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OZET

EKSI HAMUR FERMANTASYONUNDAN IZOLE EDIiLEN LAKTIK
ASIT BAKTERILERININ GLUTENI HIDROLIZE ETME VE PROBIYOTIK
POTANSIYELI

Goniil R. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Gida
Miihendisligi Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Danisman: Dog¢. Dr. Cisem Bulut
Albayrak, Aydin, 2024.

Amag: Cesitli fermente siit tirlinleri uzun yillardan beri iiretilmesine karsin, bitkisel
esasli fermante tirtinler son yillarda daha fazla dikkat ¢ekmektedir. Vejetaryen beslenme
egilimleri, bitkisel esasli fermente iriinlerin saglik faydalar1 iizerine yeni bulgular,
degisen tiiketici tercihleri iizerinde etkili olmustur. Eksi maya fermantasyonuna dayali
gidalar, mikrofloradaki laktik asit bakterileri (LAB) faaliyetleri sonucunda iirline ve
tikketici sagligina bircok fayda saglamaktadir. Bu mikroorganizmalar, probiyotik
potansiyellerinin yani sira gluteni degrade etme yetenekleri ile; giiniimiizde onemli
saglik sorunlarindan biri olan gluten hassasiyeti konusunda yeni ¢oziimler igin
kullanilabilirler. Bu tez ¢alismasinin amaci, eksi mayadan laktik asit bakterileri izole
ederek potansiyel probiyotik olma 6zelliklerinin (diisiik pH, safra toleransi, antibiyotige
duyarlilig1 mide asitligine direng, gastrointestinal sistem kosullarina direng) taranmasi,
gluteni pargalama oOzelliklerinin belirlenmesi ve bu dogrultuda gluten hassasiyeti
yasayan bireylerin tiilketimine uygun gida {irlinlerinin gelistirilmesi i¢in yenilik¢i bir

yaklagim ortaya koymaktir.

Materyal ve Yontem: LAB izolasyonu i¢cin 6 adet eksi maya hamur Ornegi
kullanilmustir. izolatlar ¢izgi plaka yontemiyle saflastirilip Gram boyama ve katalaz testi
ile 6n tanimlama yapilmistir. Ardindan, glutenli besiyerinde gelisim yeteneklerine gore
secilen izolatlarin gluten hidrolize etme potansiyelleri analiz edilmistir. Gluteni
pargalayan izolatlarin baslica probiyotik 6zellikleri pH direnci, safra tuzuna tolerans,

simiile mide ve pankreatik sivilarina toleransi, otoagregasyon, koagregasyon,
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hidrofobisite, antibiyotik diren¢ ve antimikrobiyal aktivite testleri ile belirlenmistir. Son

olarak, izolatlarin tiir dizeyinde tanimlanmalar1 16S rRNA dizi analizi ile belirlenmistir.

Bulgular: Calismanin sonunda, 44 izolat saflagtirilmis ve laktik asit bakterisi olarak 6n
tanimlamasi yapilmustir. izolatlardan 16 tanesi glutenli besi ortaminda yiiksek gelisme
potansiyeli gostermistir. Bu izolatlarin 8 tanesi yiiksek gluten hidrolizi potansiyeline ek
olarak pH 2,5’da yiiksek canlilik 6zelikleri nedeni ile se¢ilmistir. Segilen izolatlar safra
tuzuna tolerans goOstermistir. Degisen diizeylerde otoagregasyon degerleri (%1,93-
31,72), hidrofobisite (%21,11-%57,73) ve koagregasyon ozellikleri (%24,39-%33,04)
belirlenmistir. Izolatlarin tiimii, simiile mide bagirsak gegisi sonrasinda 10° kob/ml
tizerinde canlilik ile istenilen probiyotik kriterini saglamistir. Tim patojenler bakteri
izolatlar1 tarafindan inhibe edilmistir ancak en ¢ok Bacillus cereus’a karsi inhibisyon
zonu olusturmuslardir. Izolatlarin ¢ogunun vankomisine ve streptomisine direngli
oldugu bulgulanmistir. Son olarak, 8 izolatin Enterococcus, Levilactobacillus ve

Lactiplantibacillus cinslerine ait oldugu belirlenmistir.

Sonug¢: Eksi maya hamurundan izole edilen LAB’lar, probiyotik potansiyeli yliksek ve
gluten degrade eden bakterileri igcermektedir. Yiiksek gluten hidrolizi gosteren
izolatlardan baslica probiyotik kriterleri saglayan L11 kodlu Enterococcus faecium, K26
kodlu Levilactobacillus spicheri ve K35 kodlu Lactiplantibacillus plantarum bakterileri
gluten hassasiyetini gézeten probiyotik takviye veya tahil bazli probiyotik iceceklerin

gelistirilmesinde kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Laktik asit bakterisi, Eksi maya, Gluten, Gluten hassasiyeti,
Probiyotik
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ABSTRACT

GLUTEN HYDROLYSIS AND PROBIOTIC POTENTIAL OF LACTIC
ACID BACTERIA ISOLATED FROM SOURDOUGH FERMENTATION

Goniil R. Aydin Adnan Menderes University, Graduate School of Natural and
Applied Sciences, Department of Food Engineering, Master's Thesis, Advisor: Dog.
Dr. Cisem Bulut Albayrak, Aydin, 2024

Objective: While various fermented dairy products have been produced for many years,
plant-based fermented products have gained more attention in recent years. The health
benefits of plant-based fermented products and the trends in vegetarian diets have
influenced changing consumer preferences. Sourdough fermentation based food
products provide numerous benefits to the product and consumer health due to the
activities of lactic acid bacteria (LAB) in the microflora. These microorganisms, with
their probiotic potentials and gluten-degrading abilities, can be used to find new
solutions for gluten sensitivity, which is an important health issue today. The aim of this
thesis 1s to isolate lactic acid bacteria from sourdough, to screen their potential probiotic
properties (low pH, bile tolerance, antibiotic susceptibility, gastric acid resistance,
resistance to gastrointestinal conditions), to determine their gluten-degrading properties,
and to present an innovative approach for developing food products suitable for

consumption by individuals with gluten sensitivity.

Materials and Methods: Six sourdough samples were used for the isolation of LAB.
The isolates were purified by the streak plate method and preliminarily identified by
Gram staining and catalase testing. The gluten hydrolysis potential of the selected
isolates was then analyzed based on their ability to grow in gluten-containing media.
The main probiotic properties of the isolates with gluten-degrading potential were
determined by pH resistance, bile salt tolerance, simulated gastric and pancreatic juice
tolerance, autoaggregation, coaggregation, hydrophobicity, antibiotic resistance, and
antimicrobial activity tests. Finally, the species-level identification of the isolates was

determined by 16S rRNA sequencing analysis.
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Results: At the end of the study, 44 isolates were purified and preliminarily identified
as LAB. Sixteen of the isolates showed high growth potential in gluten-containing
media. Eight of these isolates were selected due to their high gluten hydrolysis potential
and significant viability at pH 2.5. Selected isolates highly tolerated bile salts.
Autoaggregation values (1.93-31.72%), hydrophobicity (21.11-57.73%), and
coaggregation properties (24.39-33.04%) were determined at varying levels. All isolates
met the desired probiotic criterion with viability above 10° cfu/ml after simulated
gastrointestinal passage. All pathogens were inhibited by the bacterial isolates, with the
largest inhibition zones against Bacillus cereus. Most isolates were found to be resistant
to vancomycin and streptomycin. Finally, eight isolates were identified as belonging to

the genera Enterococcus, Levilactobacillus, and Lactiplantibacillus.

Conclusion: LAB isolated from sourdough contain high probiotic potential and gluten-
degrading bacteria. Isolates with high gluten hydrolysis, such as Enterococcus faecium
coded as L11, Levilactobacillus spicheri coded as K26, and Lactiplantibacillus
plantarum coded as K35, can be used in the future for the development of probiotic

supplements or cereal-based probiotic beverages that consider gluten sensitivity.

Keywords: Lactic acid bacteria, Sourdough, Gluten, Gluten sensitivity, Probiotic

XXVi



1. GIRIS

Giliniimiizde raflarda bircok fermente iiriin yer almasina karsin fermente gida
tiriinlerinin birgogunu siit Uriinleri olusturmaktadir. Ancak yiiksek kolesterol igerigi,
laktoz intoleranst bulunan ve vegan diyet takip eden tiiketiciler tarafindan
tiikketilememesi nedeniyle tliketiciler daha saglikli bir segenek olan tahil bazli fermente
iirlinlere yonelmektedir. Eksi maya ve eksi hamur terimleri genellikle birbirinin yerine
kullanilmakla birlikte, her iki ifade de geleneksel fermente edilmis hamur kiltiiriinii
tammlamak i¢in kullanilmaktadir (Orii ve Hendek Ertop, 2021). Ulkemizde daha ¢ok
eksi maya fermantasyonuna dayali ekmek iiretimi yaygin iken diinyada pizza, kurabiye,
kraker, makarna gibi ¢esitli iiriinler bu yontemle iiretilmektedir. Endiistriyel ekmek
tiretimi ¢ogunlukla Saccharomyces cerevisiae mayasi ve fermantasyonuna dayali olarak
gerceklesmektedir. Ekmek besleyici, doyurucu ozelliklerinin yani sira beslenme
aliskanliklari, kolay bulunur ve ucuz olmasi yonleriyle asirlar boyu iilkemizde ilgiyle
tilketilmektedir. Tiirkiye’de yilda ortalama kisi basina 200-300 kg ekmek tiiketildigi ve
beslenmeden elde edilen enerjinin %66’smin tahillardan saglandigi bilinmektedir
(Erdem ve Gokmen, 2022). Mayal1 ilk ekmek tiretiminin Misir’da tesadiifen hamurun
birakilmas: sonucu kendi kendine fermente olmasi ile gerceklestigi bildirilmektedir
(Demir, 2020). Ulkemizde ve diinyada, eksi mayanin hamura sagladigi gerek teknolojik
katkilar gerekse saglik faydalar1 nedeniyle eksi mayali ekmeklere talep ve ilgi giderek
artmaktadir. Bu katkilara ornek olarak ekmegin bayatlamasiin geciktirilmesi, ekmek
tekstiiriinlin iyilestirilmesi gosterilebilinir (Demir, 2020; Giil vd., 2021; Bircan vd.,

2017).

Eksi maya fermantasyonuna dayali iiretimlerde maya ve bakteri faaliyetleri
birlikte etkili olmaktadir. Bu tiretimler spontan fermantasyon, kiiltiir ilavesi, geri iiriin
beslemesi gibi yontemlerle gerceklesmektedir. Eksi maya hamurundaki laktik asit
bakterileri (LAB) floras1 ve ¢esitliligi 6zellikle saglik nedenleriyle son yillarda daha ¢ok
ilgi ¢cekmektedir. Bundan dolay1, eksi maya hamuru fermantasyonu ile iiretilen gesitli
irlinler, mikrofloradaki LAB’larin gosterdigi metabolik aktiviteler sonucunda {iriine ve
tiiketici sagligina bircok fayda saglamaktadir (Akamine vd., 2023). Bu mekanizmalar

arasinda proteolitik aktiviteleri ile sindirimin kolaylastirilmasi, organik asitlerin {iretimi



ve nisasta sindiriminin  geciktirilmesi ile glisemik indeksin iyilestirilmesi,
sindirilemeyen bazi kisa zincirli karbonhidratlarin (FODMAP) igeriginin azaltilmasi,
fitaz enzim aktivitesi sayesinde minerallerin biyoyararlanimlarinin artirilmasi, fenolik
bilesiklerin par¢alanmasi ile artan antioksidan ozellikler yer almaktadir. Ayrica GABA
(Gama-aminobiitirik asit) ve ¢esitli vitaminler gibi maddeleri sentezleyerek saglik

tizerinde etkili olmaktadirlar (Akamine vd., 2023; Elvan ve Harsa, 2023).

Bu mikroorganizmalarin bir diger 6nemli saglik faydasi gluteni hidrolize etme
yetenekleri ile iligkilidir. Gilinlimiizde temel besin maddelerinden biri olan tahil iirtinleri,
icerdikleri gluten proteini nedeniyle bireyler arasinda degisen diizeylerde hastaliklara
yol agabilmektedir. Hafif gluten hassasiyeti gibi tam tespit edilememis rahatsizliklarin
yaninda, ¢0lyak hastaligi gibi ciddi semptomlara sahip saglik sorunlari ortaya
cikmaktadir. Bu hastaliklarin tedavisi i¢in tek tedavi yontemi olarak omiir boyu takip
edilecek glutensiz bir diyet onerilmektedir (Kunduhoglu, 2020). Ayrica, tedavilerde 6zel
olarak gelistirilmis probiyotik takviyeler ¢esitli faydalar saglayabilmektedir. Bu noktada
gida endiistrisinin sundugu yenilik¢i yaklagimlar da ayrica 6nem tasimaktadir. Sunulan
yeni bakis acilarindan biri probiyotiklerin kullanimi ile, glutenin ¢6lyak hastalar
tarafindan tolere edilmesini saglayacak giivenli molekiillere indirgenmesidir.
Fermantasyon, gluten hassasiyeti yasayan bireyler icin toksik olan protein
molekiillerinin diizeyini azaltarak, bu bireyler tarafindan tiiketilebilecek {irtinlerin

gelistirilmesine katki saglar (Cristofori vd., 2020; Fraberger vd., 2020).

Eksi maya hamurundan izole edilen laktik asit bakterileri probiyotik potansiyele
sahip olmalar ve gluten degrade etme yeteneklerinin bulunmasi; faydali yeni iiriinlerin
gelistirilmesine olanak saglamaktadir. Ozellikle glutenle ilgili hassasiyet yasayan
tilketiciler ve ¢olyak hastalar1 i¢in, gluteni azaltilmis ya da tamamen uzaklastirilmis

tirtinlerin gelistirilmesinde dnemli rol oynayabilmektedir.

Eksi maya ekmeklerinin iiretiminde rol oynayan LAB’larin tiirlerinin belirlenmesi
ve karakterizasyonu eksi maya floras1 icin var olan bulgulara katki saglayacaktir.
Diinyada eksi mayadan LAB izolasyonu ve tanimlanmasina yonelik ¢ok sayida ¢alisma
olmasia karsin iilkemizde bu konuda yapilan sinirli sayidaki ¢aligmalara (Yurttas vd.,
2023; Kunduhoglu ve Hacioglu, 2020) ek olarak farkli bolgelerden 6rneklerin
arastirilmas1 floradaki LAB ¢esitliliginin ve potansiyelinin daha iyi anlasilmasina

katkida bulunur. Bu tip c¢aligmalar geleneksel yontemlerle {iretilen eksi maya



ekmeklerinin potansiyel faydalarini ortaya koyarken endiistriyel eksi maya iiretimine

yonelik kiiltiir gelistirilmesinde de yol gosterici olmaktadir.

Starter LAB kiiltiirii kullanilmadan geleneksel eksi maya hamurundan elde edilen
LAB’lar endiistriyel amagli starter ya da probiyotik kiiltiir olarak cesitli tahil bazl
iceceklerin gelistirilmesinde kullanilabilir. Bu tez c¢alismasinin amaci, eksi maya
hamurundan izole edilen LAB’larin gluten degrade etme yeteneklerinin analiz
edilmesinin yan1 sira baslica probiyotik ozelliklerinin arastirilmasi ile tahil bazl
tirlinlerin tiretiminde kullanilabilecek adaylarin belirlenmesidir. Bunun yani sira, farkl
ozellikleriyle 6ne c¢ikan izolatlar gluten hassasiyeti tedavisinde probiyotik takviye

tiretiminde degerlendirilebilir.






2. KAYNAK OZETLERI

2.1.Eksi Maya Hamuru ve Mikroflorasi

Yaklasik 5000 yillik gecmise sahip eksi maya hamuru kullanimi, diinya ¢apinda
yaygin olarak kabul gérmekte; giinlimiizde ise eksi maya, geleneksel ekmeklerden tath
mayal1 firinlanmis iirlinlere, glutensiz iiriinlerden pizzalara ve Cin buharli ekmeklerine
kadar cesitli yiyeceklerin yapiminda yaygin olarak kullanilmakta ve tiiketiciler

tarafindan ilgi gormektedir (Fekri vd., 2024; Gobbetti vd., 2016; Oshiro vd., 2021).

Eksi maya hamuru, fermantasyondan sorumlu LAB’lar ve mayalar1 icermekte
olan un ve su karisimudir (Dertli vd., 2016). Olgun eksi maya hamurunda LAB’lar 108
diizeyinde bulunurken maya tiirleri 10%-107 kob/g diizeyinde bulunmaktadirlar (Lau vd.,

2021).

Eksi maya hamuru ve diiz hamur arasindaki birincil farklilik, hamur asamasinda
LAB’larin metabolik doniisiimlere katkisidir (Ganzle ve Ripari, 2016). Bu metabolik
faaliyetler; proteolitik aktiviteler, ucucu bilesiklerin olusumu, antifungal ve

antibakteriyel bilesiklerin olusumudur (Dertli vd., 2016).

Eksi maya hamurunun mikrobiyolojik 6zellikleri bolgesel mikrobiyal tiirlerden
etkilendigi i¢in bilesimi bolgelere gore farklilik gostermektedir; bu nedenle isleme
yonteminin standartlastirilmasi zordur (Xi vd., 2020). Bu karmagik mikrobiyal bilesimi
ve farkli fermantasyon siiregleri, onu karmasik bir biyolojik ekosistem haline getirir
(Liu vd., 2018). Eksi maya hamurunun steril olmayan agik kosullarda “open-batch”
tiretilmesi farklt LAB’larin hamur ekosistemine girmesini saglamaktadir. Ancak, dogal
fermantasyon c¢esitli LAB’larin Ongoriilemez gelisimine olanak sagladigi i¢in LAB

toplulugunu kontrol etmek giictiir (Oshiro vd., 2021).

LAB’larin rol oynadigi metabolik faaliyetler sonucu gluten yapist farklilik
gosterebilmektedir. Buna Ornek olarak asetik asit, gluten yapisini kisaltip tekstiiriin
sertlesmesine neden olurken laktik asit hamura daha elastik bir yap1 kazandirmaktadir

(Oshiro vd., 2021).



Ek olarak eksi mayanin fermantasyonu sirasinda mikroorganizmalar polipeptit,
kisa zincirli yag asitleri ve amino asit gibi g¢esitli metabolitler iiretmektedir. Maya
hiicreleri CO» tireterek hamur hacmini arttirirken, LAB organik asit ve ekzopolisakkarit
(EPS) direterek ekmegin yapisal oOzelliklerini 1iyilestirir ve ekmegin aromatik
bilesiklerinin olugmasina katkida bulunur (Dan vd., 2022; Yilmaz ve Yiiksel 2023).
Fermantasyonun hamur yapisina sagladigi  katkilarin  yam1  sira, nisasta
sindirilebilirliginin geciktirilmesi, gluten seviyesinin ayarlanmasi vitamin ve mineral
biyo-erisebilirliginin artirilmasi gibi faydalar1 da bulanmaktadir (Perez-Alvarado vd.,

2022).

Tiim eksi mayalar, hem heterofermantatif hem de homofermantatif tiirleri
icermektedir (Cizelge 2.1). Homofermantatif LAB’lar fruktozdifosfat yolu ile heksozlari
laktik asite dontistiiriirken, heterofermantatif LAB’lar heksozlar1 pentoz fosfat yolu ile
laktik asit, asetik asit, etanol ve CO2’e par¢calamaktadir (Kaseleth vd., 2011). LAB’lar
karbonhidrat fermantasyonu sonucunda laktik asidi ana firiin olarak {retmektedir.
Dallanma noktalar1 ve metabolik farkliliklar heksozlarin fermantasyonunda kullanilan
yola bagli olarak degiskenlik gostermektedir (Sekil 2.1). Homofermantatif LAB’lar
enerji elde etmek i¢in substrat diizeyinde fosforilasyon yoluyla heksoz
fermantasyonunda homolaktik yolunu kullanirken heterofermantatif LAB’lar
heterolaktik metabolik yolunu kullanmaktadirlar (Mora-Villalobos vd., 2020). Eksi
maya mikroflorasinda cogunlukla heterofermantatif LAB’lar baskindir ve maya

hiicreleri ile birlikte fermantasyon prosesinde birlikte gorev almaktadir (Liu vd., 2018).

Homofermantatif LAB'lar, et ve siit iirlinlerinde yiiksek tuz konsantrasyonlu
baharat fermentasyonlarinda cogunlukla tek baslarina fermantasyon mikrobiyotasi
olarak bulunurken, sebze ve tahil fermentasyonlarinda genellikle heterofermantatif

LAB'larla birlikte goriiliirler (Ganzle, 2015).

Heterofermentatif LAB’lar ise, karbonhidrat metabolizmasi icin fosfoketolaz
yolunu kullanir ve c¢ogu glikozu tek karbon kaynagi olarak kullanmaktadir.
Disakkaritlerin fosforolitik yikimi ve asetil-fosfat1 etanol yerine asetata doniistiirmek
icin alternatif elektron alicilarinin  kullanilmas: bu metabolik yolun verimini
artirmaktadir. Disakkarit fosforilazlarin varlig1 sayesinde maltoz, siikroz, rafinoz ve

pentozlarin metabolizmasi glikoz tarafindan sinirlandirilmamaktadir (Ganzle, 2015).
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Sekil 2.1. LAB’larin homofermentatif (diiz ¢izgi) ve heterofermentatif (kesik ¢izgi)
laktik asit bakterilerinin metabolik yollar1 (Mora-Villalobos vd., 2020).

Lactobacillus cinsinin ¢ok sayida tiir igermesi, zamanla smiflandirilip,
isimlendirilmeleri ve ayirt edilmelerini giiclestirmistir. Yillar igindeki gelisen molekiiler
biyoloji teknikler ile birlikte bu cinse ait taksonomi yeniden diizenlenmistir. Zheng vd.
(2020), yiirtittiigii caligmalarinda degerlendirdikleri tiim genom dizilim parametrelerinin
sonucunda Lactobacillus cinsinin mevcut olan Lactobacillus delbrueckii grubu ve
Paralactobacillus ile 23 yeni cins olarak Holzapfelia, Amylolactobacillus,
Bombilactobacillus, Companilactobacillus, Lapidilactobacillus, Agrilactobacillus,
Schleiferilactobacillus,  Loigolactobacilus,  Lacticaseibacillus, Latilactobacillus,
Dellaglioa, Liquorilactobacillus, Ligilactobacillus, Lactiplantibacillus,
Furfurilactobacillus, Paucilactobacillus, Limosilactobacillus, Fructilactobacillus,
Acetilactobacillus, Apilactobacillus, Levilactobacillus, Secundilactobacillus ve
Lentilactobacillus olarak 25 cinse yeniden smiflandirilmasini 6nermislerdir. Ek olarak,
heterofermentatif laktobasillerin Leuconostoc ve Weissella'va, L. delbrueckii grubundan

daha yakin iliskili olduklarini tespit etmislerdir.

