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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

EKSIHAMURLARDAN iZOLE EDILEN LAKTIK ASiT BAKTERILERININ
GLUTEN UZERINE PROTEOLITIK ETKILERININ INCELENMESI

Seda GURE

Siileyman Demirel Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dal

Jiiri: Prof. Dr. Sami OZCELIK (Damsman)
Prof. Dr. Erdogan KUCUKONER
Prof. Dr. Ahmet Hilmi CON

Eksihamur, tipik o©zellikleri baslhica laktik asit bakterileri ve mayalardan olusmus
mikroflorasindan gelen bir hamurdur. Yaptigimiz c¢alismada, farkli firinlardan toplanan
eksihamurlardan, laktik asit bakterileri izole edilmis ve API 50 CHL test kitleri kullanilarak
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus curvatus, Lactococcus lactis, Weissella confusa ve
Pediococcus pentosaceus olmak iizere bes farkli tiir tespit edilmistir. Bu tiirlerin gluten iizerine
proteolitik etkilerinin arastirilmasi i¢in ekzoenzimlerini ve endoenzimlerini ayr1 ayr1 ve karigik
halde iceren preparatlar hazirlanarak oyuk agarl glutenli besiyerinde bu preparatlarin asilandigi
oyuklarin etrafinda inkiibasyon sonunda zon olusumu incelenmistir. Ancak zon olusumu
hi¢cbirinde gozlenememistir. Bakteri kiiltiirlerinden eksihamurlar yapilarak nétral ve asit ilave
edilmis kontrol hamurlar ile birlikte 30 °C’de inkiibe edilmislerdir. 24 sa ve 48 sa sonlarinda
hamurlardan bugday depo proteini olarak adlandirilan gluteni olusturan iki temel fraksiyon,
gliadin ve glutenin proteinleri izole edilmistir. SDS-PAGE jellerinde izole edilen proteinlerin
olugturduklar1 bantlar incelendiginde, bakteri asilanan hamurlarda her iki protein
fraksiyonlarinda hidroliz gozlenmistir. Proteolitik aktivite 48 sa boyunca etkili olmustur.
Ozellikle Pc. pentosaceus, Lb. curvatus ve Lb. plantarum’un gliadin iizerine proteolitik
aktiviteleri gozlenmistir. Glutenli besiyerinde zon olusumunun gozlenmemesinin nedeni, laktik
asit bakterilerinin proteolitik aktivitelerinin biiyiik molekiillii proteinler yerine peptidler iizerine
etkili olmasi olabilir.

Laktik asit bakterilerinin gluten proteinleri iizerine proteolitik aktiviteleri, glutenin ¢olyak
hastalar1 iizerine toksik Ozellik gosteren fraksiyonlarinin parcalanmasi bakimindan ©6neme
sahiptir. Bu nedenle ¢olyaklilar icin formiile edilen glutensiz veya gluteni azaltilmis iiriinlerde
eksihamur kullanimi, hem iiriintin teknik 6zelliklerini gelistirecek, hem de kalint1 gluten riskini
azaltacaktir.

Anahtar Kelimeler: Eksihamur, Laktik Asit Bakterileri, Gluten, Gliadin, Glutenin,
Proteoliz, Colyak Hastaligi, SDS-PAGE

2009, 65 sayfa
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ABSTRACT
M. Sc. Thesis

DETERMINATION OF PROTEOLYTIC EFFECTS OF
LACTIC ACID BACTERIA ISOLATED FROM SOURDOUGHS ON GLUTEN

Seda GURE

Siileyman Demirel University Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Food Engineering

Thesis Committee: Prof. Dr. Sami OZCELIK (Supervisor)
Prof. Dr. Erdogan KUCUKONER
Prof. Dr. Ahmet Hilmi CON

Sourdough is reported to be a dough whose typical characteristics are mainly due to its
microflora, basically represented by lactic acid bacteria (LAB) and yeasts. In our study, LAB are
isolated from sourdoughs that we collected from different bakerys. Five species are determined
as Lactobacillus plantarum, Lactobacillus curvatus, Lactococcus lactis, Weissella confusa and
Pediococcus pentosaceus by using API 50 CHL test kits. These species are tested for their
proteolytic activities on gluten by gluten plate tests. Their endoenzyme and exoenzyme
preparations are inoculated in wells on gluten containing agar medium, seperately and in
combination. But no zone formation is occured on any of plates. Cultures of isolated bacteria are
used to make sourdoughs. They are incubated with neutral and chemically asidified control
doughs at 30 °C. After 24 and 48 hours, gliadin and glutenin proteins which are two fractions of
gluten, major storage protein of the wheat grain, are isolated from sourdoughs and control
doughs. According to protein bands on SDS-PAGE gels, both protein fractions are hydrolyzed in
fermented sourdoughs. Proteolytic activity is observed during 48 hours fermentation. Especially,
Pc. pentosaceus, Lb. curvatus and Lb. plantarum species had proteolytic activities on gliadin. A
reason for no zone formation on gluten plates may be the fact that proteolytic activities of LAB
are mainly due to peptide hydrolysis rather than the degradation of high molecular weight
proteins.

Proteolytic acitivities of LAB on gluten is considered to be important in point of degradation of
toxic fractions of gluten for celiac patients. Therefore, use of sourdough in gluten-free or gluten-
reduced products which are formulated for celiac patients, can reduce the risk of gluten
contamination in the product as well as improve technical properties of products.

Key Words: Sourdough, Lactic Acid Bacteria, Gluten, Gliadin, Glutenin, Proteolisis,
Celiac Disease, SDS-PAGE

2009, 65 pages
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1. GIRIS

Eksihamur, iceriginde cesitli laktik asit bakterilerini ve bazi mayalar1 barindiran ve bu
mikroorganizmalarin canliligina bagli olarak yeni hamur yapiminda siirekli
yenilenebilen ve Ozelliklerini bu mikrofloranin metabolik aktivitelerinden alan, diisiik

pH’a sahip (pH ~4) bir hamurdur.

Eksihamurdan Leuconostoc (genellikle Leuconostoc mesenteroides), Weissella,
Pediococcus (genellikle Pediococcus pentosaceus), Lactococcus, Enterococcus ve
Streptococcus cinslerine ait tiirler izole edilse de, eksihamurda en sik gbzlenen bakteriler
Lactobacillus suslaridir. Lactobacillus sanfranciscensis, Lb. plantarum, Lb. brevis, Lb.
pontis ve Lb. reuteri eksihamurlardan en sik izole edilen laktobasillerdir (Giil vd., 2005;

De Vuyst ve Neysens, 2005; Gerez vd., 2006; Corsetti ve Settanni, 2007).

Eksihamur kullanimi, en eski biyoteknolojik islemlerdendir. Eksihamur fermantasyonu
firincilik dirtinlerinin {iretiminde Onemini korumaktadir. Ciinkii; eksihamur, ekmek
hamurunun daha 1yi islenebilmesini saglayarak teknolojik 6zelliklerini; fitat hidrolizi ve
serbest amino asit artiglarina baglh olarak besinsel 6zelliklerini; ekmek hacmi, ekmek ici
yapis1 ve benzersiz aromasi gibi organoleptik 6zelliklerini iyilestirmede ve raf émriiniin
uzamasinda onemli rol oynar. Eksihamur laktik asit bakterilerinin (LAB’nin) ekmek

kalitesini etkileyen metabolik aktiviteleri sunlardir:

1. Proteolitik aktiviteleri,

2. Ugucu aroma bilesenlerinin ve aroma oncii maddelerinin olusumu,

3. Kizarmig aromasini arttiran arjinin metabolizmasi,

4. Antibakteriyel bilesiklerin, antifungal maddelerin iiretimi ve

5. Ekmek yapisini, bayatlamasini ve raf omriinii etkileyen eksopolisakkaritlerin tiretimi

gibi aktivitelerdir (De Vuyst ve Neysens, 2005) .



Bugdayda depo proteini olan gluten kompleksi, baslica iki grup proteinden olusur:
Gliadin (prolamin) ve Glutenin (glutelin). Prolaminler % 50-70’lik alkolde ¢oziinebilen

proteinlerdir. Glutelinler ise seyreltik asit ve baz ¢ozeltilerinde ¢oziinen proteinlerdir.

Colyak hastaligi ya da glutene duyarh enteropati, insanlarda olduk¢a sik goriilen
otoimmiin karakterli ve besin kokenli bir ince barsak hastaligidir. Hastaligi olan
kisilerde gluten iceren gidalarin diyete eklenmesinden sonra ince barsaklardaki villus adi
verilen parmaksi1 ¢ikintilar viicudun bu maddeye kars1 olusturdugu iltihabi bir reaksiyon
sonrasinda hasar goriir ve yok olur. Boylece diger besinlerin sindirimi ve emilimi de
bozulur ve malabsorpsiyon (kotii emilim) sendromu denilen bir hastalik tablosu ortaya
cikar. Demir, folik asit, kalsiyum ve yagda coziinen vitaminler gibi Onemli besin

maddelerinin absorpsiyonu diiser (Ulusoy vd., 2002; Kutlu, 2005; Katina vd., 2005).

Mukozal hasardan prolaminler sorumlu tutulmasina ragmen son yillarda glutenin’in de

mukozal hasara yol acabilecegi gosterilmistir (Ulusoy vd., 2002; Erdil ve Ates, 2005).

Giiniimiizde tim ¢6lyakli hastalarin glutensiz diyete tam olarak uymasi ve omiir boyu
siirdiirmesi gerekmektedir. Gluten genellikle ekmek yapimi icin yapisal protein olarak
tanimlanir. Gluten olmadiginda, kolay ufalanir yapida, soluk renkli ve diger kalite
bozukluklarina sahip bir ekmek elde edilir. Son yillarda glutensiz firincilik iiriinlerinin
yapisini, agiz hissini, reolojisini, aromasini, kabul edilebilirligini ve raf Omriinii
gelistirmek i¢in bazi katkilarin kullanimi iizerine cok fazla calisma yapilmaktadir. Bazi
ilkelerde (ABD ve Kanada gibi), glutensiz diyet hi¢ gluten icermez ve piring ve misir
gibi dogal olarak glutensiz olan iiriinlerden yapilir. Diger baz iilkelerde ise (Iskandinav
iilkeleri ve Ingiltere gibi), glutensiz diyet; glutensiz diye sunulan ancak yine de diisiik
miktarlarda toksik prolaminler igerebilen bugday nisastasi gibi katkilar icerir

(Thompson, 2001).

LAB’nin proteolitik aktivitesi, ¢olyak hastaliginda etkili olan gluten (gliadin) kaynakli

belirli allerjen bilesenleri azaltmak ic¢in bir ara¢ olabilir (Rollan vd., 2005). Bunun



yaninda, eksihamur fermantasyonundaki proteoliz ile ilgili bilgiler, fermantasyon
islemlerinin optimizasyonunu kolaylastirir. Boylece, ekmeklerin ve diger tahil

irtinlerinin aroma ve yapisinin gelistirilmesinde fayda saglar.

Bu calismada, eksihamur teknolojisi, mikrobiyolojisi ve fonksiyonlarindan
bahsedilmistir. Bugday proteinleri ve bunlarin tiiketimleriyle toksik 6zellik gosterdikleri
cOlyak hastaligt hakkinda bilgi verilmistir. Eksihamur fermantasyonunda aktif
proteolitik sistemden bahsedilmis ve bunlarin gluten proteinleri iizerine pargalayici
etkileri ile ilgili calismalara yer verilmistir. Ayrica Isparta ilinde farkli firinlardan
toplanan eksihamurlarin mikrobiyal igerigi arastirilmig, bunlarin tanimlamalar
yapilmigtir. Tanimlanan farkli bakteri kiiltiirleriyle yari-sivi formda eksihamurlar
fermente edilerek fermantasyon sonrasi gluten muhteviyati, fermente edilmeyen notr ve

kimyasal yolla asitlendirilmis hamurlar ile kiyaslanarak gluten proteolizi arastirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Eksihamur Fermantasyonu

Eksihamur, tipik o6zellikleri, baslica laktik asit bakterileri ve mayalardan olusmus
mikroflorasindan gelen bir hamur olarak tanimlanir. Mikrobiyal bilesimi sayesinde
boyle bir hamur metabolik olarak aktiftir ve tekrar aktive edilebilir (Corsetti ve Settanni,

2007).

Eksihamur kullanimi, en eski biyoteknolojik islemlerdendir. Bunun ana fonksiyonu daha
gazli bir hamur parcasi ve daha hacimli bir ekmek iiretmek icin hamuru kabartmasidir
(Decock ve Cappelle, 2005). Daha sonralar1 hamurun kabartilmasi i¢in bira mayasi
kullanilmaya baglanmistir. Eksihamur ekmegi 5000 yildir Avrupalilarin diyetinin bir
parcast olmasma ragmen, kabartilmis hamurun pisirilmesine dair ilk kanmitlar MO

1500’1lerde Misirlilara ait duvar resimlerinde goriilmektedir (Corsetti ve Settanni, 2007).

Bugday unu ekmegi iiretimi 19. yy’da, bir gluten ag1 olusturmak iizere unun ve suyun
yavasca karistirilmasiyla baslayan ve uzun siireli fermantasyon uygulanan uzun bir
islemdi. Yavas karistirma ve uzun dinlendirme siirelerine bagl olarak ekmeklerde ¢ok
hos bir aroma olusmaktaydi. Sonraki donemlerde ilk fermantasyon basamagi olan kitle
fermantasyonu, firinciligin - mekanizasyonuyla ya kisaltilmis ya da tamamen
kaldirilmistir. Buna bagl olan aroma kayiplarinin telafi edilebilmesi i¢in bazi firinlarda

kurutulmus eksihamur ilavesi uygulanmaktadir (Decock ve Cappelle, 2005).

Eksihamur iiretim yontemi, uygulanan teknolojiye gore tip I, tip II ve tip III olmak {izere
3 grup altinda incelenebilir: (Sekil 2.1). Tip I eksihamurlar 6nceki fermantasyondan bir
parca kullanilarak tekrar fermente edilen eksihamurdur. Bunlar geleneksel yontemlerle
tiretilirler ve mikroorganizmalar1 aktif bir fazda tutmak {izere siirekli, giinliik
tazelemelerle karakterize edilir. Tip II eksihamurlar, fermantasyonu baslatmak igin

adapte olmus suslarin kullanildigi, endiistriyel tip eksihamurdur. Bu eksihamur sivi



olabilir, boylece endiistriyel firincilikta kolayca pompalanabilir. Bunlar, uzun
fermantasyon periyodlariyla (2-5 giin) ve bazen islemi hizlandirmak i¢in 30 °C’den
yiiksek sicakliklarla karakterize edilen yari-akiskan silo preparatlaridir. Tip 1II
eksihamurlar kurutma islemine dayanikli laktik asit bakterilerini (heterofermentatif Lb.
brevis ve fakiiltatif heterofermentatif Pc. pentosaceus ve Lb. plantarum suslari) iceren
kurutulmus preparasyonlardir. Ekmek yapiminda asitlendirici katkilar ve aroma
tasiyicilar olarak kullanilirlar. Kurutma islemi (sprey kurutma veya tamburlu kurutma)
eksihamurun raf Omriinii uzatir. Kalitenin sabit olmasi ve eksihamurun taze
iretilebilmesine bagli olarak son iirtin farkliliklari olmamasi nedenleriyle bu tip
eksihamurlar endiistriyel firincilikta siklikla kullamilir. Tip III eksihamurlar, giiniimiiziin
yiiksek teknolojili firincilik endiistrisinde otantik ekmek tadini katmak i¢in en uygun
yoldur. Tip I eksihamurlardan farkli olarak, tip II ve tip III eksihamurlarda kabartma
ajan1 olarak ekmek mayasi (Saccharomyces cerevisiae) ilavesi gereklidir (Decock ve
Cappelle, 2005; De Vuyst ve Neysens, 2005; Kitahara vd., 2005; Corsetti ve Settanni,
2007).

