve uzun siirede iiretilmektedir
(Corsetti and Settanmi, 2007; Yazar and Tavman, 2012).



Tip 2 eksi hamur iiretim prosesi ile fermentasyon siiresinin kisaltilmasi
kontrol edilebilir ve biiyiik ¢aplarda eksi hamur {iretimi yapmak miimkiindiir. Bu
tip eksi hamurun mikroflorasinda Lactobacillus panis, Lactobacillus reuteri,
Lactobacillus johnsonii ve Lactobacillus pontis gibi diisiik ortam pH’larinda
yasayabilen Lactobacillus tiirleri baskin olarak bulunmaktadir. Hamurun
kabarmasi ise undan gelen mayalar ve sonradan ilave edilen ekmek mayasi ile
saglanmaktadir (Corsetti and Settanmi, 2007; Yazar and Tavman, 2012).

2.2.3. Tip 3

Tip 2 eksi hamurlarinin hazirlandiktan sonra kurutulmasi ile Tip 3 eksi
hamur elde edilmektedir. Genellikle endiistriyel tiretimlerde tip 3 eksi hamur
tercih edilmektedir ve hamurun kurutulmasi amaciyla piiskiirtmeli kurutucular
veya tamburlu kurutucular tercih edilerek, hamur toz haline getirilmektedir. Tip 3
eksi hamurun mikroflorasinda genellikle kurutma islemine dayanikli olan
Lactobacillus brevis, fakiiltatif heterofermentatif Pediococcus pentosaceus ve
Lactobacillus plantarum tiirleri bulunmaktadir (Corsetti and Settanmi, 2007;
Yazar and Tavman, 2012).

2.3. San Francisco Ekmegi

San Francisco ekmegi meshur San Francisco eksi hamuru kullanilarak
yapilan bir ekmek ¢esididir ve eksi hamurunun mikroflorasinda baskin olarak L.
sanfranciscensis bulunmaktadir. 130 yildan fazladir iiretilen bu ekmek geleneksel
yontemle (Tip 1) liretilmekte olup hamur un ve su ile siirekli beslenmektedir.
Ayrica uzun fermentasyon siiresi ve diisiik sicaklik gibi uygulamalar ile hamurun
asetik asit konsantrasyonu arttirilmaktadir (Yazar and Tavman, 2012).

L. sanfranciscensis igeren eksi hamurdan yapilan ekmeklerin, eksi hamur
ekmekleri arasinda, en fazla aromatik tada sahip ekmek g¢esidinden biri oldugu
belirtilmistir (Gobbetti and Corsetti, 1997). Rothe and Ruttloff (1983) ve
Martinez-Anaya (1996) tarafindan yapilan caligmalarda, aroma bilesenlerinin,

pisirme islemi sirasinda enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonlari, yag



asitlerinin oksidasyonu ve mikrobiyal metabolizma sonucu olusan bilesenlerden
meydana geldigini ifade etmislerdir. Hamurda bulunan ugucu bilesenlerin
konsantrasyonun eksi hamur mikroflorasindan etkilendigi, L. sanfranciscensis
suslartyla hazirlanan hamurlarin, diger LAB ile hazirlanan hamurlarla benzer
karakteristik ugucu bilesenlere sahip oldugunu ifade etmislerdir. Ana bilesenler
olarak alkoller (etil alkol, 2-metil-1- pentanol, 1-heptanol ve 1 oktanol), aldehitler
(3 metil-1-biitanal, heptanal, trans-2-heptanal, oktanal, ve nonanal) asetik asit, ve
diisiik miktarda etil asetat olusmaktadir (Gobbetti and Corsetti, 1997).

2.4. Eksi Hamurun Mikroflorasi

Eksi hamur fermentasyonunda pek c¢ok mikroorganizma beraber gorev
almaktadir ve hakim mikroflorada mayalar ve laktik asit bakterileri (LAB) baskin
olarak bulunmaktadir. Hamurun yapisinda 50°den fazla laktik asit bakterisi susu
ve 20’den fazla maya susu bulunmaktadir. Mayalar hamurun kabarmasindan
sorumluyken, heterofermentatif LAB’leri hem hamurun kabarmasini saglamakta
hem de hamurun asitlenmesini saglamaktadir. LAB’lerinden en ¢ok Lactobacillus
(Cizelge 2.1), mayalardan ise en ¢ok Saccharomyces ve Candida suslari
bulunmaktadir (Rehman, 2006; Arendt et al., 2007; De Vuyst et al., 2014). Laktik
asit bakterilerinden homofermentatif olanlar sekeri fermente ederek laktik asit
olustururken; heterofermentatif LAB’leri laktik asit, COp, etil alkol, asetik asit,
aromatik ve ugucu bilesikler de tiretmektedir (Gogmen, 2001; Hammes et al.,
2005; Yagmur, 2013).

Eksi hamura ait mikroflorada LAB’larin baskin oldugu ve LAB’larin
mayalara oran1 100:1 oldugu bilinmektedir. Eksi hamurdaki hakim florada maya
ve LAB baskin olmasindan yola ¢ikilarak fermentasyonu kontrol etmek amaciyla
saf LAB’lerinden olusan starter kiiltiir kullanimina yonelik ¢alismalarin sayisinda
son yillarda artis oldugu goriilmektedir (Corsetti and Settanni, 2007).

Eksi hamurun mikroflorasinin karakterizasyonun gerceklestirilebilmesi i¢in
cok sayida koloni secilmesi, saflastirilmasi, fenotipik ve genotipik
tanimlamalarinin yapilmas1 gerekmektedir. Ozellikle LAB’lar1 benzer o6zellik
gosterdigi icin tanimla yapilabilmesi i¢in klasik yontemler yetersiz kalmaktadir bu
sebeple molekiiler teknikler tercih edilmektedir. 16s ribozomal DNA (rDNA)
sekanslamasi, RAPD (randomly amplfied polymorphic DNA) analizler ve diger
PZR temelli teknikler yardimiyla taksonomik arastirmalar yapilmaktadir (De
Vuyst et al., 2002 ; Yagmur, 2013).



Gobbetti (1998), L. sanfranciscensis ve L. plantarum ‘un italyan eksi
hamurlarinda baskin oldugunu belirtmistir. Durum bugdayindan yapilan eksi
hamurlarda ise Lactobacillus plantarium vyerini Lactobacillus alimentarius’a
birakmistir ve bu bakteri undaki tiim ¢6ziiniir karbonhidratlar1 (maltoz, fruktoz,
glukoz, sakkaroz) kullanabilme yetenegine sahiptir (Gobetti, 1998).

Saccharomyces exiguus baskin starterlerden olup heterofermentatif
LAB’leri tarafindan tretilen glukozu kullanmaktadir ve LAB’larin gelisimde ve

asetik asit liretiminde kullanmasi i¢in elektron kaynagi ve fruktozu iiretmektedir.

Eksi hamurun floras1 {izerine hamurun kimyasal ve mikrobiyolojik
ozellikleri, fermentasyon sicakligi, hamur verimi, kullanilan starter miktar: ve
kompozisyonu, besleme asamalarinin sayisi ve fermentasyon siiresi gibi
faktorlerin etkisi bulunmaktadir. Bu faktorler eksi hamurun florasinda bulunan
mikroorganizma sayisi, tlirinii ve mikroorganizmalar aras1 etkilesimi
etkilemektedir. Eksi hamurun florasindaki mayalar ve Lactobacillus’lar arasinda
antagonistik ve sinertistik iliskiler bulunmaktadir. L. sanfranciscensis ile maltoz
negatif mayalar (Saccharomyces exiguus, Candida humilis) arasindaki iliski
asagida bahsedildigi gibidir (Gobbetti and Corsetti, 1997).

L. sanfranciscensis enerji kaynagi olarak maltozu tercih etmektedir ve
maltozu metabolize ederek glukoz iiretmektedir. Uretilen glukoz, fermentasyon
ortamdaki diger LAB, mayalar ve maltozun tiikkendigi durumda L.
sanfranciscensis tarafindan metabolik aktivitelerde kullanilmaktadir. Maltoz
negatif Ozellige sahip mayalar tarafindan firetilen amino asitler L.
sanfranciscensis’in gelisimini stimiile etmektedir (Neubauer et al.,1994; Stolz et
al., 1993; Gobbetti and Corsetti, 1997).

Lactobacillus’lar  tarafindan iretilen metabolik iirlinlerin  ortamda
birikmesiyle maltoz negatif mayalarin gelismesi inhibe edildigi i¢in ortamdaki
maltoz negatif sayist Lactobacillus’lardan azdir. Ayrica Lactobacillus’lar ortam
pH’si diisiirerek kendi gelismelerini de inhibe etmektedirler. Baz1 suglar harig
pH 3.8’in altinda gelisememektedir. Ayrica, ortamda glukoz ve fruktozun
tikenmesi ile mayalarin gelisimini sinirlandirmaktadir (Neubauer et al.,1994;
Stolz et al., 1993; Gobbetti and Corsetti, 1997).

Tiirkiye’deki eksi hamur mikroflorasinin belirlenmesine yonelik yapilan

calismada Ankara, Bursa ve Trabzon’dan toplanan 20 adet eksi hamur 6rneginden
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150 adet LAB izole edilmistir. Baskin tiirlerin L. amylophilus, L. sake, L
acetotolerans, L. brevis, L. plantarium ve L. acidophilus oldugu belirlenmistir
(Mentes ve ark., 2004). Bu tiirler farkli arastirmalarda farkli miktarlarda
bulunmustur. En az bulunan tiirlerin ise L. amylovorus ve L. agilis oldugunu
bildirmislerdir (Mentes ve ark., 2004).

Gil ve ark. (2005), Isparta’da 14 farkli firindan topladiklar1 eksi hamur
orneklerini incelemis ve LAB’lerinden L. divergens, L. brevis, L. amylophilus, L.
sake, L acetotolerans, L. plantarium, P. pentosaceus ve P. acidilactici suslarini,
maya olarak S. cerevisiae, S.delbrueckii, T. holmii ve T. unisporus tiirlerini izole

etmislerdir.



Cizelge 2.1. Eksi hamurun mikroflorasinda bulunan mikroorganizmalar (Arendt et

al., 2007).
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Tip la

Tip 1b

Tip 1c

Tip2

Tip 3

Zo

runlu heterofermentatif

Lactobacillus
sanfranciscensis

Lactobacillus brevis

Lactobacillus buchneri

Lactobacillus
fermentum

Lactobacillus
fructivorans

Lactobacillus pontis

Lactobacillus reuteri

Lactobacillus
sanfranciscensis

Weisella cibaria

Lactobacillus
fermentum

Lactobacillus reuteri

Lactobacillus brevis

Lactobacillus
fermentum

Lactobacillus frumenti

Lactobacillus pontis

Lactobacillus panis

Lactobacillus reuteri

Lactobacillus
sanfranciscensis

Weisella confusa

Lactobacillus
brevis

Fakultatif heterofermentatif

Lactobacillus
alimentarius

Lactobacillus casei

Lactobacillus
paralimentarius

Lactobacillus
plantarum

Lactobacillus
plantarum

Pediococcus
pentosaceus

Zorunlu homofermentatif

Lactobacillus
acidophilus

Lactobacillus
delbrueckii

Lactobacillus
farciminis

Lactobacillus
mindensis

Lactobacillus
amylovorus

Lactobacillus
acidophilus

Lactobacillus
delbrueckii

Lactobacillus
amylovorus

Lactobacillus
farciminis
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2.5. Lactobacillus sanfranciscensis

L. sanfranciscensis, cavdar veya bugday unu kullanilarak iiretilen eksi
hamurdan izole edilen bir laktik asit bakterisidir. Martinez et al. (1990), tarafindan
eksi hamur icin en 6nemli mikroorganizmalardan oldugu belirtilmistir. Ilk olarak
Kline and Sugihara (1971) tarafindan San Francisco eksi hamurundan izole
edilmistir. Cizelge 2.2’de L. sanfranciscensis’in izolasyonuna yonelik ¢aligmalar
gosterilmistir (Gobbetti and Corsetti, 1997).

Cizelge 2.2. L. sanfranciscensis’in izolasyon kaynaklari1 (Gobbetti and Corsetti,
1997).

Ulke Izolasyon kaynag

Almanya Cavdar unu eksi hamuru, bugday unu
eksi hamuru

Isvec Ticari olarak tiretilen eksi hamur

Italya Cavdar unu eksi hamuru, bugday unu
eksi hamuru

Isvigre Bugday unu eksi hamuru

Fas Bugday unu eksi hamuru

Danimarka Cavdar unu eksi hamuru
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L. sanfranciscensis gram pozitif, spor olusturmayan, ¢ubuk seklinde bir
bakteridir ve ¢ap1 0.6-0.8 um, boyu 2-4 um’dir (Sekil 2.1). Harcket etme 6zelligi
yoktur ve mikroaerofiliktir. Optimum gelisme sicakligi 30°C olup, 13-40°C’de
sicaklik araliginda gelisebilmektedir (Weiss and Schillinger, 1984) .

Sekil 2.1. Lactobacillus sanfranciscensis’in mikroskop altindaki goriintiisii.

L. sanfranciscensis’in karbonhidrat metabolizmasini incelemek igin yapilan
caligmalarda belirtildigi tizere eksi hamurda bulunan maltoz, maltoz fosforilaz
enzimi ile hidrolize edilerek ve glukoz-1-fosfat iiretilmektedir. Glukoz-1-fosfat
daha sonra glukoza doniismektedir. A¢ia c¢ikan glukoz daha sonra metabolize
edilmek ve hiicre i¢i glukoz birikmesini Onlemek amaciyla hiicre disina
gonderilmektedir. Fermentasyon ortaminda maltozun fazla olmasi durumunda
karbonhidrat olarak maltoz tercih edilmektedir ancak maltozun az oldugu
durumlarda ortamda serbest halde bulunan glukoz da kullanilmaktadir. Eksi
hamurun yapisinda bulunan mayalar maltozu kullanamamaktadir ancak L.
sanfranciscensis tarafindan maltozdan elde edilen glukoz mayalar tarafindan
kullanilmaktadir. Glukozu kullanan mayalar ortamda serbest amino asitlerin
artmasina yol agmaktadir ve amino asit miktarinin artmasi L. sanfranciscensis’in
tireme hizini arttirmaktadir (Neubauer et al.,1994; Stolz et al., 1993).

