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Bu doktora tez c¢alismasinda; chia ve kinoanin boza iiretiminde kullanilabilme
potansiyeli arastirilmig, farkli ham maddelerin (kinoa, chia, dar1, misir) kullanilmasiyla
tiretilen bozalardan potansiyel psikobiyotik laktik asit bakterisi (LAB) ve mayalarin
izole ve Kkarakterize edilmesi hedeflenmistir. Bu amagla iiretilen boza 6rneklerinin
duyusal, mikrobiyolojik (toplam aerobik mezofilik canli bakteri, toplam maya, fekal
koliform bakteri ve LAB sayist), fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (pH, titrasyon asitligi,
kuru madde miktari, su aktivitesi, gluten igerigi, ekzopolisakkarit [EPS] miktar1, Briks,
renk ozellikleri, viskozitesi, gamma amino biitirik asit [GABA] icerigi) belirlenmistir.
Tez kapsaminda tiretilen bozalarin GABA miktarinin geleneksel bozada 26,34+0,99
ppm, chialida 31,41+1,83 ppm, kinoalida 32,20+1,95 ppm ve chia ve kinoalida ise
31,04+0,56 ppm oldugu bulunmustur. Ayrica, boza Orneklerinden toplam 309 adet
izolat elde edilmis, bunlarin 234 tanesi Gram pozitif ve katalaz negatif bulunarak
gliserol stoga almmistir. Bunlardan 137 tanesinin GABA iireticisi oldugu belirlenmistir.
Bu izolatlarin probiyotik &zellikleri (antimikrobiyal aktivite, antibiyotik direnci, in vitro
sindirim modelindeki davranisi, diisik pH ve safra tuzuna karsi direnci) de
degerlendirilmistir. Bu amagla, izolatlarin gesitli test bakterilerine kars1 antimikrobiyal
aktiviteleri incelenmis ve 17 tanesinin aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu izolatlardan
4 tanesinin ¢esitli antibiyotiklere karsi istenilen antibiyotik duyarliliklarina sahip oldugu
tespit edilmis ve 2 tanesinin in vitro sindirim sistemi modelinde canli kaldig1 ve diisiik
pH ve %0,3 safra tuzuna kars1 direng gosterdigi belirlenmistir. Chiali (24C-9MR kodlu
izolat) ve kinoali (24Ki-3MR kodlu izolat) boza orneklerinden izole edilen bu iki
izolatin 16S rRNA dizi analizi tanimlanmasi sonucu ikisinin de Pediococcus acidilactici
tirtine ait oldugu ve pH indikatér methodu (PIM) yonteminden elde edilen
stipernatantlarinin GABA igeriklerinin sirastyla 119,01£12,86 ppm ve 206,69+10,03
ppm miktarinda oldugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Boza, GABA, psikobiyotik, kinoa, chia
2024, xix + 143 sayfa.
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ABSTRACT

PhD Thesis

CHARACTERIZATION OF POTENTIAL PSYCHOBIOTIC MICROORGANISMS
ISOLATED FROM BOZA PRODUCED BY DIFFERENT CEREALS

Gamze DUVEN

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof Dr Sine OZMEN TOGAY
Second Supervisor: Assoc. Prof Dr Aycan YIGIT CINAR (Bursa Technical
University)

In this doctoral thesis, the potential of using chia and quinoa in boza production was
investigated and the aim of the study is isolation and characterization of potential
psychobiotic LAB and yeasts from boza obtained with different raw materials (quinoa,
chia, millet, corn). For this purpose, sensory, microbiological (total aerobic mesophilic
bacteria, total yeast, fecal coliform bacteria and LAB count), physical and chemical
properties (pH and titratable acidity, water activity dry matter, gluten, EPS and GABA
content, Brix, colour, viscosity) of boza samples. The GABA amount of bozas were
found 26.34+0.99 ppm in traditional boza, 31.41+1.83 ppm in chia boza, 32.20+1.95
ppm in quinoa boza and 31.04+0.56 ppm in chia and quinoa boza. In addition, 309
isolates were obtained, 234 of which were found to be Gram positive and catalase
negative, 137 of the isolates obtained were GABA producers. The probiotic properties
of these isolates (antimicrobial activity, antibiotic resistance, survival in in vitro
digestion model, low pH and bile salt tolerance) were also evaluated. For this purpose,
17 isolates showed the antimicrobial activities against various test bacteria. It was
determined that 4 of these isolates had the desired antibiotic resistance against various
antibiotics and 2 of them survived in the in vitro digestive system model and showed
resistance to low pH and 0.3% bile salt. These two isolates isolated from boza samples
with chia (24C-9MR) and quinoa (24Ki-3MR) were found to be Pediococcus
acidilactici via 16S rRNA identification and the GABA contents of their supernatants
obtained from the PIM method were determined to be 119.01+12.86 ppm and
206.69+10.03 ppm, respectively.