Tip1 Tip 1T Tip I

Geleneksel Yontem Endiistriyel Yontem Endiistriyel Yontem
Un, Su, Eksihamur, (tuz, seker)

karigtirma
fermantasyon

son pH ~4.0

Pugliese, Toscano
ve Altamura ekmegi

Italyan Panettone,
Pandoro ve Colomba

San Francisco eksihamurlu
Fransiz ekmegi

Sekil 2.1. Eksihamur iiretim islemleri (Corsetti ve Settanni, 2007)



Eksihamurun kendine 6zgii pek ¢ok ozelligi, icerdigi laktik asit bakterilerinin metabolik
aktivitelerine dayanir. Laktik asit fermantasyonu, proteoliz, ugucu bilesenlerin sentezi,
antifungal ve anti-rop Ozellikleri, eksihamur fermantasyonundaki en Onemli
aktivitelerdendir. Ayrica, tahil {iriinlerindeki karbonhidratlar, nitrojen kaynaklari,
mineraller, lipidler, serbest yag asitleri ve enzim aktiviteleri gibi endojen faktorler ve
sicaklik, hamur verimi, oksijen, fermantasyon siiresi ve eksihamur iiretme
basamaklarinin sayist gibi islem parametreleri eksihamurun mikroflorasin1 ve
kabartilmig firin iiriinlerinin 6zelliklerini belirgin sekilde etkiler (Corsetti ve Settanni,

2007).

2. 1. 1. Eksihamurun Teknik Ozellikleri

2. 1. 1. 1. Gluten Proteinlerinin Kimyasal Yapilari

Tahillarda bulunan proteinler ¢oziiniirliikkleri bakimindan; prolaminler, glutelinler,
albuminler, globulinler ve diger proteinler (basglica proteoz) olmak {iizere 5 gruba
ayrilirlar. Albuminler suda ¢oziiniirler. Ayrica sicaklikla koagiile olurlar. Globulinler saf
suda ve yiiksek tuz konsantrasyonlarinda c¢oziinmezken, seyreltik tuz c¢ozeltilerinde
coziinebilirler, 1siyla koagiile olurlar. Prolaminler % 50-70’lik alkolde c¢oziinebilen
proteinlerdir. Glutelinler ise seyreltik asit ve baz ¢ozeltilerinde ¢oziinen proteinlerdir ve
iki fraksiyon da 1s1yla koagiile olurlar. Proteozlar ise suda c¢oziinen fakat 1s1yla koagiile

olmayan, bu nedenle hidrolizasyonla meydana gelen proteinlerdir (Pyler, 1988).

Prolamin ve glutelin proteinleri farkli tahil cinslerinde molekiil yapilarindaki farkliliklar
nedeniyle ayr1 isimlerle adlandirilirlar. Bugday prolaminine “gliadin”, cavdardakine
“sekalin”, misirdakine ‘“zein”, arpadakine “hordein”, yulaftakine “avenin” adi verilir.
Yulafta bulunan avenin genetik olarak secalin ve hordeinden daha az glutene benzer

(Hoseney, 1994; Erdil ve Ates, 2005).



Gliadin glutamin ve prolince zengin protein molekiillerinin karistmindan meydana
gelmigstir. Gliadinler elektroforetik olarak molekiiler agirliklarina gore dort ayri gruba
ayrilirlar: alfa (a), beta (), gama (y) ve omega (®) gliadinler. Ancak amino asit
dizilimlerine gore a- ve B-gliadinlerin ayn1 gruba diistiigii goriilmiistiir (Wieser, 2007).
Bunlarin hepsi ¢olyak hastalarinda toksik etki gosterirler. Mukozal hasardan prolaminler
sorumlu tutulmasina ragmen son yillarda glutenin’in de mukozal hasara yol acabilecegi

gosterilmistir (Ulusoy vd., 2002; Erdil ve Ates, 2005).

Gliadinler benzer oOzelliklere sahip genis bir protein grubudur. Molekiil agirliklari
ortalama olarak 40000 Da’ dur (28000-55000 Da arasinda degisir) ve tek zincirlilerdir.
Glutenin proteinleri ise, heterojen bir protein grubudur. Yiiksek molekiil agirlikl
(HMW) altbirim (MW=67000-88000 Da) ve diisiik molekiil agirlikli (LMW) altbirim
(MW=32000-35000 Da) olarak farklilik gostermektedir. Glutenin fraksiyonu zincir i¢i
disiilfit baglariyla baglanmis protein kiimelerini kapsar ve 100000 den 10 milyonun
tizerine kadar farkli boyutlara sahiptirler. Gliadin ve glutenin, gluten kompleksini
olusturarak hamurun reolojik Ozelliklerine etki ederler. Fakat islevleri farklidir.
Sulandirilmis  gliadinler diisiik elastikiyete sahiptir ve gluteninlerden daha az
yapiskandir. Uzamaya kars1 direng gdstermezler. Bu nedenle gliadinler hamurun baslica
viskozitesine ve uzayabilirligine katkida bulunurlar. Buna karsin, sulandirilmis
gluteninler hem yapiskan hem de elastiktir ve hamurun dayanikliligindan ve
elastikiyetinden sorumludurlar. Gluteninlerin molekiil agirliklarinin dagilimi, hamur
ozelliklerinin ve ekmek pisirme kalitesinin baglica belirleyicisidir. “Glutenin
makropolimerleri” olarak tanimlanan en genis polimerler hamur 6zelliklerine en fazla
katkiy1 saglar ve bugday unundaki miktarlar1 (= 20-40 mg/g) hamur dayaniklilig1 ve
somun hacmi ile kuvvetle iligkilidir. Hamurun viskoelastik 6zelliklerini kazanmasi ve
kaliteli bir son iiriin i¢in, her iki fraksiyonun da (gliadinler ve gluteninler) uygun bir

karisimi gereklidir (Wieser, 2007; Génzle vd., 2008).

Bu yapisal ozellikleri nedeniyle gluten, hamurda yap1 olusturucu zorunlu proteindir ve

pek cok firincilik iiriinlerinin goriinlisiine ve i¢ yapisina katkida bulunur. Gluten



matriksi, hamurun elastikiyet, uzayabilirlik, uzamaya kars1 diren¢, yogurma toleransi ve
gaz tutma kapasitesi gibi onemli reolojik 6zelliklerinin baslica belirleyicisidir (Lazaridou

vd., 2007).

2.1. 1. 2. Kivam

Eksihamurlar, kivam yoniinden farklilik gosterebilirler. Eksihamur fermantasyonu, kati
bir hamur olarak veya unun su igerisinde siispansiyonu seklinde gerceklestirilebilir. Un

ve su arasindaki bu orana “Hamur Verimi” (HV) denir ve su sekilde ifade edilir:

nv lun miktart + sumiktar:t)x 100
- un miktar 2.1)

Bugday eksihamurlar1 i¢cin HV degeri sunu ifade eder: HV 160 olan bir bugday
eksihamuru kat1 bir hamurken; HV 200 olan hamur sivi bir eksihamurdur (Decock ve

Cappelle, 2005).

Eksihamurun HV degeri, eksi hamurun aroma profilini de ©Onemli derecede
etkilemektedir. Daha kati bir eksihamurda (diisiik HV degerli) daha fazla asetik asit,
daha az laktik asit tiretilir. Laktik asitin aromas1 nisbeten daha hafifken asetik asit keskin
bir asit tadina sahiptir ve hemen algilanir. Ayn1 zamanda eksihamurun HV degerinden
asitlenme hiz1 da etkilenir. Yiiksek HV degerlerinde daha hizli bir asitlenme meydana
gelir. Bunun nedeni de muhtemelen iretilen organik asitlerin ortama daha iyi

difiizyonudur (Decock ve Cappelle, 2005).
2. 1. 1. 3. Sicakhk
Fermantasyon sirasindaki ikinci 6nemli parametre sicakliktir. Asitlenme hizina sicaklik

da etki eder. Ayrica sicakligin eksihamurun mikrobiyal igerigine de etkisi vardir. Onceki

eksihamurun bir parcasi, bir sonraki fermantasyonun asilanmasi i¢in kullanildiginda



sicakligin  Onemi artar. Sicakliga dikkat edilmezse eksihamur yenilemelerinde

mikrofloranin bir kismi kaybedilebilir (Decock ve Cappelle, 2005).

2. 1. 1. 4. Substrat

Eksihamur fermantasyonunda kullanilan substrat, ozellikle un, eksihamurun son

aromasini ve asitligini etkileyen dordiincii parametredir (Decock ve Cappelle, 2005).

Kiil icerigi: Kepek fraksiyonu daha fazla mineral ve mikro besinler icerir. Bunlar da
laktik asit bakterilerinin gelisimi i¢in 6nemlidir. Kiil ayn1 zamanda eksihamur sisteminin
tamponlama kapasitesini de etkiler. Bu tamponlama kapasitesine bagli olarak, daha

yiiksek bir toplam titre edilebilen aktivite (TTA)’ye ulasilabilir.

0,1 N NaOH miktari
TTA =

(pH 84" eul kicin)
10 g eksihamur P cUtGIAR et (2.2)

Bu TTA degeri, eksihamur fermantasyonu boyunca iiretilen organik asitlerin toplam

miktarim1 gosterir (Decock ve Cappelle, 2005).

Diisme Sayis1 (Falling Number): Unun diisme sayisi, unun enzimatik aktivitesinin bir
gostergesidir. Daha diisiik degerler unda daha yiiksek amilaz aktivitesini gosterir. Bu
durumda, mikroflora i¢in daha fazla serbest seker aciga c¢ikacaktir. Ancak cok yiiksek
amilaz aktivitesi ekmekcilikte istenmez. Ciinkii ekmek i¢inin yapiskan ve ekmek

hacminin diisiik olmasina neden olur (Decock ve Cappelle, 2005).



2. 1. 2. Eksihamur Fermantasyonunda Rol Alan Mikroorganizmalar

Fermente gida uygulamalarinin ¢ogunda laktik asit bakterilerinin homofermantatif
tiirlerinin kullanilmasina karsin, eksihamur fermantasyonunda heterofermetatif tiirler
biiylik bir rol oynar. Simdiye kadar, eksihamurdan izole edilmis laktik asit bakterilerinin
50’ye yakin farkli tiiri rapor edilmistir. Eksihamurdan Leuconostoc (genellikle
Leuconostoc  mesenteroides), Weissella, Pediococcus (genellikle Pediococcus
pentosaceus), Lactococcus, Enterococcus, ve Streptococcus cinslerine ait tiirler izole
edilse de, bu ekosistemde en sik gozlenen bakteriler Lactobacillus suslaridir.
Lactobacillus sanfranciscensis, Lb. plantarum, Lb. brevis, L. pontis ve L. reuteri
eksihamurlardan en sik izole edilen laktobasillerdir. Son zamanlarda tanimlanan
Lactobacillus  frumenti, Lactobacillus mindensis, Lactobacillus paralimentarius,
Lactobacillus spicheri, Lactobacillus rossiae, Lactobacillus acidifarinae, Lactobacillus
zymae, Lactobacillus hamnesii, Lactobacillus mantensis, Lactobacillus siliginis tiirleri
ilk olarak eksihamurlardan izole edilmislerdir (De Vuyst ve Neysens, 2005; Giil vd.,
2005; Gerez vd., 2006; Kitahara vd., 2005; S.-ur-Rehman vd., 2006; Corsetti ve
Settanni, 2007; Zotta vd., 2007).

Zorunlu ve fakiiltatif heterofermentatif ve zorunlu homofermentatif tiirlerden olusan
eksihamur laktobasilleri (Cizelge 2.1), tip I, tip II, tip III eksihamurlar ve tip O hamur ile
iliskilidir (Cizelge 2.2). Baslica fermentasyon ajan1 ekmek mayasi olan tip O hamur,

eksihamur teknolojisi ile iiretilmez (Corsetti ve Settanni, 2007).
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Cizelge 2.1. Fermente eksihamurda bulunan Lactobacillus tiirleri (Corsetti ve Settanni,
2007)

Zorunlu heterofermentatif Fakultatif heterofermentatif Zorunlu homofermentatif

Lb. acidifarinae Lb. plantarum Lb. amylovorus
Lb. brevis Lb. pentosus Lb. acidophilus
Lb. buchneri Lb. alimentarius Lb. delbrueckii subsp.delbrueckii
Lb. fermentum Lb. paralimentarius Lb. farciminis
Lb. frumenti Lb. casei Lb. mindensis
Lb. fructivorans Lb. crispatus
Lb. hilgardii Lb. johnsonii
Lb. panis Lb. amylolyticus
Lb. pontis

Lb. reuteri

Lb. rossiae

Lb. sanfranciscensis

Lb. siliginis

Lb. spicheri

Lb. zymae

Cizelge 2.2. Eksihamur tipleri ve mikroflorasi (Arendt vd., 2007)

LAB Mayalar
Tip I Tip 11 Tip I Tip 1T
Dominant
Lb. sanfranciscensis  Lb. pontis C. humilis -

Lb. panis
Genellikle izole Edilenler
Lb. alimentarius Lb. acidophilus S. exiguous S. cerevisiae
Lb .brevis Lb. crispatus S. cerevisiae Issatchenkia
Lb. fructivorans Lb. delbrueckii Issatchenkia orientalis
Lb. paralimentarius Lb. fermentum orientalis

Lb. pentosus Lb. reuteri
Lb. plantarum

Lb. pontis

Lb. spicheri

Lc. mesenteroides

W. confusa

Diger Tespit Edilenler

Lb. hammesii Lb. amylovorus Torulaspora delbrueckii  C. glabrata

Lb. mindensis
Lb. mantensis
Lb. rossiae
Pediococcus spp.
W. cibaria

Lb. frumenti
Lb. johnsonii
Lb. mucosae
Lb. paracasei
Lb. rhamnosus

C. boidinii
Debaromyces hansenii
Dekkera bruxellensis
Galactomyces
geotrichum
Torulaspora
pretoriensis

C.: Candida; Lb.: Lactobacillus; Lc.: Leuconostoc; S.: Saccharomyces; W.: Weissella
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Glukozdan baglayarak, homofermentatif laktik asit bakterileri glikoliz (homolaktik
fermantasyon) yoluyla baslica laktik asit iretirken, heterofermentatif laktik asit
bakterileri laktik asitin yaninda CO,, asetik asit ve/veya etanol (elektron akseptorii

olarak gorev yapan ilave substratlarin varligina bagh) iiretir (Corsetti ve Settanni, 2007).

Eksihamurlarda genellikle mayalar da laktik asit bakterileri ile iligkilidir ve maya/LAB
orant genellikle 1:100’diir (De Vuyst ve Neysens, 2005). Eksihamurlarda bulunan
mayalar 20’den fazla tiire aittir. Siklikla baskin bulunan S. cerevisiae (S.-ur-Rehman vd.,
2006) genellikle ekmek mayasi ilavesiyle gelir (Corsetti vd., 2001). Eksihamurda laktik
asit bakterileriyle iliskili tipik mayalar, Saccharomyces exiguus, Candida humilis (daha
once Candida milleri olarak tammmlanmistir), Candida kruseri, Pichia norvegensis,
Hansenula anomala, Torulopsis holmii ve Issatchenkia orientalis (Candida kruseri)’ dir

(Giil vd., 2005; Corsetti ve Settanni, 2007).

Bulunan tiirlerin sayist ve tipindeki cesitlilik; hamur hidrasyonu (hamur verimi-HV),
kullanilan tahil tipi, mayalanma sicakligi gibi baz1 faktorlere baghdir (Corsetti ve
Settanni, 2007). Geleneksel hamur yapiminda eksihamur laktobasillerinin baskin olarak
bulunmasina bazi faktorler etkilidir. Birincisi, karbonhidrat metabolizmalari, hamurdaki
baslica enerji kaynaklari olan maltoz ve fruktoza iyi adapte olmustur. Ikincisi,
gelismeleri i¢in gerekli sartlar, sicaklik ve pH bakimindan eksihamur fermantasyonu
sirasinda  olusan kosullarla uyum saglamaktadir. Uciincii olarak, eksihamur
laktobasilleri, asit, yiiksek/diisiik sicakliklar, yiiksek ozmotik basing/dehidrasyon,
oksidasyon ve yetersiz besin gibi olumsuz kosullar1 yenebilmek i¢in bazi stres cevap
mekanizmalarina sahiptir. Bu iic faktor, bu tiirlerin rekabet giiclini ve ortama
adaptasyonunu arttirir. Dordiincii olarak, antimikrobiyal bilesenlerin, hem organik
asitlerin (laktat, asetat ve digerleri), hem de protein yapidaki bilesenlerin
(bakteriyosinler gibi) {iretimi, rekabet giiclerini arttirir ve bunlarin eksihamur
fermantasyonlarinda stabil olarak kalmalarina yardimci olur (De Vuyst ve Neysens,

2005).
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Laktik asit bakterilerinin hem homofermentatif hem de heterofermentatif tiirleri, daha
cok hamurun asidifikasyonuna katki saglarken, mayalar Oncelikle kabartmadan
sorumludur. Bununla birlikte, heterofermentatif laktik asit bakterilerinin de kabartma
islemine kismen katkida bulundugu bilinmektedir (Gobbetti vd., 1995; Corsetti ve
Settanni, 2007).