L. sanfranciscensis karbon kaynagi olarak maltozu glukoza tercih
etmektedir ve gelismek icin fermentasyon ortaminda maya ekstraktina ve
doymamis yag asitlerine gereksinim oldugu belirtilmistir (Sriranganathan et al.,
1973). Ayrica sakkaroz, riboz, glukonat, galaktoz, rafinoz ve fruktozu fermente
edebilen suslar oldugu literatiirde Dbelirtilmistir. Heterofermentatif olan L.
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sanfanciscensis, laktik asit, asetik asit, CO2, ve etanol iiretmektedir. Uretilen
laktik asit miktar1 3.48-3.70 g/kg ve asetik asit miktar1 0.38-0.44g/kg degerleri
arasindadir (Sriranganathan et al., 1973; Corsetti and Settani, 2007).

Eksi hamur ekmeginin tiiketiciler tarafindan tercih edilmesinin en 6nemli
sebeplerinden biri de ekmegin sahip oldugu aromatik o6zelliklerinin gelismis
olmasidir. Ozellikle asetik asit ve aromatik bilesikler ekmegin aromatik
ozelliklerini etkilemektedir. L. sanfranciscensis tarafindan {iretilen aromatik
bilesiklere etil asetat, 1-propanol, 2-metil-pentanol, 1-heptanol, 1-oktanol, 3-
metil-1-biitanal, hetanal, trans-2-heptanal, oktanal ve nonanal Ornek olarak
verilebilmektedir (Corsetti and Settani, 2007).

Peptitlerin ve amino asitlerin de ekmegin aromatik ve lezzet 6zellikleri
tizerine Onemli etkisi bulunmaktadir. Eksi hamur fermentasyonu sirasinda
hamurda amino asitlerin biriktigi tespit edilmistir. Bazi arastirmacilar bu
birikmenin 6zellikle LAB’leri ile iliskili oldugunu bildirmislerdir (Collar and
Martinez, 1993; Gobbetti and Corsetti, 1997). L. sanfanciscensis, D-alenin ve D-
glutamik asit gibi amino asitleri sentezlemekte ve serbest amino asit miktarini
arttirmaktadir. Ayrica bakterilerin c¢ogalmasi icin stimulatér etkisi bulunan
alifatik, dikarboksilik ve hidroksi amino asit gruplarinin miktarinin artmasina
sebep olmaktadir. Gobbetti et al. (1996), ise serbest amino asitlerin
sentezlenmesinde gorev alan enzimleri tespit etmeye yonelik yaptiklar: ¢aligmada
bu enzimlerin L. sanfranciscensis CB1 tarafindan iretilen serin proteinaz (58
kDa), dipeptidaz (67 kDa) ve aminopeptidaz (75 kDa) oldugunu belirlemis ve bu
enzimlerin saflagtirmasini, karakterizasyonunu gergeklestirmislerdir (Gobetti et
al., 1996, Corsetti and Settani, 2007).

L. sanfranciscensis tarafindan {iiretilen baska bir enzim ise levansiikraz’dur.
Levansiikraz enzimi yardimiyla fermentasyon ortaminda bulunan sakkaroz
metabolize edilerek levan ve fruktooligosakkaritler (FOS) iiretilmektedir. L.
sanfranciscensis LTH2590 tarafindan FOS’lardan 1-kestoz iiretilmektedir ve 1-
kestozun prebiotik ozellik gosterdigi bilinmektedir. Fruktoz iinitelerinin u¢ uga
baglanmasiyla ise levan polimeri olugsmaktadir. Levan, yiiksek molekiil agirligina
sahiptir ve ekmegin tektiirii lizerine olumlu etkisi bulunmaktadir (Gobbetti and
Corsetti, 1997; Korakli et al., 2003; Tieking and Ganzle, 2005).

L. sanfranciscensis’e ait bir diger 6zellik ise antimikrobiyal etki gostermesi

ve ekmegin raf omriinii uzatmasidir. Eksi hamurda bulunan LAB’lar, iirettikleri
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laktik asit ve asetik asit gibi maddeler ile ekmek hamurunun pH’sim1 diistirerek,
bazi mikroorganizmalarin gelismesini onlemekte ve bu sebeple antimikrobiyal
etki gostermektedir. Bunun yani sira bazi LAB’lan tarafindan iiretilen
bakteriyosinler ile mikroflorayr homofermentatif LAB’lerinin un florasinda
bulunan koliform tipi bakteriler {izerine inhibe edici etkisinin heterofermentatif
LAB’lerine gore daha iyi oldugu bilinmektedir. Ancak heterofermentatif LAB
olan L. sanfranciscensis’in Bacillus subtilis iizerine inhibe edici etkisi oldugu
yapilan ¢alismalarda tespit edilmistir. Bununla birlikte eksi hamurdaki maya ve
kiiflere kars1 inhibe edici etkisinin olmadigi belirlenmistir. Jack et al. (1995),
tarafindan L. sanfranciscensis suslarinin inhibe edici etkisi incelenmistir. Buna
gore L. sanfranciscensis C57 susunun bakteriyosin benzeri inhibe edici bir madde
(BLIS C57) iirettigi ve iretilen bu maddelerin protein yapida oldugu, 1sidan
(100°C’de 20 dakika), lipaz ve alfa amilaz enzimlerinden -etkilenmedigi
belirtilmistir. Moroni et al. (2009), ise L. sanfranciscensis CBI1 tarafindan iiretilen
kaproik asit ve asetik asit, formik asit, propiyonik, biitirik asit gibi asitlerin
Fusarium, Penicillium, Aspergillus ve Monilia’nin ekmekte gelismesini
engelledigini tespit etmislerdir. Corsetti and Settani (2007), ¢alismalarinda kaprik
asitin antifungal aktivitesinin yiiksek oldugunu ifade etmislerdir (Jack et al., 1995;
Corsetti and Settani, 2007; Moroni et al., 2009).

2.6. Plackett Burman Deney Tasarimi

Kimyasal ve biyoteknolojik prosesler cok sayida parametre tarafindan
etkilenmektedir. Tim parametrelerin  etkilerinin  incelenmesi  miimkiin
olmadigindan etkisi 6nemli olan parametrelerin secilmesi onem tasimaktadir (Bas
and Boyaci, 2007).

Plackett Burman (PB) tasarimi ¢ok sayida bagimsiz degiskenin etkisinin
belirlenmesi amaciyla kullanilan bir deneysel tasarim metodudur ve 1946 yilinda
Plackett ve Burman tarafindan gelistirilmistir. PB’de denemelerin sayis1 4’iin kati
olmalidir ve n+1 deney sayisi ile n sayidaki bagimsiz degiskenin etkisini tarayan
iki faktoriyel tasarimdir. Genellikle optimizasyon igleminin ilk asamalarinda
deneme sayisinin azaltilmasi amaciyla tercih edilen bir metottur. Tasarim
sonucunda elde edilen veriler varyans analizi (ANOVA) ile incelenerek hangi
degiskenlerin proses lizerinde etkili oldugu belirlenmektedir. PB, biyoteknolojik
proseslerde genellikle mikroorganizmalarin gelismesi igin 6nemli proses
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kosullarinin, besiyerindeki Onemli bilesenlerin ve bunlarin birbirleriyle
etkilesiminin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Plackett and Burman, 1946;
Wang and Wan, 2009).

2.7. Cevap Yiizey Yontemi

Optimizasyon, prosesin belirlenen hedefler (yanitlar) dogrultusunda,
bagimsiz degiskenlerin birbirleriyle olan etkilesimleri ve bu bagimsiz
degiskenlerin hedefe (yanita) olan etkileri de goz oniinde bulundurularak bir araya
getirilip uygulanmasi islemi olarak tanimlanmaktadir (Kog¢ ve Ertekin, 2007)

Cevap ylizey yontemi (CYY), ilk olarak kimyasal prosesler i¢in optimum
kosullar1 bulmak amaciyla Goerge Box ve Wilson tarafindan gelistirilen ve
kontrol edilebilir faktorler ile dnemli cevap degerleri arasinda iligkiyi inceleyen
bir yontemdir. Myers and Montgomery (1995) tarafindan ise ‘proseslerin
gelistirilmesi ve optimizasyonu icin gerekli istatistiksel ve matematiksel
tekniklerin bir arada kullanildigi bir yontem’ olarak tanimlamistir. CYY bilimin
pek ¢ok dalinda kullanilmaktadir ve sadece biyoteknoloji alaninda 3.5 milyondan
fazla ¢aligmada kullanilmistir (Myers and Montgomery, 1995; Ko¢ ve Ertekin,
2007; Steinberg and Bursztyn, 2010).

Genel olarak cevap yiizey yontemi 3 asamadan (eleme denemeleri, bolge
aragtirmast ve islemin veya lrlniin optimizasyonu) olusmaktadir. Eleme
denemelerinin amaci daha az sayida ve daha verimli denemelerin yapilmasini
saglamaktir. Bolge arastirmasinda ise amag¢ eleme denemeleri ile belirlenen
bagimsiz degiskenlerin sistemin cevabinda olusturduklar1 degerlerin optimum
noktaya yakin sonug verip vermedigini belirlemektir. Ugiincii asama ise optimum
noktaya ulasildiginda baslamaktadir ve gergek yanit fonksiyonu optimum nokta
etrafinda 6nemli bir egrilik gostermektedir. Egriligin modellenmesi i¢in ise lineer
olmayan denklemler kullanilmaktadir (Kog ve Ertekin, 2009).

Cevap ve bagimsiz degiskenler arasindaki fonksiyonun matematiksel ifadesi
model denklemi olusturularak gerceklestirilmektedir. Sistem cevabi, bagimsiz
degiskenin lineer fonksiyonu olarak iyi uyum gosterdigi durumlarda birinci
dereceden polinominal denklem model olarak kullanilabilmektedir. Ancak birinci
dereceden polinominal denklemler genellikle yetersiz kalmaktadir. Bu sebeple
ikinci dereceden polinominal (quadratic) modeller kullanilmaktadir (Esitlik 2.1-
2.2).
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Birinci dereceden denklem,
N = PotPiXat BaXat. .. +PnXn (2.1)

seklinde ifade edilirken ikinci dereceden denklem

n n n
n=Bo +Z._ Bi% +Z._ BJ‘J'XJZ +Z. 2Bixix; (2.2)
j=1 j=1 i<j

seklinde ifade edilmektedir. Burada o, Bj, Bjj ve Bij regresyon katsayilarini, xi ve X;
bagimsiz degiskenleri ifade etmektedir. Cevap ylizey yonteminde ikinci dereceden
denklemler matris notasyonu ile ifade edildikten sonra parametreler sonsuz kareler
metoduyla kolaylikla hesaplanabilmektedir. Bu yontemde hatanin rastgele oldugu,
hatalarin1  ortalamasimnin  sifira esit ve Dbirbirinden bagimsiz oldugu
varsayllmaktadir. Ikinci dereceden denklemlerin uygulanabilirliginin yiiksek
oldugu yapilan c¢alismalarda belirtilmistir (Myers and Montgomery, 1995;
Dagbagli, 2009).

Cevap yiizey yontemlerinden biri olan Merkezcil Kompozit Tasarim
(Central Composite Design) ikinci dereceden (quadratic) polinominal modellerin
olusturulmasinda kullanilmaktadir. Merkezcil kompozit tasarimda proses
degiskenlerinin birbirleriyle ve cevap ile etkilesiminin degerlendirilmesinde
varyans analizi (ANOVA) kullanilmaktadir. Varyans analizinde modelin
yeterliliginin tespit edilmesi amaciyla regresyon katsayis1 (R?) ve diizeltilmis
regresyon katsayis1 (AdjR?), model uyumsuzlugu (lack of fit) gibi test yontemleri
kullanilmaktadir. Model uyumsuzlugu ‘modelin  matematiksel formunun
uygunsuzlugundan kaynaklanan hata’ olarak tanimlanmaktadir. ideal modellerin
model uyumsuzlugunun 6nemsiz olmasi gerekmektedir. Polinominal modelin
kalitesi regresyon katsayisi ile degerlendirilmektedir ve bu regresyon katsayisinin
yiiksek olmasi tercih edilmektedir. R? degerinin istatistiksel olarak onemli olup
olmadigi ise Fischer Testi (F testi) ile kontrol edilmektedir. Model terimleri P
degeri (P value-probability) ile %95 giiven araliginda degerlendirilmektedir
(Ghafari et al., 2009).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Mikroorganizma

Calismada kullanilacak olan L. sanfranciscensis DSM 20451 susu Pak Gida
San. Tic. Ltd. Sti. (PAKMAYA)’'nden Dog. Dr. Mustafa TURKER tarafindan saf
ve liyofilize halde temin edilmistir. L. sanfranciscensis asagida tarif edilen stok
kiiltiir ortaminda +4°C’de saklanmustir. Kiiltiirler kullanilmadan 6nce taze besi
ortamina ekim yapilarak 30°C’de 1 giin gelistirilmistir. Stok kiiltiirli ve as1 kiiltiirti
ortami Kline ve Sugihera (1971)’dan modifiye edilen ortam olup bilesiminde
(%w/v); %2 maltoz (Merck, Almanya), %1.3 maya ekstrakti (Applichem,
Almanya), %0.6 hidrolize soya ortami (Tryptic Soy Broth, Merck, Almanya),
%0.03 (v/v) Tween 80 (Merck, Almanya), bulunmaktadir. Ortam pH's1 1 M HCI
kullanilarak pH 5.6’ya ayarlanmaistir.