Key words: Boza, GABA, psychobiotic, quinoa, chia
2024, xix + 143 pages.
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1. GIRIS

Insanlarin yasam tarzlari ve beslenme aliskanliklari tim diinyada giin gegtikge
degismekte, fonksiyonel beslenme ve saglikli yasam konulari 6nem kazanmaktadir
(Oleskin ve Shenderov, 2019; Oroojzadeh vd., 2022). Ozellikle biiyiik kentlerde yasam
ve calisma kosullarinin zorlayict olmasi, hayatin hizli akist ve ekonomik zorluklar
insanlarda agir strese neden olabilmektedir. Bu durum bireylerde ani duygu durum
degisimlerine, kuvvetli yalnizlik hissine, depresyona ve anksiyeteye sebep olmakta ve
bireylerin diger birgok fiziksel ve ruhsal sagligi olumsuz etkileyebilecek durumlarla
karsilasma oranini yiikseltmektedir (Giri ve Sharma, 2022; Wall vd., 2014). Tim bu
olumsuz etmenlerin (stres, zorlayici ¢alisma ve yasam kosullart vb.) insan bagirsak
mikrobiyotasini olumsuz etkiledigi ve bunun bir sonucu olarak da bireylerdeki

noropsikiyatrik ~ ve  davranigsal  bozukluklarin  arttigt  yapilan  caligsmalarla

gosterilmektedir (Pepoyan vd., 2021; Sarkar vd., 2016; Tette vd., 2022).

Probiyotik mikroorganizmalarin insanlarda bagirsak mikrobiyotasinin yenilenmesi ve
gliclendirilmesi tizerine pozitif etkileri bulunmaktadir. Bu etkileri sayesinde bireylerde
olusan psikiyatrik ve davranigsal bozukluklar {izerine onleyici ve diizeltici etkilerinin de
oldugu yapilan ¢aligmalarla gosterilmektedir (Del Toro-Barbosa vd., 2020; Giri ve
Sharma, 2022; Otaru vd., 2021). Noropsikiyatrik bozukluklar {izerine gesitli olumlu
etkisi bulunan probiyotiklere psikobiyotik mikroorganizmalar adi verilmistir (Del Toro-
Barbosa vd., 2020). Psikobiyotik mikroorganizmalarin kan-beyin bariyerinden
gecebilen metabolitler trettigi ve viicutta cesitli degisimlere (ndral, hormonal ve
immiinolojik gibi) sebep oldugu ifade edilmektedir (Cetinbas vd., 2017). Probiyotik
mikroorganizmalar1  igeren fermente gidalarin  aynm1 zamanda psikobiyotik
mikroorganizmalar1 da igerebilecegi disiiniilmektedir (Del Toro-Barbosa vd., 2020;
Dinan vd., 2013).

Ulkemizde &zellikle kis aylarinda siklikla tiiketilen geleneksel fermente tahil iiriiniimiiz
olan bozanin da probiyotik mikroorganizmalarca zengin oldugu yapilan ¢alismalar ile
ortaya konulmustur (Dogan ve Ozpnar, 2017; Hancioglu ve Karapmar, 1997; Kabak ve
Dobson, 2011; Osimani vd., 2015; Petrova ve Petrov, 2017; S. D.Todorov vd., 2008;



Ucak vd., 2022). Boza; farkli tahillarin (bugday, dari, cavdar, arpa, misir, yulaf, piring
gibi) kirmalarindan veya unlarindan, biri veya birkagina suda pisirilmesi ve seker ilave
edilmesi sonrasinda teknigine gore laktik asit ve alkol fermantasyonlarina tabi tutulmasi
ile hazirlanan, tatli veya eksimsi bir tada sahip, kendine 6zgii (mayamsi, asidik-alkollii)
bir kokusu olan, koyu sar1 renkte, koyu kivamli bir igecektir (Arici ve Daglioglu, 2002;
Yegin ve Uren, 2008). Boza, mikrobiyotas1 LAB’leri ve mayalardan olusan kompleks
bir mikrobiyotadir (Anli ve Sanlibaba, 2019; S. D. Todorov vd., 2008).