2. 1. 3. Mikrobiyal Etkilesimler

Tiiketici ve endiistri taleplerini karsilamaya c¢alisirken eksihamurlarin  bolgesel
ozelliklerininin ¢esitliligini koruyabilmek i¢in birbiri ile iliskili laktik asit bakterilerinin
ve mayalarin stabilitesini saglamak gereklidir. Laktobasiller ile mayalar arasindaki
antagonistik ve sinerjik etkilesimlerin Onemi karbonhidratlarin ve amino asitlerin
metabolizmasi ve karbondioksit iiretimine dayanir (De Vuyst ve Neysens, 2005). Laktik
asit bakterileri ve mayalar arasindaki stabil ortak metabolizma pek ¢ok gidada yaygindir.
Bu durum fermente edilemeyen bazi substratlarin  (6rn. nisasta) belirli
mikroorganizmalar tarafindan kullanilmasina olanak saglar, ve boylece kompleks gida

ekosistemlerine mikrobiyal uyumu arttirir (Corsetti ve Settanni, 2007).

San Francisco Fransiz ekmegi ve Panettone Lb. sanfranciscensis ve S. exiguus arasinda
benzersiz ve siki bir ortaklikla karakterize olur. San Francisco ekmegi, Kaliforniya
bolgesinde geleneksel bir iirlindiir. Gergek bir San Francisco eksihamurunda ¢ok tipik
bir mikroflora bulunur. Ortamda Lactobacillus sanfranciscensis baskin laktik asit
bakterisidir. Bu, maltoz varliginda cok iyi gelisebilen heterofermantatif bir laktik asit
bakterisidir. Bu bakteri, maltaz-negatif olan ve asidik ortama iyi adapte olmus bir maya
olan Candida milleri ile genellikle simbiyotik bir yasam gosterir. Bu mayanin maltaz-
negatif Ozelliklerine bagl olarak, laktik asit bakterisi rakabet etmeden un enzimleri ve
mikrobiyal enzimlerle nisastanin hidrolizi sonucu ag¢iga ¢ikan maltozu kullanir. Maltozu
maltoz-fosforilaz enzimi ile hidrolize ederek, glukoz-1-fosfat olusturur, bu da daha sonra
hiicrede glukoza metabolize olur. Bakteri, bu olusan serbest monosekerleri hiicre icinde

birikmesini engellemek icin hiicre disina salar ve mayaya birakir (Decock ve Cappelle,
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2005). Bu geleneksel ekmegi iiretmenin yolu, eksihamuru ¢ok diisiik sicakliklarda uzun
bir siire fermente etmektir. Keskin bir asetik asit aromasi gelisir. Son hamur elde
edildiginde un agirhigina gore eksihamurun % 100’e kadar1 kullanilir ve diisiik sicaklikta
(4°C) gece boyunca ikinci kez fermente edilir. Yiiksek asitlige bagli olarak, hamur
yiizeyinde kiiciik kabarciklar goriiliir. Daha sonra ekmek ¢ok fazla buhar kullanilarak
firinlanir ve ¢ok gevrek, kirmizimsi ve tipik balik gbzleri goriiniimlii bir kabuk olusur

(Corsetti ve Settanni, 2007).

2. 2. Eksihamur Laktobasillerinin Uriine Etkileri

2. 2. 1. Laktobasillerin Aroma Olusumuna Katkisi

Bugday ekmeginin aromasinin, hammaddenin dogasindan, fermantasyon ve pisirme
kosullarindan etkilendigi sanilmaktadir. Genelde, firinda pisirme islemi ekmek
kabugunun tipik aromasi etkilerken, hamur fermantasyonu ekmek i¢i aromasinin
gelisiminde esastir. Ayrica uygulanan formiilasyon ve cografik orijin de, farkli cografik
alanlarda tiiketilen ekmeklerin aromasinda farklilik yaratir (S.-ur-Rehman vd., 2006;

Corsetti ve Settanni, 2007; Génzle vd., 2008).

En fazla aroma maddesi, kuskusuz pisirme esnasinda olusur. Yine de, kabul edilebilir bir
aroma elde edebilmek icin eksihamur fermantasyonu gereklidir. Ciinkii, kimyasal olarak
asitlendirilmis ekmek ile eksihamur ekmegi kiyaslandiginda, ikincisi duyusal agidan cok
daha iistiin kaliteye sahiptir. “Fermantasyon boliimii” (fermentation quotient-FQ) olarak
tanimlanan laktik ve asetik asit arasindaki oran, son {iriiniin yapisi i¢in de yararh
olmakla birlikte, aroma profilini etkileyebilen énemli bir faktordiir. Laktik asit, glutenin
giderek daha elastik bir yap1 kazanmasina neden olurken, heterofermentatif laktik asit
bakterileri tarafindan iiretilen asetik asit daha kisa ve daha sert glutenden sorumludur.
Tam tahilli ¢cavdar eksihamurundan iiretilen ekmekte, optimal FQ 1,5-4,0 arasindadir.
Bu yiiksek orandaki asetik asit kiifler ve rop olusumuna neden olan Bacillus subtilis

izerine antimikrobiyal etki saglar (Corsetti ve Settanni, 2007).
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Eksihamur fermantasyonunda iki grup aroma bilesenleri {iretilir. Homo- ve
heterofermentatif bakteriler tarafindan {iiretilen ve asitligi arttiran organik asitleri de
iceren ugucu olmayan bilesenler birinci gruptur. Ikinci grup ise alkolleri, aldehitleri,
ketonlari, esterleri ve siilfiirii kapsayan ugucu bilesenlerdir. Yeterli miktarlarda ugucu
bilesenlerin iiretilmesi i¢in, olusum isleminde 12 - 24 saatlik bircok basamak gereklidir;
ekmek mayasi kullanildiginda fermantasyon birka¢ saat icinde tamamlanir. Eksihamur
fermantasyonu sirasinda bakteriyal proteolizin, kimyasal yolla asitlendirilmis hamur ya
da mayali hamurdan iiretilmis ekmeklere kiyasla, ekmekte tipik eksihamur aromalarinin
gelisimine ¢ok daha fazla katkida bulundugu gosterilmistir (Corsetti ve Settanni, 2007).
Gaz kromatografisi ve kiitle spektroskopisi ile yapilan ¢alismalar da eksihamurlardan
elde edilen ekmekte, direk islem ile iiretilen referans ekmege gore daha fazla ucgucu
bilesen oldugunu gostermistir. Bu ekstra ugucu bilesenler eksihamura ¢ok c¢esitli aroma

molekiilleri kazandirir (Decock ve Cappelle, 2005; S.-ur-Rehman, 2006).

Hem laktik asit bakterileri hem de mayalar kullanilarak iiretilen eksihamurlarda aroma
bilesenleri, bunlardan sadece biriyle iiretilenlerdekinden daha fazla bulunmustur

(Corsetti ve Settanni, 2007).

2. 2. 2. Laktobasillerin Hamur Yapisina Katkisi

Onemli laktik asit bakterilerinden Lb. sanfranciscensis, eksopolisakkarit (EPS)
tiretimine baglh olarak eksihamurun polisakkarit icerigini arttirir. Eksihamur laktik asit
bakterilerinin EPS iiretimi, eksihamurun viskozitesini etkiledigi i¢in istenen bir
ozelliktir. Ayrica, Lb. sanfranciscensis’in iki susu tarafindan iiretilen fruktan’in
bifidobakteriyal gelisimi tesvik ettigi ve boylece bifidojenik faktor ya da bir prebiyotik
olarak rol aldig1 gosterilmistir (Corsetti ve Settanni, 2007).

Panettone, Noel doneminde tiiketilen tipik bir Italyan tatli ekmegidir. Mikroflorasi

tizerine pek c¢ok inceleme yapilmis ve Ozel bir laktik asit bakterisinin varlig
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belirlenmistir. Bu eksihamur bakterisi, Leuconostoc mesenteroides; dekstran adinda,

siikroza dayal1 bir eksopolisakkarit iiretmektedir (Corsetti ve Settanni, 2007).

2. 2. 3. Eksihamur Laktobasilleri Tarafindan Uretilen Antimikrobiyal Maddeler

Genelde, laktik asit bakterileri fermente iirlinlerin korunmasi ve mikrobiyal acidan
giivenliginde cok oOnemli bir rol oynarlar, buna bagl olarak fermantasyonun son
tiriinlerinde mikrobiyal stabiliteyi saglarlar. Laktik asit bakterileri c¢esitli gida
triilnlerinde  dogal olarak bulunduklarindan, geleneksel olarak dogal gida
biyokoruyucular1 olarak kullanilmiglardir. Gidalarin korunumu, reutericyclin gibi
antibiyotiklerin, bakteriyosinlerin, fenillaktik asit veya yag asitleri gibi antifungal
bilesiklerin ve organik asitler, karbon dioksit, etanol, hidrojen peroksit ve diasetil

tiretimlerine baglh olarak gerceklesir (Corsetti ve Settanni, 2007).

Yapilan c¢alismalarda, Lb. bavaricus, Lb. sanfranciscensis ve Lb. plantarum gibi
eksihamur laktik asit bakterilerinin bakteriyosin sentezledikleri gosterilmistir (Simsek

vd., 2006).

Difiizyon teslerinde, L. brevis ssp. lindneri 2103’ {in ekmek i¢inde siinmeye yol acan
Bacillus subtilis ATCC6633 ile B. licheniformis NRRL-B1264 ve C. perfringens 4TTK
izerine; ve L. viridescens 241, 242 ve Pediococcus sp. E5’ in C. perfringens 4TTK
izerine antimikrobiyal etkileri tespit edilmistir (Simsek vd., 2006).

2.2.4. Eksihamur Laktobasilleri Tarafindan Antibesin Faktorlerinin indirgenmesi

Eksihamur fermantasyonu ekmegin besin degerini arttirir. Tahil tanelerinde toplam
fosforun cogunlugu fitik asit halinde (mio-inositol hekzafosfat) tanenin baslica en dis
tabakasinda yer alir. Bugday ve cavdar 2-58 mg/g fitik asit igerir. Fitik asit cogunlukla,
proteinlerle, amino asitlerle ve Ca®*, Fe**, Mg®*, Zn** gibi divalent katyonlarla selatlar

olusturarak, bunlarin ince bagirsak mukozasindan emilimlerine engel oldugu icin anti-
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besin maddesi olarak tamimlanir. Bu nedenle, iiriin pisirilmeden Once fitatin
fermantasyonla yikimi istenir. Fermantasyon sirasinda, eksihamurlardan izole edilen
laktik asit bakterileri ve mayalarda bulunan fitat-yikici enzimler, fitik asitin mio-
inositole kadar basamak basamak hidrolizini katalize eder. Buna ek olarak, laktik asit
bakterilerinin asit iiretimi sonucu pH’in diismesi, undaki endojen fitazlarin aktive
olmasin1 saglar ve boylece fitat parcalanmast artar (Lopez, vd., 2000; Katina vd., 2005;
Corsetti ve Settanni, 2007; Zotta vd., 2007).

2. 3. Eksihamurdaki Proteolitik Aktiviteler

2. 3. 1. Bugday ve Cavdar Unlarimin Proteazlari

Proteolitik enzimler (proteazlar) genel olarak proteinazlar ve peptidazlar olarak
ayrilirlar. Proteinazlar proteinlerin daha kiiciik peptid fraksiyonlara parcalanmasini
katalizler; peptidazlar spesifik peptid baglarin1 hidrolize ederler ya da peptidleri
tamamen amino asitlere parcgalarlar. Bugday ve cavdar unlarinin proteolitik aktiviteleri
baslica aspartik proteinazlar ve karboksipeptidazlara baghdir ve her iki proteaz gruplari
da asidik kosullarda aktiftir. Bugdaydaki aspartik proteinazlar kismen glutenle iligkilidir
(Géanzle vd., 2008).

2. 3. 2. Eksihamur Laktik Asit Bakterilerinin Peptid Kullammmm ve Proteolitik

Sistem

Bu sistemin baslica bilesenleri;
a. Hiicre duvar ile iliskili serin proteinaz (CEP),
b. Amino asit ve peptid tasima sistemleri ve

c. Hiicre i¢i peptidazlardir.

Protein yikiminin baglangic basamagi proteinazca gerceklestirilir ve organik nitrojenin

hiicre icine girisi peptidlerin alimi yoluyla olur. Lb. sanfranciscensis ATCC 27651" ve
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cogu diger eksihamur laktobasilleri ekstraseliiler proteinaz aktivitesine sahip degildir.
Bugday ve cavdarin proteinaz aktivitesi proteolitik olmayan laktobasillerin gelisimini
tesvik eder. Diger laktik asit bakterileriyle kiyasla, Lb. sanfranciscensis baslica
peptidleri tasir ve peptidlerin amino asitlere kadar yikimi birkag¢ hiicre ici peptidazlar

tarafindan katalizlenir (Zotta vd., 2007; Génzle vd., 2008).

Eksihamurlar ve kimyasal yolla asitlendirilmis hamurlar kiyaslandiginda bugday ve
cavdar eksihamurlarindaki birincil proteoliz (proteinlerden peptidlere) baslica endojen
tahil proteazlarina dayandirilabilir. pH’1 aspartik proteinazlarin optimum seviyesine
diisiiren kimyasal asitlendirme, amino asit salinimint arttirir. Bunun yaninda, Vermeulen
vd. (2005) kimyasal yolla asitlendirilmis hamura kiyasla Lb. sanfranciscensis DSM
20451" ile fermente edilen eksihamurda daha yiiksek amino asit miktar1 gozlemlemistir.
Hamurdaki laktobasiller tarafindan amino asit iiretimi, yiiksek molekiil agirlikli
proteinlerin yikimina degil, peptid hidrolizine dayandirilmistir. Buna karsin, Wieser vd.
(2007) tarafindan, Enterococcus faecalis gibi yiiksek proteolitik bir starter kiiltiir
secimiyle, endojen proteinaz aktivitesi olmadiginda bile amino asit saliniminin onemli

derecede arttig1 gosterilmistir (Génzle vd., 2008).

Diisiik molekiil agirlikli gluteninler fermantasyon sirasinda kismen hidrolize olur ve
yiiksek molekiil agirlikli gluteninlerin yikimi da gergeklesir (Di Cagno vd., 2002; Thiele
vd., 2004). Gliadinler, gluteninlere gore daha az miktarda parcalanirlar ve proteolize
duyarliliklart y-, o/B- ve w-gliadinler sirasiyla giderek azalir. Buna neden olarak da -
gliadinlerin yiiksek prolin icerigi gosterilebilir. Prolin iceren peptid baglarinin hidrolizi
spesifik peptidazlar gerektirir ve bazi laktik asit bakterileri belirgin prolin-spesifik

peptidazlara (PepX, PepQ, PepR, Pepl) sahiptir. (Ginzle vd., 2008).