Asi Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Her iiretim oncesinde 30°C’de 1 giin siireyle gelistirilen stok kiiltiirlerden,
50 ml as1 kiltiirii ortamina %5 (v/v) oraninda ekim yapilmistir. Ast kiltiiri
30°C’de 24 saat siireyle inkiibe edilmistir. 24 saat sonunda as1 kiiltliriinden
fermentasyon ortamina %5 (v/v) oraninda ekim yapilmistir. Denemelerde
anaerobik ortam yaratmak ve oksijeni uzaklagtirmak icin 50 mililitrelik erlenler
kullanilmis olup, fermentasyon ortamlart 50 mL’lik erlenler icerisinde 50 mL
ortam olacak sekilde hazirlanmistir. Fermentasyon ortaminin igerigi (w/v): %2
maltoz, %]1.3 maya eckstrakti, %0.6 hidrolize soya ortamindan olusmaktadir
(pH:5.6) (Kline and Sugihera (1971).
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3.1.2 Eksi Hamur ve Ekmek Uretiminde Kullanilan Malzemeler

Calismada eksi hamurun hazirlanmasi ve ekmek yapiminda kullanilan
bugday unu (S6ke Un, Aydim) Ege Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii
Ekmekgilik Pilot Tesisi’nden temin edilmistir. Ekmek yapimi icin tuz (NaCl,

Billur, izmir) ve yas maya (Pakmaya, Izmir) kullanilmistir.

3.2. Metotlar

3.2.1. Plackett — Burman (PB) istatiksel deney tasarim yontemi ile

onemli besi ortam bilesenlerinin belirlenmesi

L. sanfranciscensis’in gelismesine etki eden besi ortami bilesenlerinin
belirlenmesi igin Plackett Burman Istatistiksel Deney Tasarim Yontemi (Minitab
Statistical Software (Release 13.20)) kullanilmistir. Maltoz, maya ekstrakti,
hidrolize soya ortam1 ve Tween 80 olmak iizere 4 (n) parametre segilmis, diger
parametreler dummy (sahte) olarak program tarafindan belirlenmistir ve toplam 8
(nt+1) deneme yapilmistir. Degiskenlerin alt ve iist limitlerinin belirlenmesi
amactyla Kline and tarafindan Onerilen fermentasyon ortami kullanilarak 6n
denemeler yapilmistir. On denemeler sonucunda degiskenler icin belirlenen alt ve
tist limitler Cizelge 3.1°de verilmistir. Fermentasyon ortamlar1 (pH 5.6) deneysel
tasarimda belirtildigi gibi hazirlanmis ve 48. saat sonunda optik yogunluk
degerler1  belirlenmistir. Tiim denemeler 3 tekerriir olacak sekilde

gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.1. Degiskenler i¢in alt ve tist limitler.

Degiskenler Alt Limit (-1) Ust Limit (+1)
Maltoz (Y%ow/v) 0.5 35
Maya Ekstrakti (%ow/v) 0.7 2.7
Hidrolize Soya Ortami1 (%w/v) 0.1 1.10

Tween 80 (%v/v) 0.01 0.05
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3.2.2. L. sanfranciscensis’in gelisiminde onemli besi ortami bilesenlerin

etkilerinin incelenmesi

Besi ortami bilesenlerinin L. sanfranciscensis’in gelismesi lizerine etkisinin
inelenmesi amaciyla deneyler yapilmistir. Bu amagcla farkli karbon kaynaklarinin,
farkli azot kaynaklarinin, maya ekstrakti ve Hidrolize soya ortami
konsantrasyonunun, baslangic ortam pH’sinin bakterinin gelisimine etkisi

incelenmistir.

Maya ekstrakti konsantrasyonunun iiremeye etkisini incelemek i¢in %0.1,
0.7, 1.3, 1.7, 2.3, 2.7, 2.9, 3.1 (w/v) konsantrasyonlarinda maya ekstrakti igeren
fermentasyon ortami hazirlanmis ve 48 saat fermentasyon sonunda optik

yogunluk belirlenmistir.

Farkli Azot kaynagmin etkisinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen
caligmalarda maya ekstrakti (Applichem, Almanya), pepton (BD, Fransa), tripton
(Applichem, Almanya), misir 1slatma suyu (Sigma Aldrich, Amerika) ve malt
¢imi (Tiirk Tuborg Bira ve Malt Sanayi Tic. A.S., Izmir) kullamilnmistir. Denenen
azot kaynaklari, onceden optimum oldugu belirlenen % 1.7 maya ekstrakti ile esit
azot temelinde kullanilmistir. Bu amagla azot oranlar1 belirlenen maddelerin %
1.7 maya ekstrakti ile ayn1 oranda ortama azot verecek miktarlar1 fermentasyon
ortamina ilave edilmistir. Cizelge 3.2’de denenen azot kaynaklari, igerdikleri azot
oranlart (Goksungur, 1998) ve fermentasyon ortamina ilave edilen miktarlart
verilmistir. Azot kaynaklar1 fermentasyon ortaminin rengini degistirdigi icin optik
yogunluk degeri Olglilememistir. Bu sebeple 48 saatlik fermentasyon sonunda

fermentasyon ortamindan 6rnek alinarak canli hiicre sayisi belirlenmistir.

Karbon kaynaginin etkisinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen
caligmalarda, maltoz (Merck, Almanya), laktoz (Merck, Almanya), fruktoz
(Merck, Almanya), sakkaroz (Merck, Almanya), glukoz (Merck, Almanya) ve
nisasta (Merck, Almanya) kullanilmistir. 48 saat sonunda fermentasyon

ortamlarindan 6rnek alinarak optik yogunluk degeri dl¢tilmiistiir.

Hidrolize soya ortami konsantrasyonunun etkisinin belirlenmesi amaciyla
icin 4 farkli konsantrasyonda (%0.3, 0.6, 0.9, 1.2 (w/v)) fermentasyon ortamina
ilave edilmistir ve 48 saat sonunda fermentasyon ortamlarindan &rnek alinarak

optik yogunluk degeri 6l¢iilmiistiir.
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Cizelge 3.2. Fermentasyon ortaminda kullanilan azot kaynaklari.

Ortama Ilave Edilen

Azot Kaynagi Azot (%) Miktar (% wiv)
Pepton 14.00 1.19
Maya ekstrakti 9.80 1.70
Tripton 12.70 1.31
Malt ¢imi 5.29 3.14
Misir 1slatma suyu 6.44 2.58

Baglangic ortam pH’sinin etkisinin belirlenmesi amaciyla farkli baslangi¢
ortam pH’larina sahip (pH: 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0) fermentasyon
ortamlar1 hazirlanmistir ve fermentasyon ortamlarindan 6., 24. ve 48. saatlerde

ornek alinarak optik yogunluk ve pH degerleri 6lgiilmiistiir.

Calismanin ikinci asamasinda ise, L. sanfranciscensis’in gelismesine etki
eden besi ortami bilegenlerinin, bakterinin gelisimi tizerine etkileri Cevap Yiizey
Yontemi ile incelenmis ve maksimum optik yogunluk degerini veren seviyeleri
belirlenmistir. Elde edilen veriler kullanilarak matematiksel bir model elde

edilmis ve bu model ile optimum besi ortami bilesimi belirlenmistir.

3.2.3. Eksi hamur iiretimi

Eksi hamur tretimi Lattanzi et al. (2014) tarafindan belirtilen yontem
modifiye edilerek gerceklestirilmistir. Bu yonteme gore; once hiicre slispansiyonu
hazirlanmistir. Optimum besi ortaminda (% 1.86 Maltoz, % 0.68 hidrolize soya
ortami, maya ekstraktt % 2.39, pH 6.5) 24 saatlik fermentasyon sonunda gelisen
hiicreler santrifiigasyon yoluyla sivi kisimdan ayrilmis ve steril NaCl ¢ozeltisiyle
(9 g/L) 2 kere yikanmustir. Hiicre yogunlugunu 1.3x10° KOB/mL olarak

belirlenmistir.
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Eksi hamurlarin yapiminda bugday unu (240 gr), ¢esme suyu (84 gr) ve
hiicre stispansiyonu (36 ml) kullanilmistir (EHE3 i¢in hiicre siispansiyonu yerine
su kullanilmistir (Bknz. Ek1)). Un, ¢esme suyu ve hiicre siispansiyonu karistiric
(Inoksan ISM 10, Bursa, Tiirkiye) kullanilarak énce yavas hizda 5 dakika sonra
yiiksek hizda 10 dakika karigtirilmistir. Elde edilen hamur plastik kaplarda
30°C’de 5 saat inkiibe edilmistir (birinci fermentasyon asamasi). Birinci
fermentasyondan sonra eksi hamur 4°C’de 19 saat muhafaza edilmistir. Elde
edilen eksi hamurun %45°1 alinmis, bugday unu ve su ile (2:2:1) karistirilarak
(Iinoksan ISM 10, Bursa, Tiirkiye) her giin 2 kere beslenmistir. Hamur, un ve su
ile beslendikten hemen sonra 5 saat boyunca, 30°C’de inkiibe edilmis,
2.beslemenin fermentasyonu tamamlandiktan sonra hamur 4°C’de 14 saat
bekletilmistir. Bu islem 3 giin boyunca tekrar edilmistir. Fermentasyon
basamaklarindan sonra hamurlardan Ornekler alinmis ve asagida belirtilen

yonteme gore hamurun pH’s1 dl¢iilmiistiir.

3.2.4. Ekmek tuiretimi

Bu calisma kapsaminda 4 farkli ekmek ¢esidi iiretilmistir Uretilen
ekmeklere ait akim semalar1 Ekler boliinde yer almaktadir (Bknz. Ek2, Ek3, Ek4).
Ekmekler Detmold (1978) standart ekmek pisirme yontemi modifiye edilerek
asagidaki agiklandigi gibi iiretilmistir (Anonymous, 1978).

Kontrol Ekmegi: Sadece yas maya igermektedir. Eksi Hamur Ekmegi-
1(EHE1): Starter kdltiir (L. sanfrancisensis) kullanilmistir. Eksi Hamur Ekmegi-
2(EHE2): Starter kiiltiir (L. sanfrancisensis) ve yas maya kullanilarak ekmek
tretilmistir. Eksi Hamur Ekmegi-3(EHE3)-spontan fermentasyon ile starter
kiiltiir, maya ilave edilmeden {iretilmistir. Eksi hamurlar yukarinda belirtilen
metoda gore iiretilmistir ve ekmek hamuru yapim asamasinda un, su, tuz ve yas

maya ile karistirilarak ekmek hamuru elde edilmistir.

Kontrol ekmegi (K): 1400 gr bugday unu, 798 gr su (30°C sicakliginda),
16.80 gr tuz ve 42 gr yas maya (Bknz. Ek2); EHE1 ve EHE3: 822 gr bugday unu,
470 gr su (30°C sicakliginda), 16.80 gr tuz ve 910 gr eksi hamur (Bknz. Ek3);
EHE2: 822 gr bugday unu, 470 gr su (30°C sicakliginda) 16.80 gr tuz ve 42 gr yas
maya ve 910 gr eksi hamur (Bknz. Ek 4) karistiric1 (Inoksan ISM 10, Bursa,
Tiirkiye) kullanilarak 5 dakika yavas hizda, 10 dakika yiliksek hizda
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karistirtlmistir. Ekmek hamurlarina 36-38°C’de 30 dakika 2 kere fermentasyon
islemi uygulanmistir. Her 30 dakikalik fermentasyon asamasi sonrasindan
hamurlar, el ile 1 dakika yogurularak havalandirma islemi yapilmistir. Son
havalandirma asamasindan sonra hamurlar, 400 gram agirliktaki hamur
parcalarina boliinmis ve el ile yuvarlanarak pisirme kaplarina yerlestirilmis ve
fermentasyon kabininde 36-38°C araliginda 60 dakika son fermentasyona tabi
tutulmustur. Son fermentasyon isleminden sonra hamurlar pisirme firininda
(Inoksan FBEO010, Bursa, Tiirkiye) 180°C’de 30 dakika pisirilmistir. Pisirme
islemi ardindan firindan ¢ikarilan ekmekler oda kosullarinda 2 saat bekletilerek
sogumaya birakilmistir. Ekmekler soguduktan sonra asagida belirtilen metotlarla

kalite analizleri yapilmistir.

3.3 Analiz Yontemleri

3.3.1. Biyokiitle miktari

Fermentasyon ortamindan alinan orneklere, 7500 rpm (5340g) degerinde
4°C’de 20 dakika siireyle santrifiigasyon islemi uygulanarak hiicreler
fermentasyon ortamindan ayrilmistir ve saf su ile iki defa yikanmistir. Yikanan
hiicreler 80°C’de sabit tartima gelene kadar kurutulmustur (Bekers et al., 2002).

Spesifik iireme hizinin belirlemesi amaciyla logaritmik fazda olan
bakterilerin 12., 18., 24., 30. ve 36. saatlerde biyokiitle miktar1 belirlenmis ve
biyokiitle miktarinin siireye gore degisimi Goksungur (2011)’de belirtilen metoda

gore incelenerek spesifik tireme hizi hesaplanmistir.

3.3.2. Optik yogunlugun belirlenmesi

Hiicrelerin optik yogunlugunu kontrol etmek amaciyla fermentasyon
sonrasinda 1.5 mL Ornek alinarak Thermo Scientific Genesys 10S UV-VIS
spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda optik yogunluk (O.D.soonm) degeri
Olclilmiistiir. Optik yogunluk ile biyokiitle arasinda asagidaki korelasyon
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denkliginin belirlenmesi amaciyla 600 nm’deki farkli O.D. degerlerine karsilik
gelen biyokiitle miktarlar1 Olglilmiis ve biyokiitle-optik yogunluk grafigi
cizilmistir. Korelasyon grafigi kullanilarak asagidaki denklem elde edilmis
(Esitlik 3.1) ve optik yogunluk degerine karsilik gelen hiicre konsantrasyonunun
hesaplanmasinda kullanilmistir (Jaapar et al. 2011).

Biyokiitle (g/L) =1.3924 * optik yogunluk + 0.1715 (3.2)

3.3.3. Laktik asit bakterisi sayimi

Hiicre sayisinin  belirlenmesi i¢cin  fermentasyon sonunda {iretim
ortamlarindan aseptik kosullarda 6rnek alinarak %0.1°lik peptonlu su kullanilarak
seri diliisyonlar elde edilmistir. Seri diliisyonlardan 1 mL alinarak c¢ift tabakali
dokme plak yontemine gore Sour Dough Bacterium (SDB) agara ekim
yapilmigtir. Bu yontemde besiyeri iki kat halinde dokiilmistir. Katilagsan
besiyerinde 30°C’de 48 saat inkiibe edilmistir ve sonug¢ koloni olusturan birim/mL
(KOB/mL) olarak verilmistir (Unliitiirk ve Turantas, 2002).