Baz1 LAB’leri, bulunduklar1 ortamdaki substrata bagli olarak GABA iiretme yetenegine
sahiptir. Psikobiyotik mikroorganizmalarin da {irettigi bir ndrotransmitter madde olan
GABA, protein yapida olmayan bir biyoaktif bilesendir ve insan viicudunda merkezi
sinir sisteminde (MSS) sinir iletiminin uyarimi ve inhibisyonundan sorumludur
(Yalginkaya vd., 2019). Boza, farkli tahillardan (bugday, dari, misir, arpa, yulaf, piring,
bulgur) ¢esitli oranlarda katilarak iiretilebilen bir fermente tiriindiir (Arici ve Daglioglu,
2002). Bu tez ¢alismasi kapsaminda boza iiretiminde kullanilacak olan tahillardaki
glutamik asit miktarina bagli olarak fermantasyonu gerceklestiren GABA f{ireticisi
LAB’lerinin bozada ¢esitli konsantrasyonlarda GABA {iretme potansiyeli olabilecegi

diistinilmiistiir.

Chia ve kinoa, son yillarda lilkemizde tiiketimi artan, glutensiz, prebiyotik 6zellikli tahil
benzeri tohumlardir (Bueno vd., 2010; Demir ve Kiling, 2016). Her iki ham maddenin
prebiyotik dzellikleri ve icerdikleri besinsel dgeleri (Ozbek ve Sahin Yesilcubuk, 2018),
geleneksel boza iiretiminde alternatif tahil kaynagi olarak kullanilabilecegini; glutamik
asit igeriklerinin yiiksek olmasi (Chauhan vd., 1992; Yurt ve Gezer, 2018) ise boza
iretiminde fermantasyon sonucu GABA iiretim potansiyelinin de yiiksek olabilecegini
diistindiirmiistiir. Bu nedenle chia ve kinoa boza iiretiminde kullanildiginda bozanin
probiyotik 6zelliklerinin yan1 sira potansiyel psikobiyotik ozellige de sahip olabilecegi

Ongorilmiistiir.

Bu doktora tez c¢alismasinda; chia ve kinoanin boza {iretiminde kullanilabilme
potansiyeli arastirilmig, farkli tahil iirtinleri (kinoa, chia, dari, misir) ile elde edilen

bozalardan potansiyel psikobiyotik LAB ve mayalarin izole edilmesi hedeflenmistir.



Ayrica, tez kapsaminda {iretilen bozalarin GABA igerikleri belirlenmis ve bozalardan
elde edilen izolatlarin GABA {iretim potansiyelleri tespit edilmis ve GABA f{ireticisi

oldugu belirlenen suslarin probiyotik 6zellikleri de degerlendirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1.  Akdar (Panicum miliaceum L.)

Darilar, bugdaygiller ailesinden tek yillik, bir¢ok ¢esidi olan kiigiik tohumlu bitkiler
olup, genel olarak dar1 olarak adlandirilmaktadir. Darilar ilk kiiltiire alinan bitkiler
arasinda olup, binlerce yildir yetistirilmektedir. Dar1 ¢esitleri tane biiytkliigline gore
mindr ve major olarak ikiye ayrilmakta, Akdart mindr darilar sinifinda bulunmaktadir.
Akdarinin (Proso millet, Panicum miliaceum L), orijini tam olarak bilinmemekle
birlikte ilk kiiltiire alinan tahillardan (muhtemelen bugdaydan once) biri oldugu
belirtilmektedir (Murshed, 2018).

Asya ve Avrupa’da bir¢ok iilkede dogrudan insan gidasi olarak tiiketildigi igin
ekonomik Onemi biiylktir. Akdari, gida endistrisinde cesitli {riinlerin iiretiminde
kullanilmaktadir. Bira, boza, un, ekmek, makarna, gevrek ve atistirmalik {irinler gibi
gida {riinlerinin iretiminde kullanmildig1 gibi kus yemi olarak da kullanimi
bulunmaktadir (Giiltekin, 2021; Murshed, 2018). Hayvan yemi olarak kullanimi da
yaygindir, ¢linkii besleyici bir tahil oldugu i¢in hayvanlarin saglikli biiylimesi ve

gelismesi i¢in dnemli olmaktadir (Awika, 2011).