2. 3. 2. 1. Gluten Depolimerizasyonu ve Disiilfit Baglarinin Indirgenmesi

Eksihamur fermantasyonu sirasinda gluteninlerin  kismi  hidrolizi, glutenin

makropolimerlerinin (GMP) depolimerizasyonu ve ¢oziinebilirligiyle sonuglanir. Ciinkii
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yiiksek molekiil agirlikli gluteninler GMP’in belkemigini olusturur. Bunlarin daha kiiciik
proteinlere parcalanmasi, gluten agini1 bozar ve gluten proteinlerinin ¢oziiniirliigiinii
arttirir. Ayrica, hamurdaki GMP miktar1 indirgen ajanlardan 6nemli derecede etkilenir.
Glutatiyon (GSH) bugday hamurlarindaki en etkili indirgen ajandir. GSH, gluten
proteinleri ile tiol (-SH) degisimi reaksiyonlarina girer ve molekiiller aras: disiilfit ¢capraz
baglar1 azaltir, bu da GMP’nin molekiil agirligim disiiriir. Heterofermentatif
laktobasiller eksihamurda gelisirken, glutatiyon rediiktaz enzimi aciga cikarirlar ve
hiicre-dis1 okside glutatiyonu (GSSG) GSH’ye indirger. Bakteriyel metabolizma
tarafindan GSSG’nin GSH’ye siirekli doniisiimii, bugday hamurlarinda SH seviyelerini
yiiksek tutar ve gluten proteinlerindeki SH-gruplarinin miktarini arttirir. Molekiiller arasi
ve molekiil i¢i disiilfit baglarinin indirgenmesi, gluten protinlerini ¢oziiniir kilar ve
bunlar1 proteolitik enzimler i¢cin daha ulasilir yapar (Vermeulen vd., 2006; Ginzle vd.,

2008:;).

2. 3. 2. 2. Eksihamurun Fungal Enzimlerle Kombinasyonu

Yiiksek proteolitik aktiviteler icin secilmis eksihamur laktik asit bakterileri ve disardan
iki fungal proteaz preparasyonlarinin kombinasyonunun, uzun siireli sivi fermantasyon
sirasinda bugday ve cavdar un proteinlerini hidrolize ettigi gosterilmistir (De Angelis vd,
2006b). Eksihamur fermantasyonu ve fungal enzimlerin ilavesi kombinasyonu gluten
konsantrasyonunun 10 g/kg’in altina diisiirmek i¢in gereklidir. Lb. sanfranciscensis
suslarinin karistmiyla ve iki farkli fungal proteaz preparasyonlar: ile fermente edilen
eksihamurlarda, gluten konsantrasyonu 20 mg/kg’in altina diismiistiir, bu da glutensiz

eksihamur yapimina olanak saglar (Rizzello vd., 2007; Ginzle vd., 2008).

2. 4. Colyak Hastalig1 (Gluten Sensitiv Enteropati)

Colyak hastaligr ya da glutene duyarh enteropati, insanlarda olduk¢a sik goriilen

otoimmiin karakterli ve besin kokenli bir ince barsak hastaligidir. Colyak hastaliginin

goriilme sikligr iilkeden iilkeye degismektedir. Colyak hastaligi goriilme sikliginin
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Avrupa iilkelerinde 1/200 - 1/1000, Amerika Birlesik Devletleri’nde ise 1/250 — 1/500
arasinda degistigi bildirilmektedir. Tiirkiye'de goriilme sikligi ise net bir sekilde
bilinmemekle birlikte 200 ya da 1000 kiside bir oldugu tahmin edilmektedir. Fakat,
bir¢ok hastada belirtiler hafif oldugu ya da belirtisiz oldugu i¢in tan1 koyulamamakta, bu

nedenle gercek rakamlar bilinmemektedir. (Ulusoy vd., 2002; Un ve Aydogdu, 2003).

Colyak hastaligi herkeste goriilebilir. Genetik agidan ¢olyak hastaligi, hem cevresel
(gluten) hem de genetik faktorlerin (MHC genleri) etkili oldugu multifaktdryel bir
hastaliktir. Genetik olarak, hastalik degil hastaliga yatkinlik gecer (Erdil ve Ates, 2005).

Hastaligin nedenini olusturan gluten’in gliadin isimli alt fraksiyonudur. Hasta kisilerde
gluten iceren gidalarin diyete eklenmesinden sonra ince barsaklardaki villus adi verilen
parmaks1 cikintilar viicudun bu maddeye karsi olusturdugu iltihabi bir reaksiyon
sonrasinda hasar goriir ve yok olur (Sekil 2.2). Boylece diger besinlerin sindirimi ve
emilimi de bozulur ve malabsorpsiyon (kotii emilim) sendromu denilen bir hastalik
tablosu ortaya g¢ikar. Demir, folik asit, kalsiyum ve yagda coziinen vitaminler gibi
onemli besin maddelerinin absorpsiyonu diiser (Ulusoy vd., 2002; Katina vd., 2005;
Kutlu, 2005).

i

/
“Crypts
Lamina propria

‘f"*g&ﬁqﬁ'

{ Lamina propria” —

a. Saghkh incebagirsak b. Hasta incebagmrsak

Sekil 2.2. Saglikli bir bireyin intestinal epitel dokusu ve villuslar (a), ¢olyak hastalarinda
intestinal epitelde goriilen villuslarin harabiyeti (b) (Erdil ve Ates, 2005)
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2. 4. 1. Hastalik Tablosu (Patogenez)

Colyak hastalarinin kanlarinda, gluten’e karsi olusmus belli antikorlar (Anti-Gliadin,
Anti-Endomisyum, Anti-Transglutaminaz) normalden yiiksek miktarlarda bulunur.
Antikorlar viicudun kendisi i¢in yabanci kabul ettigi yapilara karsi ve onlari ortadan
kaldirmak icin iirettigi ©zel savasct proteinlerdir (Immiinglobulinler). Colyak
hastalarinin bagirsaklarindaki iltihabi meydana getirenler de yukarida adi verilen
antikorlardir (web_1). Gluten alindiginda, lenfositler aktive olur interferon gama
(savunma sisteminde rol alan bir antikor) salgilarlar. Bu da intestinal epitelde harabiyeti

baglatir (Sekil 2.2) (Erdil ve Ates, 2005).

2. 4. 2. Colyak Hastaligiin Belirtileri (Semptomlar)

Hastaligin en onemli 6zelligi bazi hastalarda yillarca hi¢ belirti vermemesi veya cok
hafif seyredebilmesidir. Hastalik hayatin herhangi bir doneminde tipik belirtilerle
baslayabilecegi gibi ¢ok hafif belirtilerle de seyredebilir ve tanis1 ¢ok zor olabilir (Kutlu,
2005). Tiim semptomlari ile tipik bir ¢olyak hastasi yoktur. Hastalik; diyare, kabizlik,
karin agrisi, asirt gaz (flatulans), kusma, kilo kaybi, istahsizlik gibi gastrointestinal
semptomlart igerir. Bunun yaninda, anemi, demir, folik asit, vitamin Bj, eksikligi, K
vitamini  eksikligine bagli hemoraji (kanama); kalsiyum ve D vitamini
malabsorpsiyonuna bagl olarak osteoporoz da goézlenebilir. Ayrica hastalikla birlikte
kas sisteminin, sinir sisteminin ve endokrin sistemin de olumsuz etkilendigi gozlenmistir

(Ulusoy vd., 2002; Kutlu, 2005; web_2).

Bir caligmaya gore ¢olyak hastaliginda malignite (kotii huylu kanserlerin tiimii) riskinin
normal topluma gore arttig1, malignite gelisen hastalarin ¢ogunlugu tanidan dnce oldugu
icin erken taniin 6nemli oldugu, erken taninin malignite riskini azalttig1 vurgulanmistir.
Colyak hastalig1 olan sahislarda normal topluma gore ayni yas gruplarinda 6liim oranlari
1.9 - 3.8 kat daha fazladir. Bu genellikle daha sonra gelisen kotii huylu kanserler sonucu

olur. Glutensiz diyetle Olim oranlarinin diismesi, diyetin koruyucu oldugunun
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gostergesidir. Eger siki bir sekilde glutensiz diyet yapilirsa Oliim oranlari normal

toplumla ayn diizeylere gelmektedir (Erdil ve Ates, 2005).

2. 4. 3. Colyak Hastaligimin Teshisi

Colyak hastaligindan siiphe edildiginde tam1 amaciyla Oncelikle IgG ve IgA tipinde
antigliadin antikor, IgA tipinde antiendomisium antikor ve transglutaminaz antikor
testleri tarama testi olarak kullanilmalidir. Bu antikorlardan en az birisi pozitif olursa
colyak hastalig1 siiphesi ile ince barsak biyopsisi yapilmasi gerekir. Kesin tani i¢in
klinik, biyokimyasal, serolojik bulgular ile ince bagirsak biyopsi bulgularinin
birlestirilmesi gerekmektedir (Ulusoy vd., 2002; Un ve Aydogdu, 2003). Alinan ince
barsak biyopsisinin patolojik incelemesi sonucunda villus atrofisi (parmaks1 c¢ikintilarin
yok olmasi) ve intraepiteliyal lenfositlerin arttigimin gosterilmesi ¢olyak hastaligini
diisiindiiriir. Bundan sonraki asamada gluten igermeyen diyetle beslenen hastanin
yakinmalarinin kaybolmasi, anemi gibi biyokimyasal bozukluklarin diizelmesi,
baslangicta saptanan antikorlarin yok olmasi ve en erken bir yil sonra yapilan kontrol
biyopsisinde ince barsaktaki bozuklugun diizeldiginin gosterilmesi ile hastaligin tanisi

dogrulanir (ESPGHAN kriterleri) (Kutlu, 2005).

2. 4. 4. Colyak Hastaliginin Tedavisi

Bugiin icin ¢6lyak hastaliginin medikal tedavi ile iyilestirilmesi sz konusu degildir.
Medikal tedavi sadece destek tedavisi seklinde olup anemi saptananlara demir verilmesi,
gereginde D vitamini destegi veya villus atrofisine bagli olarak sekonder laktoz
entoleransi gelisen hastalara bir siire siit ve siit iiriinii verilmemesinden ibarettir (Kutlu,

2005).

Colyak hastaliginin bugiine kadar kabul edilen tek tedavi yolu, 6miir boyu glutensiz
diyettir. Bu da, hastalarin saf nisastalar hari¢ bugday, ¢cavdar, arpa ve yulaf iirlinlerinden

uzak durmasi anlamina gelir. (Erdil ve Ates, 2005).
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Tam1 konduktan sonra “glutensiz” diyete gecilmesiyle semptomatik iyilesme 48 saat
icerisinde baslar. Ince barsaklardaki iltihapta birkac hafta icerisinde diizelme goriiliir.
Klinik iyilesme icin haftalar gerekir. Barsaklarin eski haline gelmesi, yasa bagli olarak
2-3 ay ile 2-3 yil arasinda bir siire alir. Glutensiz diyet icin mutlaka doktor ve diyetisyen

kontroliine gereksinim vardir (Erdil ve Ates, 2005; web_1)

2. 5. Glutensiz Diyet

Giiniimiizde tim ¢olyakli hastalarin glutensiz diyete tam olarak uymasi ve omiir boyu
stirdiirmesi gerektigi konusunda fikir birligi vardir. Hastalarin glutensiz diyete uymalari
cok zor bir durumdur. Gluten bir¢ok iiriinde kullanilan bir maddedir. Bir cok yiyecek,
icecek ve ilaglarda gluten bulunabilir. Ciinkii gluten yiyecek endiistrisinde sikilastirici ve
stabilize edici olarak kullanilmaktadir. Glutenin ¢ok yaygin ve bircok iilkede etikette
belirtilmeyen bir katki olmasi, ¢olyak hastalari icin biiyiik bir risk teskil eder. Bu
nedenle giivenli ve etkili alternatiflerin gelistirilmesi acil bir ihtiyactir (Erdil ve Ates,

2005; Kutlu, 2005; Gobbetti vd., 2007).

Glutensiz bir diyette izin verilmeyen gidalar arasinda;

1) Bugday, cavdar, tritikale, spelt (kil¢iksiz bugday), yulaf ve kamut unlarindan ya
da bilesenlerinden ve bunlarin yan iiriinlerinden yapilan diger gidalar;

2) Hot dog, salata soslari, konserve corbalar, kuru corba karisimlari, islenmis
peynirler, krema soslar1 gibi kalinlastirici ve dolgu maddeleri olarak gluten
tiirevleri ve bugday, arpa ve yulaf iceren islenmis gidalar;

3) Hap ya da tablet baglayicilar olarak gluten veya benzeri proteinleri kullanan

ilaglar bulunmaktadir (Gobbetti vd., 2007).

Glutensiz iiriinler i¢in Kodeks Standartlari, 1976’da Diinya Saglik Orgiitii (WHO) niin
Kodeks Gida Komisyonu (Codex Alimentarius Commision) ve Gida ve Tarim Orgiitii
(Food and Agricultural Organization-FAO) tarafindan kabul edilmistir. 1981 ve 2000’de

diizenlenen standardlara gore glutensiz olarak adlandirilan gidalar:
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1) Bugday, cavdar, arpa, yulaf, spelt, kamut veya bunlarin melez tiirlerinin hicbir
prolaminini icermeyen ingrediyenlerden yapilan veya olusan, gluten seviyesi 20 ppm’i
gecmeyen gidalar;

2) Bugday, cavdar, arpa, yulaf, spelt ve bunlarin glutensiz olarak nitelendirilen gluten
seviyesi 200 ppm’i gecmeyen melez tiirlerinden elde edilen ingrediyenlerden olusan
gidalar; ve

3) 1. ve 2. maddelerde belirtilen iki grup ingrediyenin 200 ppm’i gecmeyen seviyede
karigimlart olarak tanimlanmaktadir (Gallagher vd., 2004; Gobbetti vd., 2007).

Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’ne gore hazirlanan, 2003/33 teblig nolu Glutensiz
Gidalar Tebligi 16/11/1997 tarihli ve 23172 miikerrer sayili Resmi Gazete’de

yayinlanmistir. Bu tebligde sunlara yer verilmektedir (Anonim, 2003):

Tammlar (Madde 4):

a) Gluten: Bugday, arpa, yulaf, cavdar, tritikale veya bunlarin melezlerinde veya
tiirevlerinde bulunan ve suda ve 0.5 M NaCl’de ¢oziinmeyen protein fraksiyonu.

b) Glutensiz gida maddesi: Gluten iceren bugday veya tiim Triticum tiirleri ile arpa,
cavdar, yulaf ve bunlarin melezlerini ve/veya tiirevlerinin yerine kullanilan, gluten
icermeyen bilesenlerden olusan gida maddeleri.

¢) Gluteni azaltilmis gida maddesi: Gluteni azaltilmis bugday veya tiim Triticum tiirleri

ile arpa, cavdar, yulaf ve bunlarin melezlerini ve/veya tiirevlerini iceren gida maddeleri.

Uriin ozellikleri (Madde 5):

Bu Teblig kapsamindaki iiriinlere ait 6zellikler asagida verilmistir:

a) Glutensiz gida maddelerinde gluten miktar1 kuru madde iizerinden 20 mg/kg’1
gecemez.

b) Gluteni azaltilmis gida maddelerinde gluten miktar1 kuru madde iizerinden 200

mg/kg’1 gecemez.
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c) Dogas1 geregi gluten icermeyen bilesenler ile gluteni azaltilmig bilesenlerin
karistmindan olusan gida maddelerinde gluten miktar1 kuru madde iizerinden toplam 200

mg/ kg’1 gecemez.

Ambalajlama- etiketleme ve isaretleme (Madde 11):

Bu Teblig kapsaminda yer alan iriinlerin ambalajlanmasi, etiketlenmesi ve
isaretlenmesinde “Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’nin Ambalajlama ve Etiketleme-
Isaretleme Boliimiinde yer alan genel kurallarin yani sira asagidaki kurallara da
uyulmalidir.

a) Glutensiz gida maddelerinde, gida maddesi adi ile birlikte ambalaj rengi ile kontrast
teskil edecek sekilde “Glutensiz” ifadesi bulunur.

b) Glutensiz gida maddelerinde, gida maddesinin adi ile birlikte “Gluten miktar1 20
mg/kg’1 gegmez” ifadesi yer alir.

c¢) Gluteni azaltllmis gida maddelerinde, gida maddesinin adi ile birlikte ambalaj rengi
ile kontrast teskil edecek sekilde “Gluteni azaltilmis” ifadesi yer alir.

d) Gluteni azaltilmis gida maddelerinde, gida maddesinin adi ile birlikte icerdigi “gluten
miktar1” mg/kg olarak agikc¢a goriilebilir ve diger etiket bilgilerinden kolayca ayrilabilir
sekilde yazilir.

e) Bu Teblig kapsaminda yer alan iiriinlerde, ambalaj rengi ile kontrast teskil edecek ve
kolaylikla goriilebilecek sekilde “Doktor tavsiyesiyle kullanilmalidir” ifadesi yer alir.

f) Bu Teblig kapsaminda yer alan iiriinlerde, beslenme beyan tablosunda vitamin ve

mineral degerleri belirtilmelidir.