Eksi maya hamuru mikroflorasi, belirli cesitteki LAB tiirleri ile mayalarin
simbiyozisinin bir sonucudur. Mayalar fermantasyon ana ajanidir ve bir¢ok stres
kosuluna dayanikli mikroorganizmalardir. Endiistriyel iiretimde, zamandan tasarruf

saglayip hizli iiretim yapilmasina olanak saglamaktadirlar (Perez-Alvarado vd., 2022).
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Kullanilan un ¢esidi ve ¢evrenin mikrobiyotasi eksi maya hamuruna hakim olan
mikroflora {izerinde biiyiik bir etkiye sahiptir. Fermentasyon sonundaki mikroflora ise;
kullanilan malzeme, metabolik aktivite, sicaklik, secilen unun kimyasal ve enzimatik
yapist, pH, su icerigi, zaman, redoks potansiyeli gibi faktorlere bagh olarak degisiklik
gostermektedir (Perez-Alvarado vd., 2022; De Vuyst vd., 2009).

Eksi maya hamurlarinda Lactobacillus cinsine ait LAB’lar ve Saccharomyces
cinsine ait mayalarin mikroflorada baskin olarak bulundugu tespit edilmistir (Akamine
vd., 2023). Maya hiicreleri iirettikleri organik asitler ile hamuru asitlendirir; tahil
tiriinlerindeki polifenol diizeyini artirir, antioksidan aktivite gosterirler, aroma
metobolitlerini iireterek tat ozelliklerini gelistirir, fitaz aktivitesi ile biyoyararlanimi
artirirlar. S. cerevisiae kullaniminda riboflavinin ve D vitamininin arttig1 ek olarak S.
cerevisiae ve K. humilis’in starter Kkiiltiir olarak kullaniminda B9 vitamininde artis

gerceklestigi calismalarla ortaya konmustur (Perez-Alvarado vd., 2022).

LAB’lar proteolitik enzimlerin kaynagidir ve mayalarin gosterdigi proteolitk
aktivite ile sinerjik calisarak gluten toksisitesini azaltabilmektedirler (Perez-Alvarado
vd., 2022). LAB tarafindan gergeklestirilen fermantasyon siireci sonucunda sagliga
faydali ¢esitli yapilar meydana gelmektedir. Bunlar, hiicre yiizeyi bilesenleri, laktik asit,
kisa zincirli yag asitleri (SCFA) ve biyoaktif peptitlerdir. Urettikleri laktik asit ve asetik
asit ile eksi maya hamurunun tat 6zelliklerinin artmasinda rol oynamaktadirlar (Perez-

Alvarado vd., 2022).



Cizelge 2.1 Eksi maya hamuru mikrobiyotasindaki bakteriler (Akamine vd., 2023;

Manini vd., 2016; Perez-Alvarado vd., 2022)

Eksi Maya Mikroflorasindaki Laktik Asit Bakterileri

Acetobacter lovaniensis spp.
Acetobacter malorum ssp.
Acetobacter pasteurianus/papaya
Acetobacter tropicalis
Apilactobacillus kunkeei,
Companilactobacillus
Companilactobacillus alimentarius
Companilactobacillus crustorum
Companilactobacillus crustorum
Companilactobacillus farciminis
Companilactobacillus heilongjiangensis
Companilactobacillus kimchii
Companilactobacillus mindensis
Companilactobacillus nantensis
Companilactobacillus nodensis
Companilactobacillus paralimentarius
Enterecoccus durans
Enterobacter hormaechei
Enterobacter cloacae
Enterococcus casseliflavus
Enterococcus durans
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Enterococcus gilvus
Enterococcus hirae
Fructilactobacillus fructivorans
Fructilactobacillus lindneri
Fructilactobacillus sanfranciscensis
Furfurilactobacillus rossiae
Furfurilactobacillus siliginis
Gluconobacter frateurii spp.
Gluconobacter sphaericus spp.
Komagataeibacter cluster 4
Lacticaseibacillus casei,
Lacticaseibacillus paracasei
Lacticaseibacillus rhamnosus
Lactiplantibacillus pentosus
Lactiplantibacillus plantarum
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus amylolyticus
Lactobacillus amylovorus
Lactobacillus brevis
Lactobacillus coryniformis
Lactobacillus crispatus
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus diolivorans

Lactobacillus farciminis
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus gallinarum
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus johnsonii
Lactobacillus kimchii
Lactobacillus otakiensis
Lactobacillus parabrevis
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paralimentarius
Lactobacillus plantarium
Lactobacillus sakei
Lactobacillus sanfranciscensis
Lactobacillus xiangfangensis
Lactococcus lactis
Lapidilactobacillus dextrinicus
Latilactobacillus curvatus
Latilactobacillus sakei
Lentilactobacillus buchneri,
Lentilactobacillus hilgardii
Lentilactobacillus kefiri,
Leuconostoc

Leuconostoc citreum
Leuconostoc gelidum
Leuconostoc mesenteroides
Levilactobacillus acidifarinae,
Levilactobacillus brevis,
Levilactobacillus hammesii
Levilactobacillus koreensis,
Levilactobacillus namurensis
Levilactobacillus zymae,
Limosilactobacillus fermentum
Limosilactobacillus fermentum,
Limosilactobacillus mucosae,
Limosilactobacillus panis,
Limosilactobacillus pontis,
Limosilactobacillus reuteri,
Limosilactobacillus vaginalis,
Pediococcus

Pediococcus parvulus
Pediococcus pentosaceus
Psychrobacter
Schleiferilactobacillus perolens
Secundilactobacillus collinoides
Streptococcus

Weissella




Cizelge 2.2. Eksi maya hamuru mikrobiyotasindaki mayalar (Akamine vd., 2023; Arora
vd., 2021)

Eksi Maya Hamuru Mikroflorasindaki Mayalar

Candida glabrata Kluyveromyces aestuarii
Candida krusei Kluyveromyces lactis
Candida parapsilosis Kluyveromyces marxianus
Candida pelliculosa Metschnikowia pulcherrima
Candida tropicalis Meyerozyma carpophila
Cida glabrata Meyerozyma guilliermondii
Cida humilis Pichia fermentans (synonym Cida lambica)
Hanseniaspora uvarum Pichia kudriazevii
Hyphopichia pseudoburtoni Pichia membranaefaciens
Kazachstania barnetti Rhoadotorula nucialaginosa
Kazachstania bulderi Saccharomyces bayanus
Kazachstania exigua Saccharomyces cerevisiae
Kazachstania humilis Saccharomyces uvarum
Kazachstania humilis (synonym Cida humilis) Saccharomycestales sp.
Kazachstania servazzii Torulapsis holmii
Kazachstania unispora Torulaspora delbrueckii
Kluyveromyces lactis Yarrowia keelungensis

2.2.Eksi Maya Uretim Prosesi

Eksi maya iiretim islemleri inokuluma dayali ve proses esaslt olmak iizere baslica
2 kategoride degerlendirilmektedir ve bu eksi maya iiretim ¢esitleri Sekil 2.2 ve Sekil
2.3’de sunulmustur (De Vuyst vd., 2021). Inokuluma dayali eksi maya iiretimi 3 baslikta
kategorize edilmistir (Arslan-Tontul vd., 2024; De Vuyst vd., 2021).

Geleneksel Tip I eksi maya, ozellikle LAB bakimindan zengin mikrobiyal
cesitliligiyle one ¢ikmaktadir (Liu vd., 2018). Geleneksel eksi maya, ya da spontan eksi
maya olarak da bilinen Tip I eksi maya hamuru, herhangi bir starter kiiltiir veya
firincilik mayas1 kullanilmadan un ve su karistminin ortam sicakliginda spontan olarak
fermente edilmesiyle liretilmekte olan c¢esididir (Arslan-Tontul vd., 2024; Fekri vd.,
2024). Geleneksel Tip I eksi maya hamuru sert bir hamurdur ve fermentasyonu igin 30-
37 °C sicaklik sartinin ve siirekli yeniden besleme adimlarin saglanmasi gereklidir
(Gobbetti vd., 2016). Tip I eksi maya iiretiminin baslatilmasi1 ve/veya ¢ogaltilmasi igin,
un-su karisimina kimi zaman mikroorganizmalar yoniinden zengin yogurt, siit, meyve,
elma sarab1 (cider), sirke, bal gibi un dis1 malzeme ilavesi yapilmaktadir. Bu {iretim
prosesinde eksi maya LAB’larinin ve mayanin metabolik olarak aktif tutulmasi
amaciyla giinliik geri alimi ile fermantasyon edilir (De Vuyst vd., 2021; Comasio vd.,

2021). Geri alma/geri alim islemi “back-slopping”, onceki eksi mayadan alinan bir
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kismin taze un-su karigimiyla birka¢ kez yenilenmesini ifade eder. Bu islem ayni
zamanda sonraki ekmek yapimi i¢in kalan eksi mayanin taze karigimla yenilenmesini de
kapsamaktadir. Tip I eksi maya, uzun fermantasyon siiresiyle bilinmekte ve yonetimi
icin giinliik besleme ve deneyimli bir is giicii gerektirmektedir (De Vuyst vd., 2021;
Arslan-Tontul vd., 2024).

Tip II eksi maya hamuru ise endiistriyel bir iiriin olup, baslangi¢/starter kiiltiirle
baslatilan bir fermantasyon siirecidir ve bunun i¢in yalnizca LAB'lar veya LAB ve maya
suglar1 bir arada gorev alarak (100:1 oraninda) un ve sudan olusan ana karigima
eklenmektedir. Daha sivi kivamlidir ve 15-24 saatlik tek adimli bir fermantasyon
kullanilarak elde edilmektedir (De WVuyst vd., 2021; Fekri vd., 2024). Bu tiir
fermantasyonlar, geri besleme ile olanlardan daha yiiksek sicakliklarda gerceklesmekte
ve genellikle bir ile {i¢ gilin arasinda siirmektedir. Fermantasyonu tamamlanan eksi
mayalar, yar1 sivi, 1siyla islem gormiis veya kurutulmus iriinler olarak
ticarilestirilmektedir (De Vuyst vd., 2014). Tip II eksi mayanin en belirgin avantaji,
giivenilir bir baslangi¢ kiiltliriinden tutarli bir nihai {iriin elde edilmesidir (Fekri vd.,

2024).

Son olarak Tip III eksi maya hamurunun iiretiminde starter LAB kullanilmakta ve
siire¢ geleneksel geri alim islemi ile devam etmektedir (De Vust vd., 2014). Bu eksi
maya hamuru Tip I ve Tip II’nin bir kombinasyonu olup; esas olarak sicaklik kontrollii
kaplamal1 tanklarda hazirlanarak kurutulmus ve stabilize edilmis Tip II starter
kullanilarak hazirlanmaktadir. Tip III’ti Tip II’den ayiran en 6nemli fark eksi maya
hamurunun metabolik olarak aktif olmamasidir; Tip III eksi maya genellikle lezzet
arttiric1  olarak firincilik endiistrisinde tercih edilmektedir. Sicak hava kurutma,
puskiirtme kurutma, dondurarak kurutma ve akigkan yatak kurutma Tip III’lin
iiretiminde yararlanilan uygulamalardir (Calasso vd., 2021; De Vuyst vd., 2021; Fekri
vd., 2024).
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Tip I

oo 10-15 geri-alim islemi
Un-Su -15 gen-alim sglemi Flsi g
Karisimi — . . ekmekleri/eksi
Su Mikrobiyal
olarak stabil Geri alim mayali ekmek
eksi  maya
Olgun
eksi maya
Tip II
Un
—) Un-Su Olgun Eksi Eksi maya
Karisimi P ' maya E—) ekmekleri
Su 7
/
Laktik Asit
Starter Kiiltiir
Tip III
Un Su
II Eksi maya
Un —_— ekmekleri/eksi
—) Un-Su ) mayali ekmek
Karisim <
Su /
Laktik Asit Olgllll Ek$1
Starter Kiiltiir maya

Sekil 2.2. Un-su karisiminin inokiile edilmesine dayali ¢esitli tipte eksi maya iiretim

siirecleri (De Vuyst vd., 2021).
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Proses temelli eksi maya hamuru iretim tipleri; Tip 0, Tip I, Tip II ve Tip III
olmak tiizere 4’e ayrilmaktadir (Sekil 2.2). Tip 0 eksi maya hamuru, un ve su karigimidir
fermantasyon smirli siirede gerceklesmektedir ve daha ¢ok ©On hamur olarak
adlandirilmaktadir. Mayalar, LAB’lardan daha hizli gelisim gostermektedir. Ancak unun
yapisinda dogal olarak bulunan LAB’lar ve firincilikta kullanilan mayalarda
kontaminant olarak mevcut olan LAB’lar gelisme gostererek hamurda asitlesme ve tat
olusumu meydana getirmektedir. Tip 0 eksi maya iirtinlerine 6rnek olarak Fransiz baget
ekmekleri, Amerikan krakerleri ve Italyan ciabatta ekmekleri verilebilir (De Vuyst vd.,

2021).

Tip I eksi maya hamuru, iiretimi i¢in 20-30 °C sicaklik kosulu, yaklagik pH 4
degeri ve 6-24 saat fermantasyon siiresi kosullarini gerektiren geleneksel eksi maya
hamurlaridir. Bu hamura ait rnek olarak San Francisco eksi mayasi ve cesitli italyan
eksi maya hamurlar1 verilebilir. Bunlar mense isim koruma belgesi PDO (protected
designation of origin) ve PGI (protected geographical indication) cografi isaretli iirinler
olarak da yasal olarak korunmaktadirlar. Tip I eksi maya hamurunda Frul.
sanfranciscensis, Lacp. plantarum, Levl. brevis, Companilactobacillus tiirleri (6zellikle
Coml. crustorum, Coml. mindensis, Coml. nantensis, ve Coml. paralimentarius),
Leuconostoc ve Weissella cinslerine ait tiirler ve mikroflorada siklikla yer almaktadir

(De Vuyst vd., 2021).

Tip II eksi maya hamuru ise tek basamakli bir fermantasyon prosesi olup, 30-37
°C ortam sicakliginda, aside toleransh starter kiiltiir ile baslatilmakta ve bu sayede eksi
hamurda arzu edilen 6zellikleri ve asitlenmeyi artirarak, hizli sonuglanmakta olan eksi
hamur tipidir. Karistirma ve pompalama gibi islemlerle 1-3 giin siiresince kolaylikla
islenilmesine olanak saglayan yiiksek hamur verimine (>200) sahiptir ve islem
sonucunda genellikle pH 4’ten daha diisiik degerlerle karsilasilmaktadir. Tip II eksi
maya hamuru, s1vi, macunumsu, sert ya da ufalanan formlarda olabilmektedir. Bunlara
ek olarak yapisindaki mikroorganizmalarin canhiligini etkilemeyecek kurutma
yontemleriyle (piiskiirtmeli, akiskan yatakli veya dondurarak kurutma) iiretilen toz

versiyonlart da bulunmaktadir (De Vuyst vd., 2021; Génzle ve Zheng, 2019).

Tip III eksi maya hamurlar iiretim siireci olarak tip II ile benzerlik gostermekle
beraber metabolik olarak aktif olmamalar1 sebebiyle tip 1I’den ayrilmaktadir. Kullanima

hazir olup firincilik endiistrisinde asit ve lezzet artiric1 yoniiyle tercih edilmektedir. Bu
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eksi maya hamur tipinde fermantasyonun ardindan eksi maya hamuru sprey ya da

tamburlu kurutucularla kurutulmaktadir (De Vuyst vd., 2021).

Tip O

NN

—p Un-su Karisimi Siinger hamurlar:

Su

Firmncilik mayasi

TipI

b \
. Geri alim

Acik Tank

Siki eksi maya

Tip II

— Sivieksi
Su ) | FermentSrler maya

Laktik asit bakteri starter
Idiltiria

Tip III

—

Kurutma
islemi

Kuru eksi
maya

Fermentdrler

Sivieksi
maya

Laktik asit bakteri starter
Idiltira

Sekil 2.3. Uretim proses teknolojisine gére cesitli eksi maya hamurlar1 (De Vuyst vd.,
2021).
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2.3. Eksi Maya Hamurunun Saghik Acisindan Onemi

Giliniimiizde bilingli tiiketicilerin sayisindaki artis ve gida (direticilerinin
fonksiyonel ve besinsel 6zellikleri iyilestirip gelistirecek gidalara yonelmesi sonucunda
eksi maya ile tretilen gidalara gosterilen ilgi tekrar artmistir (Calasso vd., 2023; Ribet

vd., 2023).

Gidalarin  ozelliklerini gelistirmek icin kullanilan dogal bir doniisiim olan
fermantasyon tekstiir, lezzet, aroma gibi ¢esitli unsurlar1 gelistirmektedir (Ribet vd.,

2023).

Eksi maya fermantasyonunda LAB ve maya ortak rol oynamakta olup floradaki
LAB’lar proteolitik aktivite sonucunda sindirimi daha kolay olan proteinleri ve ¢oziiniir
proteinleri artirmakta ve eksi mayanin daha fazla organik asit iirettigi sonucuna
ulagilmaktadir (Wang ve Wang, 2024). Proteolitik aktivite, LAB’larin fermantasyon
esnasinda yapilarinda bulunan peptidaz ve proteinaz enzimleri ile tahillarda mevcut olan
proteinlerin peptit ve serbest aminoasitlere parcalanmasi reaksiyonudur. Protein
yonilinden zengin tahil unlariin, gluten icerigini azaltmak i¢in LAB’larin proteoliz
mekanizmasindan yararlanilarak yapilan ¢alismalar mevcuttur (Elvan ve Harsa, 2023).
Di Cagno vd. (2005), semolina makarnasi tiretimi i¢in fermantasyonu secili LAB’lar ile
gerceklestirmis, calisma sonucunda duyusal profilde herhangi farklilik gerceklesmeden
gluten iceriginin azaldigini bulgulamistir. Sakandar vd. (2018), Pakistan eksi maya
hamurunda gluten degrade eden bakterilerin Wickerhamomyces anomalus, Bacillus
cereus, Bacillus megaterium, Enterococcus faecalis, ve Enterococcus mundtii oldugunu
saptamistir. Ozellikle Enterococcus’a ait tiirlerin yiiksek proteolitik aktiviteye sahip
oldugunu; izole edilen bakteriler arasinda ise W. anomalus ve E. mundtii nin en yiiksek
gluten pargalama potansiyeli gosterdigini raporlamislardir. Bu dogrultuda LAB’larin
gluten miktarin1 azaltarak veya gluteni tamamen hidrolize ederek gluten hassasiyetine
sahip bireylerin tiiketebilmesi icin glutensiz gida iretiminde kullanilabilecegi
saptanmistir (Elvan ve Harsa, 2023). Eksi mayadaki gluten parcalanmasinin, ¢6lyak
hastas1 bireyler i¢in tiiketimi daha uygun hale getirdigi belirtilmistir (Wang ve Wang,
2024).

Firmcilik iriinleri, sindirilebilir karbonhidratlarin kaynagi olarak bilinmekte ve

genellikle yiliksek glisemik indekse sahip olduklar1 bildirilmektedir. Sindirilebilir
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karbonhidratlarin miktarlar1 arttikca glisemik indeks (kan seker seviyeleri) hizla
yiikselmektedir. Tahil iirlinlerinde jelatinlesmis nisastanin olusumu, nigastanin
sindirilebilirligini etkilemekte ve yiiksek glisemik tepkilerle karsilasilmasina neden
olmaktadir (Elvan ve Harsa, 2023). Bu baglamda, eksi maya hamur fermantasyonunda
yer alan LAB’lar, iirettikleri organik asitler ile glisemik indeksi azaltir boylece nisasta
sindirilebilirligini geciktirerek mikrofloranin diizenlenmesine katki saglamaktadirlar.
(Demirkesen Bicak vd., 2021; Elvan ve Harsa, 2023). Nisasta sindiriminin azaltilmasi
ve organik asitlerin olusumu sonucunda, laktik asit ve asetik asit olusumuna bagl olarak
glisemik indeks diismekte ve GI sistem {izerindeki sagliga faydali etkiler ortaya
¢ikmaktadir (Gobbetti vd., 2019; Fernandez-Pelaez vd., 2020; Wang ve Wang, 2024).
Bu dogrultuda yapilan ¢alismalar eksi hamur LAB’lar1 ile fermente edilen bugday ve
cavdar unlarinin, tam bugday/arpa ekmegi ve bugday ekmeginin glisemik indeksini
azalttig1 ve cavdar ekmeginin insiilin seviyesini diisiirdiigii bulgulanmistir (De Angelis
vd., 2009; Lappi vd., 2010; Ostman, 2003). Tiim bu mekanizmalar sonucunda, gluten
duyarlilig1 ve gastrointestinal sendromlarin olusumu azaltilarak, tahil bazli iirlinlerin
sindirimini engelleyen patolojilere karsi onlem alinmaktadir. Bu baglamda bagirsak
mikrobiyotasinin diizenlemesinde eksi mayali tiriinlerin biiyiik bir dnemi oldugu yapilan

calismalar ile ortaya konmaktadir (Fernandez-Pelaez vd., 2020).

Eksi maya hamur fermantasyonunun 6zellikle sindirim sagligi i¢in faydalarindan
bir digeri, mikrofloradaki LAB’larin sindirilemeyen FODMAP (oligosakkaritlerin,
fruktanlarin ve rafinozun) igerigini azaltarak gastrointestinal sistem sagligina katkida
bulunmalardir (Lau vd., 2021). FODMAP, ince bagirsakta tam olarak sindirilemeyen
kisa zincirli karbonhidratlar (sekerler) olan fermente edilebilir oligosakkaritler,
disakkaritler, monosakkaritler ve poliollerin kisaltilmis adidir. Tiiketildikten sonra bazi
bireyler sindirimi konusunda problem yasamaktadir. Fruktanin metabolik bir iiriinii olan
fruktoz ise FODMAP grubunun bir parcast olup 06zellikle ¢olyak olmayan gluten
hassasiyetine sebep olmasiyla bilinmektedir (Elvan ve Harsa, 2023). Zhao ve Génzle
(2018), calismalarinda Lactobacillus tiirlerinin oligosakkaritleri pargalayan enzimler
salgiladiklarin1  bulgulamistir. Bir baska calismada karbonhidrat aktif enzimlerin
fruktan, mannitol ve rafinozu parcalamasi ile diisik FODMAP igeren firincilik
driinlerinin hazirlanilmasinda yararlanilabilecegi bulgulanmistir (Loponen ve Génzle,
2018). Fraberger vd. (2018), eksi hamur LAB’larinin bir¢cogunun fruktozu pargalama

yetenegi gosterdigini ve fruktan degrade eden mayalarla sinerjik calismalarinin
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sonucunda eksi hamur fermantasyonu ile glutensiz ve hipoalerjenik gida iirlinlerinin

tiretilmesine olanak tanidig1 sonucuna varmistir.