3.3.4. pH

Orneklerde pH degerleri, pH metre (WTW Series pH 720) ile belirlenmistir.
Cihazin kalibrasyonu diizenli araliklarla standart pH tampon c¢ozeltileri ile

yapilmistir.

Biitlin denemeler 2 tekrar, analizler ise 3 paralel halinde yapilmis ve
standart sapma hesaplandiginda sonuglarin %95 giiven aralig1 igerisinde kaldig:

belirlenmistir.
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3.3.5 Deneysel tasarim ve istatiksel analiz

Verilerin istatistiksel analizinde Design Expert 7.1 (Stst-Ease, Inc.,
Minneapolis, ABD) kullanilmigtir. L. sanfranciscensis’in gelisiminde etkili besi
ortam1 bilesenlerinin optimizasyonu i¢in parametreler (bagimsiz degiskenler) ve
bu parametrelerin seviyeleri Onceden yapilan denemeler sonucunda tespit
edilmistir. Secilen 3 degisken (maltoz, maya ekstrakti, hidrolize soya ortami) i¢in
Merkezcil Komposit Tasarim (Central Composite Rotatable Design (CCRD),
a=1.68) kullanilmistir. Bagimsiz degiskenler i¢in -alfa (-a) ve +alfa (+a) degerleri
tanimlanmis ve program tarafindan parametrelerin seviyeleri belirlenmistir.
Parametrelerin  seviyeleri ve alfa degerleri Cizelge 3.3’te verilmistir.
Gergeklestirilecek deney sayisi (N) ise asagidaki Esitlik 3.2°e gore belirlenmistir.
Bu formiilde k: faktor sayisimi, 2% cok etkenli (kiibik) deneye ait noktalardaki
denemelerin sayisini, 2k eksen noktasindaki denemelerin sayisini, Co iSe merkez
noktasinda gerceklesen denemelerin sayisini ifade etmektedir. Buna gore,
deneysel tasarimda 14 tanesi farkli, 6 tanesi merkez noktasinda olmak iizere
toplam deneme sayisi 20 adet olarak belirlenmistir. Tiim denemeler 3 tekerriir

olacak sekilde gergeklestirilmistir.
N=2+2k + Co (3.2)

Fermentasyon ortamindaki besi bilesenlerinin L. sanfranciscensis’in
gelisimi iizerine etkisini ifade eden ikinci dereceden polinominal denklem asagida
verilmistir. Burada, fo, f1, f2 ...B23 regresyon katsayilarini, X1, X2 ve Xz ise
bagimsiz degiskenleri ifade etmektedir.

Ikinci dereceden polinominal denklem (Esitlik 3.3):

Y=By + BiXy + ByXy 4 ByXy + ByyXi +BpXy +BaXi + BuXiX, +
BiaX Xy 1 ByaXyXy (3.3)
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Cizelge 3.3. Cevap Yiizey YoOnteminde incelenen parametreler ve seviyeleri.

Faktorler Bagimsiz Degisken Seviyeleri -0 +a
Degiskenler
-1 0 +1
X1 (A) Maltoz (%w/v) 1.4054 2 2.5946 1 3
X2 (B) Maya Ekstrakti  1.50675 2.25 299325 1 3.5
(%wl/v)
X3 (C) Hidrolize soya 0.402698 0.7 0.997302 0.2 1.2

ortami1 (%w/v)

Denemeler yapildiktan sonra elde edilen modelin deneysel veriler ile
uyumlulugunu belirlemek amaciyla varyans analizi (ANOVA) yapilmistir.
Varyans analizinde modelin yeterliligi regresyon katsayis1 (R?) ve diizeltilmis
regresyon katsayisi (AdjR?), model uyumsuzlugu (lack of fit) gibi test yontemleri
ile belirlenmistir. Regresyondan kaynaklanan varyasyonun %95 giivenlik

seviyesinde 6dnemli olmasi kosulu ile karar verilmistir.

3.3.6. Eksi hamura ve ekmek hamuruna uygulanan analizler

Laktik asit bakterisi sayimi

25 gr hamur 6rnegi aseptik olarak alinmis ve 225 ml %0.1’lik steril peptonlu
su stomacher cihazi ile (Stomacher 400, Seward, UK) 2 dakika yiiksek hizda
homojenize edilmistir. Homojenize edilmis Ornekten aseptik kosullarda seri
diliiyonlar hazirlanmistir. Seri dilisyonlardan 1 mL alinarak cift tabakali dokme
plak yontemine goére Sour Dough Bacterium (SDB) agara ekim yapilmistir. Bu
yontemde besiyeri iki kat halinde dokiilmiistiir. Katilasan besiyerinde 30°C’de 48
saat inkiibe edilmistir ve sonu¢ koloni olusturan birim/gr (KOB/gr) olarak

verilmistir (Unliitiirk ve Turantas, 2002).
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Hamurun pH tayini

10 gr hamur 6rnegi 90 mL saf su ile bir karistirici (Ultra Torrax T-25,
Almanya) yardimiyla homojenize edildikten sonra pH’s1 dogrudan pH metre
kullanilarak ol¢iilmiistiir (Paramithiotis et al.,2006).

Toplam titrasyon asitligi (TTA)

10 gr hamur 6rnegi 90 mL saf su ile bir kanstirici (Ultra Torrax T-25,
Almanya) yardimiyla homojenize edildikten sonra 0.1 N NaOH ile fenolftalein
indikatorliigiinde titre edilmistir (pH 8.5’e ulasana kadar). TTA, mL 0.1 N NaOH
olarak ifade edilmistir (Paramithiotios et al., 2006).

3.3.7. Ekmek kalite analizleri

Pisme kayb1

Pisme kaybi (%) degerleri, pisirme sirasinda ekmek hamurundan uzaklasan

nem miktar1 olarak hesaplanmastir.

Hacim

Ekmek hacmi analizi AACC International Method 10-16.01 yontemine gore
lazerli hacim 6l¢iim cihaz1 (VolScan Profiler, VSP600, Stable Micro Systems,
Ingiltere) kullanilarak yapilmistir. Ekmeklerin spesifik hacim (cm®/g) degerleri

ekmek hacminin agirligina oranlanmasiyla belirlenmistir.

Tekstiir analizi

Ekmeklerin ekmek i¢i doku analizleri AACC International Method 74-09
(1999) yontemine gore tekstiir analiz cihazi (TA-XT Plus Texture Analyser Stable
Micro Systems, Ingiltere) kullanilarak yapilmistir.
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Ekmegin nem miktarimin belirlenmesi

Elde edilen ekmeklerin nem miktar1 (%) analizi AACC International
Method 44-15A (1999) yontemine gore etiiv (Kottermann Typ2702, Kottermann
Systemlabor, Almanya) kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

Renk analizi

Ekmek ici renk degerleri (L*,a*,b*) renk oOl¢iim cihazi (Hunter Lab.
Colourflex Management Company, ABD) ile dl¢iilmuistiir.

3.3.8. istatistiksel analizler

Ekmek Kkalitesini belirlemeye yonelik yapilan analizler sonucunda elde
edilen veriler; SPSS—Statistical Package for the Social Sciences, 15.0 istatistik
programi kullanilarak varyans analizleri (ANOVA) ile “Duncan” Coklu
Kargilastirma Yontemi’ne gore yapilmistir. % 95 giiven araliginda (p<0.05)

calisilmstir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Plackett — Burman (PB) istatiksel Deney Tasarim Yontemi ile

Onemli Besi Ortam Bilesenlerinin Belirlenmesi

Plackett Burman yoOntemi, fermentasyon proseslerinde Onemli
parametrelerin belirlenmesi amaciyla kullanilan bir deney tasarim ydntemidir
(Robert et al., 2006). Bu calismada Plackett Burman yontemi, 4 fermentasyon
ortami bileseninin (maltoz, maya ekstrakti, hidrolize soya ortami, Tween 80) optik
yogunluk tizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla kullanilmistir. Bu metoda gore
elde edilen deney matrisi ve yanit degerleri Cizelge 4.1’de gosterilmistir. Program
tarafindan belirlenen deneme desenine gore 8 deneme gerceklestirilmistir.
Deneylerde elde edilen optik yogunluk degerleri 0.193 ile1.084 arasindadir.

Cizelge 4.1. Plackett — Burman (PB) istatiksel deney tasarim yontemi ile elde
edilen deney matrisi.

FAKTORLER CEVAP
pereme | M | ptraiaq | Hidrolizesona | gy GE | yogtil

wi/V) V/vV) (O.D.600nm)
1 . ) - - 0.193
2 + - + + 0.723
3 + + - - 0.808
4 - + - + 0.535
5 + + + - 1.084
6 - + + + 0.958
7 + - - + 0.424
8 . ) + - 0.545
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Regresyon analizi sonucu elde edilen degerler Cizelge 4.2°de ve etkilere ait
katsayilar Cizelge 4.3’de gosterilmistir. Maltoz, maya ekstrakt1 ve hidrolize soya
ortami faktorlerine ait P degerleri 0.05°den kiigiik oldugu i¢in L.
sanfranciscensis’in gelismesinde Onemli parametreler olarak belirlenmistir.
Tween 80’in ise P degeri 0.935 >0.05 oldugu i¢in L. sanfranciscensis’in
gelismesinde 6nemli bir parametre olmadigi belirlenmistir. Yanit degerini
faktorler cinsinden ifade eden modele ait regresyon denklemi Esitlik 4.1°de
gosterilmistir. Modele ait R?: 98.9, AdjR?: 97.5 olarak elde edilmistir. Denklemde
Y: Optik Yogunluk, A: Maltoz, B: Maya ekstrakti, C: Hidrolize soya ortami, D:
Tween 80 degerlerini ifade etmektedir.

Y =0.0009 + 0.0673*A + 0.187*B + 0.338*C + 0.073*D (4.1)

Cizelge 4.2. Plackett Burman deney tasarimina ait regresyon analiz tablosu.

Terimler Katsayilar Std. Hata T P
(Coef.) Katsayilari Degeri | Degeri
Sabitler 0.00 0.659 0.02 0.987
Maltoz 0.201 0.100 6.14 0.009
Maya Ekstrakti 0.374 0.187 11.39 0.001
Hidrolize Soya 0.337 0.168 1026 | 0.002
Ortam

Tween80 0.002 0.001 0.09 0.935
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Cizelge 4.3. Plackett Burman deney tasarimina ait etkiler ve katsayilar
tablosu.

Terimler Etki Katsayilar T P
(Effect) (Coef.) Degeri | Degeri

Sabitler 0.659 40.04 0
Maltoz 0.201 0.100 6.14 0.009
Maya Ekstrakti 0.374 0.187 11.39 0.001
HidFgge Soya 0.337 0.168 1026 | 0.002

Ortami

Tween80 0.002 0.001 0.09 0.935

Faktorlerin yanit lizerine etkilerinin daha iyi anlasilmasi amaciyla Pareto
tablosu (Sekil 4.1) incelenmistir. Pareto tablosu faktorlerin etkisini gostermektedir
ve hangi faktorlerin 6nemli oldugunu belirlemek amaciyla Pareto tablosundaki
referans ¢izgisi (alfa (a):0.01) kullanilmaktadir. Referans ¢izgisinin {istiindeki
faktorler 6nemli, altindaki faktorler ise onemsiz olarak kabul edilmektedir (Robert
et al., 2006). Pareto tablosuna gore cevap iizerine en yiiksek etkiyi sirasiyla maya
ekstrakti, hidrolize soya ortami, maltoz gostermektedir. Tween 80’in cevap

tizerine etkisinin ise oldukga diisiik oldugu tespit edilmistir.




32

(==

Maya Ekstrakti

Hidrolize soya ortami -

Maltoz —

Tween 80 —

Sekil 4.1. Pareto tablosu (Cevap optik yogunluk, OD 600 nm, alfa: 0.01).

Faktorlerin cevap tlizerine etkisi ise asagidaki grafiklerde gosterildigi gibidir
(Sekil 4.2). Bu grafiklere gore maltoz konsantrasyonu, maya ekstrakti
konsantrasyonu ve hidrolize soya ortami konsantrasyonu arttik¢a optik yogunluk
degerinin artt1g1, ancak Tween 80 konsantrasyonunun optik yogunluk degerini
etkilemedigi goriillmektedir.

g 0.01 0.05
fi
g 0.76 -
A
C
% 0.66 - SEuge  lweal
JO
o 0.56
:ﬁ .y Al
S

046

Maltoz (%w/y) ~ Maya Ekstrakt (%w/v) Hidrolize Soya Twen80 (%v/v)
Ortamt (%w/v)

Sekil 4.2. Optik yogunluk (cevap) iizerine faktorlerin etkileri.
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4.2 L. sanfranciscensis’in Gelisiminde Onemli Besi Ortam

Bilesenlerinin Etkilerinin incelenmesi

4.2.1. Maya ekstrakti konsantrasyonunun L. sanfranciscensis’in

gelisimi iizerine etkisi

Laktik asit bakterileri gelisebilmeleri i¢in niikleotitler, aminoasitler ve
vitaminler gibi kompleks organik maddelere ihtiya¢ duyarlar. Laktik asit
iiretiminde maya ekstrakti bakterilerin kompleks besin maddeleri ihtiyacini

karsilamak i¢in en ¢ok kullanilan azot kaynagidir (Goksungur, 1998).