2. 5. 1. Tiirkiye’de Glutensiz Uriin Piyasasi

Giintimiizde glutensiz un, biskiivi ve ekmek gibi ana besinler yaninda ¢ikolata gibi bir
takim iiriinler de glutensiz olarak iiretilebilmektedir. Istanbul’da Istanbul Belediyesi
Halk Ekmek ve Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari’nin ortak
calismasi ile ve Ankara’da Ankara Halk Ekmek ve Hacettepe Universitesi Gida

Miihendisligi Boliimii'niin ortak calismalariyla ¢olyakli hastalar icin diyet ekmek
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tiretilmis ve satisa sunulmustur. Diger taraftan yine Eti Firmasi ile ilk kez glutensiz
biskiivi iiretilmis ve Eti Pronot adiyla 2003 yilinin Nisan ayinda piyasaya verilmistir
(web_3). Bunlarin haricinde ¢ok sayida firma tarafindan glutensiz un, makarna, gofret,
cikolata ve benzeri iiriinler hem {iretilip hem de ithal edilmektedir. Bu konuda ayrintil
bilgi Colyakla Yasam Dernegi (www.colyak.org.tr) tarafindan hastalara sunulmaktadir

(Kutlu, 2005).

2. 5. 2. Glutensiz Uriin Formiilasyonlar

Gluten genellikle ekmek yapimi i¢in yapisal protein olarak tanimlanir. Un 1slatilip iyi
gaz tutma Ozelliklerine sahip, uzayabilir bir hamur olusturdugunda ve firinlanmis
ekmekte iyi bir i¢ yapr olustugunda glutenin oOzellikleri acikca goriiliir. Gluten
olmadiginda, bir hamurdan ziyade siv1 bir karisim (kek hamuru kivaminda - batter) elde
edilir ve pisirildiginde kolay ufalanir yapida, soluk renkli ve diger kalite defektlerine
sahip bir ekmek elde edilir. Bunun yaninda, glutensiz makarna yapimi da zordur, ¢iinkii
pisme sirasinda makarnanin dagilmasinm1i engelleyen kuvvetli protein agi gluten

olusturmaktadir (Gobbetti vd., 2007).

Son yillarda glutensiz firmcilik {iriinlerinin yapisini, agiz hissini, reolojisini, aromasin,
kabul edilebilirligini ve raf omriinii gelistirmek ic¢in bazi katkilarin kullanimi iizerine ¢cok
fazla calisma yapilmaktadir. Glutensiz ekmek formiilasyonlarinda hamurun hacim
artisgini, su absorpsiyonunu arttirmak ve isleme Ozelliklerini 1iyilestirmek ig¢in
hidroksipropil-metilseliiloz (HPMC), metilseliilloz (MC), karboksimetilseliiloz (CMC),
keciboynuzu gami, guargam, karregenan, ksantan gam ve agar gibi bir¢ok gam ¢esidi ve
siit tiriinleri kullanilabilir. Yap1 kazandiran ajanlarin (6rn. Gamlar ve modifiye nigasta)
kullanimi, On-hidrolize edilmis bugday unundan geleneksel iiriinlerle neredeyse ayni
reolojik ozelliklere sahip ve glutensiz iiriinlerden ¢cok daha i1yi duyusal 6zelliklere sahip
ekmekler iiretilmesine olanak saglar. Bugdaydan yapilan biskiivilerle kiyaslanabilir

kaliteye sahip glutensiz biskiivilerin formiilasyonunda pirin¢, misir, soya, dar1 (millet),

26



karabugday ve patates nisastalar1 farkli yag kaynaklariyla kullanilabilir (Gobbetti vd.,
2007; Lazaridou vd., 2007).

Ulkemizde Ankara Halk Ekmek ve Un Fabrikas1’nin Hacettepe Universitesi ile ortaklasa
formiile edip iirettigi ve Tibbi Ekmek Unu adiyla Met-Vak vakfi tarafindan satisa
sunulan glutensiz un sunlar1 icerir: misir nisastasi, seker, pektin, ksantangam, CaCl,,
askorbik asit, tuz, emiilgator, kabartma tozu. Tibbi Ekmek de bu karisima bitkisel yag ve
maya ilavesiyle hazirlanip yine Met-Vak vakfi tarafindan ihtiya¢c sahiplerine

ulastirilmaktadir.

Istanbul Halk Ekmek tarafindan iiretilen glutensiz karisimin icerigi ise su sekildedir:
icme suyu, bugday nisastasi, misir nisastasi, seker, maya, bitkisel siv1 yag, pektin,
kabartma tozu, guargum, tuz, kalsiyum kloriir, antioksidan (askorbik asit) ve iiziim

sirkesi (web_4).

2. 5. 3. Kalint1 Gluten Tehlikesi

Baz iilkelerde (ABD ve Kanada gibi), glutensiz diyet hi¢ gluten icermez ve pirin¢ ve
misir gibi dogal olarak glutensiz olan iirlinlerden yapilir. Diger bazi iilkelerde ise
(Iskandinav Ulkeleri ve Ingiltere gibi), glutensiz diyet; glutensiz diye sunulan ancak yine
de diisiik miktarlarda toksik prolaminler icerebilen bugday nisastas1 gibi katkilar igerir

(Thompson, 2001).

Bugday nisastasit bazli glutensiz iiriinler, onyillardir pek cok iilkede kullanilmaktadir.
Daha oOnceleri bugdayin protein bilesenlerinin nisastadan tamamen ayrildigina
inaniliyordu fakat simdi bir miktar proteinin nisasta icersinde kaldigir bilinmektedir.
Glutensiz iirtinlerde kullanilan bugday nisastalarinin protein igerigi, genel amach
kullanilan nisastalarinkinden daha diisiik olmaktadir ancak igerebilecegi ¢ok kiiciik
miktarda gluten dahi bir ¢olyak hastasinin saglhigini tehlikeye atabilir. Chartrand vd.

(1997) tarafindan yapilan bir calismada, teorik olarak gliadin icermeyen karabugday
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unlarinda da gliadine rastlanmistir. Arastiricilar, bu gliadinin muhtemelen 6giitme
isleminde ortamdan kontaminasyon yoluyla gelmis olabilecegini bildirmislerdir

(Chartrand vd., 1997; Thompson, 2001; Katina vd., 2005).

Bugday ve cavdar unlarinin sec¢ilen LAB’leriyle uzun siireli fermantasyonu glutensiz

iriinlerde gluten kontaminasyonu riskini azaltabilir (Gobbetti vd., 2007).

2. 6. Eksihamur LAB’nin Proteolitik Etkilerinin G6zlenmesi

Laktik asit bakterilerinin proteolitik etkilerinin arastirildig bir ¢calismada (Di Cagno vd.,
2004), bugday ve toksik olmayan unlardan bir eksi hamur ekmegi iiretmek icin, prolin
ve glutamince zengin gliadin oligopeptidlerini degrade etme potansiyeline sahip secilmis
eksi hamur laktobasillerinin karigimi kullamilmistir (Di Cagno vd., 2004; Gobbetti vd.,
2007). Bugday (%30), toksik olmayan yulaf, millet ve karabugday unlarinin
karistmindan (3:1:4:2) hazirlanan bir eksi hamura, segilen Lactobacillus alimentarius
15M, Lactobacillus brevis 14G, L. sanfranciscensis TA ve L. hilgardii 51B (ca. 10°
kob/g) inokiile edilmis ve 37°C’de uzun siireli (24 sa) fermantasyona tabi tutulmustur.
Formiilasyonda kullanilan %30 bugday ununun secilen laktobasillerin hidrolize edici
aktiviteleriyle uyumlu oldugu goriilmiistiir. 24 sa fermantasyon sonunda gliadinlerin
neredeyse tamami hidrolize ugramistir. Kimyasal olarak asitlendirilen hamur veya
sadece maya ile fermente edilen hamur ile kiyaslandiginda hidrolizin eksi hamur
laktobasillerinin proteolitik aktivitelerinden ileri geldigi goriilmektedir (Di Cagno vd.,

2004; Gobbetti vd., 2007).

Diger bir calismada ise (De Angelis vd., 2006a) hamur fermantasyonu ve gliadin
polipeptidlerinin hidrolizi i¢in Streptococcus thermophilus, Lactobacillus plantarum, L.
acidophilus, L. casei, L. delbrueckii spp. bulgaricus, Bifidobacterium breve, B. longum,
B. infantis iceren VSL#3’iin dondurularak kurutulmus preparasyonu kullanilmstir.
Gliadin ve glutenin polipeptidlerinin, hamur fermantasyonu esnasinda VSL#3 tarafindan

hidrolizini belirlemek icin kullanilan iki boyutlu elektroforez (2DE) analizine gore
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hamurun VSL#3 ile fermantasyonundan sonra gliadin polipeptid lekeleri kontrole gore
degrade olmustur. Kimyasal yolla asidifiye edilmis hamura gore, VSL#3 ile fermente

edilen hamurda, HMW gluteninlerin de kismi hidrolizi gbzlenmistir.

Bir diger calismada(Gobbetti vd., 2007) LAB’nin etkisi ile gliadinin toksisitesi
tizerindeki degisim arastirllmistir. Calismada kullanilan ekmegin yapiminda, bugday unu
secilen laktobasillerle yar1 sivi kosullarda (%30 bugday unu ve %70 su) 37°C’de 24 sa
fermente edilmistir. 3:7 oraninda toksik olmayan unlarla (yulaf, millet ve karabugday)
karnigtirnlmigtir. Maya ile 30°C’de 2 sa daha fermantasyondan sonra 220°C’de 20 dk
pisirilmistir. Hazirlanan ekmek ile sadece maya ile fermente edilen 2 g gluten ihtiva
eden ekmek c¢olyak hastalarinda denenmistir. 17 hastadan 13’iiniin mayali ekmegi
tilkketmelerinin  {izerine intestinal gecirgenliklerinde belirgin sekilde degisim
gozlenmistir. Ayn1 13 hasta eksi hamur ekmegi tiikettiginde intestinal gegirgenlik

degerleri onemli diizeyde farklilik gdstermemistir (Gobbetti vd., 2007).

Probiyotik VSL#3 preparasyonu da bugday ununun uzun siireli fermantasyonu sirasinda

toksisitesini diislirebilmistir (De Angelis vd., 2006a).

Eksi hamur fermantasyonu sirasinda gerceklesen proteolizin bir diger kaniti da serbest
amino asitlerde goriilen artistir. LAB tarafindan gerceklestirilen fermantasyon, serbest
amino asit konsantrasyonunu kimyasal yolla asitlendirilmis cavdar hamuruna kiyasla
yaklagik 40 kat arttirmistir (204.87 — 5.36 mg/kg hamur). Alanin, 16sin, valin, glutamik
asit, izolosin, fenilalanin ve prolin en fazla artis gdsteren amino asitlerdir (De Angelis

vd., 2006b).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3. 1. 1. Eksihamur Ornekleri

Laktik asit bakterilerinin izole edilecegi eksihamur 6rnekleri Isparta ilinden 10 farkli
firin isletmesinden toplanmistir. Bir isletmeden 2, digerlerinden 1’er olmak iizere toplam
11 eksihamur 6rnegi alinmistir. Toplanan eksihamurlar bir giin dncesinden hazirlanmis
~18 saatlik hamurlardir. Firincilarin eksihamur yapimi su sekilde olmaktadir: dnceki
giinden fermente olmus eksihamur ekmek yapiminda hazirlanan una katilarak yeni
hamur mayalanmis olmakta ve hazirlanan yeni hamur ile ekmek iiretimi tamamlandiktan

sonra, kalan hamur ertesi giine kadar bekletilerek tekrar fermente olmasi saglanmaktadir.
3. 1. 2. izole Edilen Laktik Asit Bakterileri

Firmlardan toplanan eksihamur 6rneklerinden laktik asit bakterileri izole edilmistir ve
bunlar tanimlanarak gluten iizerine proteolitik aktiviteleri incelenmek {lizere
kullanilmislardir.

3. 1. 3. Hazirlanan Eksihamurlar

izole edilen laktik asit bakterilerinden ayr1 ayr1 asilanarak yari sivi formda eksihamurlar

ve bunlan kiyaslayabilmek icin notral ve asit ilave edilerek asitlendirilmis hamurlar

hazirlanmistir.
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3. 2. Metotlar

3. 2. 1. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Hamurlardan, otoklavda 105°C’de 10 dk 1s1] islem gormiis blender kaplaria 25 g 6rnek
alinarak, 225 ml serum fizyolojik (% 0,85 NaCl) ile blenderda (Waring Blender) 1 dk
homojenize edilerek 10" diliisyonlar1 elde edilmistir. Hamurlarin 10° ‘ya kadar
diliisyonlar1 hazirlanmigtir. 107 ve 10°° araligindaki diliisyonlardan cift kath dokme plak
yontemi ile Rogosa agar besiyerine ekim yapilmistir ve petriler 35 °C’de % 5 CO;’li

ortamda 48 sa inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonucunda, koloni morfolojileri 10° Lk diliisyondaki petrilerden
incelenmistir. Koloniler sekil, biiyiikliikk, renk, ve agar icerisindeki konumuna gore
degerlendirildi. Ayn1 petride farkli 6zellik gosteren koloniler belirlenerek, toplam 59

koloni se¢ilip kodlanmuistir.

Secilen kolonilerin saf kiiltiirlerini elde edebilmek ve tanimlama amaciyla uygulanacak
Gram boyama ve katalaz testleri icin MRS (De Man Rogosa Sharpe) broth besiyerine
kiiltiirler hazirlanmstir. Tiipler 30 °C’de 24 sa. inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda saflik
kontrolii icin MRS agarli petrilere ylizeye yayma yontemiyle ekim yapildi. Petriler % 5
COy’li inkiibatiirde 35 °C’de 24 sa. inkiibe edildi. Petrilerdeki koloni gelisimlerinden ve
Gram boyama ile mikroskobik morfolojileri incelenerek saf olmayan kiiltiirler tespit
edildi ve tekrar MRS agarli besiyerinde tek koloni diisiirme teknigiyle ekim yapilarak,

elde edilen kolonilerden MRS broth besiyerinde saf kiiltiirleri hazirlanmistir.

MRS broth besiyerindeki saf kiiltiirlerden Ozcelik (1998)’e gore Gram boyama
preparatlart hazirlandi ve Gram boyama ile mikroorganizmalarin mikroskobik
morfolojileri incelendi. Gram 6zellikleri, sekilleri ve dizilisleri belirlendi. Gram boyama
ve katalaz testleri sonucunda toplam 59 Kkiiltiiriin 24’tiniin Gram pozitif , katalaz negatif

bakteriler oldugu tespit edilmistir.
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Elde edilen saf kiiltiirlerden, steril MRS brothlu (800 ul) eppendorf tiiplerine ekim
yapilip 30 °C’de 24 sa inkiibasyon sonunda iizerlerine 200 ul steril gliserol ilave edilerek

-20 °C’de stoklanmistir. Calismada, bu izolatlara tanimlama testleri uygulanmistir.

3. 2. 2. Glutenli Plak Testi

3. 2. 2. 1. Glutenli Besiyerinin Hazirlanmasi

Plak testinde bakterilerin endo- ve ekzo-enzimlerinin gluten iizerine proteolitik
etkilerinin incelenebilmesi icin glutenli besiyeri hazirlanmistir. Enzim aktivitelerinin
farkli pH degerlerinde aktive olmasi goz Oniinde bulundurularak farkli iki pH

degerlerinde (pH 4 ve pH 7) besiyerleri hazirlanmistir (Wehrle vd. 1999).