Eksi maya hamuru kullannminin saglik acisindan bir bagka faydasi, bazi
minerallerin biyoyararlanimini iyilestirmesidir. Tahillarda bulunan fitat nedeniyle
minerallerin baglanmas1 sonucunda biyoyararlanim azalmaktadir. Bu baglamda,
tiriindeki fitat seviyesinin azaltilmasi gerekmektedir. Cesitli calismalar sonucunda eksi
mayanin eklenmesi ile ¢avdar ekmegindeki fitatin pargalandigi sonucuna ulagilmistir
(Nielsen vd., 2007). Bugday ve ¢avdar eksi maya hamurundan izole edilen LAB’lar L.
panis, L. reuteri, L. fermentum, ve P. pentosaceus olup en yliksek fitat aktivitesine L.
panis sahiptir. Yiritlilen bir baska calismada; ¢avdar eksi maya hamuru, bugday eksi
maya hamuru ve cavdar/bugday eksi maya hamurundan L. mesenteroides, L.
acidophilus ve L. plantarum izole edilmis ve bugday unundaki fitat1 parcalamak i¢in
kullanilmistir (Coda vd., 2011; Nuobariene vd., 2015). Tahil/tahil bazli gidalar1 besinsel
acidan gelistirmek i¢cin LAB suslar1 fermantasyonda kullanilmakta; suslar tanen, fitat ve
enzim inhibitorlerini azaltirken EPS, yararli enzimler, organik asit ve antimikrobiyal
bilesikler gibi yararli metabolitleri de iireterek fayda saglamaktadirlar (Elvan ve Harsa,

2023).

Tahillar E vitamini, tiamin, riboflavin ve folat gibi vitaminlerce zengin olmasina
karsin isleme prosesleri esnasinda bu bilesikler azalabilmektedir. Eksi maya
fermantasyonunun ve LAB’larin vitamin yoniinden de gesitli katkilar1 olabilmektedir.
Ornegin, eksi maya hamurundan izole edilen L. plantarum’un riboflavin sentez yetenegi
ve asir1 riboflavin iiretme stabilitesi oldugunu bulgulanmistir (Carrizo vd., 2020). L.
plantarum 1ilavesi yapilan kinoa unu ile lretilen eksi maya makarnasinda folat ve
riboflavin miktarlarinin arttig1 saptanmis olup vitamin ve mineral biyoyararlaniminin

artirtldigr gézlenmistir (Carrizo vd., 2020).

Eksi maya fermantasyonun bir diger faydast LAB’larin {rettikleri aktif
metabolitlerden biri olan Gama-aminobiitirik asit (GABA) ile iliskilidir. GABA'nin
saglik tizerinde olumlu etkileri arasinda anksiyete ve depresyonun azaltilmasi,
antidiyabetik ve hipotansif etkilerin yan1 sira norotransmisyonun diizenlenmesi
bulunmaktadir. Ayrica eksi maya hamuru fermantasyonunda LAB’lar tuz oranini
azaltmakta ve GABA kan basincin diistirmektedir (Gobbetti vd., 2019). GABA, protein

olmayan bir aminoasit olup glutamat dekarboksilaz enzimi tarafindan sentezlenmekte

ve fermente {riinlerde bulunmaktadir. Bu enzimi igeren LAB’lar GABA
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konsantrasyonunu etkilemektedir. GAD genine sahip eksi maya hamuru izolatlarinin

GABA iiretim potansiyeline sahip oldugu ¢aligmalarla saptanmistir (Villages vd., 2016).

Eksi maya fermantasyonunda kompleks fenolik bilesikler hidrolize edilerek daha
basit fenolik bilesiklere pargalanmakta ve ek olarak antioksidan peptitler meydana
gelmektedir. Belirli LAB suslarinin antioksidan sentezleme yetenegi bulunmakta ve eksi
maya fermantasyonu sirasinda anti-kanser, anti-inflamatuar nitelik tasiyan peptitler
sentezlenmektedir (Rizzello vd., 2016). Martorana vd. (2018), eksi hamurdan ekmek
tretimi icin C. milleri, L. citreum ve Frul. sanfranciscensis izolatlarim kullanmis ve

calisma sonucunda sonucunda yiiksek fenolik bilesikli ekmekler elde etmislerdir.

Eksi hamur
mikroorganizmalarinin
metabolitleri

l

EPS ve Fenolikler Enzimler

Organik asitler ve
Bakteriyosinler

* Anti-fitaz aktivitesi
« lIyi dokusal 6zellikler * Gluten degradasyonu * Biyo-koruma
* Esneklik + Diisiik glisemik indeks + Antibakteriyel aktiviteler

* Antioksidan
* Raf 6mriinii uzatma

* Hidrokolloid * Lif ¢oziintirligi
* Mineral biyoyararlanimi
* Colyak dis1 bugday

+ Antifungal aktiviteler
+ Eksi tat ve aroma
+ Bayatlamay: geciktirmek

hassasiyetinin azaltilmasi

Sekil 2.4. Eksi hamur mikroorganizmalar1 tarafindan iretilen metabolitlerin unlu

mamuller/ firmcilik iirtinleri tizerindeki 6nemi (Elvan ve Harsa, 2023).

2.3.1. Eksi Maya Hamurunun Probiyotik, Postbiyotik ve Prebiyotik Potansiyeli

Eksi maya gibi tahil bazli fermente {irlinler laktoz intoleransi ve siit alerjisi olan,
diisiik lipid diizeyi ile iliskili ya da vegan diyet siirdiiren bireyler tarafindan ilgi
gormektedir. Bu gidalar probiyotik, prebiyotiklerin yam1 sira  postbiyotik
potansiyelleriyle de dikkat ¢cekmektedir (Perez-Alvarado vd., 2022; Tsafrakidou vd.,
2020). Bu dogrultuda iizerinde calisilan yenilik¢i yaklasimlardan biri de fermente
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trtinlerin ~ fonksiyonel Ozelliklerinin  arttirilmast  amaciyla  biyotik  yapilarin

(postbiyotikler ve paraprobiyotiklerin) kullanimidir (Pacularu-Burada vd., 2021).

Probiyotikler, yeterli miktarda alindiginda tiiketici saglig1 lizerinde faydali etkiler
gosteren canli hiicrelerdir ayni zamanda depolama sirasinda meydana gelen hiicre
Olimlerinin sonucu olarak da canli olmayan parabiyotik hiicreleri meydana
getirmektedir (Perez-Alvarado vd. 2022; Pacularu-Burada vd., 2020). Bu hiicreler
pastorizasyon, firinlama gibi 1s1l islemler sirasinda ve sonrasinda fermente gidalarda

bulunabilmektedir (Pacularu-Burada 2021; Pacularu-Burada vd., 2020).

Fermantasyon esnasinda mikrofloradaki mikroorganizmalar tarafindan bir¢ok
metabolit liretilmektedir; biyotik yapilarin olusumu LAB’larin aktiviteleri ile iligkilidir.
Postbiyotikler; parabiyotikler (hayalet/inaktif probiyotikler) ve “canli olmayan
mikrobiyal hiicreler” olarak ikiye ayrilmaktadir (Cosme vd., 2022). Eksi maya
hamurundaki postbiyotik benzeri yapilar, kisa zincirli yag asitleri (SCFA),
proteinler/peptidler, bakteriyosinler, biyoyiizey aktif maddeler, amino asitler,
flavonoidler, EPS'ler, vitaminler ve organik asitlerdir. Mikrofloradaki LAB cesitliligi
zaman, sicaklik, pH kosullarina bagli olarak cesitlilik gostermektedir. Ozellikle, pH 4°te
laktik asit ve etanoliin etkisiyle LAB’larin aktiviteleri artmakta dolayisiyla postbiyotik

benzeri bilesiklerin iiretimi de artmaktadir (Pérez-Alvarado vd., 2022).

Prebiyotikler ise karbonhidrat esasli diyet lifleri olarak bilinmekte ve
probiyotiklerin kolondaki artisinda rol oynamaktadir (Pacularu-Burada 2021; Pacularu-
Burada vd., 2020). Bulgulanan en 6nemli iki prebiyotik grubu frukto-oligosakkaritler ve
galaktooligosakkaritlerdir. Bu prebiyotik yapilar bagirsaktaki faydali mikroorganizmalar
tarafindan  fermente edilerek, parcalanamayan kisimlarindan enerji  eldesi
saglanmaktadir. Eksi maya fermantasyonu siirecinde baz1 LAB’lar, glukan, fruktan ve
oligosakkaritler gibi ekzopolisakkaritler (EPS) fretebilmektedir. Bu maddeler,
probiyotik bakterilerin bliylimesini destekleyen ve bagirsak saghigmi iyilestiren
prebiyotik niteliklere sahiptir. Ornegin, Lactobacillus sanfranciscensis’in bugday ve
cavdar eksi maya hamurunda EPS iirettigi ve bu EPS’lerin bifidobakterilerin gelisimini

tesvik edici etkisi oldugu bildirilmistir (Poutanen vd., 2009).
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2.3.2. Eksi Maya Hamurundaki Laktik Asit Bakterilerinin Probiyotik Potansiyeli

Probiyotik mikroorganizmalar giiniimiize kadar ¢ogunlukla bagirsak ortami ve
cesitli fermente siit iriinlerinden elde edilmis olup, siit iirlinli olmayan bitkisel
kaynaklar da yakin zamanlarda daha fazla ilgi ¢ekmektedir. LAB’larin ¢ogu giivenli
olarak kabul edildigi i¢in Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus ve Weisella gibi
cinslerden olusan LAB’lar probiyotik potansiyelleri yoniinden yillardir arastirilmaktadir

(Kaya vd., 2022; Nami vd., 2024).

e FEksi maya hamuru un, fermantasyon prosesi, c¢evre faktorlerinden dolayi
probiyotik suslarin varligi igin olas1t bir kaynaktir. Mikroorganizmalarin
probiyotik kriteri saglamasi/karsilamasi ig¢in belirli niteliklere sahip olmasi
gereklidir. Bunlardan baslicalar1 asagidaki gibidir (Kaya vd., 2022; Nami vd.,
2024);

e Qastrointestinal sistemde canli olarak varliklarini siirdiirebilmeleri

e Antibiyotiklere duyarlilik durumu

e Bagirsak ylizeyine yapisma ve kolonizasyon yetenegi

e Patojenlerin gelisimini engellenmesi

Probiyotik mikroorganizmalar c¢ogunlukla Lactobacillus cinsine ait LAB
olmasinin yani sira farkli LAB cinsleri Bifidobakteriler Bacillus cinsine ait bakteriler ve
maya hiicrelerinden de olusabilmektedir (Das vd., 2022). Ilk yillarda daha fazla insan
kaynakli probiyotikler gelistirilmesine karsin son zamanlarda fermente bitkisel esash
fermente iirlinler de yeni probiyotik mikroorganizmalar i¢in iyi birer kaynak olmustur
(Bulut Albayrak ve Duran, 2022). Giliniimiizde probiyotik {riinlerin {retiminde
kullanilan ticari tiir ve suslar sinirli say1 ve gesitte olup (Cizelge 2.3) yeni kaynaklardan
elde edilmis tiirlerin arastirilmasi ve ticarilestirilmesi 6nemli olmaktadir. Bu baglamda,
eksi maya hamur fermantasyonu istenilen 6zelliklere sahip yeni probiyotik suslar i¢in

1y bir kaynaktir.
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Cizelge 2.3. Ticari probiyotiklerde kullanilan baz1 LAB tiirleri (Das vd., 2022).

Ticari Probiyotik Suslar Ulke Sektor veya
kurumun adi
Lactobacillus rhamnosus GG Helsinki, Finlandiya Valio Siit Uriinleri
Lactobacillus johnsonii Lal Lozan, Isvicre Nestle
Lactobacillus casei Shirota Tokyo, Japonya Yakult
Lactobacillus acidophilus NCFM Madison, ABD Rhodia
Lactobacillus casei CRL-43i Gilliland (LaMo) Wisconsin, ABD Chr. Hansens
Lactobacillus reuteri SD 2112 Wisconsin, ABD BioGaia
Lactobacillus plantarum 299V, Lactobacillus Lund, Isveg Probi

rhamnosus 271
Lactobacillus caseri DN01-4001 (Immunitas)  Paris, Fransa

Streptococcus thermophiles 1131, Lactobacillus  Tokyo, Japonya
acidophilus SBT-2062, Lactobacillus delbrueckii

subsp. bulgaricus 2038

Lactobacillus acidophilus LA-1, Lactobacillus ~ Horsholm, Danimarka
paracasei CRL 431,

Lactobacillus acidophilus SBT-2062, Tokyo, Japonya

Lactobacillus acidophilus R0011, Lactobacillus Montreal, Kanada
rhamnosus ROO52

Lactobacillus acidophilus DDS-1 Lincoln, Nebraska, ABD
Lactobacillus fermentum RC-14, Lactobacillus  |_ondra, Ontario, Kanada
rhamnosus GR-1

Lactobacillus johnsonsii Lal Lozan, Isvicre

Lactobacillus rhamnosus LB21, Lactococcus ~ Umea, Isveg
lactis L1A

Lactobacillus salivarius UCC118 Cork, Irlanda
Lactobacillus acidophilus LB Houdan, Fransa
Lactobacillus paracasei F19 Stockholm, Isveg

Lactobacillus crispatus CTV05, Lactobacillus  Seattle, ABD
casei DN114

Danone Le Plessis
Robinson
Meiji Siit Uriinleri

Chr. Hansen

Snow Brand Siit
Uriinleri A.S.
Rosell Enstitiisi

Nebraska
Urex Biyoteknoloji
AS.
Nestle
Essum A.S.

Cork Universitesi
Lacteol
Laboratuvari
Arla Siit Uriinleri
Gynelogix, Boulder,
Co

Eksi maya hamurundan elde edilen LAB’larin probiyotik 6zellikleri lizerine son

yillarda ¢ok cesitli aragtirmalar yapilmistir (Cizelge 2.4). Genel olarak LAB’larin

izolasyon ve tanimlamalar1 yani sira baglica probiyotik 6zellikler bu c¢aligmalarda

arastirilmistir. Bazilarinda LAB’larin gluteni hidrolize etme 6zelligi de belirlenmistir.

Ozellikle Lactiplantibacillus, Limosilactobacillus, Levilactobacillus, Pediococcus,

Enterococcus, Lacticaseibacillus, Lactococcus, Weissella cinslere ait

tanimlanmustir.
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Yakin zamanlarda yapilan ¢aligmalardan Kaya vd. (2022), eksi mayadan Lact.
garvieae, Lb. paracasei, Lb. plantarum, Lb graminis, P. Pentosaceus; bebek digkisindan
ise Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum ve
Lactobacillus paracasei olmak tizere dort sus izole etmis ve izolatlarin probiyotik
potansiyelini degerlendirmislerdir. Bu suslarin arasinda sirastyla Lb. paracasei F7B
(%9,54), Lc. garvieae S3 (%7,44) ve Lb. rhamnosus FOA (%3,18) izolatlari, HT-29
hiicrelerine daha yiiksek tutunma yetenegi sergilemistir Lb. fermentum F-9C (%0,29) ise
en diisiik tutunma 6zelligi gostermistir. Antibiyotik duyarliligi 8 antibiyotige karsi test
edilmis, analiz sonucunda tiim suslarin kanamisine direng¢ gosterdigi, Pediococcus
pentosaceus ve Lactobacillus rhamnosus disindaki izolatlarin ise streptomisine direng
gosterdigi bulgulanmigtir. Safra tuzu direnci i¢in analiz konsantrasyonu %0,3 olarak
belirlenmis olup tiim suslarin canliligin1 korudugu bulgulanmistir. En yiiksek canlilik
oranin1 Lb. fermentum FIC (%91,5) gostermistir. Bebek diskisindan izole edilen
bakterilerin disiik asit kosullarina daha direngli oldugu saptanmis, pH 4’te en yliksek
canlilik potansiyelini ise Lb. fermentum FOC gostermistir. izolatlarin birbirine yakin
antogonistik etki gosterdigi ancak bebek diskisindan izole edilen bakterilerin,
patojenleri daha fazla inhibe ettigi bulgulanmistir. Suglar arasinda Lb. fermentum
F9C’nin E. coli ve Y. enterocolitica’ya kars1 daha fazla inhibisyon gosterdigi tespit
edilmistir. GABA {retimi i¢in gerekli olan GAD geninin Lb. paracasei S11, Lb.
plantarum S12 and Lb. plantarum F6A’da bulundugu PCR analizi ile saptanmis olup,
GABA iiretim seviyelerinin 0,034-0,077 mg mL™! arasinda oldugu bildirilmistir. Tiim
suglar arasinda Lb. paracasei FTB ve Lc. garvieae S3’iin probiyotik potansiyeli i¢in

umut verici adaylar oldugu bildirilmistir.

Diger bir caligmada, Kahraman ve Arict (2020), eksi hamur fermantasyonu ile
irettikleri farkl oranlarda (%10, %15, %20) eksi hamur igeren 3 kek hamurundan 18
LAB izole etmistir. Bunlardan 10 adeti Pediococcus pentosaceus, 5 adeti Lactobacillus
curvatus, 3 adeti Leuconostoc mesenteroides 'tir. LAB’larin ¢cogu pH 2’de zayif gelisme
gosterirken Pediococcus tiiriine ait izolatlarindan bazilar1 gelisme gdstermemistir.
Izolatlarin cogu pH 9,6°da iyi gelisme gdstermistir. LAB izolatlarinin 9 mm zon capi ile

en ¢ok antibakteriyel etkiyi Sa/monella Typhimurium’a gosterdigi bulgulanmistir.

Pakistan’da yoresel eksi maya hamurundan (khamir) Sakandar vd. (2018) gluten
degrade eden 19 LAB, 3 maya izolat1 elde etmislerdir. Bakteri suslar1 arasinda F.
mundtii QAUSDO1 en yiiksek gluten degradasyon potansiyeli gostermistir. Elde edilen
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izolatlarin probiyotik O6zellikleri (otoagregasyon, safra tuzu direnci ve hidrofobisite)
taranmistir. Maya suslarinin yliksek otoagregasyon yetenegi sergilemistir. Bakteriyel
suslar arasinda E. faecalis QAUSDO6 en yiiksek otoagregasyon yetenegi gostermistir.
Tim suglarin en yiiksek antibiyotik direncini vankomisine kars1 gosterdigi saptanmustir.
Diisiik pH (2,5) degerinde en yliksek canlilik oranint sirasiyla E. mundtii QAUSDOI, E.
facaelis QAUSDO04 B. megaterium QAUSDO3 gostermistir. E. mundtii QAUSDO1 %0,4
safra tuzunda yiiksek canlilik oran1 gosterirken ayni konsantrasyonda B. cereus gelisimi
saptanmamustir. Hidrofobisitenin degerlendirilmesinde ksilen kullanilmis olup, E.
faecalis QAUSDO05’1in (%55,84) en yiiksek degere sahip oldugu bulgulanmistir. Suslarin
degisen degerlerde patojen inhibisyonu sergiledigi ve , C. albicans ATCC10231’¢e kars1
E. mundtii QAUSDO1, E. faecalis QAUSDO6 ve L. plantarum ATCC 14917; S. aureus
ATCC33862'ye karsi ise E. faecalis QAUSDO04 antoganistik etki gostermistir.
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Cizelge 2.4. Eksi maya hamuru LAB floras1 ve probiyotik potansiyeli {izerine yapilan

caligmalar
Cahismanin Metotlar Bashica Bulgular Kaynak Bilgisi
Amaci
Eksi hamurdan ve ~ *LAB izolasyonu, *]zole edilen 560 (Nami vd.,
bazi geleneksel siit  farkli sicaklik ve tuz  LAB’dan 87’si 2024).
tiriinlerinden izole  oraninda biiyiime, yapay
edilen LAB arjinin hidrolizi, gastrointestinal
suslarin proteolitik aktivite,  sivilarda yiiksek
probiyotik diasetil ve asetoin hayatta kalma
aktivitesinin tiretimi oranlar1 gostermistir.
degerlendirilmesi *Probiyotik
karakterizasyonu ..
o . *Degisen oranlarda
(simiile mide i P
bagirsak gegisi Y
S 4 (%18,35- 79,42),
toleransi, adhezyon
- koagregasyon
Ztoa re ’as on ve (%620,16-71,26),
N hidrofobisite
koagregasyon,

hidrofobisite, EPS
tretimi,
antimikrobiyal
ozellik ve
antibiyotik direng

*Safra tuzuna direng

*Virulans
faktorlerin varlig

*Kolestrol
asimilasyonu

*Biyofilm tretimi

*Hemolitik aktivite

(%12,32-76,24)
diizeyi tespit
edilmistir.

*Tim suslar
streptomisine
hassastir.

*Safra tuzuna direng
suslar arasinda
degiskenlik
gostermektedir.

*Tim suslar L.
monocytogenes'i ve
B. cereus’un
biiylimesini inhibe
etmistir.

*Suslar degisen
diizeylerde
antibiyotik direnci
gostermistir.
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Cizelge 2.4. Eksi maya hamuru LAB floras1 ve probiyotik potansiyeli {izerine yapilan

calismalar (Devami)

Eksi maya ve
bebek diskisindan
izole edilen
LAB’larin bazi
probiyotik
ozelliklerinin
karsilastirilmast

Yunan bugday1
eksi mayasindan
izole edilen LAB
ve mayalarin
teknolojik ve
giivenlik 6zellikleri

*Eksi maya ve
bebek diskisindan
LAB izolasyonu ve
tanimlanmasi

*EPS tretimi
*GABA firetimi
* Antifungal aktivite

* Antibakteriyel
aktivite

* Antibiyotik direnci

*pH ve safra tuzu
direnci

*HT-29 hiicre
hattina tutunma

*LAB ve maya
izolasyonu ve
tanimlanmasi

*Teknolojik
Ozellikler (EPS
iretimi, Amilaz
aktivitesi,
Proteolitik aktivite,
lipolitik aktivite,
fitaz aktivitesi)

*Biyojenik amin
tiretimi

* Antimikrobiyal
bilesenlerin tiretimi

*Eksi mayadan Lact.
garvieae, Lb.
paracasei, Lb.
plantarum, Lb
graminis, P.
pentosaceus izole
edilmistir.