Azot kaynag1 olarak secilen maya eksStraktinin optimum konsantrasyonunun
belirlenmesi amaciyla 8 farkli maya ekstrakti konsantrasyonu (%0.1, 0.7, 1.3, 1.7,
2.3, 2.7, 2.9, 3.1 (w/v)) fermentasyon ortamima ilave edilmistir. Calisma
sonucunda % 2.3 (w/v) maya ekstrakti igeren ortamda en yiiksek optik yogunluk
(O.D. (s00nm)) degerine (0.961+ 0,007) ulagilmistir. Sekil 4.3’te de gorildigi gibi
en yiiksek optik yogunluk degeri % 2.3 maya ekstrakti kullanildiginda elde
edilmesine ragmen, % 1.7 maya ekstrakti konsantrasyonu ile de benzer bir optik
yogunluk degeri (0.886+£0.0014) elde edilmistir. Maya ekstrakti iyi bir azot
kaynagi olmasina ragmen pahali bir maddedir ve yiiksek miktarlarda kullanilmas1
maliyeti arttirmaktadir. Bu sebeple maya ekstrakti miktarinin azaltilmasi
onerilmektedir (Aeschlimann ve Von Stockar, 1990). Bu calisma sonucunda
optimum maya ekstraktt miktar1 %2.3 (w/v) olarak belirlenmesine ragmen, iki
optik yogunluk degerleri arasindaki farkin Onemli olmamasi (%95 giiven
araliginda) sebebiyle calismanin devaminda proses maliyetini diisiirmek amaciyla

%1.7 (w/v) konsantrasyonunda maya ekstrakti kullanilmistir.



34
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Sekil 4.3. Farkli maya ekstrakti konsantrasyonlarinin L. sanfranciscensis’in
gelisimi lizerine etkisi (%2 Maltoz, %0.6 Hidrolize soya ortami, pH 5.6).

4.2.2. Farkh azot kaynaklarmin L. sanfranciscensis’in gelisimi iizerine

etkisi

Calismada farkli azot kaynaklarinin L. sanfranciscensis’in gelisimi iizerine
etkisinin belirlenmesi amaciyla maya ekstrakti, misir 1slatma suyu, pepton, tripton
malt ¢imi kullanilmistir. Sekil 4.4’te farkli azot kaynaklarinin kullanilmasi
sonucunda elde edilen hiicre sayist verilmistir. Degisik azot kaynaklarmin
kullanildig1 denemelerde, hazirlanan ortamlarin bulanikligi farkli oldugu i¢in
optik yogunluk ile hiicre gelisimi dlciilememis, bunun yerine ¢ift tabakali dokme
plak yontemi ile hiicre sayis1 belirlenmistir. Elde edilen veriler
degerlendirildiginde, en yiiksek hiicre sayist (9.97 log KOB/mL+0.246), azot
kaynag1 olarak maya ekstrakti kullanildiginda elde edilmistir. Malt ¢iminin azot
kaynag1 olarak kullaniminda ise, ikinci en yiiksek hiicre sayisina (8.99 log
KOB/mL#+0.242) ulasilmigtir. Azot kaynag1 olarak, pepton, tripton, misir 1slatma
suyu kullanilmas1 sonucunda, hiicre sayisinin maya ekstrakti ve malt ¢imine

kullanimina gore diisiik oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.4. Farkli azot kaynaklarinin L. sanfranciscensis’in gelisimi {izerine etkisi
(%2 Maltoz, %0.6 Hidrolize soya ortami, pH 5.6, 1: Pepton, 2: Maya ekstrakti, 3:
Tripton, 4: Malt ¢imi, 5: Misir 1slatma suyu).

Maya ekstraktinin yapisinda peptitler ve tiireme faktorleri (B grubu
vitaminler ve oligoniikleotidler) bulunmaktadir. Bu sebeple yapisinda iireme
faktorleri icermeyen pepton gibi azot kaynaklarina gore hiicre gelisimini daha
fazla stimiile etmektedir (Amrane and Prigent, 1997). Literatiirde L.
sanfranciscensis’in gelisimi i¢in hazirlanan fermentasyon ortamlarinda malt
¢iminin azot kaynagi olarak kullanimina ydnelik bir ¢alismaya rastlanmamustir.
Bu sebeple bu caligmanin, bira {iretiminde yan iirlin olarak aciga c¢ikan malt
¢iminin azot kaynadi olarak biyoproseslerde degerlendirilmesine yonelik
caligmalara katki saglayacag diigiiniilmektedir.

4.2.3. Baslangic ortam pH’sinin L. sanfranciscensis’in gelisimi iizerine

etkisi

Baslangi¢ ortam pH’st  mikrobiyal gelisimi etkileyen Onemli
parametrelerdendir (Messens et al., 2002). Baslangi¢ ortam pH’smnin, L.
sanfranciscensis’in gelisimi {izerine etkisi incelendiginde, en yiiksek O.D. (oonm)
degeri (1.045+£0.015) ortam pH’simin 6.5, en diisik O.D.goonm) degeri
(0.0825+0.002) ise baslangi¢ ortam pH’sinin 3.5 oldugu kosullarda elde edilmistir
(Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Baslangi¢ ortam pH’siin L. sanfranciscensis’in gelisimi tizerine
etkisi (%2 Maltoz, %0.6 Hidrolize soya ortami, maya ekstrakti %1.7).

Farkli baslangi¢ pH degerlerine sahip fermentasyon ortamlarinin 48 saat
boyunca pH degerlerinde meydana gelen degisim Sekil 4.6’da verilmektedir. Elde
edilen veriler degerlendirildiginde, baslangic pH’sinin 3.5 oldugu ortamda 48 saat
boyunca pH degerlerinde degisim gézlenmemistir ve 48 saat sonunda pH degeri
3.5 olarak oSl¢iilmiistiir. En biiyiik pH degisiminin ise baslangi¢ ortam pH’s1 7.0
olan ortamda elde edildigi ve pH degerinin 48 saatte 7.0’dan 4.47’ye diistiigi
belirlenmistir. Eksi hamurun baglangic pH’sinin 5.0-6.2 degerleri arasinda oldugu
bilinmektedir (De Vuyst and Neysens, 2005). Neubauer et al. (1994) ¢avdar unu
kullanilarak {iretilen eksi hamurun baslangic pH’sinin yaklasik olarak 5.6
oldugunu, bu sebeple cavdar eksi hamurdan izole edilen Lactobacillus’larin
yaklasik pH 5.6 degerinde gelistigini bildirmislerdir. Eksi hamurun pH’sinin
fermentasyon sonunda L. sanfranciscensis tarafindan tiretilen asetik asit ve laktik
asit sebebiyle 4.3’e distiigii belirtilmistir. Kline and Sugihara (1971) tarafindan
yapilan ¢alismada da eksi hamurdan izole edilen farkli L. sanfranciscensis suslari
icin optimum ortam pH’sinin 5.6 oldugunu ifade edilmistir (Kline and Sugihara
1971; Neubauer et al., 1994;De Vuyst and Neysens, 2005).
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Sekil 4.6. Fermentasyon siiresince ortam pH’sinin degisimi (%2 Maltoz,
%0.6 Hidrolize soya ortami, maya ekstrakti %1.7).

4.2.4. Farkh karbon kaynaklarimim L. sanfranciscensis’in gelisimi

uzerine etkisi

Fermentasyon ortamimin farkli karbon kaynaklariyla desteklenmesi
amaciyla fermentasyon ortamina glukoz, fruktoz, laktoz, sakkaroz, nisasta ve
maltoz eklenmistir. En yiiksek O.D.@oonm) degeri (1.112+0.011) maltoz igeren
ortamda elde edilmistir. Maltoz haricinde glukoz ve sakkarozun da L.
sanfranciscensis tarafindan kullanilabildigi goriilmiistiir ancak maltoza kiyasla
daha diisiik O.D.@eoonm) degerleri (0.495+0.178 ve 0.44140.005) elde edilmistir.
Fruktoz, laktoz ve nisasta igeren ortamlarda ise O.D.oonm) degerlerinin diisiik
oldugu tespit edilmistir. (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Farkli karbon kaynaklarinin L. sanfranciscensis’in gelisimi {izerine
etkisi (%0.6 Hidrolize soya ortami, maya ekstrakt1 %1.7, pH 6.5, 1: Glukoz, 2:
Fruktoz, 3:Laktoz, 4: Sakkaroz, 5: Nisasta, 6: Maltoz ).

Farkli maltoz konsantrasyonlari ile yapilan g¢alismada ise en yiiksek
O.D.(60onm) degeri (1.025+0.0014) %2 (w/v)maltoz igeren fermentasyon ortaminda
bulunmustur. En diisiik O.D.@oonm) degeri (0.157+0.019) ise %10 maltoz igeren
ortamda oldugu belirlenmistir (Sekil 4.8). Calismada elde edilen sonuglar literatiir
ile tutarlilik gostermektedir. Yapilan bazi caligmalarda (Neubauer et al.,1994;
Stolz et al., 1993), maltoz ve glukoz iceren ortamlarda L. sanfranciscensis’in
metabolizmasindaki degisimler incelenmistir. Lactobacillus tarafindan iiretilen
maltoz fosforilaz enzimi ile ortamdaki maltoz kullanilarak glukoz ve glukoz-1-
fosfat tiretiminin ATP harcanmadan gerceklestirildigini ifade etmis, iiretilen bu
bilesenlerin daha sonra metabolik faaliyetlerde kullanilmasi amaciyla hiicre digina
gonderildigini belirtilmistir. Calismalar sonucunda, L. sanfranciscensis’in hiicre
dis1 ortamda glukoz konsantrasyonunu artirdigr ve irettigi glukozu, maltoz
olmadig1 durumlarda karbon kaynagi olarak kullandigini tespit etmislerdir. Hiicre
dis1 ortamda bulunan glukozun eksi hamur gibi maltoz igerigi yiiksek ortamlarda
maltozu rekabet¢i mikroorganizmalardan korudugu ve bu sayede eksi hamurun
mikroflorasini etkiledigini belirtilmistir (Neubauer et al.,1994; Stolz et al., 1993).
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Sekil 4.8. Maltoz konsantrasyonunun L. sanfranciscensis’in gelisimi {izerine
etkisi (%0.6 Hidrolize soya ortami1, maya ekstrakt1 %1.7, pH 6.5).

4.2.5. Hidrolize soya ortami miktarimin L. sanfranciscensis’in gelisimi

uizerine etkisi

Hidrolize soya ortami konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in 4 farkh
konsantrasyonda (%0.3, 0.6, 0.9, 1.2 (w/v)) hidrolize soya ortami fermentasyon
ortamina ilave edilmistir (Sekil 4.9). En yiiksek O.D.oonm) degeri (0.114+0.008)
%0.6 (w/v) konsantrasyonunda elde edilmis ve bu miktarin iizerindeki
konsantrasyonlarda O.D.@oonm) degerinin diistiigii belirlenmistir. Hidrolize soya
ortam1 Ozellikle zor gelisen mikroorganizmalar i¢in kullanilmaktadir. Kline and
Sugihara (1971) yaptig1 calismada Trypticase’in L. sanfranciscensis’in gelisimini
stimiile ettigini bildirmistir. Benzer sekilde bu ¢alismada kullanilan hidrolize soya
ortam1 yapisinda bulunan Trypticase sebebiyle L. sanfranciscensis’in gelisimini
stimiile etmektedir.
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Sekil 4.9. Hidrolize soya ortam1 konsantrasyonunun L. sanfranciscensis’in
gelisimi iizerine etkisi (%2 Maltoz, maya ekstrakt1 %1.7, pH 6.5 ).

4.3. Cevap Yiizey Yontemi (CYY) ile Fermentasyon Ortam

Bilesenlerinin Optimizasyonu

L. sanfranciscensis’in  gelisimi {lizerine etkili oldugu belirlenen
fermentasyon ortami bilesenlerinden maltoz, maya ekstrakti ve hidrolize soya
ortami konsantrasyonlarinin optimum seviyelerinin belirlenmesi ve birbirleriyle
etkilesimlerinin incelenmesi i¢in Cevap Yiizey Yontemi kullanilmistir. CYY’de

kullanilan deney tasarim matrisi ve yanit degerleri Cizelge 4.4 ‘te verilmistir.
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Cizelge 4.4. Cevap Merkezcil Kompozit Tasarim ile elde edilen deney tasarim
matrisi.

FAKTORLER CEVAP
Hidrolize Optik
Deneme Ma\l;;)\f) (% | Maya Evl\{;\t/;aktl (% Soya Ortamm Yog?mluk

(% W/V) (O.D.GOOnm)
1 3.00 2.25 0.7 0.723
2 2.00 2.25 0.7 1.115
3 2.59 2.99 1.00 0.785
4 141 2.99 1.00 1.079
5 2.59 151 1.00 0.793
6 141 1.51 1.00 0.923
7 2.00 2.25 0.70 1.117
8 2.00 2.25 0.70 1.119
9 2.00 2.25 0.70 1.119
10 2.00 2.25 0.70 1.120
11 1.00 2.25 0.70 0.936
12 2.00 2.25 1.20 0.932
13 141 1.51 0.40 0.750
14 141 2.99 0.40 0.963
15 2.00 2.25 0.20 0.821
16 2.00 1.00 0.70 0.849
17 2.59 151 0.40 0.780
18 2.00 3.50 0.70 1.031
19 2.59 2.99 0.40 0.845
20 2.00 2.25 0.70 1.112

Bu denemeler sonucu elde edilen modelin uyumlulugu varyans analizi
(ANOVA) ile incelenmistir (Cizelge 4.5). Deneysel veriler ve tahminlenen veriler
arasindaki uyum gosteren iliski katsayis1 (R?) degeri 0.9997 olarak elde edilmistir.
Cizelge 4.5 incelendiginde modelin F degerinin 3289.48 oldugu i¢in F testinin
(%5 oOnem derecesinde) sonucunda modelin anlamli oldugu tespit edilmistir.
Modelin uyum eksikligi incelendiginde ise uyum eksikliginin degeri 0.2407
olarak belirlenmistir ve %5 Onem derecesinde Onemsiz oldugu (P>0.05)
goriilmektedir. Tim bu bilgiler 1518inda modelin deneysel sonuclar ile uyum

gosterdigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.5. Merkezcil Kompozit Tasarima (CCD) ait varyans analiz (ANOVA)
tablosu (R% 0.9997, Adj R% 0.9994, Std.Sapma (Std.Dev.): 3.68E-03, Pred R?:
0.9980, %C.V.:0.39).