Akdar1 unu, glutensiz drlinlerin {iretiminde bugday ununa alternatif olarak
kullanilmaktadir (Taylor ve Duodu, 2015). Akdari nisastasi, gida iretiminde
koyulastirici, stabilizator ve jellestirici olarak kullanilmaktadir. Ayrica, fonksiyonel

gidalarin ve besin takviyelerinin {iretiminde de 6nemli bir bilesendir (Awika, 2011).

Akdar taneleri diyet lifi, nisasta, mineral ve vitamince zengin bir kaynaktir. Akdart,
ozellikle B vitaminleri (B1, B2, B3, B6 ve folat) agisindan zengindir ve Onemli
miktarda demir, magnezyum, fosfor ve ¢inko i¢ermektedir (Taylor ve Duodu, 2015).
Akdar igerdigi biyoaktif bilesenler ile diisiik yogunluklu lipoproteinin (LDL) kandaki
miktarini azaltmakta ve karacigerin viicuttaki faaliyetlerini pozitif yonde etkilemektedir
(Giiltekin, 2021). Ayrica akdar1 boza tiretiminde kullanilan en Kaliteli ham madde
olarak bilinmektedir (Anl1 ve Sanlibaba, 2019).



Akdar1 tanelerinin protein igerigi, diger tahillara kiyasla yiiksektir ve esansiyel amino
asitler bakimindan dengelidir. Ozellikle lisin gibi amino asitlerin varligi, bu tahili
beslenme agisindan degerli kilmaktadir (Saleh vd., 2013). Yapilan bir ¢alismada dari
tanelerinde en yiiksek oranda bulunan amino asidin glutamik asit oldugu ve 100 g’da
yaklagik 2,13 g glutamik asit igerdigi tespit edilmistir (Wiedemair vd., 2020). Ayrica,
dar1 taneleri glutensiz yapisi sayesinde ¢Olyak hastalar1 ve gluten intoleransi olan

bireyler i¢in uygun bir alternatif olmaktadir (Saleh vd., 2013).

Akdarmin saglik tizerindeki olumlu etkileri c¢esitli arastirmalarla desteklenmistir.
Yiiksek lif icerigi sayesinde sindirim sistemine faydali oldugu bilinmekte, bagirsak
hareketlerini diizenlemekte ve kabizhigi onlemektedir. Ayrica, diisiik glisemik indeksi
ile kan sekeri seviyelerinin kontroliinde yardimci olabilmektedir. Bu da diyabet hastasi

bireylere 6nemli bir avantaj saglamaktadir (Knudsen, 2014).
2.2.  Misir (Zea mays L.)

Maisir, bugdaygiller familyasindan, orijini Amerika kitasi olan, diinyada ve iilkemizde en
fazla tarimi yapilan tahillardan birisidir. Amerika’da yapilan arkeolojik ¢alismalarda
8000-10000 y1l 6ncesinde misirin varligi belirlenmistir (Ulus ve Koca, 2023). Misir,
Zea mays everta (patlak musir), Zea mays saccharata sturt (seker musir), Zea mays
indendata (at disi misir), Zea mays indurata (sert misir), Zea mays ceratina (mumsu
misir), Zea mays amylaceae (unlu misir) ve Zea mays tunicata (kavuzlu misir) olmak
lizere yedi alt tiirden olusan bir tahil tiiriidiir (A. Oztiirk vd., 2019; Ulus ve Koca, 2023).
Ulkemiz ekonomisi iizerinde de etkisi yiiksek olan musir bitkisi hem gida hem de yem
olarak kullanilabilmektedir. Bunun yani sira gida sektdriinde bir¢ok lirliniin (un, yag,
nisasta, tatlandiricilar, etil alkol gibi) ham maddesi olarak karsimiza c¢ikmaktadir

(Caglar vd., 2017).

Sicak iklimlerde yetisen bir bitki olarak bilinen musir, diinya niifusunun artmasiyla
birlikte ¢cok yonli kullanimi sebebiyle birgok iilkede en 6nemli tane tahil iiriinii haline

gelmistir (Keskin vd., 2018). Misir, 6zellikle az gelismis ve gelismekte olan iilkelerde



insan tiikketimi i¢in ¢eltik ve bugdaydan sonra en fazla kullanilan iiriinlerin basindadir

(Ulus ve Koca, 2023).