Glutenli Besiyeri (pH 7 icin)

15 g agar

10 g gluten

5,6 tripton

2,5 maya ekstrakti

1 g glukoz

2 g CaCl,

4 g sitrik asit monohidrat

28,8 g Na,HPO4.2H,0O

Destile suile 1 L’ ye tamamlanir
105 °C’de 10 dk sterilize edilir

Glutenli Besiyeri (pH 4 icin)

15 g agar

10 g gluten

5,6 tripton

2,5 maya ekstrakti

1 g glukoz

2 g CaCl,

13 g sitrik asit monohidrat

13,5 g Na,HPO4.2H,0

Destile suile 1 L’ ye tamamlanir
105 °C’de 10 dk sterilize edilir
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Agarin pH 4’te otoklavlanmasi sirasinda hidrolizini engellemek icin tampon c¢ozeltisi
(sitrik asit monohidrat ve disodyum hidrojen fosfat dihidrat karisimi) ve agarli besiyeri
ayr1 otoklavlanmustir, sogutularak (50 °C’de) aseptik olarak ilave edilmistir. Besiyerinin
hazirlanmasi ve petri kutularina dokiilmesi sirasinda glutenin topaklanmasini onlemek
icin siirekli karigtirma islemi uygulanmistir. Gluten besiyerinde ¢oziinmedigi igin,

protein ¢okeltileri plakalarda goriiniir halde kalmistir (Wehrle vd. 1999).

3. 2. 2. 2. Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

Bakteri kiiltiirleri MRS broth besiyerine asilanarak 30 °C’de 18 sa inkiibe edilmistir.
Kiiltiirlerin yogunlugunu tespit edebilmek icin Rogosa agarli petrilere yiizeysel ekim
yapilmig ve petriler 35 °C’de 48 sa inkiibe edilmistir. Daha sonra sivi kiiltiirler enzim

aktivitelerinin tespiti i¢cin kullanilmigtir.

3. 2. 2. 3. Kiiltiirlerin Endo- ve Ekzo-enzimlerinin Eldesi

Bakteri enzimlerinin gluten iizerine proteolitik etkilerinin incelebilmesi icin 18 saatlik
kiiltiirler kullamilmistir. Kiiltiir yogunluklar1 ortalama 10° kob/g olarak belirlenmistir.
Kiiltiirlerden 3 ml almarak 6000 g devirde 5 dk santrifiijlendi (Sigma 1-14). Ustte kalan
stvilar (supernatantlar) ekzoenzimleri igerdiginden ayr tiiplere alinarak saklandi. Kalan
hiicre pelletleri {izerine 50 mM’lik Tris-HCI (pH 8) tampon c¢ozeltisinden 1 ml ilave
edilerek vortekslendi (Velp Scientifica) ve tekrar santrifiijlenip ayrilarak yikama yapildi.
Pellet iizerine 2 mg/ml oraninda lisozim igeren ayni tampon ¢ozeltisinden 200 ul ilave
edildi. Uzerlerine 150-200 um capindaki cam partikiilleri iceren cam tozundan 50 mg
kadar eklendi. 3 dk vortekslenerek hiicrelerin mekanik parcalanmasi saglandi. Daha
sonra 37 °C’de 1 sa inkiibasyona birakilarak lisozim enziminin hiicre duvarlarina etki
etmesi saglandi. Siire sonunda 10 dk sonikatorde (Bandelin Sonorex) bekletilerek
hiicrelerin parcalanmasi saglandi. Cam tozunun ve hiicre kalintilarinin ¢oktiiriilmesi icin
10000 g devirde 5 dk santrifiijlendi. Siipernatant endoenzimleri icerdiginden ayrilarak

saklandi (Zotta vd. 2007).
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50 mM Tris-HCI (ph 8.0):

= 6,055 g Tris tartilir

= 900 ml destile su icersinde ¢ozdiiriiliir
= HCl ile pH ayarlanir

* 1L’ yetamamlanir

= 121°C’de 15 dk sterilize edilir.

3. 2. 2. 4. Glutenli Besiyerine Asillama

Elde edilen enzim preparatlarinin gluten iizerine proteolitik etkilerinin goriilebilmesi icin
petri kutularina dokiiliip katilagtirilan glutenli besiyerlerinde 8 mm ¢apli oyuklar agildi.
Stvinin asilama sonrasinda besiyeri tabanina yayilmasina engel olmak icin oyuklarin
diplerine glutenli besiyerinden sivi halde birka¢ damla damlatilarak katilasip oyuk
tabanin1 kaplamasi saglandi. Her petriye biri endoenzimler, biri eksoenzimler, digeri de
ikisinin karisimi icin olmak {iizere 3 oyuk acild1 ve her kiiltiir i¢in 2 ayr1 pH degerinde
besiyeri hazirlanmis (pH 4 ve pH 7) ve 2 paralelli calisilmistir. Ayrica ekzoenzim
preparatlart MRS broth besiyeri ve endoenzim preparatlar1 Tris-HCI (pH 8) tamponu
icerdiginden kontrol grubu olarak ayr petrilerdeki oyuklara sadece steril Tris-HC1 (pH
8) tamponundan ve steril MRS broth besiyerinden asilanmistir. Enzim preparatlar1 ve
kontroller 40’ar pl inokiile edildikten sonra petriler 30 °C’de 48 sa inkiibasyona

birakilmustir.

3. 2. 2. 5. Plaklarin Boyanmasi ve Boyanin Uzaklastirilmasi

Inkiibasyon sonunda, oyuk etrafinda zon olusumunun daha rahat goriilebilmesi icin
boyama cozeltisi ile boyanmistir. Boyama c¢ozeltisinden petrilerin iizerlerine dokiiliip 1
dk beklenerek boyama islemi gerceklestirildi. Daha sonra boyama cozeltisini
uzaklastirmak icin boya yikama c¢ozeltisi hazirland1 ve petrilerdeki boya cozeltisi

dokiilerek, tizerine bu yikama ¢ozeltisi dokiildii ve bir gece bekletildi (Wehrle vd. 1999).
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Boyama cozeltisi

= 5 g Coomassie brilliant blue R-250

= 500 ml metanol

* 02 ml asetik asit

= 1L’ ye destile su ile tamamlanir
Boya yikama c¢ozeltisi

= 250 ml etanol
= 50 ml asetik asit
= 1L’ ye destile su ile tamamlanir

3.2.3. API 50 CHL Tanimlama Testi

3.2.3.1. API 50 CH Testinin Prensibi

API 50 CHL Medium, Lactobacillus cinsi ve benzer organizmalarin tanimlanmasi i¢in
gelistirilmis, API 50 CH seritlerindeki 49 karbonhidratin fermantasyonuna olanak
saglayan kullanima hazir bir besiyeridir. Bu medium igersinde incelenecek
mikroorganizmanin siispansiyonu hazirlanir ve seritteki her tiipe inokiile edilir.
Inkiibasyon sirasinda, Cizelge 3.1°de goriilen karbonhidratlar asite fermente olur ve pH’
daki diisiis, indikatoriin renginin degisimiyle tespit edilir. Mordan sariya ve 25 nolu tiip
(eskulin) i¢in mordan siyaha renk degisimleri pozitif olarak kaydedilir. Sonuglar, susun

biyokimyasal profilini olusturur ve tanimlanmasinda kullanilir.
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Cizelge 3.1. API 50 CH test kitinde yer alan substrat karbonhidratlar

SERIT 0-9 SERIT 10-19  SERIT 20-29 SERIT 30-39 SERIT 40-49

tiip / substrat tiip / substrat tiip / substrat tlip / substrat tip / substrat

0 CONTROL 10 GAlLactose 20 a-Methyl-D-Mannoside 30 MELibiose 40 D-TURanose

1 GLYcerol 11 GLUcose 21 a-Methyl-D-Glucoside 31 Sucrose 41 D-LYXose

2 ERYthritol 12 FRUctose 22 N-Acetyl-Glucosamine 32 TREhalose 42 D-TAGatose

3 D-ARAbinose 13 MaNnosE 23 AMYgdalin 33 INUIin 43 D-FUCose

4 L-ARAbinose 14 SorBosE 24 ARButin 34 MeLeZitose 44 L-FUCose

5 RIBose 15 RHAmnose 25 ESCulin 35 RAFfinose 45 D-ARabitoL

6 D-XYLose 16 DULcitol 26 SALicin 36 Starch 46 L-ARabitoL

7 L-XYLose 17 INOsitol 27 CELlobiose 37 GLYcoGen 47 GlucoNaTe

8 ADOnitol 18 MANNitol 28 MALtose 38 XyLiTol 48 2-Keto-Gluconate
9 B-Methyl-D-Xyloside 19 SORbitol 29 LACtose 39 GENtiobiose 49 5-Keto-Gluconate

3. 2. 3. 2. Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

Test i¢in kullanilan kiiltiirler, eksihamurlardan izole edilmis olan 24 bakteri kiiltiirlinden

MRS broth besiyerinde 30 °C’de 24 sa inkiibe edilerek hazirlanmistir.

3. 2. 3. 3. Asilama Materyalinin (inokulumun) Hazirlanmasi

Asilama materyalinin hazirlanmasinda, API 50 CHL test kitlerinin klavuzundaki yontem
kullanilmistir. Bakteri siispansiyonunun hazirlanabilmesi icin MRS broth kiiltiiriinde
tiipin tabana ¢Okmiis yogun kisimdan, 2 ml’lik siispansiyon mediuma yogun bir
siispansiyon olusacak sekilde aktarilmistir. 5 ml’lik siispansiyon medium ampiilii
acilarak, icersinde bulanikligi McFarland (Biosan Den-1 McFarland Densitometer) 2
degerine esit olacak bir siispansiyon elde etmek i¢in, yogun hazirlanan siispansiyondan
belirli bir miktar (n) buna aktarildi. Daha sonra API 50 CHL medium (10 ml)’a bunun 2
kat1 kadar (2n) ilave edildi, ¢calkalanarak homojenize edildi.
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3. 2. 3. 4. Seritlere Asillama

Seritlere asillama islemi {irlin klavuzunda aciklandigi gibi gerceklestirilmistir.
Seritlerdeki 50 tiip asilanmig API 50 CHL mediumlar1 ile doldurulmustur (105 ul).
Anaerobik ortam saglamak amaciyla iizerlerine bir-iki damla mineral yag1 damlatilarak
yiizeyi kaplandi. Seritler 30 °C’de 48 sa inkiibe edildi, 24 sa ve 48 sa sonunda renk
degisimlerine bagh olarak (+) veya (-) sonuglar kaydedildi. Tanimlama islemi, elde
edilen pozitif ve negatif sonuglarin tanimlama yaziliminda (identificatin software,

bioMérieux) gerceklestirilmistir.

3. 2. 4. izole Edilen Laktik Asit Bakterilerinden Eksihamur Yapim
Eksihamurlardan izole edilen ve tanimlanan Kkiiltiirlerden farkli tiirden olanlar secilerek
bunlarin gluten proteinleri iizerine proteolitik etkilerinin SDS-PAGE ile arastirilmasi

amaciyla yari-sivi hamurlara asilanmiglar ve fermente edilmislerdir.

Eksihamur yapiminda ticari, katkisiz un kullanilmistir. Hamurlar Cizelge 3.2.°de

gosterildigi sekilde hazirlanmistir (Zotta vd. 2006).

Cizelge 3.2. Kontrol hamurlarinin ve eksihamurlarin hazirlanmasinda kullanilan
formiilasyon (Zotta vd. 2006)

Katki Notral Kontrol Asidik Kontrol LAB Asilanms
Hamuru Hamuru Hamur

Un (g) 20 20 20

Su (ml) 20 20 18

NaCl (g) 0,4 0,4 0,4

Asit Cozeltisi (ul) 0 120 0

Penisilin (ul) 20 20 0
Kloramfenikol (ul) | 200 200 0

LAB kiiltiirii (ml) 0 0 2

Biyolojik ve kimyasal asidifikasyon, asidik olmayan bugday ununa kiyasla

polipeptidlerde direkt bir modifikasyona yol acabilir. Bu nedenle, sadece bakteriyel
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proteolize bagli degisimleri tespit edebilmek i¢in, fermente hamur kimyasal yolla
asidifiye edilen (pH 4.0) hamur ile kiyaslanmalidir. Hamuru kimyasal olarak
asitlendirebilmek i¢in, 4 hacim laktik asit (%90) ve 1 hacim asetik asit (%98) karisimi
kullamilmistir ve pH 4’ e diisiiriilmiistiir (Zotta vd. 2006). Notral hamurun pH’s1 6,1°de

kalmistir.

Kontrol hamurlarinda bakteri gelisimini inhibe etmek ic¢in penisilin ve kloramfenikol
antibiyotikleri ilave edilmistir. Hamur katkilar1 biraraya getirilerek steril spatiil ile 3 dk
karistirllarak  homojen yari-sivi bir hamur elde edilmistir. Hamurlar 30 °C’de
fermantasyona  birakildi. Hamurlarin  protein  fraksiyonlarmin  elektroforezde

incelenebilmesi icin 24 sa. ve 48 sa. sonlarinda 6rnekler alinmistir (Zotta vd. 2006).

3. 2. 5. Sodyum Dodesil Siilfat — Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

3.2.5. 1. SDS-PAGE’in Calisama Prensibi

SDS- PAGE, proteinlerin safliginin kontrolii ve molekiiler agirliklarinin saptanmasi
amactyla kullanilir. Elektrik akimi etkisiyle proteinlerin biiyiikliiklerine gore ayrilmasini
saglayan ortam akrilamid ve N-N’-metilen bis-akrilamid monomerlerinin
polimerlesmesiyle olusan jel matriksidir. Poliakrilamid jel matriksi farkli biiyiikliikte
kanallar (porlar) icerdiginden denatiire protein karisimi jele yiiklenip elektroforez
uygulandiginda, proteinlerin bu kanallardan gegis hizi tamamen biiyiikliiklerine baglidir.

Kiiciik proteinler jelde hizli, biiyiik proteinler ise yavas ilerler (Coskun-Ari, 2003).

SDS-PAGE yontemi ile ayrilmak istenilen proteinlerin sadece biiytikliiklerine gore
ayrimini saglamak i¢in once denatiire edilmeleri ve sonra Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
ile muamele edilmeleri gereklidir. Anyonik bir deterjan olan SDS, proteinlere baglanip
negatif yiiklii hale getirerek lineer forma doniismelerini saglar. SDS sayesinde negatif
yiik ile yiiklenen proteinler elektroforez sirasinda anoda go¢ ederler. Elektroforez islemi

tamamlandiginda farkli biiyiikliikteki proteinler jel boyunca ilerlerken ayrisarak farkli
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protein zonlar1 halinde odaklanirlar. SDS-PAGE isleminden sonra jeldeki protein
bantlarinin goriintiilenmesi i¢in Coomassie Brillant Mavisi (Coomassie Brillant Blue,

CBB) kullanilir (Coskun-Ar1, 2003).

Akrilamid ve bisakrilamid orami jelin ayristirma kapasitesini belirler. Boyutlari
ayarlanabilen gozenekli yapilari nedeniyle proteinleri molekiil agirliklart veya kiitleleri
ile orantil1 olarak molekiillerin go¢iinii yavaslatan bir ‘molekiiler elek’ olarak davranir.
Bu nedenle ayrim hem molekiiler eleme hem de elektroforetik mobilite temeline
dayanir. Diisiik derisimde hazirlanan jellerin gozenekleri daha biiyiik olup, biiyiik

molekiil agirlikli biyomolekiillerin ayriminda kullanilirlar (Coskun-Ari, 2003).

3. 2. 5. 2. Eksihamurlardan Proteinlerin Ekstraksiyonlari

Hamur 6rneklerinden 2,5 g tartilarak iizerine 7,5 ml 0,5 M NaCl-150 mM sodyum fosfat
tamponu (ph 6,8) ilave edildi. Oda sicakliginda 10 dk’da bir vorteksleyerek 30 dk
boyunca hamurdaki albumin, globulin proteinlerinin ekstraksiyonu saglanmistir. Siire
sonunda 4 °C’de 20000 g’de 15 dk santrifiijlenerek (Sigma 3K30) supernatantta kalan
albumin ve globulinler ayrilmistir. Kalan pelet ayn1 ¢ozelti ile ve sonra da saf su ile

yikanarak santrifiijlendi supernatantlar atild1 (Zotta vd. 2006).