Kaynak Kareler Serbestli_k Kareler F Degeri p Degeri
Toplami Derecesi | Ortalamasi (Probe>F)
Model 0.4 9 0.045 3289.48 < 0.0001 Onemli
A-A 0.055 1 0.055 4087.27 < 0.0001
B-B 0.039 1 0.039 2892.67 < 0.0001
Cc-C 0.013 1 0.013 991.83 < 0.0001
AB 0.012 1 0.012 896.9 < 0.0001
AC 0.014 1 0.014 1040.19 < 0.0001
BC 2.11E-03 1 2.11E-03 155.71 < 0.0001
A? 0.15 1 0.150 11112.12 < 0.0001
B2 0.058 1 0.058 4244.36 < 0.0001
c? 0.11 1 0.11 7794.7 < 0.0001
Artan 1.36E-04 10 1.36E-05
Elljggl‘i?gi 8.97E-05 5 1.79E-05 | 1.949292 | 0.2407 | Onemsiz
Saf Hata | 4.6E-05 5 9.2E-06
Toplam 0.4 19

p degeri modeldeki terimlerin 6nemli olup olmadiginin belirlenmesinde

kullanilmaktadir . ANOVA analizi sonucu bu modeldeki tiim terimler i¢in p <0.05
oldugu tespit edilmistir. Bu sebeple tiim model terimlerin (A, B, C, AB, AC, BC,
Az B
interaksiyonlarin optik yogunluk iizerinde etkili oldugu tespit edilmistir. Sinyal

C?) o6nemli oldugu ve tiim faktorler ve faktorlerin arasindaki

gliriiltii oranim1 gosteren Adeq Precision degeri (152.219) ise tercih edilen 4 ve

daha biiyiik olma sartin1 sagladig1 i¢in yeterli bir sinyal olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 4.10. Sabit hidrolize soya ortami konsantrasyonunda (%0.7 w/v), maltoz ve
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Sekil 4.11. Sabit maya ekstrakti konsantrasyonunda (%2.25 w/v), maltoz ve

hidrolize soya ortaminin izohips egrisi ve yiizey grafigi.
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Sekil 4.12. Sabit maltoz konsantrasyonunda (%2 w/v), maya ekstrakti ve

Hidrolize soya ortami’un izohips egrisi ve ylizey grafigi.



46

Deneysel veriler iizerine ¢oklu regrasyon analizi uygulanarak ikinCi
dereceden model denklem elde edilmistir (Esitlik 4.2). Denklem gercek faktorler
(Terms of Actual Factors) cinsinden verilmistir. Model denklemde Y: Optik
yogunluk, A: Maltoz, B: Maya ckstrakti, C: Hidrolize soya ortamini ifade
etmektedir.

Y=-1.96162 +1.41485*A+0.81500* B+2.10303 C -0.08824*A* B-0.23759
* A* C -0.073539* B * C -0.28929*A? -0.11442*B%-0.96915*C? (4.2)

Izohips egrileri ve yiizey grafikleri genellikle regresyon denkleminin
grafiksel olarak ifade edilmesini saglamaktadir. Sekil 4.10, 4.11 ve 4.12°de
faktorlerden bir tanesi merkezde sabit tutuldugunda, diger iki faktor seviyelerinin
optik yogunluk {iizerine olan etkileri izohips egrileri ve yiizey grafikleri ile
gosterilmistir. Sekil 4.10°da hidrolize soya ortami konsantrasyonu sabit iken,
merkez noktaya kadar optik yogunluk degerinin arttig1, merkez noktadan sonra ise
azaldig1 belirlenmistir. Sekil 4.11°de sabit maya ekstrakti konsantrasyonunda,
merkez noktaya kadar optik yogunluk degerinin arttig1, merkez noktadan sonra ise
azaldig1 belirlenmistir. Sekil 4.12°de maltoz konsantrasyonu sabit iken merkez
noktaya kadar optik yogunluk degerinin arttig1, merkez noktadan sonra ise optik

yogunluk degerinin azaldig1 belirlenmistir.

Optik yogunlugu modellemek i¢in olusturulan ikinci derece polinomiyal
denklem ¢6ziilmiis ve proses igin belirlenen optimum kosullar belirlenmistir. Bu
optimum kosullar, maltoz konsantrasyonu %1.86 w/v (X1), maya ekstrakti
konsantrasyonu %2.39 w/v (X2) ve hidrolize soya ortami %0.68 w/v (X3)'dir ve
bu kosullarda model, optik yogunlugun 1.13272 olarak elde edilebilecegi
tahminlemistir. Bu kosullar L. sanfranciscensis’in gelisimi i¢in optimum kosul

olarak belirlenmistir.

4.4. Optimum Kosullarda L. sanfranciscensis’in Ureme Kinetigi

L. sanfranciscensis’in gelisimine etki eden besi ortami bilesenleri igin
optimum seviyeler belirlendikten sonra bu besi ortami bilesenlerinin optimum
seviyelerinde (Maltoz: %1.86 (w/v); maya ekstraktt miktar1 %2.39 (w/v),
hidrolize soya ortami :%0.68 (w/v)) ve baslangi¢ ortam pH’si: 6.5°da iireme

kinetigi belirlenmistir. Sekil 4.3’te belirtilen saat araliklarinda alinan 6rneklerde
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O.D.(600nm), biyokiitle miktar1 ve hiicre sayisi belirlenmistir. Sekil 4.3’de verilen
tireme kinetigi verileri incelendiginde, lag faz’in 8 saat silirdiigii ve 8. saatten
itibaren O.D.oonm) degerinde artis oldugu tespit edilmistir. Bakteri hiicreleri 8-48.
saatler arasinda logaritmik fazda gelisme gostermisler ve fermentasyonun 48.
saatinden sonra duragan faza girmislerdir. En yiliksek O.D.@goonm) degeri
(1.280+£0.027) 48. saatte elde edilmistir. 48. saatteki biyokiitle miktar1 ise
1.928+0.007 gr/L olarak belirlenmistir. Fermentasyonun baslangicinda hiicre
sayist 5.45x10" KOB/mL olarak belirlenmis ve 48 saatte 2.21x10° KOB/mL
hiicre sayisina ulasilmistir. L. sanfranciscensis igin optimum kosullarda spesifik
tireme hiz1 p=0.025 sa* olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.13. Optimum kosullarda canli hiicre sayisinin siireye gore degisimi
(9%1.86 Maltoz, %0.68 hidrolize soya ortami, maya ekstrakti %2.39, pH 6.5).

Optimizasyon Oncesinde ise en yiliksek O.D.@oonm) degerine ulasildigr 48.
saatte, O.D.@oonm) degeri 1.120+0.007, biyokiitle miktar1 ise korelasyon grafigi
kullamlarak 1.730+0.002 gr/L olarak belirlenmistir. 48 saatte 2.16x10'° KOB/mL
canli hiicre sayisina ulagilmistir ve L. sanfranciscensis i¢in optimizasyon oncesi

spesifik iireme hiz1 p=0.0226 sa™* olarak belirlenmistir.

CYY ile yapilan optimizasyon sonucunda elde edilen modelin
tahminlemesi, deneysel veriler ile uyumlu sonu¢ vermistir. CYY sayesinde
faktorlerin birbirleri ile olan etkilesimleri géz Oniine alinarak daha detayl,
matematiksel ve istatistiksel yoOntemlere dayali bir optimizasyon c¢alismasi
yapilmistir. Bu detayli optimizasyon c¢aligmasi sayesinde optik yogunluk
degerinde artis elde edilmistir.
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Literatiirde L. sanfranciscensis’in tireme kinetigini inceleyen ¢alismalardan
biri Neubauer et al. (1994) tarafindan yapilan ¢alismadir. Bu ¢alismada kullanilan
susa ve ortamda bulunan karbon kaynagma gore lag faz siiresinin farklilik
gosterdigi belirtilmistir. L. sanfranciscensis‘in glukoz igeren ortama adaptasyonu
uzun siirmekte ve bu sebeple lag faz 20 saat ile 150 saat arasinda degiskenlik
gostermektedir. Ancak maltoz igeren ortamda lag faz daha kisa siirmektedir.
Bunun sebebi ise maltoz ve glukoz icin farkli transport sistemleri kullanmasina
bagli olarak lag faz siiresinin farklilik géstermesidir (Neubauer et al., 1994).

4.5. Eksi Hamurun Ozellikleri

Eksi hamur iiretimi 3.2.3’de belirtilen metoda gore gergeklestirilmistir ve
iiretime ait akim semalar1 ekte gosterilmistir. Eksi hamurun tiretimi sirasinda tiim
besleme basamaklarinda (Ti) ve besleme ardindan gergeklesen fermentasyon
stiresi sonunda (Tf) pH degerleri olgiilmiistiir. Starter kiiltiir kullanilarak tiretilen
eksi hamur ve spontan fermentasyonla iiretilen eksi hamura ait pH degisim grafigi
Cizelge 4.5’te gosterilmistir.

Cizelge 4.5’ten de goriildiigii lizere eksi hamurlarin baslangic pH degerleri
5.60 — 5.65 arasindadir ve zamanla beraber pH degerlerinde diislis gdzlenmistir.
Cizelge 4.5°de goriildiigii tizere starter kiiltlir iceren eksi hamurun pH degerinin
hizla azaldigi ve tiim iretim siireci boyunca pH degerlerinin spontan
fermentasyon ile iiretilen eksi hamura kiyasla daha diisiik oldugu belirlenmistir.
Besleme islemi sirasinda eksi hamura ilave edilen un ve su ile eksi hamurun pH’s1
ylikselmistir ve bu durum grafiklerde pik goriintiisiiniin olusmasina sebep
olmustur.

Starter kiiltiir kullaniminin eksi hamurun pH’sin1 hizli bir sekilde diisiirdiigii
ise literatiirde gesitli ¢alismalarda belirtilmistir (Gégmen, 2001; Yagmur, 2013).
Hamur pH’sinin hizli diismesi ile hamur mikrofilorasinda laktik asit bakterileri
hakim hale gelmektedir ve diger bakterilerin gelismesi engellenmektedir.



49

-8 L. sanfranciscensis

pH Degeri

400 =+ Spontan fermantasyon
3.50
3.0

) TioTa Ta Ta T2 Ta Tis Tes Tis Tas Tis Tes Tis Ttes

Besleme Sayis1

Sekil 4. 14. Besleme islemi boyunca hamur pH’sinda meydana gelen degisim.

Eksi hamur {iretimi tamamlandiktan sonra eksi hamurlar ekmek yapiminda
kullanilmak iizere baslik 3.2.4’de belirtilen miktarda un ve su ile karigtirilarak
ekmek hamuru elde edilmistir. Elde edilen ekmek hamurlarindan pisirme
isleminden 6nce 6rnek alinarak pH, toplam titrasyon asitligi ve laktik asit bakterisi
sayimmi gerceklestirilmistir. Ekmek hamurlarina ait pH, titrasyon asitligi ve laktik
asit bakterisi sayisi degerleri Cizelge 4.6’da gosterilmistir. Hamur 6rneklerinin pH
degerleri diistiikce TTA degerlerinde artis oldugu tespit edilmistir. TTA, olusan
asit miktarinin bir gostergesidir ve organik asit miktart artikca pH diismektedir.
Eksi hamurda bulunan laktik asit ve asetik asit TTA miktarinin artmasia ve pH

degerinin diismesine sebep olmaktadir.

Starter kiiltiir kullanim1 pH degerlerinin disiik, TTA degerlerinin yiiksek
olmasma sebep olmustur. L. sanfranciscensis kullanilarak iiretilen EHE1’in en
diisiik pH degerine (4.1540.23) sahip oldugu, kontrol ekmegine ait hamurun ise en
yiiksek pH degerine (5.74+0.43) sahip oldugu belirlenmistir.

Starter kiiltiir kullanimini ile spontan fermentasyona goére hamurdaki laktik
asit bakterisi sayisinin arttigir goriilmektedir. Kontrol ekmegine ait hamurda ise
6.3+0.23 1ogKOB/gr laktik asit bakterisi olmasi ise unun yapisinda bulunan laktik

asit bakterilerinin gostergesidir.
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Cizelge 4.6. Hamurlara ait pH, TTA ve laktik asit bakterisi analiz sonuglari.

Ornek Ad1 | pH TTA (mL 0.1 | Laktik asit
N NaOH) bakteri sayisi
log KOB/gr
K 5.74+0.43 5.6+0.42 6.3+0.23
EHE1 4.15+0.23 8.5+0.38 8.3+0.12
EHE2 4.23+0.36 7.9+0.65 7.7+0.02
EHE3 4.53+0.24 7.6+0.40 7.9+0.34

K: Kontrol ekmegine ait hamur (sadece yas maya icermektedir.), EHE1:Eksi Hamur Ekmegi-1 ‘e
ait ekmek hamurunu (starter kiiltiir ile fermentasyon), EHE2:Eksi Hamur Ekmegi2’ye ait ekmek
hamurunu (Starter kiiltir ile fermentasyon ve yas maya icermektedir, EHE3:Eksi Hamur
Ekmegi3’e ait ekmek hamurunu (spontan fermentasyon ile iiretilmistir ve starter kiiltiir, maya ilave
edilmemistir.) ifade etmektedir.