Misir, enerji kaynagi olarak yiiksek karbonhidrat igerigi ile bilinmektedir. Misirdaki
nisasta, sindirim sisteminde glikoza doniiserek enerji saglamakta, ayni zamanda dnemli
miktarda diyet lifi, protein, vitamin ve mineral icermektedir. Misir tanelerinin, 6zellikle
B grubu vitaminler (B1, B3, B5, B6 ve folat) ve E vitamini agisindan zengin oldugu
bilinmektedir. Ayrica, potasyum, magnezyum ve fosfor gibi mineralleri de icermektedir
(A. Oztiirk vd., 2019). Misirda antioksidan &zellikleri olan fenolik bilesikler ve
karotenoidler bulunmaktadir. Ozellikle sar1 musir, lutein ve zeaksantin gibi karotenoidler
bakimindan zengindir. Bu bilesikler, géz sagligin1 korumakta ve yasa bagli makula
dejenerasyonunu Onleyebilmektedir (Sommerburg vd., 1998). Tok tutmasi ve mide
asidini absorbe etmesi, zengin lif igerigi (15,1 g diyet lifi/100g misir) ve tercih edilen
duyusal 6zelliklere sahip olmasi sayesinde sevilen bir gida olarak bilinmektedir (J. W.
Anderson vd., 2009; A. Oztiirk vd., 2019). Misir taneleri aminoasitler bakimindan
fakirdir ancak aminoasitlerden en fazla glutamik asiti (0,918-1,391 g/100g) icermektedir
(Caglar vd., 2017). Farkli tahillarin GABA igeriklerinin incelendigi bir ¢alismada
bozanin ham maddelerinden biri olan misirin GABA igerigi 199 nmol/g kuru agirlik

olarak bulunmustur (Quilez ve Diana, 2017).
2.3.  Chia (Salvia hispanica L.)

Son yillarda saglikli beslenme trendlerinin artmasiyla birlikte chia tohumu, siiper gida
olarak adlandirilan besinler arasinda yerini almigtir (Ullah vd., 2016). Nane familyasinin
(Lamiaceae) bir iiyesi olan chia, beyaz, gri veya ¢ogunlukla siyah renkli, oval, yaklasik
1 mm ¢apinda tohumlar1 olan, otsu, tek yillik bir bitkidir (Erdogdu ve Geggel, 2019;
Ixtaina vd., 2011). Chia tohumunun en iyi yetistigi bolgeler tropikal iklimin hakim
oldugu bolgelerdir. Ozellikle Meksika ve Arjantin’de iiretilen chia tohumu Giiney
Amerika’'nin haricinde ayrica Avustralya, Bolivya, Ekvador, Paraguay, Kolombiya ve
Nikaragua gibi bir¢ok iilkede de iiretilebilmektedir (Bresson vd., 2009; Erdogdu ve
Geggel, 2019; Timilsena vd., 2017).



Avrupa Komisyonu’nun talebi lizerine yeni bir gida bileseni olarak chianin halk saglig
tizerine etkilerinin tartisildigi ve ¢ok sayida bilim insaninin katildig1 bir panelde “chia
tohumlarmin, agir metal igeriginin giivenli seviyelerde bulundugu, gida giivenligi igin
maksimum metal seviyelerini agmadigr ve gida giivenligini ve halk saghigim tehdit
etmeyecek yeni bir gida bileseni oldugu” rapor edilmistir (Bresson vd., 2009). Chia
tohumunun alerjik olmadigi, herhangi bir toksik etki gostermedigi ve gidalara katilarak
yenilebilir oldugu yapilan bilimsel ¢alismalarla kanitlanmistir. Amerikan Gida ve ilag
Dairesi (FDA), chia tohumunun gida katki maddesi kategorisinde olmadigini, insan

tiiketimine sunulabilecek bir gida oldugunu kabul ettigini belirtmistir (Cassiday, 2017).