0,5 M NaCl-150 mM sodyum fosfat tamponu (ph 6,8)

= 29,22 g NaCl

* 10,3494 g NaH,PO4.H,0

= 13,3492 g Na,HPO4.2H,0O

= ] L’ye destile su ile tamamlanir

Kalan peletler iizerine 7,5 ml 1-propanol (% 50 v/v) eklendi (Thiele vd. 2006). Oda
sicakliginda 10 dk’da bir vorteksleyerek 30 dk boyunca hamurdaki gliadin proteinlerinin
ekstraksiyonu saglandi. Siire sonunda 4 °C’de 20000 g’de 15 dk santrifiijlenerek
supernatantta kalan gliadin proteinleri ayrilmistir. Yine alkol ¢ozeltisiyle ve sonra saf su

ile pelletler yikanarak santrifiijlendi ve supernatantlar1 atildi (Zotta vd. 2006).
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Kalan peletler iizerine 50 mM Tris-HCI- %1 SDS-% 0,5 DTT (ph 8,8) ¢ozeltisi ilave
edildi (Di Cagno vd. 2005). Oda sicakliginda 10 dk’da bir vorteksleyerek 30 dk boyunca
hamurdaki glutenin proteinleri ekstrakte edildi. Siire sonunda 4 °C’de 20000 g’de 15 dk
santrifiijlenerek supernatantta kalan glutenin proteinleri ayrildi. Gliadin ve glutenin

ekstraktlan elektroforez uygulamasinda kullanilmak iizere -20 °C’de saklanmistir (Zotta

vd. 20006).

50 mM Tris-HCI- %1 SDS-% 0,5 DTT (ph 8,8)

200 ml i¢in;
= 1,2114 g Tris
= 2gSDS
= 1gDTT

= HCl ile pH ayarlanir,
= 200 ml’ ye tamamlanir

3. 2. 5. 3. SDS-PAGE Uygulamasi

SDS-PAGE icin 100 ul protein ekstraktlart 300 pl 6rnek tamponu (Cizelge 3.3’te
verilmistir) ile seyreltilmistir (Thiele vd. 2004). Uzerine 10 ul B-merkaptaetanol ilave
edilerek 100 °C’de 5 dk kaynatilarak proteinlerin denatiirasyonu saglandi. Bu sekilde
elektroforez jeline yliklenecek Ornekler hazirlanmis oldu. Jellerin hazirlanmasinda

kullanilan ¢ozeltiler Cizelge 3.3’te verilmigstir (Sambrook vd. 1989).

Iki adet jel camu saf su ile yikamp kurulandiktan sonra, jel kasetine yerlestirilerek jel
dokme tablasina tutturuldu. Bir miktar % 12’lik siv1 haldeki ayirma jeli, cam plakalar
arasina hava kabarcig1 olusmamasina 6zen gosterilerek pipetlendi. Jelin polimerlesmesi

beklendi. Ayirma jelinin polimerlesmesinin ardindan iiste biriken su dokiildii.

Polimerlesen ayirma jelinin iizerine % 3,5’lik 6n ayirma jeli (stacking gel) soliisyonunun
pipet yardimiyla cam plakalarin arasina camin iist seviyesine kadar dokiilmesinin
ardindan, iki cam arasmna Orneklerin yiiklenecegi kuyulart olusturacak tarak

yerlestirilerek polimerlesmesi beklenmistir.
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Polimerlesmenin ardindan jel kaseti elektroforez tankina yerlestirilip (Cleaver Scientific
Mini Gel), hazirlanan 1x yiirlitme tamponu anot-katot bosluklarina dokiildiikten sonra
tarak dikkatlice c¢ikartildi. Olusan kuyucuklara her 6rnek ic¢in yaklasik 30 pg protein
iceren 20 pl hacimde Ornek yiiklenmistir. Elektroforez tanki giic kaynagina
(Electrophoresis Power Supply Consort E844) baglanarak proteinler 20 mA sabit

akimda (Zotta vd. 2006) yaklasik 2 saat boyunca yiiriitiildii.

Cizelge 3.3. SDS-PAGE uygulamasinda kullanilan ¢ozeltiler

Ornek Tamponu (100 ml)

0,606 g Tris (50 mM)
2 g SDS

10 g gliserol

0,1 Bromofenol mavisi

%30 akrilamid karisimi

29 g Akrilamid
1 g N,N’ Metilen bisakrilamid
100 ml destile su

%10 SDS

10 g SDS
100 ml destile su

%10 APS

0,1 g Amonyum persiilfat
1 ml destile su

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8)

(50 ml)

9,0825 g Tris

40 ml destile su

HCl ile pH ayarlanir

50 ml’ ye destile su ile tamamlanir

1,0 M Tris-HCI (pH 6,8)
(20 ml)

2,422 g Tris

15 ml destile su

HCl ile pH ayarlanir

20 ml’ye destile su ile tamamlanir

%12 Akrilamid
Ayirma Jeli (25 ml)

8,2 ml destile su

10 ml %30 akrilamid karigimi
6,3 ml 1,5 M Tris (pH 8,8)
0,25 ml % 10 SDS

0,25 ml % 10 APS

0,01 ml TEMED

‘fo 3,5 Akrilamid
On-ayirma Jeli (6 ml)

4.4 ml destile su

0,7 ml %30 akrilamid karisimi
0,75 ml 1 M Tris (pH 6,8)
0,06 ml % 10 SDS

0,06 ml % 10 APS

0,006 ml TEMED

Yiiriitme Tamponu (5x)
(1L)

15,1 g Tris (25 mM)

94 ¢ Glisin (250 mM) (ph 8,3)
50 ml % 10’luk (w/v) SDS

1 L’ye destile su ile tamamlanir
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4. 1. Laktik Asit Bakterilerinin Izolasyon Sonuclar

Eksihamurlardan izole edilen mikroorganizmalar, koloni morfolojilerine goére
secilmiglerdir. Yapilan Gram boyama ve katalaz testleri sonucunda mayalar elenerek,
Gram (+), katalaz (-) bakteriler izole edilerek saf kiiltiirleri elde edilmis ve saklanmustir.

Gram boyama sonucu gozlenen farkli hiicre morfolojileri Sekil 4.1.” de gosterilmistir.

(a)

Sekil 4. 1. Eksihamurlardan izole edilen mikroorganizmalarin mikroskop goriintiileri (a)
Maya, (b) Kok, (c) Basil

Elde edilen 24 bakteri kiiltiiriiniin koloni morfolojileri ve mikroskobik morfolojileri

Cizelge 4.1°de verilmigtir.
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Cizelge 4.1.Eksihamurlardan izole edilen laktik asit bakterilerinin morfolojik 6zellikleri

BAKT NO:

1

0w N OO o~ W N

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

KOLONi MORFOLOJiSi

RENK
Seffaf-mat
Beyaz-seffaf
Beyaz
Seffaf-mat
Beyaz
Beyaz
Beyaz
Beyaz
Beyaz
Beyaz
Beyaz-seffaf
Beyaz-seffaf
Beyaz
Beyaz
Beyaz
Beyaz
Seffaf-mat
Seffaf-mat
Beyaz
Beyaz
Beyaz- az seffaf
Seffaf-mat
Seffaf-mat
Beyaz

GORUNUS
Dlizglin yuvarlak, yassi
Dlzglin yuvarlak, parlak, kiguk
Dlzguin yuvarlak, parlak, kiguk
Diizensiz, Yizeye yaygin
Dlizglin yuvarlak, parlak
Dlzglin yuvarlak, parlak
Dlzglin yuvarlak, parlak
Dlizglin yuvarlak, parlak
Dlizglin yuvarlak, parlak
Dlizglin yuvarlak, parlak
Dlzglin yuvarlak, parlak, kiguk
Dlizgiin yuvarlak, parlak
Dlizglin yuvarlak, parlak
Dlzglin yuvarlak, parlak
Dlizglin yuvarlak, parlak
Dlizglin yuvarlak, parlak
Diizensiz, Yizeye yaygin
Duzensiz, Ylzeye yaygin
Dlzglin yuvarlak, parlak
Dlizgiin yuvarlak, parlak
Dlizglin yuvarlak, parlak, kigik
Duzensiz, Ylzeye yaygin
Duzensiz, Ylzeye yaygin
Dlizgiin yuvarlak, parlak

4. 2. Gluten Plak Testi Sonuclari

Kok,

Kok
Kok

Basil, uzun gubuk
Kokobasil
Kokobasil
Kokobasil
Kokobasil
Kokobasil
Kokobasil
Kokobasil
Kokobasil
Kokobasil
Kokobasil
Kokobasil
Kokobasil
Basil, uzun gubuk
Basil, uzun gubuk
Kokobasil
Kokobasil
Kokobasil
Basil, uzun gubuk
Basil, uzun gubuk
Kok,

MIKROSKOBIK MORFOLOJI
SEKIL GRAM OZELLIGi
elips +

+ 4+ + + + + o+ + 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+

+

+

elips +

KATALAZ TESTI

Glutenli besiyerleri boyama ve boya yikama islemleri yapildiktan sonra besiyeri maviye

boyanmis fakat biiyiik gluten partikiillerine boya iyi islemedigi i¢in agik renkli kalmistir
(Sekil 4.2).

Kiiltiirlerin hicbirinin ne endoenzim, ne ekzoenzim ne de enzim karisimlarinin inokiile

edildigi oyuklarda zon olusumu gézlenmemistir.
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(a) (b)

Sekil 4.2. Glutenli besiyerinin inkiibasyon sonrasi goriiniimleri. (a) Boyanmadan 6nceki
goriiniim, (b) boyandiktan sonraki goriiniim

4. 3. API 50 CHL Tanimlama Testi Sonuclar:

Eksihamurlardan izole edilen 24 bakteri kiiltiiriiniin tanimlanmasi icin API 50 CHL test
kiti kullanilmustir. Inkiibasyon sonunda bakterilerin karbonhidratlar1 kullanabilme
durumlarina gore asitlik degisimine bagli olarak indikatoriin renk degisimine gore elde

edilen pozitif ve negatif sonuglar (Bkz. Sekil 4.3) Cizelge 4.2’ de gosterilmistir:
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Cizelge 4.2. API seritlerinde kiiltiirlerin gelismelerine bagli olarak gbzlenen pozitif ve negatif sonuclar

ink. Suresi

24 sa

48 sa

24 sa

48 sa

24 sa

48 sa

24 sa

48 sa

24 sa

48 sa

24 sa

48 sa

24 sa

48 sa

24 sa

48 sa

24 sa

48 sa

24 sa

48 sa

24 sa

48 sa

24 sa

48 sa

24 sa

48 sa

24 sa

48 sa

24 sa

48 sa

24 sa

48 sa

24 sa

48 sa

24 sa

48 sa

24 sa

48 sa

24 sa

48 sa

24 sa

48 sa

24 sa

48 sa

24 sa

48 sa

24 sa

48 sa

Bakteri No:

2
2
3
3
4
4
5
5
6
6
7
7
8
8
9
9
10
10
11
11

12
12
13
13
14
14]
15
15
16
16
17|
17]
18
18
19
19
20
20

21

21

22
22
23
23
24

24
Y: Yesil, Y+: Sartya yakin yesil, Y-: Mora yakin yesil, K: Kahverengi, K+: Siyaha yakin kahverengi

45



Elde edilen pozitif ve negatif sonuclar tanimlama yaziliminda (identificatin software,
bioMérieux) degerlendirilmistir (Cizelge 4.3). Lb. curvatus olarak tespit edilen
kiiltiirlerin 15 °C’de ve 45 °C’deki gelisimleri arastirnllmistir. 15 °C’de gelisme

gozlenmis, 45 °C’de gelisme olmamistir. Bu sonuclar da tanimlamay1 dogrulamaktadir.

Cizelge 4.3. Izole edilen kiiltiirlerin tespit edilen tiirleri

Kiiltiir No: | Tanimlanan Tiir % 1D
1 Lactococcus lactis 79,3
2 Pediococcus pentosaceus 86,2
3 Lactococcus lactis 82,4
4 Gelisme gozlenemedi -

5 Lactobacillus plantarum 99,9
6 Lactobacillus plantarum 99,9
7 Weissella confusa (Lactobacillus coprophilus) 97,6
8 Weissella confusa (Lactobacillus coprophilus) 97,6
9 Weissella confusa (Lactobacillus coprophilus) 94,2
10 Weissella confusa (Lactobacillus coprophilus) 97,6
11 Weissella confusa (Lactobacillus coprophilus) 98.9
12 Weissella confusa (Lactobacillus coprophilus) 99.6
13 Lactobacillus plantarum 99,9
14 Lactobacillus plantarum 99,9
15 Lactobacillus plantarum 99,9
16 Lactobacillus plantarum 99,9
17 Lactobacillus curvatus 40,0
18 Lactobacillus curvatus 40,0
19 Lactobacillus plantarum 99,9
20 Lactobacillus plantarum 99,9
21 Tanimlanamadi -

22 Lactobacillus curvatus 40,0
23 Lactobacillus curvatus 40,0
24 Lactococcus lactis 79,3
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(© (d)

Sekil 4.3. Farkli kiiltiirlerin inokiile edildigi API kitlerinin inkiibasyon sonucu
goriiniimleri, (a) ve (b) Weissella confusa, (c) Lactobacillus plantarum, (d) Lactobacillus
curvatus

Elde edilen sonuglara gore toplanan eksihamurlardan, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus curvatus, Lactococcus lactis, Pediococcus pentosaceus ve Weissella
confusa olmak iizere 5 farkli tiir izole edilmistir. izole edilen Lactococcus lactis
kiiltiirlerinden 1 ve 24 nolu olanlar API testinde benzer sonuglar vermis olmalarina
ragmen, 3 nolu kiiltiir bunlardan daha farkli bir profil gostermistir (Bkz. Cizelge 4.2). Bu
sonuglar, 3 nolu Kkiiltiirtin 1 ve 24 nolu kiiltiirlerden farkli bir alt tiir oldugunu
diisiindiirmiistiir. Bu nedenle izole edilen farkli tiir bakterilerin proteolitik etkilerini

incelemek iizere elektroforez calismasinda 2 nolu Pediococcus pentosaceus, 3 nolu
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Lactococcus lactis, 12 nolu Weissella confusa, 17 nolu Lactobacillus curvatus, 19 nolu

Lactobacillus plantarum ve 24 nolu Lactococcus lactis kiiltiirleri kullanilmastir.

4. 4. SDS-PAGE Sonuclar

Eksihamurlardan izole edilen ve tanimlanan kiiltiirlerden farkli tiirden olanlar secilerek
bunlarin gluten proteinleri iizerine proteolitik etkilerinin SDS-PAGE ile arastirilmasi
amaciyla yari-sivi hamurlara asilanmislar ve 30 °C’de 48 sa fermente edilmislerdir.
Fermantasyon sonunda eksihamurlarin pH degerleri 3,5 ila 3,9 aralifinda 6l¢iilmiistiir
Daha sonra bu hamurlardan, kontrol hamurlarindan ve saf glutenden gliadin ve glutenin
proteinleri Bolim 3.2.5.2.°de anlatildigi gibi izole edilerek SDS-PAGE’ de

yiirlitiilmiislerdir.

Jeller, gliadin proteinleri icin 24 sa inkiibasyon sonu ve 48 sa inkiibasyon sonu, glutenin
proteinleri i¢in yine 24 sa ve 48 sa inkiibasyon sonu olmak iizere 4 grup halinde

yiiriitiilmiislerdir.