Lattanzi et al. (2014), tarafindan yapilan ¢alismada Lactobacillus plantarum
DB200, Lactobacillus sanfranciscensis A4, Saccharomyces cerevisiae SA.F4
beraber kullanilarak iiretilen eksi hamura ait pH ve TTA degerleri incelenmistir ve
Laktik asit bakterisi sayis1 8.7 log KOB/gr, TTA degeri ise 10.2 mL 0.1 N NaOH
olarak elde edilmistir. Lactobacillus sanfranciscensis A4,Weissella cibaria 8C6,
Saccharomyces cerevisiae SA.F4 beraber kullanilmasi durumunda ise laktik asit
bakterisi sayis1 8.5, TTA degeri ise 8.0 olarak belirlenmistir. Eksi hamurda
bulunan laktik asit bakterisi sayis1 diger mikroorganizmalarin varligindan
etkilenmektedir. Laktik asit bakterisi sayisinin artmasi ile TTA’nin artig gosterdigi
gortilmektedir (Lattanzi et al., 2014)

Yagmur (2013), tarafindan yapilan calismada ise farkli starter kiiltiir
kombinasyonlar1 (S1: L. sanfranciscensis, P. pentosaceus, L. rosiae S. cerevisae;
S2: L. sanfranciscensis, L. plantarum, L. spicher; S. cerevisiae; S3: P.
pentosaceus, L. zymae, L. namurensis, S. cerevisiae; S4: L. plantarum, Leu.
mesenterodies,L. casei, S. cerevisiae) kullanilarak sivi eksi hamur tretilmistir. 30
saat sonunda pH degeri 3.32, TTA degeri ise 14.95 mL 0.1 N NaOH olarak tespit
edilmistir. Fermentasyonun son giiniinde ise 9.25 log KOB/gr LAB oldugunu
bildirmistir. Fermentasyon boyunca LAB sayismnin degistigini ve maksimum
hiicre sayisina 2. giinde ulasildigi tespit edilmistir (Yagmur, 2013).
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4.6. Eksi Hamur Ekmeginin Kalite Ozellikleri

4.6.1 Hacim, spesifik hacim, pisme kaybi ve nem

Ekmek hamurlar1 hazirlandiktan sonra baslik 3.2.4’de belirtilen metoda gore
pisirilmistir ve pisirildikten sonra 2 saat boyuna oda kosullarinda bekletilerek
sogutulmustur. Ekmeklere ait gorseller ekler boliimde gosterilmistir (Bknz. Ek 5).
Uretilen ekmeklerde nem, hacim, spesifik hacim ve pisme kaybi degerleri
belirlenmistir. Bu analizlere ait sonuclar istatistiksel olarak degerlendirilmis ve

elde edilen analiz sonuglar1 Cizelge 4.7’de gosterilmistir.

Cizelge 4.7. Eksi hamur ekmeklerine ait nem, hacim, spesifik hacim, pisme kaybi

degerleri.
Ornek Hacim(cmd) Spesifik Hacim(cm?®/g) | Pisme Kayb1 (%) Nem (%)
K 1650.693+41.4632 4.987+0.1312 17.302+0.2472 36.611+0.5822
EHE1 641.676+94.815¢ 1.7594+0.273¢ 8.739+0.710° 35.453+1.015P
EHE2 | 1455.472+41.586" 4.303+0.150° 15.450+0.750° 36.221+1.3422b
EHE3 494.261+20.800¢ 1.338+0.057¢ 7.628+0.217¢ 36.939+1.4252

K: Kontrol ekmegi (sadece yas maya icermektedir.), EHE1:Eksi Hamur Ekmegi-1 (starter kiiltiir
ile fermentasyon), EHE2:Eksi Hamur Ekmegi2 (Starter kiiltiir ile fermentasyon ve yas maya
icermektedir, EHE3:Eksi Hamur Ekmegi3 (spontan fermentasyon ile iiretilmistir ve starter kiiltiir,
maya ilave edilmemistir.)

abed Aym kolondaki farkli harflendirme, istatistiksel olarak farklilik oldugunu gdstermektedir
(p<0.05)

Ekmek kalitesini belirlemede en 6nemli kalite 6zelliklerden biri ekmek
hacmidir. Ekmek tiretimi sirasinda fermentasyon asamasinda
mikroorganizmalarin metabolik faaliyetleri sonucunda CO> olusmakta ve ekmegin
hacim kazanmasimi saglamaktadir. Bu c¢alismada iiretilen ekmeklerin hacim
miktar1 degerleri incelendiginde en yiiksek hacimli ekmegin kontrol ekmegi
oldugu belirlenmistir (p<0.05). Starter kiiltiir ile yas mayanin beraber kullanimi
sonucunda ekmek hacminin kontrol ekmegine kiyasla azaldigi (p<0.05) ve sadece
starter kiiltiir kullanildiginda ekmek hacminin oldukga diisiik bir degerde oldugu
tespit edilmistir. Starter kiiltir ve yas maya kullanmadan, sadece spontan
fermentasyon ile iiretilen ekmegin hacim degerinin diger 6rneklere kiyasla en
diisiik seviyede oldugu belirlenmistir (p<0.05). Calismada, L. sanfranciscensis
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kullanilarak tiretilen ekmegin hacminin spontan fermentasyon ile tiretilen ekmegin
hacmine kiyasla daha yiiksek bir degerde oldugu (p<0.05) ancak kontrol
ekmeginin hacim degerine yakin bir hacim degeri elde etmek icin L.
sanfranciscensis’in yas maya ile birlikte kullanilmasi gerektigi tespit edilmistir.

Sekil 4.15’de gorildiigii tizere eksi hamur ile {iretilen ekmeklerin
gbzeneklerinin kiigiik oldugu ve ekmek kabuguna yakin noktada biiytik bir bosluk
oldugu, ekmek renginin ise daha koyu oldugu goriilmektedir. Yas maya
kullanilarak tretilen ekmekler ise biiyiik gézenek yapisina sahip ve gozeneklerin
homojen olarak dagildigi, ekmek renginin ise eksi hamurlara gore daha agik
oldugu goriilmektedir.

Kontrol(K) EHE1 EHE2 ) EHE3

Sekil 4.15. Ekmeklerin kesit goriiniimdi.

K: Kontrol ekmegi (sadece yas maya icermektedir.), EHE1:Eksi Hamur Ekmegi-1 (starter
kiiltiir ile fermentasyon), EHE2:Eksi Hamur Ekmegi2 (Starter kiiltiir ile fermentasyon ve yas maya
icermektedir, EHE3:Eksi Hamur Ekmegi3 (spontan fermentasyon ile iiretilmistir ve starter kiiltiir,

maya ilave edilmemistir.)

Ekmegin spesifik hacmi ekmegin kalite 6zelliklerinden biri olup ekmek
hacminin ekmek agirligina oranlanmasiyla belirlenmektedir. Ekmek hacminin
ekmek agirligiyla uyumlu olmasi tiiketiciler tarafindan tercih edilmektedir (Pyler,
1988; Elgiin ve Ertugay, 2002).

Calismada; hazirlanan hamurlar 400 gr’lik esit parcalara boliinerek sekil
verilmis, ekmek pisirme kaplarina yerlestirilmis ve pisirilerek ekmek iiretimi
yapilmistir. Bu sebeple elde edilen ekmeklerin gramajlari da birbirine oldukca
yakin degerlerdedir. Buna bagl olarak, bu ¢alisma i¢in ekmek hacmi ile ilgili elde
edilen bulgular ve sonuglar ekmek spesifik hacim degerleri i¢in de gegerlidir.
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Cizelge 4.7°de verilen ekmeklerin pisme kaybi degerleri incelendiginde;
EHEL ve EHES3’iin pisme kaybi degerlerinin kontrol ve EHE2’ye kiyasla olduk¢a
diisiik degerlerde oldugu belirlenmistir. Ekmeklerin nem orani incelendiginde;
caligmada {iretilen tiim ekmeklerin nem orani degerlerinin birbirine yakin oldugu

gorilmektedir.

4.6.2 Ekmeklere ait tekstiirel ozellikler

Eksi hamur ekmeklerine ait ekmek ici tekstiirel 6zellikler incelenmistir ve
bu 6zelliklere ait degerler Cizelge 4.7’de verilmistir. Ekmek igi tekstiirel 6zellikler
belirlenirken kuvvet deformasyon siire grafiklerinden yararlanilmistir ve sonuglar

istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Ekmeklerin ekmek i¢i sertlik degerleri incelendiginde; en yiiksek sertlik
degerinin EHE3’de (33.314+6.168) oldugu (p<0.05), kontrol ekmegi ve EHE1
arasinda istatistiksel olarak fark bulunmadigi ve en diisiik sertlik degerine ise
EHE2’nin (1.642+0.244) sahip oldugu (p<0.05) goriilmektedir. Starter kiiltiir ile
yas mayanin birlikte kullanilmasinin ekmek i¢i sertlik degerini azalttig

gozlenmistir.
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Cizelge 4.8. Ekmeklere ait tekstiirel 6zellikler.

Ornek | Sertlik(N) Esneklik(g) Yapiskanhk(g.s) Sakizimsihk(g) Cignenebilirlik(mj) Elastiklik

K 21.96+3.191° 0.904+0.036° | 0.806+0.027° 1928.301+254.186° | 1740.685+220.303" 0.496+0.046°
EHE1 | 21.315+3.080° | 0.901£0.030° | 0.809+0.029° 1874.839+242.053° | 1688.676+299.761° 0.501+0.049°
EHE2 | 1.642+0.244° 1.948+0.524% | 0.872+0.027° 152.089+23.071° 295.638+92.195° 0.571+0.0382
EHE3 | 33.314+6.168% | 0.866+0.032° | 0.769+0.033° 2816.312+470.058* | 2432.884+384.2112 0.436+0.534°

K: Kontrol ekmegi (sadece yas maya igermektedir.), EHE1:Eksi Hamur Ekmegi-1 (starter kiiltiir ile fermentasyon), EHE2:Eksi Hamur Ekmegi2 (Starter kiltir ile
fermentasyon ve yas maya icermektedir, EHE3:Eksi Hamur Ekmegi3 (spontan fermentasyon ile liretilmistir ve starter kiiltiir, maya ilave edilmemistir.)

a,b,c,d Aymi kolondaki farkli harflendirmeler, istatistiksel olarak farklilik oldugunu gostermektedir (p<0.05).



Cizelge 4.8. incelendiginde; EHE2’nin diger ekmeklere kiyasla en yiiksek
esneklik degerine (1.948+0.524) sahip oldugu goriilmektedir (p<0.05). Kontrol
ornegi, EHE1 ve EHE3’e ait esncklik degerlerinin EHE2’ye gore daha diisiik
oldugu ve birbirleri aralarinda fark bulunmadigi belirlenmistir. Starter kiiltiir ile
yas mayanin beraber kullaniminin ekmegin esneklik degerini arttirdig

gbzlenmistir.

Ekmek i¢i yapiskanlik degerleri degerlendirildiginde; en yiiksek degerin
EHE2’ye (0.872+0.027), en diisiik degerin ise EHE3’e ait oldugu belirlenmistir
(p<0.05). Sadece starter kiiltiir kullanilarak {iretilen ekmegin ekmek igi
yapigskanlik degeri ile kontrol 6rneginin ekmek i¢i yapiskanlik degeri arasinda
onemli bir fark gozlenmemistir, ancak starter kiiltir yas maya ile beraber
kullanildiginda ekmek ig¢i yapiskanlik degerini arttirmistir (p<0.05). Spontan
fermentasyon ile elde edilen eksi hamurun ekmek yapiminda kullanimi ise ekmek

ici yapiskanlik degerinin azalmasina sebep olmustur.

Ekmeklerin ekmek i¢i sakizimsilik ve ¢ignenebilirlik  degerleri
incelendiginde; en  yilksek degerlere EHE3’in  (2816.312+470.058,
2432.884+384.211) ve en disiik degerlere ise EHE2’nin (152.089+23.071,
295.638+92.195) sahip oldugu belirlenmistir. Starter kiiltiir ile yas mayanin
beraber kullanimi ekmek i¢i sakizimsilik ve ¢ignenebilirlik degerlerini azaltmistir.
Ekmek i¢i sakizimsilik ve ¢ignenebilirlik degerleri bakimindan EHEL ile kontrol

ekmegi arasinda 6nemli bir fark tespit edilmemistir.

Ekmek igi elastiklik degerleri degerlendirildiginde; en yiiksek elastiklik
degerinin yas maya ile starter kiiltiiriin beraber kullanildigi durumda (EHE2), en
diisiik elastiklik degerinin ise EHE3’de elde edildigi belirlenmistir (p<0.05).

Ekmeklerin ekmek igi tekstiirel 6zellikleri genel olarak degerlendirildiginde;
starter kiiltiir ile yas mayanin (EHE2) beraber kullanimi sonucu iiretilen ekmegin
ekmek igi tekstiirel 6zelliklerinin kontrol ekmegine (K) kiyasla daha iyi oldugu
tespit edilmistir. Spontan fermentasyon ile iiretilen eksi hamurun kullanildig
ekmegin (EHE3) ise tekstiirel ozelliklerinin kontrol ekmegine gore daha az

gelismis oldugu belirlenmistir.

Yagmur (2013), tarafindan yapilan ¢aligmada sivi eksi hamur {iretiminde
starter kiiltiir karsimi kullanimi ile ekmegin ¢ignenebilirlik degerlerinin 4.45-5.09
Nmm arasinda oldugu ve S2 (L. sanfranciscensis, L. plantarum, L. spicher; S.



cerevisiae) starter kiltiir kullanimi ile ¢ignenebilirlik degerinde azalma oldugu
belirtilmistir. Yapiskanlik degeri ise 0.72-0.80 N arasinda bulunmus ve bugday
unu kullaniminin yapigkanlik degerini azalttig1 bildirilmistir (Yagmur, 2013).

4.6.3 Ekmeklere ait renk ol¢iimleri

Renk ol¢timii ile ekmeklerin ekmek i¢i L*, a*,b* degerleri belirlenmistir. L*
degeri agikliktan koyuluga, +a kirmiziligi, -a yesillige, +b sarihigi ve —b ise
mavilige gidisi gostermektedir. Eksi hamur ekmeklerine ait ekmek igi renk

degerleri Cizelge 4.8’de verilmistir.

Ekmek igi L* degerleri incelendiginde; kontrol ekmegi ve EHE2’nin
istatistiksel olarak birbirinden 6nemli derecede farkli olmadig1 ancak EHE1 ve
EHE3’e kiyasla daha yiiksek degerlerde oldugu belirlenmistir (p<0.05). Ayrica,
EHE1l ve EHE3’ye ait ekmek i¢i L* degerleri arasinda istatistiksel bakimdan
Oonemli bir farkin olmadigi tespit edilmistir. Bu degerlere gore eksi hamur ekmegi
tretimi i¢in yas maya kullaniminin ekmegin L* degerini arttirdigi ve ekmegin
daha parlak renkte olmasina sebep oldugu tespit edilmistir. Ancak sadece starter
kiiltiir kullaniminin kontrol ekmegine gore ekmegin parlakligini iizerine azaltici

etkisi oldugu belirlenmistir.