*Tlm suslar
kanamisine ¢ogu
streptomisine direng
gOstermistir.

*Suslarin safra
tuzundaki canlilik
orani %35’den
yiiksek bulunmustur.

*pH 4 de cogunlukla
daha diisiik canlilik
orani tespit
edilmisgtir.

* Lb. fermentum
FOC safra tuzu ve
diisiik pH’a direng
gostermistir.

*Degisen diizeylerde
antifungal ve
antibakteriyel etki
tespit edilmistir.

*7 LAB, 8 maya
gluteni hidrolize
etmistir.

(Syrokou vd.,
2021).

*Degisen diizeyde
antibakteriyel 6zellik
tespit edilmistir.
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Cizelge 2.4. Eksi maya hamuru LAB floras1 ve probiyotik potansiyeli {izerine yapilan

calismalar (Devami)

Tip I eksi hamur
ile iiretilmis kek
hamurundaki LAB
cesitliliginin
incelenmesi ve
bazi 6zelliklerinin
karakterizasyonu

Lactobacillus
brevis KT16-2’nin
probiyotik
potansiyeli ve
gluten hidroliz
aktivitesi

*Eksi hamur
fermantasyonu ile
kek hamuru tiretimi
LAB izolasyonu ve
tanimlanmast

* Asit iiretimi
*Farkl1 pH ve tuz
ortamlarinda
biiylime

* Antibakteriyel
aktivite

*Susun genotopik
tanimlanmasi

*Gluten ve gliadin
hidrolizi

*SDS-PAGE

* Probiyotik
karakterizasyon
(Farkli pH’larda
canlilik, Safra tuzu
toleransi,
Antibiyotik
duyarhlik testi,
Otoagregasyon,
Simiile-mide
bagirsak sivisinda
canlilik,

*Hidrofobisite)

* Antioksidan
aktivite

*Leuconostoc,
Pediococcus ve
Lactobacillus
cinslerine ait tiirler
tanimlanmastir.

*LAB izolatlar1 en ¢ok
S. typhimurium’a kars1
antibakteriyel etki
gostermistir (9 mm zon

capi).

* Lb. brevis KT16-2
susu, 8 saatlik
inkiibasyon siiresinde
28 ila 66 kDa arasinda
degisen peptitleri
tamamen hidrolize
etmistir.

*Sus sadece
streptomisin,
eritromisin ve
nalidiksik asite direng
gostermistir.

*Farklh pH
diizeylerinde canlilik
tespit edilmistir.

*Simiile mide
sivisinda susun
canlilig1 kontrol serisi
ile benzerdir.

*Lb. brevis KT16-2,
test edilen tiim safra
tuzu
konsantrasyonlarinda
kararliligin
korumaktadir.

*Lb. brevis KT16-2'nin
degisen diizeylerde
otoaggregasyon
(%85,8-%1,71), ve
ylizey hidrofobisite
(%0,64-35,55)
Ozelikleri
belirlenmistir.

(Kahraman ve
Arici, 2020)

(Kunduhoglu ve
Hacioglu, 2020)
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Cizelge 2.4. Eksi maya hamuru LAB floras1 ve probiyotik potansiyeli {izerine

yapilan ¢aligmalar (Devami)

*[ran geleneksel
eksi maya
hamurundan izole
edilen fitat
pargalayan,
probiyotik laktik
asit bakterileri ve
maya suslarmnin,
tam bugday
ekmeginin
teknolojik ve
besinsel 6zellikleri
tizerindeki islevsel
etkilerinin
belirlenmesi

*Fitaz degrade eden

bakteri ve maya

suslarinin
izolasyonu ve

tanimlanmast

*Probiyotik

karakterizasyon

(Gastrik ve

pankreatik sivilara

direng,

hidrofobisite,

otoagregasyon,
antimikrobiyel
ozellik, antibiyotik
direnci testi)

*Eksi hamur

hazirligi ve ekmek
yapimi

*Hiicre dist fitaz
aktivitesi

*Fitik asit igeriginin
belirlenmesi

* Asit ve tuz
toleransina gore 3
LAB ve 3 maya susu
secilmis ve molekiiler
tanimlanmasi
yapilmistir.

*F. faecium (AR-L02)
diisiik pH ve safra tuzu
kosulunda en ytiksek
canlilik oranini
gostermistir.

* E. faecium'un
inkiibasyon siiresince
hayatta kalma orani
diismiis, bagirsak
stvisina karst en
yiiksek direnci ise L.
Citreum gostermistir.

*Hidrofobisite
degerleri degisen
aralikta ¢ikmustir.

*Otoagregasyon
sonuglari degisen
diizeylerde ¢ikmaistir.

*Suslar orta ile yiliksek
diizeyde
antimikrobiyal etki
gostermislerdir.

*Tiim bakteriler
trimetoprima kars1
direng gostermistir.

* En yliksek fitaz
iiretim kapasitesini K.
Marxianus
gostermistir.

*Eksi hamur
fermantasyonu ile
iretilen ekmegin fitat
icerigini azalttig1
bulgulanmastir.

*88 LAB susu izole
edilmis, safra tuzu

tolerans yetenegine
gore 5 sus secilmistir.

(Fekri vd., 2020)
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Cizelge 2.4. Eksi maya hamuru LAB floras1 ve probiyotik potansiyeli {izerine

yapilan ¢alismalar (Devami)

Cin geleneksel eksi

maya hamurundan
izole edilen laktik
asit bakterilerinin
probiyotik
Ozelliklerinin in
vitro ve in vivo
arastirilmasi

Geleneksel eksi
mayadan (khamir)
izole edilen
mikrobiyatanin
gluten hidrolize
etme yetenegi ve
probiyotik
potansiyeli

*LAB izolasyonu ve

tanimlanmast

*Safra tuzu toleransi

*Simiile edilmis
gastrointestinal
sisteme direng

* Agregasyon
aktivitesi

*In vitro kolestrol
giderme yetenegi

*Gluten degrade
eden mikrobiyata
izolasyonu ve
tanimlanmast
*Gluten
bozulmasinin
kantitalif tahlili
*QOtoagregasyon
* Antimikrobiyal
aktivite
*Probiyotik
karakterizasyonu
(Diistik pH
toleransi,
hidrofobisite,
kolesterol
asimilasyonu)

*pH 3’te degisen
oranlarda (%77-89)
canlilik
gostermislerdir.

*Tlim suslar kolestrol
giderme yetenegi
gostermistir.

(Li vd., 2019)

* Agregasyon degerleri
degisen oranlarda
(%80-%100) tespit
edilmistir.

* E. mundtii
QAUSDOI1 gluten
degradasyonunda en
yiiksek degeri
gostermistir.

* Otoagregasyon, safra
tuzu direnci ve
hidrofobisite sonuglari
degiskenlik
gostermektedir.

* Antibiyotik
direncinde tim
suslarin en yiiksek
duyarlilig1
vankomisine kars1
gozlemlenmistir.
*Patojen
inhibisyonunda
degisen degerler tespit
edilmistir.

*pH 2,5’da E. mundtii
QAUSDOI, tiim
bakteriyel suglar
arasinda 6nemli 6l¢iide
daha yiiksek bir
hayatta kalma yetenegi
gostermistir

(Sakandar vd.,
2018).
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Cizelge 2.4. Eksi maya hamuru LAB floras1 ve probiyotik potansiyeli {izerine yapilan

calismalar (Devami)

Bugday kepegi *LAB izolasyonu
eksi mayasindan *Teknolojik

izole edilen 13 ozellikler

LAB susunun (Karbonhidrat

metabolizmasi ve
gaz liretimi
degerlendirmesi,
fitaz aktivitesi,
ksilen aktivitesi,
antifungal aktivite,
ekzopolisakkaritler)
tespit edilmistir.

* Antibiyotik direnci
*Potansiyel
probiyotik 6zellikler
(asit toleransi, safra
tuzuna direng,
adhezyon, anti-
listeria aktivitesi).

karakterize
edilmesi

*Eksi mayadan Lb.
brevis, Lb. plantarum,
Lb. curvatus, Lb. sakei,
Leu. mesenteroides,
Leu. citreum ve P.
pentozaseus izole
edilmistir.

* Suglarin 7’si, diisiik
pH ve safra tuzunun
varliginda canlilik
gostermistir.

*L. plantarum CE42,
CE60, CE84 ve P,
pentosaceus CE65, test
edilen Listeria
tirlerine (L. innocua,
L. monocytogenes, L.
Welshimeri) inhibisyon
gostermistir.

* Suslarin 4’1
klindamisine direncli
bulunmustur.

(Manini vd.,
2016).
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2.4. Gluten Proteini ve Gluten Hassasiyeti

Gluten, Latince kdkenli yapistirict anlamina gelen “glue” kelimesinden tliremistir.
Bugday, arpa, ¢avdar ve yulaf gibi tahillarin ana proteini olan bu yap1 endospermde
nisasta ile birlikte depo edilmektedir. (Arya ve Gunashree, 2021; Ramadani vd., 2020).
Nigasta tanecikleri ve suda ¢Oziiniir bilesenlerin uzaklastirilmasmin ardindan yapida
kalan gluten, suda veya tuzlu suda ¢ézlinmeyen protein bazli, viskoelastik, kauguksu bir

yapiya sahiptir (Arya ve Gunashree, 2021; Ramadani vd., 2020).

Gluten proteini, prolamin ve glutelin isimli iki proteinden meydana gelmekteyken
prolamin ise prolin ve glutamin yoniinden zengin aminoasitler tarafindan
olusturulmaktadir. Cesitli tahillardaki prolaminler farkli isimlendirilse de benzer yapiya
sahiptirler (Cizelge 2.5) ve bu nedenle tiimii gluten olarak kabul edilmektedir
(Kunduhoglu, 2020).

Cizelge 2.5. Tahillarda bulunan prolaminler (Ramadani vd., 2020)

Tahillar Protein

Bugday Gliadin

Arpa Hordein
Cavdar Sekalin

Yulaf Avenin

Piring Glutelin
Misir Zein

Bugday, arpa, yulaf ve cavdar gibi tahillar islendigi iriinlere sagladig1 katkilar
nedeniyle beslenmede biiyiik bir 6neme sahiptir. Tiiketildiginde yiiksek besin degeri
saglamalari, kolay yetistirilebilmeleri ve lezzetli olmalar1 yoniiyle yaygin olarak
yetistirilmektedir (Fasano vd.,2015; Arya ve Gunashree, 2021). Tahillarda bulunan
gluten, firmcilik {riinlerine istenilen yapiyr ve tekstiirii kazandirmaktadir. Bu da
hamurun ekmek, makarna, kurabiye ve pizza gibi ¢ok cesitli gida iiriinlerine islenmesine
olanak tanimaktadir (Arya ve Gunashree, 2021). Ancak gluteni bu denli arzu edilir kilan
bu 6zelliklerin yan1 sira gluten varlig1 bazi hastaliklara da neden olmaktadir (Sekil 2.5).
Bugday, arpa, cavdar ve yulafin tiiketimi sonucunda yapilarinda bulunan prolaminlerin

sindirilmesi; bir emilim bozuklugu (malabsorbsiyon) olan ¢dlyak, gluten duyarliligi ve
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gluten alerjisi gibi cesitli hastalik ve rahatsizliklar1 tetiklemektedir. Gastrointestinal
sistemde prolaminler 13-, 19- veya 33-mer peptidlere parcalanmakta, bu yapilar
bagirsak duvarindan gecerek hastaliklara sebep olmaktadir. Glutensiz gidalarda bulunan
gluten miktar1 i¢in Codex standartinin belirledigi 20 ppm sinir1 mevcuttur. Giiniimiizde
bu hastaliklar i¢in uygulanan tek tedavi yontemi Omiir boyu glutensiz beslenmedir

(Kunduhoglu, 2020).

Glutenle
liskili
Hastaliklar
.
Patogenez
; I ]
Otoimmiin Alerjik Ne otoimmiin ne
alerjik (Dogustan
gelen bagisiklik)
I !
Gluten Colyak Dermatit Bugday alerjisi Colyak dist
Ataksisi Hastalig1 herpetiformis gluten
hassasiveti

i | l l |

Semptomatik Potansiyel Sessiz Solunum Gida alerjisi Kurdesen Bugdaya baglh

alerjisi anafilaksi

Sekil 2.5. Glutenle Iliskili Rahatsizliklar (Fasano vd.,2015)

2.5. Gida Endiistrisinin Gluten inflamasyonuna Sundugu Yenilikci Coziimler

Gilinlimiizde gluten intoleransi olan bireylere uygulanan bir ila¢ tedavisi
bulunmamaktadir. Bilinen en etkili tedavi yontemi, yasam boyu takip edilecek glutensiz
sik1 bir diyettir ancak bu diyetin ¢esitli dezavantajlari mevcuttur. Bunlardan ilki,
psikolojik problemlere ve glutensiz iirlinlerin daha pahali olmasindan kaynakl
ekonomik sorunlara yol acarak bireylerin yasam kalitesinin diismesine neden olmasidir.
Glutensiz bir diyet takip eden tiiketicilerin eksik gida etiketlemesinden dogacak
problemler, besin ve lezzet yoniinden zayif, diisiik raf dmiirlii tirtinler tiiketme ve capraz

bulas1 gibi tehlikelerle de karsilasma riski mevcuttur. Bu sebeple glutenin ¢ikarabilecegi
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ya da azaltilabilecegi stratejiler lizerine ¢aligsmalar siirdiiriilmektedir (Caputo vd., 2010;

Bradauskiene vd., 2021).

Bu hususta yapilan ¢alismalardan biri glutende bulunan immiinojenik bilesenleri
hidrolize etme mekanizmalarina sahip probiyotiklerin kullanilmasidir. Glutenle iliskili
patolojilerin seviyesi, bagirsaklarda bulunan mikrobiyal koloni ile baglantilidir.
Bifidobacteria sayisinin bagirsak mikrobiyotasindaki azalist ile ¢6lyak hastaligt
arasinda dogrudan bir iliski oldugu bildirilmektedir (Cristofori vd., 2020; Kunduhoglu
2020). Bu nedenle probiyotiklerin terapdtik tedavi amaghh kullanimi {izerinde

arastirmalar yiiriitiilmektedir (Cristofori vd., 2020).

Probiyotik bakterilerin bir¢ogu laktik asit bakterisidir. Lactobacillus ve
Bifidobacterium yararli bagirsak bakterileri olup probiyotik tiriinlerin gelistirilmesinde
siklikla tercih edilmekte olan cinslerdir. Bu bakteriler gluteni hidroliz ederek
toksisitelerini azaltmaktadir (Cristofori vd., 2020; Kunduhoglu, 2020; Ramedani vd.,
2020).

Tahillarin yapilarinda bulunan prolin ve glutamin peptitleri sindirim esnasinda
yeterli diizeyde pargalanamamaktadir; bu nedenle lenfatik dokuya ulasip, ¢dlyak
hastalig1 i¢in 6zgiil olan HLA-DQ2 ve HLA-DQS antijenik hiicrelerle etkilesime girerek
bagirsak T hiicrelerini uyarmaktadirlar (Bradauskiene vd., 2021). Ince bagirsakta gluten
proteinleri degrade edilerek prolin, glutamin ve 33-mer igeren gliadin peptitlerine
parcalanmaktadir. 33-mer peptiti sindirime direngli ve glutenle ilgili hastaliklarla iligkili
bir peptittir. Probiyotikler, yapilarindaki endopeptidaz enzimi ile gliadin baglarim
hidrolize etmekte ve gluteni giivenli molekiillere ayirip inflamasyonu azaltarak ¢olyak
hastalar1 tarafindan tolere edilmesini saglamaktadirlar (Sekil 2.6). Probiyotikler ayni
zamanda epitelyal iyilegsmede rol oynar, bagirsak mukozasina ulasmadan 6nce epitoplari
yok eder ve patolojiye karsi bagisiklik reaksiyonu verirler. Yapilan c¢alismalar,
probiyotik sus kombinasyonunun tek bir probiyotik sustan daha etkili oldugunu ortaya

koymaktadir (Ramedani vd., 2020).

Laktobasil ve Bifidobakteri karigimlar1 gluten ve peptitlerinin pargalanmasinda
gorev alirlar bu baglamda probiyotik takviye olarak birlikte kullanilmaktadirlar
(Ramedani vd., 2020). Lactobacillus alimentarius 15M, Lactobacillus brevis 14G,
Lactobacillus sanfranciscensis TA ve Lactobacillus hilgardii 51B suslar ile olusturulan
probiyotik karigim iminopeptidaz, dipeptidil-peptidaz, prolil endopeptidaz, prolidaz,
prolinaz ve aminopeptidaz P enzimatik mekanizmalar1 ile 33-mer peptitlerini ve A-
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gliadinde bulunan 62-75 parcasini tamamen hidroliz etme potansiyeli gostermistir.
Probiyotik karisimla fermente edilmis ekmegi tiikketen ¢Olyak hastalar gluten
hassasiyeti ile iligkili herhangi bir rahatsizlikla karsilasmamistir (Cristofori vd., 2020).
Fermentasyon bu baglamda proteinlerin 6nceden par¢alanmasini saglayarak istenmeyen
bilesikleri azaltir ve gluten ile iligkili hastaliklara sahip bireylerin tolere edebildigi

tiriinlerin tiretimine olanak tanir (Fraberger vd.,2020).

Probiyotik (VSL#3) karisimi iizerine yapilan bir calismada probiyotik ve
gliadinlerin yiiksek oranda hidrolize olmasiyla gluten hassasiyetinin azaltildigi
bildirilmistir. Bu ¢aligmada probiyotik karisim olarak 8 sus; Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium acidophilus, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Streptococcus
thermophilus ve Bifidobacterium longum eksi maya hamurunun fermantasyonunda
kullanilmistir (Bradauskiene vd., 2021; Ramedani vd., 2020). Ayni zamanda, probiyotik
suslardan olusan mikroorganizmalar gida ortami diginda da gluten inflamasyonuna kars1
tedaviye yonelik takviye olarak kullanilmaktadir (Ramedani vd., 2020). Bu amagla

kullanilan baz1 probiyotik sus iceren takviyeler Cizelge 2.3’de sunulmustur.
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Sekil 2.6. Probiyotiklerin ¢olyak hastaligina karsi gosterdigi enzim reaksiyonu
(Ramedani vd., 2020).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.Materyal
3.1.1. Eksi Maya Hamuru Ornekleri

6 adet eksi maya hamuru O6rnegi Giresun ve Aydin illerinden temin edilmistir
(Cizelge 3.1.). Tiim ornekler eksi maya starteri kullanilmadan sadece endiistriyel maya
hiicresi (S. cerevisae) ilavesinin yapildigi ve spontan fermantasyonun gergeklestigi
iiretimlere dayanmaktadir. Ornekler kapali kavanozlarda temin edilmistir ve buzdolabi

kosullarinda muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.1. Eksi maya hamur 6rnekleri

No Un cesidi Kaynak/sehir Ornek kodu
1 Kara Bugday Giresun S1
2 Bugday Giresun S2
3 Bugday Giresun S3
4 Bugday Giresun S4
5 Bugday Aydin S5
6 Bugday Aydin S6

3.1.2. Referans Mikroorganizmalar

Antimikrobiyal aktivite testinde mikroorganizmalar Gram negatif olarak E. coli
ATCC 11229, Gram pozitif olarak S. aureus ATCC 29213, Listeria monocytogenes ATCC
19113, Bacillus cereus CCM 99 kullanilmstir.

3.1.3. Besiyeri ve Kimyasallar

Ek 1’de sunulmustur.
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3.2.Yontem
3.2.1. Eksi Maya Hamurundan Laktik Asit Bakterisi Izolasyonu
3.2.1.1. izolasyon ve Saflastirma

Eksi hamur Orneklerinden 10 gram alinarak %0,9’luk 90 mL izotonik su ile
homojen olana dek karistirildi ve boylece 107! seyreltme faktorlii homojenat elde
edilmistir. Bu diliisyondan 1 ml alinip, 9 ml’lik izotonik tuzlu su sivisina transfer
edilerek 107 diliisyon hazirlandi. Aym isleme devam edilerek, 107,104,10° ve 10®
diliisyonlart hazirlanmis olup diliisyonlardan 1 mL alinarak bos steril petri kaplarina
aktarilmistir. ilk izolasyon ¢alismalarinda MRS agar besiyeri kat1 ortami kullanilirken,
sonraki ¢alismalarda sikloheksimit ilave edilerek hazirlanmigs MRS agar kullanimi ile
mayalarin inhibisyonu hedeflenmistir. Bu amagla toz halindeki sikloheksimitten 90 mg
tartilarak 90 ml distile su icerisinde ¢oziindiiriilmiistiir 0,45 pm gozenek capli filtreden
gecirildikten sonra 1,5 ml’lik hacimli tiiplerde buzdolabinda muhafaza edilmistir.
Otoklavlanmis MRS besi ortamina son konsantrasyonu 10 ppm (10 mg/L) olacak
sekilde ilave edilmistir. Bu sekilde hazirlanan besi yerleri igerisinde 1 ml diliisyon
ornegi bulunduran petri kaplar iizerlerine ¢ift tabaka yontemi teknigi kullanilarak ilave
edilmistir. Bu teknikte ilk tabaka olarak yaklasik 15 ml’lik besiyeri petrilere dokiiliir ve
katilagsmas1 beklenmistir. Ardindan, yiizeyi kapatacak sekilde ikinci tabaka dokiilmiistiir.
Hazirlanan petriler inkiibatorde 37 °C’de 48 saat anaerobik kosullarda (hava almaz
kapali kaplar kullanilarak mum alevi yardimiyla) inkiibe edilmis ardindan 30-300
koloni bulunduran petriler secgilerek mikrobiyal sayim yapilmistir ve koloniler
incelenmistir.  Morfolojik olarak farkli 6zelliklere sahip kolonilerden izolatlar
secilmistir. MRS sivi besiyeri ortamina aktarilarak 37 °C derecede 1 giin siire ile

inkiibasyona birakilmistir. Siv1 kiiltiirlerin aktiflesmesi i¢in 3 pasajlama yapilmistir.
3.2.1.2.Saflastirma

Saflagtirma islemi icin ¢izgi plaka yontemi uygulanmistir. Bu isleme petri
tizerinde tek tip koloni morfolojisi elde edilene dek devam edilmis olup; alinan tek tip
koloniler 1 gece boyunca 37 °C’de biiyiitiilmiistiir. Petrilerde saf izolat olarak g6zlenen

koloniler sivi ortamda biiyiitiilerek mikroskop ile incelenmistir. Petri iizerinde ¢izgi
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plakalardaki kolonilerde ve 151k mikroskobundaki goriintiilerde tek tip morfoloji

gbzlemlenmesi saflagtirmanin tamamlandigini gostermistir.