Izole edilen proteinlerin molekiil agirliklar1, Bovine Serum Albumin (BSA) standardinin
jel tizerinde olusturdugu bandin yeri ve bilinen 66000 Da molekiil agirligina gore jel
tizerinde yiiriidiikleri mesafelerin logaritmalar1 oranlanarak hesaplanmistir. Proteinlerin
jel tizerinde aldiklar1 mesafe, molekiil agirliklarina gore logaritmik olarak degisir. Daha
yiiksek molekiiler agirliga sahip proteinler jel gozeneklerinden yavas gecebildikleri icin
jelin iist kisimlarinda bant olustururken, kiiciik molekiil agirlikli olanlar daha fazla

ilerleyerek jelin alt kisimlarinda bant olustururlar.

Buna gore 24 ve 48 saat sonlarindaki gluten proteinlerine ait SDS-poliakrilamid jel

goriintiileri Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7’ de goriildiigii gibidir.
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Sekil 4.4. Eksihamurlardan 24 sa inkiibasyon sonunda izole edilen gliadin proteinlerinin
SDS-PAGE jel goriintiileri. (1) Marker olarak BSA, (2) Glutenden izole edilen gliadin,
(3) Notral kontrol hamurundan izole edilen gliadin, (4) Asit ilave edilmis kontrol
hamurundan izole edilen gliadin (5) Pediococcus pentosaceus inokiile edilen
eksihamurdan izole edilen gliadin, (6) Lactococcus lactis ssp.l inokiile edilen
eksihamurdan izole edilen gliadin, (7) Weissella confusa inokiile edilen eksihamurdan
izole edilen gliadin, (8) Lactobacillus curvatus inokiile edilen eksihamurdan izole edilen
gliadin, (9) Lactobacillus plantarum inokiile edilen eksihamurdan izole edilen gliadin,
(10) Lactococcus lactis ssp.2 inokiile edilen eksihamurdan izole edilen gliadin
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Sekil 4.5. Eksihamurlardan 48 sa inkiibasyon sonunda izole edilen gliadin proteinlerinin
SDS-PAGE jel goriintiileri. (1) Marker olarak BSA, (2) Glutenden izole edilen gliadin,
(3) Notral kontrol hamurundan izole edilen gliadin, (4) Asit ilave edilmis kontrol
hamurundan izole edilen gliadin (5) Pediococcus pentosaceus inokiile edilen
eksihamurdan izole edilen gliadin, (6) Lactococcus lactis ssp.1 inokiile edilen
eksihamurdan izole edilen gliadin, (7) Weissella confusa inokiile edilen eksihamurdan
izole edilen gliadin, (8) Lactobacillus curvatus inokiile edilen eksihamurdan izole edilen
gliadin, (9) Lactobacillus plantarum inokiile edilen eksihamurdan izole edilen gliadin,
(10) Lactococcus lactis ssp.2 inokiile edilen eksihamurdan izole edilen gliadin
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Sekil 4.6. Eksihamurlardan 24 sa inkiibasyon sonunda izole edilen glutenin
proteinlerinin SDS-PAGE jel goriintiileri. (1) Marker olarak BSA, (2) Notral kontrol
hamurundan izole edilen glutenin, (3) Asit ilave edilmis kontrol hamurundan izole
edilen glutenin, (4) Pediococcus pentosaceus inokiile edilen eksihamurdan izole edilen
glutenin, (5) Lactococcus lactis ssp.1 inokiile edilen eksihamurdan izole edilen glutenin,
(6) Weissella confusa inokiille edilen eksihamurdan izole edilen glutenin,
(7) Lactobacillus curvatus inokiile edilen eksihamurdan izole edilen glutenin,
(8) Lactobacillus plantarum inokiile edilen eksihamurdan izole edilen glutenin,
(9) Lactococcus lactis ssp.2 inokiile edilen eksihamurdan izole edilen glutenin,
(10) Glutenden izole edilen glutenin,

51



Sekil 4.7. Eksihamurlardan 48 sa inkiibasyon sonunda izole edilen glutenin
proteinlerinin SDS-PAGE jel goriintiileri. (1) Marker olarak BSA, (2) Notral kontrol
hamurundan izole edilen glutenin, (3) Asit ilave edilmis kontrol hamurundan izole
edilen glutenin, (4) Pediococcus pentosaceus inokiile edilen eksihamurdan izole edilen
glutenin, (5) Lactococcus lactis ssp.1 inokiile edilen eksihamurdan izole edilen glutenin,
(6) Weissella confusa inokiille edilen eksihamurdan izole edilen glutenin,
(7) Lactobacillus curvatus inokiile edilen eksihamurdan izole edilen glutenin,
(8) Lactobacillus plantarum inokiile edilen eksihamurdan izole edilen glutenin,
(9) Lactococcus lactis ssp.2 inokiile edilen eksihamurdan izole edilen glutenin,
(10) Glutenden izole edilen glutenin
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Sekil 4.4’ te kontrol hamurlar1 ve eksihamurlardan 24 saat inkiibasyon sonunda izole
edilen gliadin bantlar goriilmektedir. Gliadin bantlar1 46-53 kDa molekiiler agirliklar:
arasinda yogunlagmustir. 3. kuyucuktaki notral hamurdan izole edilen proteinlerle
fermente hamurlardan izole edilen protein bantlar1 kiyaslandiginda noétral hamurda
olmamasina ragmen, daha kiiciik molekiil agirhikli (46-46,5 kDa) protein bantlari
fermente hamurlarda goriilmektedir. Bunlar muhtemelen bazi proteinlerin hidrolizi
sonucu olusan parcalanma iiriinleridir. Bu bantlar, asit ilave edilmis kontrol hamurunda
da gozlenmektedir ancak, bakteriyal proteolize bagh olarak daha fazla parcalanma

oldugundan fermente hamurlarda daha yogun gézlenmektedir.

Sekil 4.5 e bakildiginda 44 kDa’a karsilik gelen bant nétral (3. kuyucuk) ve asit ilave
edilmis (4. kuyucuk) kontrol hamurlarinda bulunmamasina ragmen 5, 8 ve 9 nolu
kuyucuklardaki fermente hamurlarda gozlenmektedir. Bu proteinler, sadece pH’a bagl
olmayip, bakteriyal proteolize bagli olarak olugsmus parcalanma {iiriinleri olabilir. Bu
durumda Pediococcus pentosaceus (5. kuyucuk), Lactobacillus curvatus (8. kuyucuk) ve

Lactobacillus plantarum (9. kuyucuk)’un proteolitik aktivitelerinden s6z edilebilir.

Sekil 4.4 ve 4.5 kiyaslandiginda da parcalanma iiriinleri olduklart diisiiniilen diisiik
molekiil agirlikli protein bantlarinin 24 saatlik fermantasyona kiyasla 48 saat sonunda
daha fazla yogunlastigr goriilmektedir. Buna gore 48 saat inkiibasyon sirasinda
hamurlarda proteolitik aktivite devam etmis ve gliadin proteinlerinde daha ileri

parcalanma gozlenmistir.

Sekil 4.6 ve 4.7° de kontrol hamurlar1 ve eksihamurlardan 24 saat ve 48 saat inkiibasyon
sonunda izole edilen glutenin bantlar1 goriilmektedir. Sekil 4.6’ ya gore 84,5 kDa ve 59
kDa molekiil agirliga sahip proteinlere ait bant notral kontrol hamurunda gézlenmezken,
asitlendirilmis kontrol hamuru ve fermente hamurlarda goriilmektedir. Bu da bu
proteinlerin, daha biiyiilk molekiillii proteinlerin proteolizi sonucu olustuklarini

gosterebilir. Bu parcalanma pH diisiisiinden ileri gelmis olabilir.
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Sekil 4.7 ye bakildiginda glutenin bantlarinin yogunluklar1 fermente hamurlarda
oldukca diismiistiir. Fermantasyonun 48 sa devam ettirilmesi sonucu, ilk 24 saatlik
inkiibasyon sonucunda gozlenmeyen 57 kDa’luk proteinler olusmustur. Bunlarin da,
kontrol hamurlarinda bulunmamasi nedeniyle, uzun siireli fermantasyonda bakteriyal

proteoliz sonucu olustuklart sdylenebilir.
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5. SONUC ve TARTISMA

Yaptigimiz ¢alismada Oncelikle Isparta ilindeki 10 farkli firindan eksihamur ornekleri
toplanmis, toplanan eksihamurlarin mikrobiyal florasi incelenmistir. Eksihamurlardan
mayalarin yaninda farkl tiirde laktik asit bakterileri de izole edilmistir. Bunlar API 50
CHL medium ve API 50 CH test kitleri kullamilarak, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus curvatus, Lactococcus lactis, Weissella confusa ve Pediococcus
pentosaceus olarak tespit edilmislerdir. Daha once yapilan ¢alismalara gore de bu tiirler
eksihamurlardan siklikla izole edilmislerdir (Giil vd., 2005; De Vuyst ve Neysens, 2005;
Gerez vd., 2006; Corsetti ve Settanni, 2007).

Izole edilen tiirlerin gluten iizerine proteolitik etkilerini gozlemleyebilmek icin
bakterilerin hem ekzo- hem de endo-enzim preparatlar1 hazirlanarak glutenli besiyerinde
oyuk agar difiizyon yontemine gore inokiile edilmis ve oyuklarin etrafinda besiyerindeki
gluten partikiilleri iizerine enzim aktivitelerine baghi olarak zon olusturmalari
beklenmistir. Ancak higbir kiiltiiriin enzim preparasyonu zon olusturamamistir. Buna
gore, bakterilerdeki proteazlarin gluten iizerine gozle goriilebilecek diizeyde yeterli
aktivite gosteremedigi diisiiniilebilir. Besiyerinde biiyiik gluten topaklarinin olusmasi,
enzim ile substratin biraraya gelmesini zorlastirmis olabilir. Bununla birlikte, daha 6nce
yapilan calismalarda, bakteriyal proteolizin, yiiksek molekiil agirlikli proteinlerden
ziyade, peptidlerin hidrolizine dayandigi belirtilmistir (Génzle vd., 2008). Buna gore
bizim ¢alismamizda zon olusumunun gozlenmemesi de bu durumu destekler niteliktedir.
Calismamizda hazirlanan besiyerinde gluten bulunsa da bakteriyal enzimler bunlara etki
edememistir. Halbuki bir eksihamur ortaminda bugdaydan gelen endojen proteazlarin
gluteni kismen parcalamasiyla olusan peptidler, laktik asit bakterilerinin enzimatik

aktiviteleriyle daha fazla hidrolize ugrayabilirler.
[zole edilen bakteri kiiltiirleri ile 24 saat ve 48 saat fermente olan hamurlardan ve notral

ve asit ilave edilerek asitlendirilmis kontrol hamurlarindan gliadin ve glutenin proteinleri

izole edilmis ve SDS-PAGE jelinde olusturduklari bant yogunluklari incelenmistir. Elde
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edilen bulgulara gore farkli molekiiler agirlikli gluten fraksiyonlar iizerine bakteriyal

proteolitik etki gdzlenmistir. Proteolitik aktivite 48 sa boyunca etkili olmustur.

Yapilan iki ¢alismada (Di Cagno vd., 2004; De Angelis vd., 2006a), LAB’nin eksi
hamur laktobasilleri ve ticari probiyotik bir preparasyon kullanilarak uzun siireli ve yari
sivi fermantasyonla bugday gliadin fraksiyonlarim oOnemli derecede hidrolize etme
kapasitesine sahip oldugu gosterilmistir. Zotta vd. (2006; 2007)’nin ve Rollan vd. (2005)
yaptiklar1 calismalarda Lb. plantarum ve Lb. curvatus’ a ait bazi1 suslarin yiiksek
proteolitik ve peptidaz aktivitelerine sahip olduklarin1 bulmuslardir. Gerez, Rollan ve
Valdez tarafindan yapilan bir ¢calismada (2006) da bazi Lb. curvatus, Lb. plantarum, ve
Pediococcuc pentosaceus suslarinin gluten iizerine proteolitik etkileri gosterilmistir.

Bahsedilen bu ¢alismalar da elde ettigimiz bulgular1 dogrular niteliktedir.

Calismamizda izole edilen tiirler disinda, Lb. alimentarius, Lb. brevis, Lb.
sanfranciscensis ve Lb. hilgardii’ye ait suslarin karistmindan olusan bir preparatin da
gliadini parcaladigr bulunmustur (Di Cagno vd., 2002; 2004; Gobbetti vd., 2005;
Corsetti ve Settanni, 2007; De Angelis vd., 2006b; Ginzle vd., 2008).

Baska bir calismada (Di Cagno, 2004), laktik asit bakterilerinin gliadin proteinleri
tizerine etkileri, ¢olyak hastalar1 {izerinde de arastirllmistir. Bugday unuyla,
laktobasillerle fermente edilerek hazirlanmis bir eksihamur, yulaf, milet ve karabugday
gibi toksik olmayan unlar ile karistirilarak ekmek yapiminda kullanilmistir. Diger bir
hamur da yine ayni unlarin karisimlariyla hazirlanmis ancak eksihamur yerine sadece
maya ilave edilerek ekmek yapilmistir. Her iki un da 2 g gluten icerigine sahip olmustur.
Gozlem altinda tutulan 17 hastanin 13’ mayali ekmegi tiikettiginde intestinal
gecirgenliklerinde belirgin  bir degisiklik gozlenirken, aym kisiler eksihamur
ekmeginden tiikettiklerinde intestinal gecirgenliklerinde bir degisim olugsmamistir (Di

Cagno, 2004; Gobbetti vd., 2007).
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Cimlenmis tanelerin endojen proteazlarinin, gluten proteinlerini parcalayabildigi tespit
edilmistir. Hartmann, Kohler ve Wieser (2006), cimlenmis tanelerin proteazlarinin
gliadin peptidlerini de, ¢cOlyak hastalar1 i¢cin non-toksik olan fragmanlara kadar hizlica
hidroliz edebildigini gostermislerdir. Cimlenmis tanelerin bugday eksihamurlarinda
kullanimi, bugday prolaminlerinin ¢ok genis Olciide hidrolizini miimkiin kilmistir.
Eksihamur fermantasyonu sirasinda, prolaminlerin  %95’inin  hidrolize oldugu

belirtilmistir (Hartmann vd. 2006; Génzle vd., 2008).

Bugday ve cavdar hamurlarindaki kontrollii proteolizin, gluten miktarin1 bu iiriinlerin
cOlyak hastalar icin tolere edilebilecegi diizeylere diisiirebilecegi Onerilmistir. Bu tip,
uzun fermantasyon siireli, eksihamurlar ekmek iiretimi i¢in ¢ok uygun olmasa da,
glutensiz formiilasyonlara dahil edilerek, pisirmede gelistirici olarak kullanilabilirler.
Geleneksel (bugday) iirtinleriyle kiyaslandiginda glutensiz ekmegin kalitesi genellikle
daha diisiik olurken, bugday eksihamuru ve glutensiz katkilarla birlikte iiretilen
ekmeklerin somun hacmi ve aromasi, bugday eksihamur ekmekleriyle kiyaslanabilir

diizeydedir (Di Cagno vd., 2004).

Daha once yapilan caligmalar da g6z Oniine alindiginda, laktik asit bakterilerinin
gluten’in ¢olyak hastalari i¢in toksik ozellik gosteren fraksiyonlari iizerine proteolitik
etkileri bulunmaktadir. Bununla birlikte gerek c¢imlendirilmis tanelerin endojen
proteazlari, gerekse fungal proteazlarin katilimiyla toksik fraksiyonlarin parcalanimi
ilerletilebilir. Boylece diisiik oranda bugday unu kullanilarak ve eksihamur ile diger
proteaz kaynaklarmmin (cimlendirilmis tahillar, fungal enzim preparatlar) ilavesiyle
hazirlanmig {iriinlerde gluten’in toksik fraksiyonlar1 parcalanirken, iiriiniin teknolojik,
organoleptik ve duyusal ozellikleri gelistirilebilir. Ancak bu tiir {iriin formiilasyonlarinin
cOlyak hastalan1 iizerinde saglik acgisindan etkileri klinik denemelerle dikkatle
arastirllmalidir. Bunun yaninda, “glutensiz” olarak piyasaya siiriilen ancak tehlikeli
sayilabilecek diizeyde kalint1 gluten igerebilen un formiilasyonlarinda da eksihamur
kullanimi, kalinti gluteni elimine ederek iiriin Ozelliklerini gelistirmede fayda

saglayacaktir.
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