Ekmek i¢i a* degerleri incelendiginde; en yiiksek a* degerine EHE3’iin
sahip oldugu, bunu EHE1’in takip ettigi, EHE2 ve kontrol 6rneginin ise en diisiik
a* degerine sahip olduklari goriilmektedir (p<0.05). Ayrica, EHE2 ve kontrol
orneginin a* degerlerinin istatistiksel agidan farklilik géstermedigi belirlenmistir.
Bu sonuglara gore eksi hamur ekmegi tiretiminde yas maya kullaniminin ekmek
ici a* degerini azalttig1 ifade edilebilir.



Cizelge 4.9. Ekmek 6rneklerine ait renk analizi sonuglari.

Ornek L* ax b*

K 78.74343.159° 1.863+0.018° 17.018+0.063¢
EHE1 74.832+0.348" 2.707+0.029" 18.37+0.0152
EHE?2 79.54+0.250° 1.908+0.039° 15.557+0.071¢
EHE3 74.182+0.505° 3.065+0.091° 17.751+0.328"

L*, a* b* degerleri belirlenmistir. L* degeri acikliktan koyuluga, +a kirmizilig, -a yesillige, +b
sarilig1 ve —b ise mavilige gidisi gostermektedir.

abcd Ayn kolondaki farkli harflendirmeler, istatistiksel olarak farklilik oldugunu gdstermektedir
(p<0.05).

Ekmeklere ait ekmek i¢i b* degerleri incelendiginde; kontrol, EHE1,EHE?2
ve EHE3’e ait b* degerlerinde meydana gelen degisimin istatistiksel olarak
anlamli oldugu tespit edilmistir. En yiiksek b* degerinin EHE1’e, en diisiik b*
degerinin ise EHE2’ye ait oldugu Cizelge 4.9°da goriilmektedir (p<0.05). Sadece
starter kiiltir kullaniminin ekmek i¢i b* degerini arttirdigs, starter kiiltiir ile yas
mayanin birlikte kullanilmasinin ise ekmek i¢i b* degerinin azalmasina yol actig1

belirlenmistir.

Eksi hamur ekmegine ait renk degerlerini iceren calismasi sayisi oldukca az
olup sadece L. sanfranciscensis ile iiretilen eksi hamur ekmegine ait renk degerine

bu tez caligmasi kapsaminda literatiirde rastlanmamuistir.

Yagmur (2013), tarafindan yapilan ¢alismada, farkli mikroorganizma susu
kullantminin ekmegin rengi tizerine etkisi olmadigi belirtilmistir. Ekmeklere ait b
degerlerinin 17.34-18.49; L degerlerinin 67-71.36; a* degerlerinin ise -1.02 ile -
0.17 arasinda degistigi belirlenmistir. Calismada ayrica farkli unlar ile iiretilen

ekmeklerin renk degerlerinin farkli oldugu bildirilmistir (Yagmur, 2013).



Corona et al. (2016), yapilan bir c¢alismada Weissella cibaria ve
Leuconostoc citreum suslar1  (Weissella cibaria PON10030, PON10032,
Leuconostoc citreum PON 10079, PON10080) tek tek ve beraber eksi hamur
tretiminde starter kiiltiir olarak kullanilmis ve renk degerleri incelenmistir. Bu
calisma W. cibaria ile yapilan ekmeklerin L* degerinin kontrol ekmegine gore
farklilik gosterdigi ve daha diisiik oldugu, a* degerlerinin ise kontrol ekmegi harig
tim ekmekler istatistiksel olarak farklilik bulunmadigini belirtmislerdir. b*
degerleri ise tiim ekmekler i¢in kontrol ekmegi ile farklilik bulunmadigi

belirtilmistir (Corona et al., 2016).



5.SONUC

Bu tez c¢alismasinda, farkli besi ortami  Dbilesenlerinin L.
sanfranciscensis’in gelismesi iizerine etkisi incelenmistir. incelenen besi ortami
bilesenlerinden L. sanfranciscensis’in gelismesi tizerinde etkisi oldugu belirlenen
bilesenler se¢ilmis ve Cevap Yiizey Yontemi kullanilarak L. sanfranciscensis’in
gelismesi i¢in optimum olan bir fermentasyon ortami tasarlanmistir. Optimum
kosullarda ¢ogaltilan L. sanfranciscensis hiicreleri kullanilarak eksi hamur ekmegi
tiretilmis ve eksi hamurun ve eksi hamur ekmeginin karakteristik 6zellikleri

incelenmistir.

Tez calismasinin ilk asamasinda; maltoz, maya ektrakti ve hidrolize soya
ortam1’nin L. sanfranciscensis’in gelismesi iizerinde etkisi oldugu, ancak Tween
80’in etkisi olmadig: tespit edilmistir. Tween 80 gelisme lizerine etkisi bulunmasa
da fermentasyon ortaminda bazi maddelerin daha iyi1 ¢6ziilme sagladigi icin

fermentasyon ortamlarinin hazirlanmasinda 6nem arz etmektedir.

L. sanfranciscensis’in gelismesine substrat konsantrasyonunun etkisi
incelendigi zaman, en yiiksek O.D. degerinin % 2 maltoz kullanildig1 zaman elde
edildigi belirlenmistir. Denenen farkli azot kaynaklar: igerisinde en yliksek canli
hiicre sayist maya ekstrakti kullanildigr durumda elde edilmistir. Maya ekstrakti
konsantrasyonunun iiremeye etkisi incelendigi zaman, en yiliksek O.D. degerinin
% 2.3 maya ekstrakt1 konsantrasyonunda elde edilmis ancak % 2.3 ile % 1.7 maya
ekstrakti igeren fermentasyon ortamlarinda O.D. degerleri agisindan istatiksel
olarak fark olmadig1 belirlenmistir. Bu sebeple c¢alismanin devaminda

fermentasyon ortaminda % 1.7 maya ekstrakti Kullanilmistir. Farkli Tryprtic Soy



Broth konsantrasyonlar1 arasinda ise en yiiksek optik yogunluk degerine ulagsmak
icin fermentasyon ortamina % 0.6 hidrolize soya ortami eklenmesi gerektigi
belirlenmistir. L. sanfranciscensis’in gelismesi i¢in gerekli baslangi¢ ortam pH’s1
ise pH 6.5 olarak tespit edilmis ve 48 saatlik sonunda fermentasyon ortaminin
pH’sinin 4.47’¢ diistiigii belirlenmistir. Optimum fermentasyon ortami bilesiminin
belirlenmesi amaciyla maltoz konsantrasyonu, maya ekstrakti konsantrasyonu ve
hidrolize soya ortami konsantrasyonu Cevap Yiizey Yontemi ile optimize
edilmistir. Bu ¢ degiskenin optik yogunluk {izerine lineer, kuadratik ve
interaksiyon etkileri incelenmistir. Model tarafindan belirlenen 20 noktada
deneyler yapilmis ve deneysel sonuglar yardimiyla ikinci dereceden model
denkligi elde edilmistir. Modele ait R? degeri 0.9997 olarak belirlenmistir.
Optimum kosullarda maltoz konsantrasyonu % 1.86 w/v, maya ekstrakti
konsantrasyonu % 2.39 w/v ve hidrolize soya ortami % 0.68 w/v olarak
belirlenmistir. Model tarafindan tahminlenen en yiiksek optik yogunluk 1.132
olarak belirlenmistir. Uretim sonucunda ger¢ek optik yogunluk degeri elde
edilmistir. Optimizasyon oncesi optik yogunluk degeri 1.120+0.007, biyokiitle
miktar1 1.730+£0.002 gr/L iken optimizasyon sonrasi optik yogunluk degeri
1.280+0.027ye, biyokiitle miktar1 ise 1.928+0.007 gr/L ’ye ulasmigtir. Belirlenen
optimum kosullarda L. sanfranciscensis’e ait gelisme kinetigi incelenmis ve

spesifik iireme hiz1 0.025 sa™* olarak belirlenmistir.

Tez calismasinin ikinci asamasinda optimum kosullarda gelisen L.
sanfranciscensis fermentasyon ortamindan ayrilmis ve starter kiiltiir olarak eksi
hamur ekmegi iiretiminde kullanilmistir. Starter kiiltiir kullanilarak tretilen eksi
hamurun pH degerinin fermentasyon basinda hizla distiigii ve fermentasyon

sonunda spontan fermentasyona gore hamur pH ‘sinin daha diisiik oldugu tespit



edilmigtir. Ekmek hamuruna ait TTA degeri 8.5+0.389 mL 0.1N NaOH, pH
degeri 4.15+ 0.233 ve laktik asit bakterisi sayis1 8.3+0.121 log KOB/gr olarak
belirlenmistir. Laktik asit bakterisi sayis1 kontrol ekmegine gore yalnizca 2 log

KOB/gr artmis olmasina ragmen ekmegin renk ve tekstiirel 6zelliklerinin degistigi

belirlenmistir.

Eksi hamur ekmeklerinin Kalite ozellikleri degerlendirildiginde; starter
kiiltir kullaniminin ekmegin en 6nemli kalite 6zelliklerinden bir tanesi olan hacim
degerini azalttigi tespit edilmistir. Ayrica eksi hamur ile iretilen ekmeklerin
gozenek yapisinin daha siki oldugu ve ekmek iglerinin daha yapiskan oldugu

gbzlenmistir.

L. sanfranciscensis kullanilarak tiretilen eksi hamur ekmegine ait ekmek ici
tekstiirel ozellikler degerlendirildiginde; sertlik degeri agisindan kontrol ekmegi
ile 6nemli bir fark olmadigi, ancak yas maya ile beraber kullanildigi durumda
ekmek i¢i sertlik degerinin azaldig1 belirlenmistir. Ayrica, L. sanfranciscensis, yas
maya ile beraber kullanildiginda ekmek igi esneklik, yapiskanlik ve elastiklik
degerlerinin kontrol ekmegine kiyasla arttigi, ekmek ic¢i sakizimsilik ve
cignenebilirlik degerlerinin ise kontrol ekmegine kiyasla azaldig: tespit edilmistir.
Spontan fermentasyon ile iiretilen ekmeklerde ise ekmek ici sertlik, sakizimsilik
ve c¢ignenebilirlik degerlerinin diger ekmeklere kiyasla daha yiiksek, ekmek i¢i

yapiskanlik ve elastiklik degerlerinin ise daha diistik oldugu belirlenmistir.

L. sanfranciscensis kullanilarak tiretilen eksi hamur ekmegine ait ekmek i¢i
renk degerleri incelendiginde; L*, a*, b* degerleri sirasiyla 74.832+0.348,

2.707+0.029, 18.37+£0.015 olarak bulunmustur. Starter kiiltiir ile yas mayanin



birlikte kullanilmasinin ekmek i¢i L* degerini kontrol 6rnegine kiyasla dnemli
derecede degistirmedigi gozlenmistir. Eksi hamur ekmegi liretiminde yas maya
kullannminin ekmek i¢i a* degerini azalttig1 belirlenmistir. Sadece starter kiiltiir
kullannminin ekmek i¢i b* degerini arttirdigi, starter kiiltiir ile yas mayanin

birlikte kullanilmasinin ise ekmek i¢i b* degerini azalttig1 tespit edilmistir.

Literatiirde L. sanfraniscensis’in gelismesinde kullanilabilecek besiyeri
optimizasyonu iizerine yapilan ¢alismalarin genellikle ¢cok eski ve yetersiz oldugu
goriilmektedir. L. sanfranciscensis’in  gelismesinde etkili besi ortami
bilesenlerinin se¢iminde PB deney tasarim metodunun kullanildigr ve gelisme
kosullarmin CYY ile optimize edilmesi yonelik bir c¢alismanin literatiirde
olmadig goriilmektedir. Bunun yani sira starter kiiltiir olarak kullaniminin 6nemli
oldugu belirtilmesine ragmen L. sanfranciscensis’in starter kiiltiir olarak
kullanildig1 ¢alisma sayis1 oldukga azdir ve spontan fermentasyon ile iiretilen eksi
hamurun mikroflorasindaki etkilesimi taklit etmek amaciyla genellikle diger

Lactobacillus lar ile beraber kullanilmistir.

Bu calisma kapsaminda raf Omrii testleri yapilmamistir. L.
sanfranciscensis’in starter kiiltir kullaniminimn eksi hamur ekmeginin raf omri
iizerine etkisini inceleyen c¢aligmalarin yapilmasi literatiiriin gelismesine katki

saglayacaktir.

Literatiirdeki diger ¢alismalar degerlendirildiginde L. sanfranciscensis’in
gelisme kosullanin optimizasyonu igin alternatif karbon ve azot kaynaklari
kullanilarak L. sanfranciscensis’in saf kiiltiir olarak tiretilebilmesi igin tiretim

maliyetini azaltacak bir ¢alismanin literatiirde yer almadigr goriilmektedir. Bu



sebeple karbon kaynagi veya azot kaynagi olarak kullanilabilecek sanayi yan

tirlinlerinin degerlendirilmesi gerektigi goriilmektedir.

Eksi hamur tiretim siirecini hizlandirmak amaciyla hizli iireyen laktik asit
bakterileri belirlenmelidir. Bu laktik asit bakterilerini segmek amaciyla yapilan
izolasyon ¢alismalari, izole edilen laktik asit bakterilerinin iireme kinetigi ile ilgili

calismalar ile desteklenmelidir.

Bu tez calismasi sayesinde L. sanfranciscensis’in gelismesinde etkili
biyoproses kosullari ve besi ortami bilesenleri detayli olarak incelenmis ve
matematiksel yontemler ile besi ortami bilesenleri optimize edilerek, optimum bir
besi ortami formiilasyonu gelistirilmistir. L. sanfranciscensis’in starter kiiltiir
olarak kullanimi ile elde edilen eksi hamur ekmeginin kalite oOzellikleri
incelenmistir. Bu calismada elde edilen sonuclarin, konu hakkindaki literatiir
boslugunu doldurmasi ve ileride yapilacak diger ¢aligmalar i¢in yon gosterici

ozellikte olacag: diisiinilmektedir.
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