3.2.2. Hiicre Morfolojisi inceleme ve On Tanmimlama

MRS siv1 besiyerinde gece boyunca biiyiitiillen kiiltiirlerden 1 mL alinarak
santrifiij edilmis iist faz atilarak 40 pL izotonik ¢dzelti (%0,9°luk NaCl) ilave edilmistir.
Kisa bir vorteksleme (2-3 saniye) islemi sonrasinda elde edilen hiicre slispansiyonundan
20 pL aliarak mikroskop lami iizerine alev yaninda transfer edilmistir. Lam tizerindeki
ornek kuruduktan sonra bek alevi ile fikse edilmistir. Ardindan pastor pipeti yardimiyla
{izerine metilen mavisi boyasi damlatilmis ve 1 dakika boyunca bekletilmistir. Islem
sonrasinda, boyanin fazlasi yikanmis olup lamlar havlu pegete yardimiyla kurulanmis ve
hazirlanan preparatlar 151k mikroskobu ile incelenmistir. Hiicre morfolojilerinin tek tip

olup olmadig1 ¢ubuk, yuvarlak yoniinden sekilleri biiytikliikleri tespit edilmistir.

3.2.1.3. Laktik Asit Bakterisi On Tanimlama

3.2.1.3.1. Katalaz Testi

LAB katalaz negatif Ozellikte bakterilerdir. Bu test icin katalaz pozitif olarak
bilinen Staphylococcus aureus ATCC 29213 pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Gece
boyu MRS s1v1 besiyerinde biiyiitiilmiis taze bakteri kiiltiirlerinden 20 pL lam iistiine
alinarak, iizerine es hacimde %3’liikk hidrojen peroksit damlatilmistir. Gaz ¢ikist

gozlenmeyen Ornekler katalaz negatif (-) olarak kaydedilmistir.

3.2.1.3.2. Gram Boyama

Gece boyu MRS sivi besiyerinde biiylitiilmiis taze bakteri kiiltlirlerinden 1 ml
alimarak 4800 g 5 dakika santrifiij edilmis ve ardindan st faz uzaklastirilarak 40 pL
izotonik ¢ozelti (%0,9 NaCl) ilave edilmistir. Kisa bir vorteksleme (2-3 saniye) islemi
sonrasinda elde edilen hiicre siispansiyonundan 20 pL alinarak mikroskop lami iizerine
alev yaninda transfer edilmis ve sonrasinda bek alevinde fikse edilmistir. Gram boyama
uygulamasinda kullanilan soliisyonlarin hazirlama detaylar1 Ek 1’de sunulmustur.
Sirasiyla, 6nce metilen mavisi ile boyanarak 1 dakika bekletilmis ve ardindan saf suyla

fazla boya uzaklastirilmustir. ikinci asamada, 40 saniye siireyle kristal viyole boyast ile
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muamele edilmis ve tekrar saf suyla yikanip kurulanmistir. Daha sonra iyot damlatilarak
30 saniye boyanin kurumasi beklenip %70’lik alkolle yikanmig, son agsamada ise
safranin ile 1 dakika siireyle boyanip saf suyla yikandiktan sonra mikroskopla
incelemeleri yapilmistir. Mavi mor renk Gram (+) 6zelligi gosterirken, pembe renk ise
Gram (-) Ozellige sahip olanlar olarak degerlendirilmistir. Gram pozitif (+), katalaz

negatif (-) olanlara LAB seklinde 6n tanimlama yapilmustir.

3.2.3. izolatlarin Uzun Siireli Muhafazasi

Gram pozitif (+), katalaz negatif (-) oldugu tespit edilen saflastirilmis izolatlarin
ileriki agamalarda kullanilmasi i¢in stok kiiltiirleri hazirlanmistir. Gece boyu MRS sivi
besiyerinde biiyiitiilen hiicre kiiltiirlerinden 500 pl alinmis ve steril edilmis ependorf
tiiplere aktarilmistir. Uzerine, %40 (H/H) gliserol bulunduran MRS siv1 besiyeri ilave
edilip son gliserol konsantrasyonu %20 (H/H) olarak ayarlanmistir. Hazirlanan gliserol

stoklar uzun siire kullanim i¢in -20 °C ve -80 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.4. Glutenli Besiyerinde LAB Suslarinin Gluten Hidroliz Etme Yetenekleri

[zolasyon sonunda elde edilen LAB’larin gluteni hidrolize etme yetenekleri
Kunduhoglu (2022) ’nun tarif ettigi yontemler kullanilarak tespit edilmistir. Bu amagcla

Gluten Agar, Gluten Broth, Coomassie Blue boyasi ve durulama ¢6zeltisi hazirlanmistir.

Gluten Agar icerigi; bugday gluteni (%9 a/h), glukoz %2 (a/h), KH2PO4 %1 (a/h),
KoHPO4 %1 (a/h), Tween 80 %0,1 (v/v) ve agar %1,5 (w/v) kullanilarak hazirlanmis
olup, pH 1 M HCI ile 6,2’ye ayarlanmistir. Gluten Broth hazirlarken ise ayni igerige
agar ilave edilmemistir. Hazirlanan sivi ve kati1 besiyeri karisimlari ultrases cihazi

kullanilarak homojenize edildikten sonra 116 °C’ta 10 dakika otoklavlanmuistir.

4 mL’lik MRS s1v1 besiyerinde gece boyu 37 °C’de biiyiitiilen izolatlardan 5 pL
alinarak spot yontemi ile Gluten Agar besiyeri lizerine aktarilmistir. Sonrasinda 37
°C’de 48 saat siire ile anaerobik kosullarda (hava almaz kapal1 kaplar kullanilarak mum
alevi yardimiyla) inkiibe edilmistir. Siire sonunda besiyerlerinde gelisme goézlenmis
olup, Coomassie Blue (5 g/L Coomassie Blue, 500 mL/L methanol, 92 mL/L asetik asit)
ile 3 dakika muamele edilmistir. Bu islemden sonra fazla boya uzaklastirilmis ve

ardindan (250 mL/L ethanol, 50 mL/L asetik asit iceren) durulama suyu ile yikanip oda
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sicakliginda 1 giin bekletilmistir. Petrilerde spot uygulanan bolgelerde seffaf

goriintiilerin gézlenmesi gluten hidrolizi gostergesi olarak degerlendirilmistir.
3.2.5. Glutenli Besiyerinde LAB’larin Gelisme Yetenekleri

LAB’larin gluten igeren besi ortamlarinda gelisme 6zellikleri Gerez vd. (2006)’e
gore belirlenmistir. Bu amagla Gluten iceren sivi besiyerleri hazirlanmis ve LAB bu
ortama transfer edildikten 24 saat sonra sayilarii ne kadar arttirabildikleri analiz
edilmistir. Gece boyu MRS sivi ortaminda biiyiitiilmiis izolatlardan %2 oraninda
aliarak Gluten siv1 besiyerine aktarilmistir. Baglangic (0. Saat) ve (24. Saat) analizleri
icin, Gluten s1v1 besiyeri iyice vortekslenmis ucu kesik pipet ucu ile pipetleme yapilarak
1 ml alinmig ve seri seyreltme islemi ile uygun diliisyonlardan 1 ml petrilere
aktarilmisti. MRS agar besiyeri kullanilarak dokme plaka yontemi ile analizler
gerceklestirilmistir. Sonrasinda 37 °C’de 48 saat siire ile inkiibe edilmis ve koloni
sayilar1 tespit edilmistir. Sonuglar 0. Saat ve 24. Saat i¢in kob/ml seklinde ifade

edilmistir.

Glutenli ortamda en iy1 sekilde gelisme 6zelligi gosteren 16 bakteri bu analizler

sonucunda sec¢ilmistir.
3.2.6. Asit ve Safra Tuzu Toleransina Goére On Eleme
3.2.6.1. Aside Kars1 Dayamikhlik Testi

Izolatlarin asit tolerans1 Manini vd. (2016)’ya goére kiiciik degisiklikler ile
belirlenmistir. Probiyotik se¢iminde asit ortamini simiile eden pH’lardaki bakteri
canliliginin korunmasi 6nemli kriterlerden birisidir. Bu amagla, gluten hidrolizine gore
secilmis izolatlarin pH 2,5 asit ortaminda 37 °C’de 3 saat siire ile inkiibe edildiginde
canlilik diizeyleri tespit edilmistir. Gece boyu 3 mL’lik MRS sivi besiyerinde
biiyiitiilmiis taze bakteri kiiltiirleri santriflij tiiplerine aktarilmis ve ardindan, 4800 x g
kosullarinda 8 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant uzaklastirilmis; 7,2 pH’a
ayarlanmig PBS ile 2 kez yikama yapilmistir. Sonrasinda esit hacimde 2 M HCl ile pH
2,5’a ayarlanmig PBS sivis1 igerisinde silispanse edilmistir. 0. saat analizleri i¢in 7. ve 8.
diliisyonlar se¢ilmis olup, dékme plaka yontemi ile petrilere aktarilmigstir. 3. saat

sayimlart i¢in inkiibatérde 3 saat 37 °C’de bekletilen siispansiyondan 6. diliisyon

39



secilmis ve aymi islemler uygulanmistir. Petriler; mum alevi ile anaerobik kosula
getirilen kutularda 48 saat 37 °C’de inkiibasyona birakilmis, siire sonunda sayimlari

gergeklestirilmis ve sonuglar kob/ml olarak ifade edilmistir.
Log Azalma =Log(kob/ml);; — Log(kob/ml), (1)
Log (kob/ml):i: Baglangigtaki logaritmik canli sayisi

Log (kob/ml)p: 3 sa sonundaki logaritmik canli sayisi

3.2.6.2. Safra Tuzuna Direnc¢

Safra tuzlarina kars1 direnglilik testi Vinderola ve Reinheimer (2003)’a gore
tasarlanip kiiciik degisiklikler yapilarak uygulanmistir. MRS sivi besiyerinde 2 kere
pasajlanan hiicrelerden 20 pL alinarak 96 kuyucuklu plakaya 2 paralelli olacak sekilde
aktarilmis ve kodlamalar1 yapilmistir. Iki farkli kontrol deneylere dahil edilmistir (hiicre
kiiltiiri icermeyen MRS s1v1 besiyeri ve hiicre kiiltiirii igeren safra tuzu bulundurmayan
MRS siv1 besiyeri). Safra tuzu konsantrasyonun izolatlarin gelisimine etkisini gormek
icin 180 pL 0,3 0,5 1 mg/mL safra tuzu igeren MRS sivisi ilave edilmis 4 saat 37 °C’de
inkiibe edilmistir. 0. saat ve 4. Saatlerde 600 nm dalga boyunda optik yogunluklar
Ol¢iilmiistiir. Safra tuzu tolerans orani Albayrak ve Duran (2021)’in calismalarinda

belirttigi sekilde hesaplanmistir.
Safra tuzu toleransi oran1 = (A geneyser) /(A kontrot) (2)

A deneysel: Safra ilaveli MRS igerisinde 4 sa inkiibe edilen izolatlarin 600 nm’de

absorbans degeri

A kontrol: Safra icermeyen MRS igerisinde 4 sa inkiibe edilen izolatlarin 600 nm’de

absorbans degeri

3.2.6.3. izolatlarin Simiile Mide ve Pankreatik Sivilarina Toleransi

Izolatlarin simiile mide ve pankreatik ortamina kars: toleranslar1 Maria vd. (2019)’ya
gore kiigiik degisiklikler yapilarak belirlenmistir. Canlandirilip 2 kez pasajlanan kiiltiirler
10 ml MRS sivi besiyerine %2 oraninda inokiile edilerek 37 °C’de inkiibasyona

birakilmistir. Izolatlar, 4800 g’de 10 dakika boyunca santrifiij edildikten sonra
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tizerindeki siipernatant uzaklastirilmis ve elde edilen pelet esit hacimde PBS; pH 7,4 ile

siispanse edilmistir. Yikama islemi 2 kez tekrar edilmistir.

Diger taraftan, pH; 2,5’a ayarlanmig PBS ortamina pepsin enzimi (0,3 g/100 ml)
ilavesi ile simiile mide ortami1 hazirlanmis ve (0,22 um goézenek caph) filtre yardimai ile
steril edilmistir. Bunun i¢in 6nce pH 2,5’a ayarlanmis PBS otoklavlanarak steril edilmis
ardindan steril pH 2,5 PBS’den bir miktar alinarak pepsin ¢oziilmiig, filtreden

gecirilerek steril edilmistir.

Hazirlanan simiile mide ortami 9’ar ml steril tiiplere aktarilmistir ve mide
kosullarii temsil eden 37 °C’de 2,5 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. 0. saat ve
2,5 saat slire sonundaki canli bakteri sayilari tespit edilmistir. PBS igerisinde siispanse
edilmis olan izolatlardan 1 ml alinarak 9 ml’lik simiile mide sivisina aktarilmistir. 0.
saat sayimlar icin 7. ve 8. diliisyonlar secilmis olup 1’er mL alinarak 1. diliisyon
hazirlanmis ardindan 9,9 mL’lik tiiplere 100 pL aktarilarak 3.,5. ve 7. seri seyreltme
islemi yapilmistir. Petriler; mum alevi ile anaerobik kosula getirilen kutularda 37 °C’de

48 saat inkiibasyona birakilmistir.

37 °C ‘de 2,5 saat boyunca inkiibasyona birakilan orneklerden 1 mL 6rnek
almarak 1.,3.,5. seri seyreltmeler yapilmistir. Ekim i¢in 5. ve 6. seyreltmeler se¢ilmistir.
Simiile mide ortamindan gecen izolatlarin canli saymmi i¢in seri diliisyonlar1 petriler;
mum alevi ile anaerobik kosula getirilen kutularda 37 °C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Siire sonunda sayimlar1 gergeklestirilmis ve sonuglar kob/ml olarak ifade

edilmistir.

Simiile bagirsak ortami icin, pankreatin (0,1 g/100 ml) enzimi ve safra tuzu (0,15
g/100 ml) tartilmis, lizerine otoklavda steril edilmis 100 ml PBS (pH; 7,45)’den bir
miktar eklenerek ¢ozdiiriilmiis 0,45 pm gozenek capl filtreden gegirilerek diger otoklav
ile sterilize edilmis PBS ile bir araya getirilmistir. Ardindan 9’ar ml steril tiiplere
aktarilmistir. Mide sivisinda inkiibe edilen izolatlardan 1 ml alinip, 9 ml’lik simiile
bagirsak ortamina aktarilarak 37 °C’de 4 saat boyunca inkiibe edilmistir. Bagirsak
ortami gecisi sonrasi canli sayimi i¢in 4. ve 5. dillisyonlar segilerek 1 mL alinip 9
mL’lik tiipe aktarilmis ve ardindan 9,9 ml’lik tiiplere 100 pL aktarilarak seri
seyreltmeler yapilmistir. Simiile mide ve bagirsak ortamindan gegen izolatlarin canl
sayimi i¢in seri diliisyonlar1t MRS agar besiyerine ekilip (mum alevi ile anaerobik
kosula getirilmis) 37 °C'de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda koloni sayim1
yapilarak sonuglar kob/ml olarak ifade edilmistir.
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3.2.7. Diger Baslica Probiyotik Ozelliklerin Degerlendirilmesi
3.2.7.1. Otoagregasyon

[zolatlarin otoagregasyon yetenekleri Li vd. (2019)’nin belirttigi sekilde kiiciik
modifikasyonlar yapilarak belirlenmistir. Otoagregasyon deneyi igin, gece boyu MRS
s1v1 besiyerinde biiyiitiilmiis hiicreler santrifiijlenip siipernatant uzaklastirildiktan sonra
PBS sivisinda (pH 7,4) slispanse edilmis, siispansiyondan 3 mL alinmistir. 37 °C’de 2
saat boyunca inkiibe edilmistir. Ardindan hiicre kiiltiirinden 1 mL alinarak plastik
kiivetlere aktarilmis 600 nm dalga boyunda 0. ve 2. saat optik yogunluklari 6l¢iilmiistiir.
Otoagregasyon yiizdesi asagidaki denklem yardimiyla hesaplanmaistir.

Abstq
AbS¢g

Otoagregasyon % = (1 — )x 100

Absto: Hiicre siispansiyonun baslangi¢ anindaki 600 nm’deki absorbans degeri

Abst;: Sulu fazin 1 saat inkiibasyon sonrasinda 600 nm’deki absorbans degeri
3.2.7.2. Koagregasyon

Izolatlarin koagregasyon &zelligi Zuo vd. (2016)nun tarif ettigi sekilde analiz
edilmistir. MRS s1v1 besiyerinde gece boyu 37 °C’de biiyiitiilen ve ayn1 kosullarda 2 kez
pasajlanan hiicreler 4800 g’de 7 dakika siiresince santrifiijlenmistir. Nutrient Broth
stvisinda canlandirilip pasajlanan E. coli ve S. aureus patojenleri ayr1 ayr1 4800 g’de 7
dakika boyunca santriijlenmis, iist fazlar1 uzaklastirilmistir. Bakteri ve patojen kiiltiirleri
ayr1 ayr1 PBS sivist ile 2 kez yikama ve santrifiijjleme islemi yapilmis, siipernatant
uzaklastirilmis ardindan PBS sivisinda siispanse edilmistir. Steril falkon tiiplere 2 mL
bakteri hiicreleri, 2 mL patojen kiiltiirler eklenmis 0. saat optik yogunluk degerleri 600
nm dalga boyunda o6l¢iilmiistiir. 37 °C de 3 saat inkiibasyonun ardindan ayni kosullarda

yogunluk degerleri 6l¢iilmiistiir.

Aprobivotik T Apatoien ) — 2XAmi
( probiyotik patojen ) mix x 100

% Koagregasyon =
(Aprobiyotik + Apatojen)

Aprobiyotik = Sadece probiyotik drnegine ait 0. saat absorbans degerini,

Apatojen = Sadece patojen mikroorganizmalara ait 0. saat absorbans degerini,
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Amix=4 saat sonundaki probiyotik 6rnegi ve patojen mikroorganizma karigimina

ait absorbans degerini gostermektedir.

3.2.7.3. Hidrofobisite

Hidrofobisite analizi ksilen kullanilarak Sharma vd. (2018)’nin tarif ettigi sekilde
yapilmustir. Stok kiiltiirden canlandirilip 3 kez pasajlanan izolatlar son asamada 12 mL
MRS s1v1 besiyerlerinde biiyiitiilmiistiir. 4800 g’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmis,
siv1 faz uzaklagtirilmistir. 2 kez PBS sivisi ile yikandiktan sonra hiicreler PBS (7,2 pH)
ile yeniden siispanse edilmistir. Her izolat i¢in deney 3 paralel ile gergeklestirilmis olup
3’er ml tlipler hazirlanmis ve 600 nm dalga boyunda 0. saat degerleri Ol¢lilmiistiir.
Ardindan tiiplere 1 ml ksilen konulmus 37 °C’de 1 saat inkiibatdrde bekletilmistir. Ust
fazdaki ksilen pipet ucu yardimiyla alinip uzaklastirildiktan sonra 600 nm dalga

boyunda optik yogunluklar dl¢tilmiistiir.

% Hidrofobisite degeri asagidaki denklemle hesaplanmuistir.

x0

x 1
% Hidrofobisite = * 100

X0; t=0 anindaki hiicre stispansiyonunun 600 nm’ deki absorbans degeri

X1; 1 saat sonundaki sulu fazdaki hiicre siispansiyonunun 600 nm’ deki absorbans

degerini
3.2.7.4. Antimikrobiyal Aktivitenin Degerlendirilmesi

Izolatlarin antimikrobiyal ozellikleri kuyu difiizyon metodu kullanilarak
Vinderola vd. (2008)’nin tarif ettigi sekilde belirlenmistir. Deneyler 2 paralel olarak
planlanmistir. E. coli ATCC 11229, S. aureus ATCC 29213, Listeria ATCC 19113,
Bacillus cereus CCM 99 patojenlerine karsi izolatlarin antimikrobiyal yetenekleri
incelenmistir. Hazirlanan Mueller Hilton agarlara hiicre yogunlugu 10° olacak sekilde
ayarlanmis patojen kiiltiirleri swaplar yardimiyla yayilmistir. Uclart kesilmis mavi steril
pipet ucu yardimiyla 5 mm ¢apinda kuyucuklar agilmistir. MRS sivi besiyerinde gece
boyu biiyiitiilen izolatlardan yaklasik 100 mikrolitre kuyulara aktarilmistir. Her petride 3
bakteri ve paraleli olacak sekilde 6 Ornekle c¢alisilmistir. Ardindan (mum alevi ile

anaerobik kosula getirilmis kutularda) 37 °C'de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
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sonunda kuyularin etrafindaki seffaf zon varlig1 incelenmis ve antimikrobiyal aktivite

gostergesi olarak zon caplart kaydedilmistir.

3.2.7.5. Antibiyotik Direnci

[zolatlarn antibiyotik direnci, Sharma vd. (2018) nin tarif ettigi sekilde agar disk
difiizyon teknigi ile belirlenmistir. Analiz i¢in Mueller Hinton agar ve MRS agar
besiyerleri hazirlanmigtir. Hiicreler steril swaplar yardimiyla ylizeye yayilmis, her
petriye 1 adet antibiyotik disk steril pens yardimiyla yerlestirilmistir. LAB izolatlarinin,
vankomisin (30 pg / disk), gentamisin (10 pg / disk), penisilin (10 pg / disk),
kloramfenikol (30 pg/disc), eritromisin (15 pg/disk), streptomisin (10 pg/disk) ve
tetrasiklin (30 pg/disk) gibi antibiyotiklere karst duyarliliklar1i degerlendirilmistir.
Petriler (mum alevi ile anaerobik kosula getirilmis) 37 °C'de 48 saat inkiibe edilmistir.

Olusan seffaf zonlarin ¢aplar1 dl¢iilerek milimetre cinsinden kaydedilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1.1zolasyon ve Saflastirma

Izole edilen 60 bakteri kiiltiirii, petride tek tip koloni olana dek ¢izgi plaka
yontemi ile saflastirilmistir. Saflastirilan izolatlarin, basit boyama ile hiicre morfolojileri
151k mikroskobunda incelenmis 16/60 izolat Gram (-) ve katalaz (+) oldugu icin

analizlere dahil edilmemistir.

44 izolattan 16 tanesinin basil/cubuk sekline, 25 tanenin kok sekline, 3 tanesinin

kokobasil sekline sahip oldugu bulgulanmistir (Cizelge 4.1).

Resim 4.1’de MRS agar besi ortaminda ¢izgi plaka yontemi ile saflagtirilmis

temsili koloni 6rnegi goriilmektedir.

Resim 4.1. Temsili izolatin MRS Agar besi ortaminda ¢izgi plaka goriiniimii (L9).
4.2.Gram Boyama ve Katalaz Testi

6 eksi maya orneginden 60 bakteri kiiltiirii izole edilip saflastirilmistir, i¢clerinden
katalaz pozitif ve yeterince biliylime gostermeyenler elenmistir. Gram boyama
sonucunda 44 izolattan 151k mikroskobunda mavi-mor renkte oldugu tespit edilenler,
Gram (+) olarak not edilmis olup hiicre morfolojilerinin kok ¢ubuk ve kokobasil oldugu
goriilmiistiir (Resim 4.2). Katalaz testinde gaz ¢ikisi olmayan ornekler katalaz negatif

olarak degerlendirilmistir. Orneklerin morfolojisi incelendiginde izolatlarin gogunun
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(%36,36) kok oldugu bunu %34,09 oranla basil ve %6,81 oranla kokobasilin takip ettigi

bulgulanmastir.

En ¢ok izolat elde edilen 6rnek (23 izolat) S2 kodlu ev yapimi geleneksel eksi
mayadir. LAB’larin %52°si S2 6rneginden; %15,9 S1 ve S3 orneklerinden, %6,81 S4
orneginden, %4,54 S5 ve S6 eksi maya hamur Orneklerinden elde edilmistir. Ilk
izolasyonlar esnasinda maya inhibisyonunu engelleyen sikloheksimit kullaniimadig:
icin MRS besi ortaminda ¢ogunlukla mayalar gelismistir. Bu nedenle, Aydin ilinden

alinmis olan 6rneklerden az sayida LAB izolat1 elde edilmistir.

Cizelge 4.1. izolat kaynaklar1 ve mikroskop goriintiileri.

No Kaynak Ornek Izolat Kodu Mikroskop Gaoriintiisii
Kodu

1 Giresun-Geleneksel kara S1 K3 Basil/Cubuk
bugday eksi maya
hamuru
2  Giresun-Geleneksel kara S1 K5 Basil/Cubuk
bugday eksi maya
hamuru
3  Giresun-Geleneksel kara S1 K15 Basil/Cubuk
bugday eksi maya
hamuru
4 Giresun-Geleneksel kara S1 K16 Basil/Cubuk
bugday eksi maya
hamuru
5  Giresun-Geleneksel kara S1 K18 Basil/Cubuk
bugday eksi maya
hamuru
6  Giresun- Geleneksel ev S2 K26 Basil/Cubuk
yapimi1 eksi maya
hamuru
7  Giresun- Geleneksel ev S2 K27 Kok
yapimi1 eksi maya
hamuru
8  Giresun- Geleneksel ev S2 K30 Kok
yapimi1 eksi maya
hamuru
9  Giresun- Geleneksel ev S2 K31 Kok
yapimi1 eksi maya
hamuru
10  Giresun- Geleneksel ev S2 K35 Kok
yapimi1 eksi maya
hamuru
11  Giresun- Geleneksel ev S2 K37 Kok
yapimi1 eksi maya
hamuru
12 Giresun- Geleneksel ev S2 K39 Kok
yapimi1 eksi maya
hamuru
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Cizelge 4.1. izolat kaynaklar1 ve mikroskop goriintiileri (Devami)

No

Kaynak

Ornek
Kodu

izolat Kodu

Mikroskop Gaoriintiisii

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

Giresun- geleneksel ev
yapimi eksi maya
hamuru
Giresun-geleneksel eksi
maya hamuru 6rnegi
Giresun-geleneksel eksi
maya hamuru 6rnegi
Giresun- geleneksel ev
yapimi eksi maya
hamuru
Giresun- geleneksel ev
yapimi eksi maya
hamuru
Giresun- geleneksel ev
yapimi eksi maya
hamuru
Giresun-Geleneksel ev
yapimi eksi maya
hamuru
Giresun-Geleneksel eksi
maya hamuru
Giresun-Geleneksel eksi
maya hamuru
Giresun-Geleneksel eksi
maya hamuru
Giresun-Geleneksel kara
bugday eksi maya
hamuru
Giresun-Geleneksel kara
bugday eksi maya
hamuru
Giresun- Geleneksel ev
yapimi1 eksi maya
hamuru
Giresun- Geleneksel ev
yapimi eksi maya
hamuru
Giresun- Geleneksel ev
yapimi eksi maya
hamuru
Giresun- Geleneksel ev
yapimi1 eksi maya
hamuru
Giresun- Geleneksel ev
yapimi1 eksi maya
hamuru
Giresun- Geleneksel ev
yapimi eksi maya
hamuru

S2

S3

S3

S2

S2

S2

S2

s4

S4

sS4

Sl

Sl

S2

S2

S2

S2

S2

S2

T1

T3

T4

T7

T9

T10

T13

T15

T16

T20

T22

T23

L1

L2

L3

L4

L5

L6

Kok (Kokobasil)

Basil/Cubuk
Basil/Cubuk

Basil/Cubuk

Basil/Cubuk

Basil/Cubuk

Basil/Cubuk

Kok
Basil/Cubuk
Kok

Kok (Kokobasil)

Kok (Kokobasil)

Kok

Kok

Kok

Kok

Kok

Kok
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Cizelge 4.1. izolat kaynaklar1 ve mikroskop goriintiileri (Devami)

No Kaynak Ornek Izolat Kodu Mikroskop Goriintiisii
Kodu
31  Giresun- Geleneksel ev S2 L7 Kok
yapimi eksi maya
hamuru
32 Giresun-Geleneksel eksi S3 L8 Kok
maya hamuru 6rnegi
33  Giresun- Geleneksel ev S2 L9 Kok
yapimi1 eksi maya
hamuru
34  Giresun- Geleneksel ev S2 L10 Kok
yapimi1 eksi maya
hamuru
35  Giresun- Geleneksel ev S2 L11 Kok
yapimi1 eksi maya
hamuru
36  Giresun- Geleneksel ev S2 L12 Kok
yapimi eksi maya
hamuru
37  Giresun-Geleneksel eksi S3 L13 Kok
maya hamuru 6rnegi
38 Giresun-Geleneksel eksi S3 L14 Kok
maya hamuru 6rnegi
39 Giresun-Geleneksel eksi S3 L15 Kok
maya hamuru 6rnegi
40 Giresun-Geleneksel eksi S3 L16 Kok
maya hamuru 6rnegi
41  Aydin- Simit firin1 eksi S5 GR 8 Kok
maya hamuru
42  Aydin-Karadeniz firin S6 GR 11 Basil/Cubuk
eksi maya hamuru
43  Aydin-Simit firm eksi S5 GR 12 Basil/Cubuk
maya hamuru
44  Aydin-Karadeniz firin S6 GR 14 Basil/Cubuk

eksi maya hamuru
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Resim 4.2. Gram boyama ile 151k mikroskobu gériintiisii (K27/K 35)

Lhomme vd. (2015), Fransa’nin 7 bolgesini temsil eden ve gelencksel Fransiz
ekmeklerinin yapiminda kullanilmakta olan 16 eksi maya hamuru 6rneginden kok ve
cubuk seklinde 401 LAB izole etmislerdir. 16S rRNA dizilimi sonucunda tiim
orneklerde L. sanfranciscensis bulundugu tespit edilmistir. Ayrica, Diinya’nin degisik
bolgelerindeki geleneksel eksi maya LAB florasi farkli arastirmacilar tarafindan
incelenmistir. Ornegin, Petkova vd. (2021), firmcilik mayas1 kullanilmadan iiretilmis
olan 12 geleneksel Bulgar eksi maya hamuru orneginden 167 LAB izole etmislerdir.
Orneklerden 11°i gesitli bolgelerdeki firmlardan alinmis olup 1 tanesi ev yapimi
iiretimidir. izolat morfolojisi (%51,5) basil ve koklardan (%48,5) olusmaktadir. Yine
baska bir calismada, Pino vd. (2022), Sicilya bolgesindeki firinlardan alinan 4
geleneksel Sicilya eksi maya hamurundan 94 LAB izole etmislerdir. Ulkemizde ise
Sevgili vd. (2021), Gaziantep, Mardin ve Konya’dan alinan 36 ev yapimi geleneksel
eksi maya hamuru 6rneginden 60 LAB izole etmisler ve bu izolatlarin %74,51 inin

basil, geri kalaninin kok seklinde oldugunu bildirmislerdir.

Tiim bu calismalar sonucunda, eksi maya hamurunun LAB varligi bakimindan
zengin bir ortam oldugu ve mikrobiyal ¢esitlilikte kullanilan un ¢esidi, tiretim kosullari,

cografi nedenler gibi faktorlerin etkili olabilecegi anlasilmaktadir.
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4.3.Glutenli Besiyerinde LAB Suslarimin Gluten Hidroliz Etme Yetenekleri

Eksi maya hamurundan izole edilen 44 izolatin gluten hidroliz yetenegi hazirlanan
glutenli besiyerinde gosterdikleri zonlar ile degerlendirilmistir. LAB kolonisi etrafinda
gozlenen seffaf zonlar (agik bolgeler) gluten hidrolizinin gerceklestigini gostermektedir.
“Coomassie brilliant blue”, gluten agar plakalarindaki proteinleri boyamak ig¢in
kullanilmis olup proteinlerle kimyasal tepkime gostermemektedir (Kunduhoglu ve
Hacioglu, 2021). izole edilen 44 LAB’tan 13’iiniin gluten hidroliz yetenegi sergiledigi
bulgulanmistir (Cizelge 4.2). Hidroliz zonlar1 Resim 4.3’te goriilmektedir. Hidroliz
zonlar1 lem ve Ustli olanlar “cok iyi”, 1 cm ve asagisi olanlar ise “iyi” seklinde
siiflandirilmigtir. Buna gére LAB’lardan 9 tanesinin ¢ok iyi diizeyde, 4 tanesinin ise iyi

diizeyde gluteni hidrolize ettigi sonucuna varilmistir.

Cizelge 4.2. 44 LAB susunun glutenli besiyerinde gluten hidrolizi

No Kod Hidroliz No Kod Hidroliz
1 K3 - 23 T22 -

2 K5 - 24 T23 -

3 K15 - 25 L1 +
4 K16 - 26 L2 ++
5 K18 - 27 L3 ++
6 K26 ++ 28 L4 ++
7 K27 - 29 L5 -

8 K30 - 30 L6 -

9 K31 - 31 L7 -
10 K35 ++ 32 L8 -
11 K37 ++ 33 L9 ++
12 K39 - 34 L10 -
13 T1 - 35 L11 ++
14 T3 - 36 L12 -
15 T4 - 37 L13 -
16 T7 - 38 L14 -
17 T9 - 39 L15 -
18 T10 - 40 L16 -
19 T13 - 41 GR 8 +
20 T15 - 42 GR 11 +
21 T16 - 43 GR 12 +
22 T20 - 44 GR 14 ++

+:1yi ++:Cok iyi -:hidroliz yok
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Resim 4.3. Temsili LAB suslarinin gluten hidrolizi incelemeleri (L9/L10/L11/L12)

Kunduhoglu ve Hacioglu (2021), kargi tulum peynirinden izole ettikleri Lact.
brevis KT16-2 susunun gluten hidroliz etme yeteneklerini gluten agar iizerinde
uyguladiklar1  spot test ile coomassie blue boyas: kullanarak degerlendirmislerdir.
Gluten agarda nitrojen kaynagi olarak yalnizca bugday gluteni kullanilmistir. Gluten
hidrolizinin gostergesi olarak Lact. brevis KT16-2-CS ve pozitif kontrol Ps. aeruginosa

strastyla 15,6 mm ve 15,9 mm boyanmamis berrak zon gdstermistir.

Sharma ve Bhawanani (2018), 4 LAB’in (Lactobacillus paracasei CDA4,
Lactobacillus gastricus BTMT7, Lactobacillus species 190, LRGG- Lactobacillus
rhamnosus GG) glutenle giiglendirilmis MRS agar plakalarinda gosterdikleri hidroliz
zonu ile gluteni pargalama yeteneklerini arastirmistir. Analiz sonucunda 4 bakterinin
seffaf zon gosterdigi tespit edilmis olup gluten hidroliz yeteneklerinin bulundugu

bulgulanmaistir.
4.4. Glutenli Besiyerinde LAB’larin Gelisme Yetenekleri

Glutenli besiyerinde 16 izolatin gelisme yetenekleri 24 saat sonrasi ve bagslangic
canli sayis1 orani (Nt/NO) ile degerlendirilmistir. izolatlarin 24 saat sonunda canli sayist
orant (9,85-5700’den fazla) araliginda tespit edilmistir. Buna gore bazi izolatlarin gluten

varliginda daha fazla gelistigi ve sayisini arttirdigi anlasilmaktadir.

Glutenli besiyerinde canli sayisin1 en fazla artiran geleneksel yontemlerle

iiretilmis ev yapimi eksi maya hamurundan izole edilmis L11 kodlu izolattir. Bu izolat,
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baslangi¢c sayisini yaklasik olarak 5700 katin iizerinde arttirmistir. Ayrica gluten
hidrolizi ¢alismasinda da ayni izolatin 6ne ¢ikmis oldugu goriilmiistir (Resim 4.3,
Cizelge 4.3). L11’den sonra en fazla glutenli besiyerinde canliligini arttiran diger 4
izolat sirastyla T15 (Nt/N0:159,57), L12 (Nt/N0:139,5), K16 (Nt/N0:70,59), L15
(Nt/NO0:53,44) olmustur. 24 saat inkiibasyonun ardindan izolatlar (0,77-3,75) log birimi
artis gostermistir. En yiiksek hiicre biiyiimesini L11 (3,75 4 log kob/ml), en diisiik hiicre
bliytimesini L3 (0,77 4 log kob/ml) izolat1 gostermistir.

Buna benzer ilk calismalardan birinde, Gerez vd. (2006) 42 LAB’tan tek azot
kaynagi olarak gluten bulunduran besiyerinde 13 tanesinin iyi gelisim gosterdigini ve 24
saatlik inkiibasyon sonunda bu izolatlarin 3-4 log birim kadar artis gosterdigini
bulgulamislardir. Bu caligmalarla gluteni daha fazla kullanabilme potansiyeline sahip

LAB’larin secilmesi miimkiin olmaktadir.

Cizelge 4.3. Glutenli besiyerinde en yiiksek canlilik gosteren izolatlar

No Kod Nt/NO A log kob/ml 24 h
1 L2 13,99 0,92

2 L3 9,85 0,77

3 L4 12,00 0,90

4 L5 18,68 1,04

5 L6 58,73 1,59

6 L9 23,35 1,14

7 L11 >5700 (**) >3,75 (¥)
8 L12 139,5 1,96

9 L15 53,44 1,55

10 L16 42,32 1,45

11 T15 159,57 2,02

12 K16 70,59 1,67

13 K18 16,11 1,03

14 K26 23,56 1,53

15 K27 20,36 1,13

16 K35 47,62 1,45

(**): baslangic zamaninda 5. ve 6. diliisyonlarda koloni sayimi yapilamamustir.
Baslangic aninda 10°’den daha az mikroorganizma varhigi; (*): Baslangic aninda

10°°den daha az mikroorganizma varlig1 (log No<5)

4.5. Asit ve Safra Tuzu Toleransimna Gore On Eleme

4.5.1. Aside Kars1 Dayamkhihik Testi

LAB'larin probiyotik kriterini saglamasi i¢in sindirim sisteminin diisiik pH
ortamin1 tolere edebilmeleri gerekmektedir. Bu kriter yalnizca kendi biiylimeleri i¢in

degil, ayn1 zamanda probiyotik iirlinlerin fermantasyonu ic¢in de Onemli bir rol
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oynamaktadir (Wang vd., 2018). Bu dogrultuda, eksi maya hamurundan izole edilen
LAB izolatlarinin, mide asitligini simiile eden pH 2,5 degerindeki canli sayisi log
(kob/ml) olarak bulgulanmistir. Tiim izolatlar probiyotiklik kriteri olan 10° kob/ml
tizerinde canlilik gostermistir. Asidik kosula en yiiksek dayamikliligi gosteren LAB,
geleneksel ev yapimi eksi maya hamurundan izole edilen K26 (635 x 10° kob/ml) izolat1
olmustur. Yiiksek canlilik gosteren 8 izolat (L2, L4, L11, L15, K16, K26, K27, K35)

ilerleyen analizlerde degerlendirilmek tizere secilmistir (Cizelge 4.4).

Giincel bir calismada, iran geleneksel eksi mayasindan izole edilmis olan
LAB’lardan 3 sus secilerek (Enterococcus faecium AR-L02, Pediococcus pentosaceus
AR-L04, Leuconostoc citreum AR-L0O4) disik aside (pH 2) toleranslari
degerlendirilmistir (Fekri vd., 2020). Suslarin hepsinin diisiik asit kosulunda %90’ nin

tizerinde yiiksek canlilik gosterdigi sonucuna ulasilmstir.

Bir bagka calismada ise, Bartkiene vd. (2019), cavdar eksi maya hamurundan
izole edilen 13 LAB’mn diisiik asit kosulundaki (pH 2,5°da 2 saat) canliliklarin
arastirmistir. Calisma sonunda izolatlarin ¢ogunun (7/13), 7 log (kob/ml)’den yiiksek
canlilik gosterdigini bildirmislerdir. L. casei No. 210, L. brevis No. 173 ve L. farraginis
No. 206 en yiiksek canlilik gosteren 3 izolat olmustur.

Cesitli calismalarda diisiik asit ortamina tolerans sonuglarindaki farkliliklar
inkiibasyon siiresi, asitlik diizeyi, izolat kaynagi ve cesidi gibi parametrelere bagl

olarak degisiklik gostermektedir.

Cizelge 4.4. Izolatlarin mide asidine tolerans: (pH 2,5).

No Kod t=0 sa t=3 sa Log LogAzalma 3 sa % canhhk
Log canli canlisayisi sonunda orani
sayisi canli sayisi

1 L2 10,24 8,55 1,69 360 x10° 83,50

2 L4 10,26 e wx e

3 L5 9,11 8 1,11 100 x10°8 87,82

4 L6 9,85 7,90 1,95 81 x10° 80,20

5 L11 10,23 e * wx e

6 L12 10,27 7,74 2,53 55 x108 75,37

7 L15 9,72 8,57 1,15 373 x10°8 88,17

8 L16 9 8,18 1,18 154 x10° 90,89

9 K16 10,36 8,54 1,82 350 x10° 82,43

10 K18 9,43 7,04 2,39 11 x10° 74,66

11 K26 9,53 8,80 0,73 635 x10° 92,34

12 K27 10,56 8,57 1,99 374 x10° 81,16

13 K35 10,34 8,48 1,86 309 x10°8 82,01

14 K37 9,38 7,20 2,18 16 x10° 76,76

15 T15 10,53 8,46 2,07 289 x10° 80,34

*%; 6. diliisyonda sayillamayacak kadar ¢cok koloni varligi
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4.5.2. Safra Tuzuna Diren¢

Probiyotik bakterilerin sindirim sisteminde canliligini siirdiirebilmesi ve etkili
olabilmesi icin safra tuzlarina dayanikli olmalar1 gerekmektedir; bu nedenle, bu 6zellik
probiyotiklerin etkinligi agisindan 6nemli bir kriterdir. Literatiir taramalarinda
insanlarda bulunan safra tuzu degerinin %0,3 ve %0,5 degerleri arasinda degistigi
bildirilmistir (Kaya vd., 2022). Bu dogrultuda safra tuzu toleransi i¢in %0,3 %0,5 ve %1

safra tuzu oranlari ile ¢alisilmistir.

Izolatlarin tiimiiniin, 4 saat sonunda tiim safra tuzu oranlarinda biiyiimelerinin 0.
saat degerleri ile birebir karsilastirildiginda arttigi bulgulanmigtir (Cizelge 4.5). L11
izolat1 0,3% safra tuzu ortaminda en yiiksek optik yogunluk (1,42) degerini gosterirken;
0,5% safra tuzu ortaminda K35 (0,84); 1% safra tuzu ortaminda ise K26 izolatinin
(0,78) yiiksek optik yogunluk degeri gosterdigi saptanmistir. K27 izolati, inkiibasyon
sonunda kontrol 6rneginde 0,85 optik yogunluk degerini gosterirken %0,3 safra tuzu
ortaminda 0,50’lik bir artis gostererek 1,35 optik yogunluk degerine ulasmistir. Tim
izolatlar 4 saat inkiibasyon siiresi sonunda kontrolle kiyaslandiginda %0,3’liikk safra
tuzunda optik yogunluk degerlerini artirirken %0,5 safra tuzu oraninda degerler azalmus,
%1 safra tuzu ortaminda ise en diisiik optik yogunluk degerlerine ulagmistir. Sonug
olarak, %0,3 safra tuzu oraninda izolatlarin biiyiimelerinin tesvik edildigi

bulgulanmaistir.
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Cizelge 4.5. Izolatlarin safra tuzuna toleransi.

0. saat 4. saat
No Kod Kontroliin %0,3 Safra Tuzu 9%00,5 Safra Tuzu %1 Safra Tuzu Kontroliin %0,3 Safra Tuzu 90,5 Safra Tuzu %1 Safra Tuzu
Absorbansi Ortaminda Ortaminda Ortaminda Absorbansi Ortaminda Ortaminda Ortaminda
Absorbans Degeri  Absorbans Degeri  Absorbans Degeri Absorbans Degeri  Absorbans Degeri Absorbans
Degeri

1 L2 0,68+0,06 1,16+0,01 0,67+0,06 0,58+0,01 1,03+0,07 1,36+ 0,02 0,77+0,04 0,68+0,03
2 L4 0,79+0,06 1,16+0,00 0,66+0,00 0,58+0,01 0,97+0,06 1,36+0,04 0,77+0,02 0,67+0,01
3 L11 0,78+0,43 1,13+0,01 0,61+0,03 0,57+0,06 1,10+0,41 1,42+0,03 0,74+0,02 0,70+0,07
4 L15 0,66+0,05 1,13+0,00 0,58+0,00 0,53+0,05 0,94+0,01 1,39+0,03 0,71+0,03 0,68+0,07
5 K16 0,72+0,05 1,244+0,04 0,61+0,0 0,57+0,00 0,92+0,07 1,41+0,12 0,76+0,01 0,71+0,04
6 K26 0,69+0,01 1,20+0,02 0,70+0,03 0,63+0,04 1,13+0,01 1,35+0,13 0,82+0,07 0,78+0,03
7 K27 0,66+0,01 1,18+0,05 0,61+0,01 0,59+0,05 0,85+0,01 1,35+0,03 0,70+0,01 0,66+0,07
8 K35 0,67+0,02 1,18+0,04 0,63+0,07 0,59+0,02 1,14+0,01 1,40+0,01 0,84+0,07 0,76+0,06

55



Cizelge 4.6. Izolatlarin safra tuzu tolerans oranlari.

9%00,5
.. %00,3 Safra
. Kontroliin Safra
Izolat Tuzu %1 Safra Tuzuna
No Absorbans Tuzu
Kodu . Ortaminda Tolerans Orani
Degeri Tolerans
Tolerans Orani
Oram
1 L2 1,03+0,07 1,33+0,07 0,74+0,01 0,67+0,07
2 L4 0,97+0,06 1,39+0,04 0,79+0,07 0,68+0,03
3 L11 1,10+0,41 1,38+0,53 0,72+0,25 0,67+0,19
4 L15 0,94+0,01 1,47+0,04 0,75+0,04 0,72+0,07
5 K16 0,92+0,07 1,54+0,01 0,83+0,07 0,77+0,01
6 K26 1,13+0,01 1,19+0,10 0,73+0,05 0,69+0,03
7 K27 0,85+0,01 1,58+0,05 0,82+0,00 0,77+0,07
8 K35 1,14+0,01 1,22+0,02 0,73+0,06 0,66+0,06

Izolatlarin safra tuzu varhigindaki gelisimlerindeki degisimler veya safra tuzuna
kars1 gosterdikleri direng safra tuzu tolerans orani Adeneysel/Akontroly 1l ifade edilmistir
(Albayrak ve Duran 2021). Buna gore, %0,3 safra tuzu oraninda izolatlarin biiyiik
ol¢iide yliksek oranda safra tuzu toleransina sahip oldugu ve K27 izolatinin %0,3 safra
tuzunda en yiiksek tolerans orani ile (1,58) dikkat ¢ekerken, %0,5 safra tuzu oraninda
K16 (0,83), %1 safra tuzunda K16 ve K27 (0,77) en yiiksek tolerans oranini gosterdigi
anlagilmistir (Cizelge 4.6). Tiim izolatlarin artan safra tuzu oranlarinda (%0,5 ve %]1)

safra tuzuna toleranslar1 azalmistir.

Cakir vd. (2020), kabuksuz arpa eksi maya hamurundan izole ettikleri 19 LAB’1n
%0,3 safra tuzu oraninda %89 ile %99 arasinda degisen degerlerde canlilik oranina
sahip oldugunu tespit etmislerdir. Suslarin cogu (9/19) %95°den yiiksek canlilik
gostermis, Lactobacillus brevis SAB34, Lactobacillus plantarum SAB15 ve
Lactobacillus curvatus SAB35’in en yiiksek safra direncini gosterdigi bildirilmistir. Bir
baska c¢alisgmada Kumar ve Kumar (2015) ise, siit iirlinlerinden izole ettikleri 12
Lactobacillus susunun 96 kuyucuklu plaka yontemi ile (LBS 1- LBS 12) farkli safra
tuzu oranlarina (%0,15, %0,30, %0,45) toleransini incelemis ve %0,3 safra tuzu
oraninda izolatlarin ¢ogunun (8/12) %50’nin iizerinde safra tuzuna tolerans gosterdigini
bildirmislerdir. En yiiksek safra tuzu toleransini, tiim artan oranlar i¢cin LBS 2 susu

(%76,88, %72,36%, % 68,62) gostermistir.
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4.6. izolatlarin Simiile Mide ve Pankreatik Sivilarina Toleransi

Probiyotiklerin faydali etkileri, gastrointestinal sistemde hayatta kalma, gecis
yapma ve kolonize olma yetenekleriyle dogrudan iligkilidir. Bu nedenle diisiik pH ve
yuksek safra tuzu ve sindirim enzimleri igeren GI sisteme gosterdikleri tolerans
probiyotiklerin se¢iminde olduk¢a &nemli bir kriterdir (Nami vd., 2024). izolatlarin
mide gecisi sonrasi canliliklarinin 7,57-8,21 log (kob/ml) degerleri arasinda; bagirsak
gecisi sonrast canliliklarinin ise 6,77-7,84 log (kob/ml) degerleri arasinda oldugu
bulgulanmis olup bu dogrultuda tiim izolatlarin simiile mide ve bagirsak gecisine dayali
sindirim deneylerinin sonunda yiiksek canlilik gosterdikleri sonucuna ulasilmigtir

(Cizelge 4.7).

Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, geleneksel Cin eksi maya hamurundan
izole edilen 88 LAB susunun potansiyel probiyotik 6zellikleri analiz edilmistir. Analiz
icin segilen 5 sustan ikisinin pH 2 kosulunda canliliklarin1 tamamen kaybettigi tespit
edilmis ancak pH 2,5 ve 3 degerlerinde suslarin hayatta kalma oranlari artig
gostermistir, ek olarak suslar arasinda pH 3’te higbir canlilik kaybi tespit edilmemistir.
Izolatlarin pankreatik sivilarda canlilik oranlarmin ise yiiksek oldugu (%77-%89)

bildirilmistir (Li vd., 2019).

Bu dogrultuda yapilan ¢alismalardan bir digerinde (Sharma vd., 2018), geleneksel
olarak fermente edilmis bugday unu hamurundan izole edilen 8 LAB’1n simiile mide ve
pankreatik sivilara tolerans1 degerlendirilmistir. izolatlarm simiile mide ve pankreatin
stvilarindaki canlilign pH 2,3,8 degerlerinde tespit edilmistir. Secilen izolatlarin
tiimiiniin 6 log kob/ml degerinden yliksek oranda sindirim sivilarinda canlilik gosterdigi

bulgulanmaistir.

Cizelge 4.7. Izolatlarmn simiile mide bagirsak ortaminda canlilig1.

No Kod t=0 Anmnda Mide Gegisi Bagirsak  Gegisi
Canhhk log Sonrasi Canlihk  Sonrasi Canlihk
(kob/ml) log (kob/ml) log (kob/ml)

1 L2 8,50 8,21 7,84

2 L4 8,62 8,21 7,16

3 L11 7,90 7,91 7,27

4 L15 8,17 8,10 6,90

5 K16 8,38 7,57 6,77

6 K26 8,68 7,96 7,58

7 K27 8,55 7,71 7,00

8 K35 8,44 7,76 7,10
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4.7. Diger Bashca Probiyotik Ozelliklerin Degerlendirilmesi
4.7.1. Otoagregasyon

Izolatlarin otoagregasyon degerleri, 0. Saat, 2.saat, 4.saat, 6.saat ve 10. saat
sonundaki degerler esas alinarak hesaplanmistir (Cizelge 4.8). Tim siireler
karsilastirildiginda izolatlarin en yiiksek otoagregasyon yetenegini 10. saatte (%10,25-
%24,94) gosterdikleri tespit edilmistir. Her saat aralifinda bakterilerin otoagregasyon
degerleri bir 6nceki zamana gore artis gostermekte olup 6. saat ve 10. saat arasinda en
cok artis1 gosteren izolat ise L15 olmustur. K35 bakterisi her ol¢lim sonunda tiim
izolatlar arasinda en yiliksek otoagregasyon diizeyini (%12,57, %18,03, %22,39,
%24,94) gostermistir (Sekil 4.1). Otoagregasyon, probiyotik bakterilerin epitel
hiicrelerine baglanma kapasitesinde belirleyici bir analizdir. Farkli parametrelere (sus

cesidi, zaman vb.) bagl olarak degisebilmektedir (Mohammed vd., 2024).

Li vd. (2019), Cin geleneksel eksi mayasindan 88 LAB izole etmisler ve sectikleri
5 susun baglica probiyotik 6zelliklerini incelemislerdir. Bu dogrultuda 5 susun segilen
zaman araliklarindaki (4, 8, 18, 24. saat) otoagregasyon yeteneklerini
degerlendirmislerdir. ilk 6lciim sonunda (4. Saat), suslar arasinda anlamli bir fark
mevcut degilken 18. saat sonunda 3 sus %98’in {iizerinde yiiksek otoagregasyon
yetenegi gostermis, 24. saatin sonunda ise tiim suslar %80-%100 deger aralifinda
birbirine yakin otoagregasyon yetenegi gostermistir. Genel olarak ¢alismamizla

karsilagtirildiginda daha yiiksek otoagregasyon yetenekleri elde edilmistir.

Cizelge 4.8. Izolatlarm 6. Saat/10.saat % otoagregasyon degerleri.

No Kod 6. saat 10. saat

1 L2 20,06+1,34 21,81+0,61
2 L4 13,08+0,73 16,63+2,55
3 L11 13,00+0,87 14,76+0,78
4 L15 18,40+2,21 24,16+1,69
5 K16 11,28+5,70 14,48+6,53
6 K26 9,14+1,19 10,25+0,77
7 K27 14,98+2,62 17,37+3,27
8 K35 22,39+5,63 24,94+4,56
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Sekil 4.1. izolatlarin segilen siirelerde gosterdikleri otoagregasyon degerleri.

4.7.2. Koagregasyon

Suglarin koagregasyon yetenegi gostermesi, gastrointestinal sistemde patojen
kolonizasyonuna engel olunmasi i¢in 6nleyici bir bariyer olusturmalarini saglamaktadir
(Vasiee vd., 2020; Yiicel Sengiin vd., 2023). Izolatlarin E. coli’ye kars1 gosterdikleri
koagregasyon diizeyinin degisen diizeylerde (% 21,12- %30,26) S. aureus’a karsi ise
%24,39-%33,04 araliginda oldugu bulgulanmstir. E. coli’ye kars1 en yiiksek degeri K16
(%30,26) izolat1 gdsterirken S. aureus’a kars1 en yiiksek koagregasyon yetenegini K27
(%33,04) sergilemistir (Cizelge 4.9).

Bu konuda yapilmis giincel ¢alismalardan birinde Manovina vd. (2022), fermente
dar1 lapasi ve jalebi hamurundan izole ettikleri LAB’larin E. coli ve S. aureus’a karsi
koagregasyon diizeylerini arastirmislar, yalnizca 3 izolatin E. coli’ye karst %50’nin
tizerinde S.aureus’a karsi ise tiim izolatlarin %50’nin altinda koagregasyon yetenegi
gosterdigini bildirmislerdir.

Bir baska calismada Li vd. (2019), Cin geleneksel eksi maya hamurundan izole
edip sectikleri 5 bakteriden L. plantarum ZJUFT32’nin S. aureus’a karst %60’mn
tizerinde, L. monocytogenes’e kars1 %40’dan daha yiiksek koagregasyon gosterdigini ek
olarak aymi izolatin Salmonella Typhimurium’a karsi en yiliksek goOsteren izolat

oldugunu bildirmistir.
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Cizelge 4.9 izolatlarin koagregasyon degerleri.

No Kod E. coli S. aureus
1 L2 26,13 27,79

2 L4 25,43 25,78

3 L11 25,40 26,16

4 L15 24,95 28,59

5 K16 30,26 32,30

6 K26 21,12 24,39

7 K27 27,22 33,04

8 K35 27,70 32,93
4.7.3. Hidrofobisite

Hidrofobisite, polar olmayan yiizeylere baglanma kapasitesi ile dogrudan
iligkilidir. Hiicre ylizeyi hidrofobisitesi, hiicrelerin dis zarinda bulunan hidrofobik
bilesenler tarafindan saglanir. Hidrofobisite, bakterilerin epitelyal hiicrelere
yapigmasinda, otoagregasyon degerleri iizerinde etkili olan bir 6zelliktir. Bu deger
attikca kolonizasyon ve baglanma kapasitesi de o kadar yiiksek olur (Mohammed vd.,
2024). Degerlendirme ksilene karsi yapilmis ve degisen diizeylerde (%21,11-57,73)
hidrofobisite degerleri bulgulanmistir (Cizelge 4.10). iki izolat; L2 (%57,73) ve K26
(%52,62) %50’nin lizerinde hidrofobisite degeri gostermistir. L15, K27, K35 ise en
diisiik yiizde hidrofobisite degerlerine (%21,11, %35,41, %36,82) sahip izolatlardir.

Vasiee vd. (2020), Iran tahil-siit fermente iiriiniinden izole ettikleri
Pediokoklardan ksilene karsi P. acidilactici 1AH-5 (%40,3) en yiiksek hidrofobisite

degerlerini gosterdiklerini bildirmistir.

Giincel bir baska calismada, hiicre yiizey hidrofobisitesi ksilene karsi analiz
edilmis ve LAB suslart %7-%65,1 degerleri arasinda hidrofobisite gostermistir. En
yiiksek degerin L. coryniformis subsp. torquens S232 ardindan ise E. faecium S017
(%358,2) oldugu bildirilmistir (Mohammed vd., 2024).
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Cizelge 4.10. Secili izolatlarin Hiicre yiizey hidrofobisite 6zellikleri.

No Kod Ksilene Tutunma (%)
1 L2 57,73+0,03
2 L4 42,98+0,05
3 L11 40,31+0,17
4 L15 21,11+0,09
5 K16 47,61+0,02
6 K26 51,62+0,04
7 K27 35,41+0,04
8 K35 36,82+0,07
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Sekil 4.2. izolatlarin ksilene kars1 % hidrofobisite grafigi.

4.7.4. Antimikrobiyal Aktivitenin Degerlendirilmesi

LAB’lar fermente gidalarin dogal biyokorunumunu saglayan organik asitler, H-O»
ve bakteriyosinler gibi antimikrobiyal bilesikler {iretebilir. Patojen bakteriler basta ishal
olmak {izere ¢esitli hastaliklara sebep olmaktadir. Bagirsak florasinin diizenlenmesi,
gida gilivenligi ve probiyotik kriterlerin saglanmasi igin probiyotik LAB’larin

antimikrobiyal aktivite gostermesi onem tasimaktadir (Manini vd., 2016).

Izolatlar en yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi Bacillus cereus (CCM 99) patojenine
kars1 gostermistir. En yliksek inhibisyon zonunu L2 izolat1 Bacillus cereus (CCM 99)’a
kars1 14 mm zon ile gostermistir. En diislik inhibisyon zonu ise K16 izolat1 tarafindan
Listeria monocytogenes (ATCC 19113)’e kars1 (11 mm) gozlenmistir. Patojenlere karsi
en yiiksek inhibisyon zonlar1 L2 (ortalama 12,62 mm) ve K35 (ortalama 12,62 mm)
izolatlar1 gostermistir (Cizelge 4.11).

61



Cesitli kaynaklardan izole edilen LAB'larin patojenlere karsi antimikrobiyal
etkileri olduguna dair birgok ¢alisma bulunmaktadir. Fekri vd., 2020, iran geleneksel
eksi maya hamurundan izole ettikleri 3 LAB’in, E. faecalis, K. pneumonia ve Sh.

dysenteriae lizerinde 6nemli diizeylerde antimikrobiyal aktivite gésterdigini bildirmistir.

Bir bagka calismada ise, Ayala vd. (2019), sigir diskis1 ve ¢esitli gidalardan izole
ettikleri 37 LAB susunun L. monocytogenes’e karsi degisen aralikta (8.5-24 mm)
seffaf/berrak zon olusturdugunu, 20 susun E. coli O157:H7’ye (maksimum 12 mm) ve
15 susun ise Salmonella’ya karst (maksimum 11,5 mm) berrak zon olusturarak

antogonistik etki gosterdigini bildirmislerdir.

Manini vd. (2016) ise, bugday kepegi eksi mayasindan izole ettikleri 13 LAB’1n
L. innocua, L. monocytogenes, L. welshimeri’ye karst antimikrobiyal aktivitesini
degerlendirmistir. izolatlar arasindan L. plantarum CE42, CE60, CE84 ve P
pentosaceus CE65 3 patojene de karsi yiiksek inhibisyon gdstermistir.

[zolatlarin antimikrobiyal aktivite gdstermeleri sadece probiyotik olarak viicutta
patojen bakterilerin gelismesini engellemesi disinda gida ortaminda starter kiiltiir olarak
da kullanimlanyla gida giivenligine katki saglar. Bu nedenle, kontamine sebepli
bozulmay1 Onleyen veya patojenik bakterileri engelleyebilen eksi maya starter
kiiltiirlerinin kullanimi, eksi maya triinlerinin kalitesini ve gilivenligini saglamak i¢in

kritik bir stratejidir (Petkova vd., 2021).

Cizelge 4.11. Secili izolatlarin antimikrobiyal 6zellikleri (mm).

No Kod E. coli Bacillus S.aureus L.
(ATCC cereus (CCM (ATCC monocytogenes
11229) 99) 29213) (ATCC 19113)

1 L2 12 14 12,5 12

2 L4 12,5 13 12,5 12

3 L11 12,5 12,5 13 11,5

4 L15 12,5 14,5 12,5 12,5

5 K16 13 13 12 11

6 K26 12,5 12,5 12 13

7 K27 12,5 15 11,5 13

8 K35 13,5 13 12 12
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Resim 4.4. Temsili izolatlarin E. coli (ATCC 11229) ve S. aureus (ATCC 29213)
patojenine kars1 antimikrobiyal aktivitesi (L 15, K 16, K 26).

4.7.5. Antibiyotik Direnci

Antibiyotiklerin yol agtig1 disbiyozu diizeltebilen probiyotikler, biyolojik tedavi
amaciyla kullanilabilir. Bununla birlikte, direng¢ genlerine sahip probiyotik bakteriler, bu
genleri hem patojenlere hem de kommensal bakterilere aktarabilmektedir. Probiyotik
bakterilerin antibiyotik diren¢ mekanizmalari, viicut i¢cinde hayatta kalmalarini saglar.
Bu ozellik, probiyotiklerin antibiyotik tedavisi sirasinda veya sonrasinda konak
gastrointestinal sistemine yeniden yerlesmesini kolaylastiran bir 6zellik olup probiyotik

bakterilerde istenilen kriterlerden biridir (Kefyalew vd., 2021).

Antibiyotik direng testi tetrasiklin, vankomisin, gentamisin, streptomisin, eritromisin,
kloramfenikol, penisilin antibiyotiklerine kars1 degerlendirilmistir (Cizelge 4.12, Resim
4.5). Tetrasiklin, eritromisin, kloramfenikol, penisilin antibiyotiklerine kars1 tiim
LAB’lar duyarlilik (S) gostermistir. Eritromisine en fazla duyarli bulunan bakteri L15
ve K35; tetrasikline L11 ve K26; kloramfenikole K16; penisiline ise K26 ve K35
olmustur. Az sayida izolat (3/8) streptomisine duyarli iken; c¢ok sayida izolatin
gentomisine (6/8) duyarli oldugu tespit edilmistir. Izolatlarin tamamma yakiminim (7/8)
vankomisine diren¢li oldugu bulgulanmistir. Antibiyotiklere karsi en hassas izolatlar
sirastyla K26 ve L11 olmustur. En direngli izolat ise L2’dir. Tiim izolatlar en fazla

eritromisin ve kloramfenikol antibiyotiklerine karsi duyarli bulunmustur.
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Farkli fermente gidalardan izole edilmis bakterilerin antibiyotik direnci bilimsel
calismalarla bulgulanmistir. Ornegin Ayala vd. (2019), calismalarinda sigir diskis1 ve
cesitli gidalardan (et, meyve, sebze) izole edilmis 44 LAB’in antibiyotik direncini
arastirmigtir. Tim suslarin ampisilin, penisilin, linezolide kars1 duyarli oldugu tespit

edilmistir.

Yapilan bir bagka caligmada, geleneksel fermente eksi mayadan izole edilmis 5
LAB’1in antibiyotik direngleri arastirilmistir. Tiim izolatlarin vankomisine duyarh
oldugu, Lactobacillus plantarum ATCC 14917 susunun 6zellikle siprofloksasine olmak
tizere (45 mm inhibisyon zonu) tiim diger antibiyotiklere yiiksek duyarli oldugu

bildirilmistir (Sakandar vd., 2018).

Benzer bir ¢aligmada Rodriguez vd. (2016), kinoa eksi maya hamurundan izole
ettikleri 15 LAB’tan Lc. lactis CRL1895, Leuc. mesenteroides CRL1907, Lact.
plantarum CRL1906 ve Lact. plantarum CRL1905’in tiim antibiyotiklere duyarl
oldugunu bildirmislerdir. izolatlardan ikisi (Ent. hermanniensis CRL1894 ve CRL1958)

klindamisin ve tetrasikline direnglidir.

Baz1 kaynaklarda EFSA’nin bildirdigine gore Leuconostoc ve Lactobacillus
tirlerinin vankomisine dogal olarak direngli oldugu belirtilmektedir (Rodriguez vd.,

2016).

Cizelge 4.12. Izolatlarin antibiyotik direnci.

No Kod TE30 _ VA30 CN10 S10 E15 C30 P10
1 L2 185 -(R) -(R) -(R) 25(S) 29(S) 18(S)
2 L4 188) -(R) 12(S) 10(S) 26(S) 23(S) 17(S)
3 L1 218) -(R) -(R) -(R) 27(S) 25(S) 17(S)
4 L15 19(S)  10(S) 10(S) -(R) 28(S) 26(S) 20(S)
5 K16 19)  -(R) 12(S) -(R) 27(S) 32(S) 20(S)
6 K26 21(3) -(R) 13(S) -(R) 27(S) 26(S) 27(S)
7 K27 198)  -(R) 10(S) 10(S) 26(S) 26(S) 18(S)
8 K35 208) -(R) 12(S) 12(S) 28(S) 28(S) 27(S)

Kloramfenikol (30 pg/disk), Eritromisin (15 pg/disk), Vankomisin (30 pg/disk), Gentamisin (10
pg/disk), Penisilin (10 U/ disk), Streptomisin (10 pg/disk), ;Tetrasiklin (30 pg/disk) Degerler, inhibisyon
bolgesinin gapini (mm) temsil etmektedir. Inhibisyon zonu yok: direngli (R), < 10 mm: orta diizeyde

duyarli(I), 10-35 mm: hassas(S) (Kazancigil vd., 2019)
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Resim 4.5 Temsili izolatlarin (L2, L11, K16) antibiyotik duyarliligi (a: Tetrasiklin, b:

Kloramfenikol, c: Eritromisin).

4.8. izole Edilen Laktik Asit Bakterilerinin 16S rRNA ile Tanimlanmasi

Sekiz izolat, gluteni hidroliz etme yetenekleri ve probiyotik potansiyellerine gore
secilmigtir ve molekiiller tanimlamalari 16S rRNA dizi analizi ile Aquatayf
Biyoteknoloji Arge San. ve Tic. LTD. S$ti. tarafindan gergeklestirilmistir ve Bakteri
isimleri ve erisim numaralar1 sirasiyla; L2 kodlu Enterococcus durans MH605354.1, L4
kodlu izolat Enterococcus faecium MF369860.1, L11 Enterococcus faecium
OM618093.1, L15 Enterococcus durans MH605354.1, K16 Levilactobacillus brevis
MG551215.1, K26 Levilactobacillus spicheri KT757243.1, K27 Enterococcus durans
MH605354.1, K35 Lactiplantibacillus plantarum ON506138.1 olarak bulgulanmistir..

Ek 1'de izolatlarin kodlari, niikleotid dizilimleri, tiir isimleri ve erisim numaralari
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listelenmistir. Analiz sonuglarina gore izolatlarin Enterococcus, Levilactobacillus ve

Lactiplantibacillus cinslerine ait oldugu belirlenmistir.

Enterococcus tiirleri pek ¢ok geleneksel fermente gidada (eksi maya, sofralik
zeytin, beyaz peynir) dogal olarak bulunmakla beraber istenilen pek cok fonksiyonun
tiriine kazandirilmasinda rol oynayabilmektedir (Albayrak ve Duran, 2021; Dikbas vd.,
2023). L11 kodlu Enterococcus faecium olarak tanimlanmis olan izolat yliksek gluten
hidrolizi yaninda mide asidi ve safra tuzuna karsi direng Ozellikleri ile dikkat
cekmektedir. Enterokok tiirleri dogal olarak bagirsak ortaminda bulunmalar1 nedeniyle
bu ortamlarda daha fazla diren¢ gosterebilmektedirler. Sakandar vd. (2018), geleneksel
eksi maya hamurundan izole ettikleri bakterilerin cogunun (4/7) Enterococcus faecalis,

bir tanesinin Enterococcus mundtii oldugunu bulgulamaistir.

Levilactobacillus brevis olarak tanimlanmis K16 kodlu izolat kloramfenikol
antibiyotigine kars1 en yiiksek duyarlilik gosteren bakteridir. Ayn1 zamanda yiiksek
gluten hidrolizi, E. coli patojenine kars1 yiiksek koagregasyon yetenegi ve %0,5 safra
tuzu ortaminda yiliksek tolerans orani gostermesi ile one ¢ikmaktadir. Daha once
Lactobacillus brevis olarak bilinen bu bakteri ¢esitli fermente {iriinlerden izole
edilmistir (Marinova Yordanova vd., 2024; Makambai vd., 2024; Falah vd., 2021).
Levilactobacillus brevis bakterisi Gram pozitif, katalaz negatif, heterofermantatif bir tiir
olarak tarif edilmekte ve tip I eksi maya hamurlarinda kabartma ajan1 olma 6zelligiyle
de tercih edilmektedir (Zheng vd., 2020). Eksi maya hamurundan ve fermente sebze

iriinlerinden izole edilmektedirler ve aside toleranshidir (Zheng vd., 2020).

Levilactobacillus spicheri oldugu tanimlanan K26 izolat1 mide asidinde (%92,34)
ve simiile mide bagirsak ortaminda yiliksek canlilik gostermis, %1 safra tuzu oraninda
en yiiksek optik yogunluk degerine ulasan izolat olmustur. Ayrica yiiksek gluten
hidrolizi, tetrasiklin ve penisilin antibiyotiklerine yiiksek duyarlilik gostermesiyle dikkat

¢ekmektedir.

Levilactobacillus spicheri tiriiniin bugday ve piring eksi maya hamurundan ve
fermente sebze iriinlerinden izole edildigi ¢esitli ¢alismalarda bildirilmistir (Priyodip
vd., 2024; Tang vd., 2024). Eski ad1 Lactobacillus spicheri olan bakteri tek ya da ¢ift
olarak cubuk seklinde bulunmakta ve Gram pozitif, katalaz negatif heterofermantatif

bakteriler olarak rapor edilmektedir.
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K35 izolat1 ise Lactiplantibacillus plantarum olarak tanimlanmis olup, yliksek
gluten hidrolizi ve otoagregasyon yetenegi, mide asidi ve safra tuzuna (%0,5) tolerans
Ozellikleri, patojenlere karsi yiiksek inhibisyon zonlari, penisilin ve eritromisin
antibiyotiklerine duyarli olmasi1 ile 6n plana c¢ikmaktadir. Eski adi Lactobacillus
plantarum olan bakteri homofermantatif, Gram pozitif, hareketsiz ¢ubuk seklindedir.
Spontan sebze, zeytin, eksi maya, siit fermantasyonlar1 ve fermente etlerde

bulunmaktadir (Zheng vd., 2020).

Giincel bir calismada Urshev vd. (2024), 7 farkli un tiiriinden izole ettikleri
LAB’larin Lv. brevis, Lp. plantarum ssp. plantarum ve Lp. paraplantarum tiirleri
oldugunu ve eksi mayadaki laktobasillerin sus g¢esitliliginin yiiksek oldugunu
bildirmistir.

Yakin tarihli bir bagka calismada EL Boujamaai vd. (2023), Fas eksi maya
hamurundan benzer bir sekilde Levilactobacillus brevis, Lactiplantibacillus
plantarum’un yan1 sira Lentilactobacillus parabuchneri, Pediococcus pentosaceus,
Enterococcus hirae, Bifidobacterium pseudocatenulatum ve Companilactobacillus

paralimentarius tiirlerini izole etmislerdir.

Ginzle ve Zheng (2019) ise, ¢esitli tilkelerdeki tip I eksi maya hamurundan izole
edilmis bakterilerden sik tanimlanan tiirlerin L. sanfranciscensis, L. plantarum, L.
brevis, L. alimentarius grubu tiirleri (L. paralimentarius, L. crustorum, L. mindensis ve
L. nantensis), Leuconostoc spp. ve Weissella spp. oldugunu, tip II eksi maya hamurunda
ise L. reuteri grubuna ait tiirler, 6zellikle L. pontis, L. panis, L. frumenti ve L. reuteri ile
L. delbrueckii grubuna ait organizmalar L. amylovorus, L. crispatus ve L. acidophilus
tiirlerinin oldugunu raporlamistir. Ek olarak, spontan eksi maya hamurlarinin genellikle
enterokok, laktokok ve pediokok gibi organizmalari icermesine karsin; eksi maya
hamurlarindaki geri alma islemi yapildiginda laktobasiller tarafindan hizla yer
degistirdigini bildirmislerdir.

Calismalar eksi maya hamurunun, LAB’larin c¢esitlilik yoniinden zenginligi ile
onemli bir kaynak oldugunu ortaya koymakta ve bu yoniiyle eksi maya hamuru

arastirmacilar ve tiiketicilerin dikkatini ¢ekmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calisma, eksi maya hamurundan izole edilen LAB’larin gluten hidrolize etme
ve probiyotik potansiyelini kapsamli bir sekilde degerlendirmeyi amacglamigtir. Siire¢
boyunca 6 farkli eksi maya hamur Orneginden 60 izolat ¢izgi plaka yontemi ile
saflastirilmis 44 tanesinin Gram (+), katalaz (-) oldugu anlasilmis uzun siireli kullanim

i¢in stok kiiltiirleri hazirlanmistir.

Izolatlardan 16'simin  glutenli besi ortaminda yiiksek gelisme potansiyeli
gosterdigi belirlenmistir. Bu 16 izolat arasindan 10 izolatin yiiksek gluten hidrolizi
potansiyeli gosterdigi, izolatlarmn ¢ogunun (11/15) ise mide asidine 107 kob/ml
diizeyinin iizerinde diren¢ gosterdigi tespit edilmistir. Analiz sonucunda mide asidine en
yiiksek diren¢ gosteren 8 izolat ilerleyen analizler igin secilmistir. izolatlarin safra
tuzuna tolerans ve gastrointestinal sistem kosullarina dayaniklilik gibi probiyotik
ozellikleri sergiledigi saptanmistir. %0,3 safra tuzu ortaminda izolatlarin, en yliksek
safra tuzu tolerans oranlarimi gosterdigi ve aymi safra tuzu oraninda sayilarini
arttirdiklar1 sonucuna ulasilmistir. Simiile mide (107 kob/ml iizerinde) ve pankreatik
sularinda (10° kob/ml iizerinde) yiiksek canlilik gosterdikleri belirlenmistir. Epitel
hiicrelere baglanma kapasitelerinin tespiti i¢in otoagregasyon ve hidrofobisite analizleri
gerceklestirilmistir. Probiyotiklerin degisen diizeylerdeki koagregasyon yetenegi,
patojen bakterilere kars1 kolonizasyonlar1 hakkinda bilgi vermistir. Istenilen probiyotik
ozelliklerden bir digeri, izolatlarin patojen bakterileri inhibe etmesidir en yiiksek
inhibisyon zonunu Bacillus cereus CCM 99 patojenine kars1 gosterdikleri

bulgulanmustir.

Antibiyotik diren¢ testleri sonucunda, izolatlarin ¢of§unun vankomisin
antibiyotigine direngli oldugu belirlenmistir. Bu durum, izolatlarin potansiyel probiyotik
olarak kullaniminda dikkat edilmesi gereken bir faktordiir. Probiyotik suslarin
seciminde antibiyotik duyarliligt 6nemli bir kriter olup tiim izolatlar birden ¢ok

antibiyotige kars1 duyarli olmas1 yoniiyle dikkat cekmektedir.

Izolatlarn 16S rRNA dizi analizi ile tiir diizeyinde tanimlanmas1 sonucunda
Enterococcus, Levilactobacillus ve Lactiplantibacillus cinslerinin varli§i genetik

yontemlerle tespit edilmistir. 8 izolat i¢in 3 farkli cins ve 5 farkli LAB tiiriiniin
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tanimlanmis  olmast eksi maya hamuru florasinin  zenginligini ve bu

mikroorganizmalarin gida endiistrisindeki potansiyelini vurgulamaktadir.

Bu bakteriler, ozellikle gluten hassasiyeti yasayan bireyler icin yenilik¢i gida
tirlinlerinin gelistirilmesinde biiylik bir potansiyele sahiptir. Ayn1 zamanda fermantasyon
stiresinin kisaltilmasi, nihai iiriiniin kalitesinin standardize edilmesi gibi etkilerle iiriine

onemli teknolojik faydalar saglamaktadir.

Sonug olarak, eksi maya hamurundan izole edilen LAB'lar, probiyotik potansiyeli
yuksek ve gluten degrade eden LAB’lar igermektedir. Calisma sonucunda belirlenen
bakterilerin, hem gluten intoleransi olan bireyler i¢in yeni gida iiriinlerinin gelistirilmesi
adina ¢oziimler sunacagi hem de genel olarak saglikli beslenme trendlerine katki

saglayacagi diistinlilmekte ve gelecekte kullanilabilmesi beklenmektedir.

Tiim bulgular 15181nda, eksi maya hamurundan izole edilen LAB’larin probiyotik
ozelliklerinin ve gluten hidroliz kapasitelerinin, fonksiyonel gida {iriinleri gelistirmede

onemli bir rol oynayabilecegi sonucuna varilmistir.

L11 kodlu Enterococcus faecium, K26 kodlu Levilactobacillus spicheri ve K35
kodlu Lactiplantibacillus plantarum bakterileri izolatlar arasindan yiiksek gluten
hidrolizi, mide asidi ve simiile mide bagirsak ortaminda yiiksek canlilik gostermeleri ile
probiyotik olarak one ¢ikan izolatlar olmustur. Ileride gluten hassasiyetine karsi
probiyotik takviye tabletlerin iiretilmesinde veya tahil bazli probiyotik gidalarin

gelistirilmesinde kiiltiir olarak kullanilmas1 6nerilmektedir.

Gluteni hidrolize eden bakterilerin gesitli gida iirlinlerinde kullanilmasi gluten
hassasiyeti yasayan bireyler i¢in farkli fonksiyonel gidalarin gelistirilmesinde ¢6ziim

olarak Onerilmektedir.

Ayrica calismada elde edilen bazi probiyotik Ozellikler bakimindan zayif olan
LAB’larin da starter kiiltiir ve tat aroma gelistirme Ozellikleri arastirilarak eksi maya
starterleri gelistirilebilir. Bununla birlikte, yiiksek gluten hidrolizine sahip izolatlar

gluteni azaltilmisg ekmek ve tahil iirlinleri tiretiminde degerlendirilebilir.
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7. EKLER

EK 1. Calismada kullanilan kimyasallar, besiyerleri ve iiriin kodlar1

Kimyasal Ad1 Kimyasal Kodu

1 Agar Liofilchem 611001
2 Asetik Asit Sigma 27225
3 Coomassie Blue Radiant Sigma 6104-59-2
4 Dipotasyum Hidrojen Emprove Essential

Fosfat (K2HPO4) 1.05101.1000
5 Glukoz Applichem A3666
6 Gluten Tellioglu Vital Bugday

Gluteni
7 Hidrojen Peroksit Merck-A6383
8 Hidroklorik Asit Sigma33520
9 Kalsiyum Kloriir Merck 102018927
Monohidrat (CACl2.H20)

10 Kristal viyole Fluka 548-62-9
11 Ksilen Sigma 16446
12 Kolestrol Applichem A0985
13 Maya ekstrakti Applichem -A3732
14 Metanol Merck 1.06007.2500
15 Metilen mavi Fluka-66720-100
16 MRS Broth Neogen 114395B
17 Nutrient Broth Merck 1.05443
18 Pankreatin Applichem A0807
19 PBS tablet Biomatik A3602
20 Pepsin Merck 1.07185
21 Pepton Oxoid-LP0037
22 Potasyum Dihidrojen Merck 1.4873.1000

Fosfat (KH2POs)
23 Safra Tuzu Oxoid LP0O0SS
24 Sikloheksimit Cayman 14126
25 Sitrik Asit Merck 101502549
26 Sodyum hidroksit Merck-1064981000
27 Tripton Sigma 11326R500
28 Tween 80 Applichem A1390
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EKk 2. Gluten hidrolizi deneylerinde kullanilan ¢ozeltilerin igerigi ve hazirlanisi

A) Coomassie Blue Cozeltisi

9/
mi

Coomassie brilliant blue R-250 5

Asetik asit 9

2

Metanol 5
00

Distile su 1
000

Tiim malzemeler karistirilip distile su ile 1000 m1’ye tamamlanmistir.

B) Boya Durulama Cozeltisi

g/mi
Metanol 250
Asetik asit 50
Distile su 1000

Tiim malzemeler karistirilip distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmaistir.
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Ek 3. Bakteri boyamalarinda kullanilan ¢6zeltilerin igerigi ve hazirlanis

C) Metilen Mavisi Cozeltisi

g/ml
Metilen Mavisi 0,3
Etanol (%95°1ik) 30
Distile su 70

Metilen mavisi etanol icerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra distile su eklenir.

D) Kristal Viyole Cozeltisi

g/ml
Kristal viyole 2
%95lik Etil alkol (etanol) 20ml
(cc)
Amonyum oksalat 0,8
Distile su 80

Kristal viyole etil alkol i¢inde karistirilarak ¢oziindiiriilmiistiir. Amonyum oksalat

saf su ile hazirlanan soliisyonun iizerine ilave edilmistir.

E) Gram lyot Cézeltisi (Lugol)

g/ml
fyod 1
Potasyum iyodiir 2
Distile su 300

Tartilan malzemeler 20 ml distiile suda ¢oziindiiriilmiis ardindan balon jojeye

alinip kalan su ile 300 ml’ye tamamlanmaistir.

F) Safranin Cozeltisi

g/
ml
Safranin 0,5
%095lik Etil alkol (etanol) 10
Distile su 10
0

Safranin tartilarak etil alkolde (%95°lik) ¢6zlindiiriilmiis ve 100 ml distiile su ilave

edilerek karistirilmistir.

87






Ek 4. Laktik Asit Bakterilerinin 16S rRNA ile Tanimlanmasi

izolat Kodu

Niikleotit Dizilimi

Tiir ismi

Erisim

Numarasi

L2

GGGTTTGCTACATACTAGTACATGCAAGTCGTACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGG
AAAAAGAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACT
TGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCG
GGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCA
CGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
AGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCC
CTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTG
GCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAA
GCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGA
ATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTG
GTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
CGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTA
AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAA
GCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTG
ACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGCAAAGTGACAGTGGTGCATGCTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTGGGTAGTCCCGCACGAGCGCAACCTATGTAGTGCATCATCAGTGGCACTCTAG
CCAGACTGCGTGACAACGAAGTAGTGGGTATGACGTCAATCATCATGCCGTTATGACCTTGGCTAA
ACACGTGCCTAACAATGGAGTAC

Enterococcus durans

54.1

MH6053

L4

AGCAGTGCGCAGCTATAATGCAGTCGTACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAA
GAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAA
ACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGT
CGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATG
CATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAG
GTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGA
CGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAG
CGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCC
CGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCC
ATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTG
TAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG
TAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCAC

Enterococcus faecium

60.1

MF3698
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Ek 4. Laktik Asit Bakterilerinin 16S rRNA ile Tanimlanmasi (Devami)

L11

L15

TCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACT
CTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTG
GGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCC
CCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTA
AGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAA
TCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT
CACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGT
GGATGAACTCG
CGGGACTGCGTGTGCTATACATGCAAGTCGTACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGA
AAAAGAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTT
GGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGG
GTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCAC
GATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAA
GAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCC
TTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGG
CAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAG
CCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAA
TTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGG
TCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAA
GCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGAC
ACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGTGCATGTGTCGTCAGCTCGTGT
CGTGAGATGTGGGTAGTCCCGCACGAGCGCACCCTTATTGTAGTGCATCATCAGTGGGCCCTCTAG
CAGACTGCGTGACAAACGAGAGGTGGATGACGTCAATCATCATGCCCTTATGACTGGCTACACACG
TGCTCATGGGAGTACACACGAGTTGCGAGTGCCGAGGCTAGCTATTCTTCTTTTAATCCTTTGACA
CTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGTGCATGTGTCGTCAGCTCGTGTC
GTGAGATGTGGGTAGTCCCGCACGAGCGCACCCTTATTGTAGTGCATCATCAGTGGGCCCTCTAGC
AGACTGCGTGACAAACGAGAGGTGGATGACGTCAATCATCATGCCCTTATGACTGGCTACACACGT
GCTCATGGGAGTACACACGAGTTGCGAGTGCCGAGGCTAGCTATTCTTCTTTTA

GGGTTTGCTACATACTAGTACATGCAAGTCGTACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGG
AAAAAGAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACT
TGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCG

Enterococcus faecium

Enterococcus durans

93.1

54.1

OM6180

MH6053

90



Ek 4. Laktik Asit Bakterilerinin 16S rRNA ile Tanimlanmasi (Devamni)

K16

GGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCA
CGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
AGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCC
CTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTG
GCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAA
GCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGA
ATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTG
GTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
CGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTA
AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAA
GCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTG
ACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGCAAAGTGACAGTGGTGCATGCTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTGGGTAGTCCCGCACGAGCGCAACCTATGTAGTGCATCATCAGTGGCACTCTAG
CCAGACTGCGTGACAACGAAGTAGTGGGTATGACGTCAATCATCATGCCGTTATGACCTTGGCTAA
ACACGTGCCTAACAATGGAGTAC

GGGGGGGGCATGCTATACATGCAGTCGAACGAGCTTCCGTTGAATGACGTGCTTGCACTGATTTCA
ACAATGAAGCGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAATCTGCCCAGAAGCAGGGGATAACA
CTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAACAAAATCCGCATGGATTTTGTTTGAAAGGTGGCTT
CGGCTATCACTTCTGGATGATCCCGCGGCGTATTAGTTAGTTGGTGAGGTAAAGGCCCACCAAGAC
GATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAATGCCGCGTGAGT
GAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACACCTTTGAGAGTAACTGTTCAA
GGGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
TGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGA
AAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTG
GAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTC
TAGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCAT
TAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCAC
AAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCT
GCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCAT
TCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCA
TCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAAGTCGT
GAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAA
GTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACAC

Levilactobacillus brevis

15.1

MG5512

91



Ek 4. Laktik Asit Bakterilerinin 16S rRNA ile Tanimlanmasi (Devami)

K26

CGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGATAACCTTCGGGAGTCAGCCGT
CTAAGGTGATCAC
ATACATGCAAGTCGAACGAGTTCCCGTTGATTGACGTGCTTGCACTGATTTCAACATTGGAACGAG
TGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAATCTGCCCAGAAGCAGGGGATAACACTTGGAAACAGGT
GCTAATACCGTATAACAACAAAATCCGCATGGATTTTGTTTGAAAGGTGGTTTCGGCTATCACTTC
TGGATGATCCCGCGGCGTATTAGTTAGTTGGTAGGGTAATGGCTTACCAAGACGATGATACGTAGC
CGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTC
GGCTCGTAAAACTCTGTTGTTGAAGAAGAACGGGTGTCAGAGTAACTGTTGACATCGTGACGGTAT
TCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGT
CCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTT
AACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGT
AGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCAAGGCGGCTGTCTAGTCTGTAACTGA
CGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAG
CTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTT
GACATCTTCTGCCAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGG
TTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAG
TTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGA
CGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTC
GCAAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCG
CCTACATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCC
TTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGATAACCTTCGGG
AGTCAGCC

Levilactobacillus
spicheri

K27

GGGTTTGCTACATACTAGTACATGCAAGTCGTACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGG
AAAAAGAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACT
TGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCG
GGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCA
CGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
AGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCC
CTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTG
GCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAA
GCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGA
ATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTG

Enterococcus durans

3.1

54.1

KT75724

MH6053

92



EKk 4. Laktik Asit Bakterilerinin 16S rRNA ile Tanimlanmasi (Devami)

GTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
CGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTA
AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAA
GCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTG
ACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGCAAAGTGACAGTGGTGCATGCTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTGGGTAGTCCCGCACGAGCGCAACCTATGTAGTGCATCATCAGTGGCACTCTAG
CCAGACTGCGTGACAACGAAGTAGTGGGTATGACGTCAATCATCATGCCGTTATGACCTTGGCTAA
ACACGTGCCTAACAATGGAGTAC

K35

CGCGAGCGGGGTCTATAATGCAGTCGACGAGCTCTGGTATGATTGGTGCTTGCATCATGAATTACA
TTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCT
GGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGG
CTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGAGGTAACGGCTCACCATGGCAAT
GATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAA
GAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTA
TTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGG
CAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAG
CCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAA
CTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGG
TCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAT
ACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAA
GCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCA
AATCTAAGAGATTAGACGTTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGGTGGTGCATGATTGTCGTCAGC
TCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTTATCAGTTGCCAGCAT
TAAGTTGGGCACTCTGATGAGACTGGCACTGACAACCGGCAGAAGTGGGATGACGTCAATTCATCA
TG CCCCTTTATTGAACCTGGGGGCCT

Lactiplantibacillus
plantarum

38.1

ON5061

93
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