Chia tohumu, besleyici oOzellikleri ile de olduk¢a dikkat g¢ekmektedir. Yapilan
calismalarda 100 g chia tohumunda yaklasik olarak 486 kalori, 16,5 g protein, 42,1 g
karbonhidrat (bu miktarin 34,4 g lif) ve 30,7 g yag bulundugu tespit edilmistir (Ixtaina
vd., 2011; Orona-Tamayo vd., 2017). Ayrica, chia tohumu ®-3 yag asitleri,
antioksidanlar, vitaminler (B vitamini kompleksi) ve mineraller (kalsiyum, demir,
magnezyum, fosfor ve ¢inko) a¢isindan da zengindir (Coorey vd., 2014). Gluten
igermemesi chia tohumunun 6nemli bir 6zelligi olmaktadir. Bu 6zelligiyle de ¢olyak ve
gluten alerjisi olan bireylerin tiiketebilecegi alternatif gida kaynagi olmakta, ayrica
vegan veya vejeteryan tipte beslenen bireyler i¢in de alternatif bir bitkisel kaynak olarak

kullanilmaktadir (Bueno vd., 2010).

Chia tohumu, %15 ile %23 arasinda protein igermektedir. Buna karsilik yulaf ortalama
%15,3, amarant %14,8, misir ve bugday %14, arpa %9,2 ve piring %8,5 protein
icermektedir. Dolayisiyla chia tohumunun protein icerigi s6z konusu tahillarinin protein
igerigine gore daha yiiksektir (Bresson vd., 2009). Chia tohumunun protein yapisi 9’u
esansiyel aminoasit olmak iizere, 18 cesit aminoasitten olusmaktadir (Ozbek ve Sahin
Yesilcubuk, 2018). Chia tohumu proteini yaklagsik %52 oraninda globiilin, %17,3
albiimin, %14,5 gliadin ve %12,7 prolamin i¢ermektedir (Demyanenko vd., 2019;
Orona-Tamayo vd., 2017; Yurt ve Gezer, 2018). Chia tohumunda yiiksek oranda
bulunan proteinlerden biri olan globiilin; amino asitlerden aspartik asit, glutamik asit,
treonin ve histidini igermektedir. Glutamik asit, MSS’yi uyarmakta, bagisiklik

fonksiyonlarimi giliglendirmekte, sporcularda dayanikliligi artirmaktadir ve bu 6zellikleri



ile metabolizma faaliyetleri icin énemli bir amino asit olarak bilinmektedir (Woraharn
vd., 2015). Chia tohumu unu, 7,0 g glutamik asit, 4,7 g aspartik asit, 4,29 arjinin ve 2,7
g metionin ve sistin amino asitlerini icermektedir. Arjinin, kalp-damar hastaliklarina
kars1 koruyucu etki gosterirken, aspartik asit ise sinir sisteminin islevinin

diizenlenmesine katkida bulunmaktadir (Karolewicz vd., 2001; Meldrum, 2000).

Chia tohumu, ekmek, kek, kurabiye gibi firin iirlinlerine eklenerek besin degerlerini
artirmak i¢in kullanilmaktadir. Ayrica, gluten igermemesi nedeniyle ¢6lyak ve gluten
intolerans1 olan bireyler i¢in ideal bir ham madde olmaktadir (Borneo vd., 2010;
Cassiday, 2017; Coorey vd., 2014). Chia tohumu, enerji igecekleri ve smoothie'ler gibi
iceceklerde siklikla kullanilmaktadir. Su ile karistirildiginda jel benzeri bir yapi
olusturmakta ve iceceklere farkli bir doku katmaktadir (Mufioz vd., 2013). Chia
tohumu, granola barlar, enerji toplari ve krakerler gibi saglikli atistirmaliklarin
iretiminde de kullanilmaktadir. Yiiksek besin degeri, bu iiriinleri daha cazip hale
getirmektedir (Sandoval-Oliveros ve Paredes-Lopez, 2013). Chia tohumu, ayrica yogurt
ve puding gibi siit iiriinlerinde de kullanilmaktadir. Ozellikle vegan yogurt ve puding
tiretiminde bitkisel bir alternatif olarak tercih edilmektedir (Coorey vd., 2014). Chia
tohumu, dogal bir koyulastirici ve jellestirici olarak da kullanilabilmektedir. Chia
tohumunun su ile temas ettiginde jellesme 6zelligi oldugundan ¢esitli gidalarda yapisal
iyilestirici olarak gorev yapmaktadir (Muifioz vd., 2013). Chia tohumu, igerdigi yiiksek
®-3 yag asitleri sayesinde kalp saghigim1 desteklemekte (Taga vd., 1984), yiiksek lif
igerigiyle sindirim sistemini diizenlemekte, 6zellikle kabizlik gibi sorunlara kars1 etkili
olmakta (Reyes-Caudillo vd., 2008), yiiksek lif ve protein igerigi sayesinde uzun siire
tok kalmaya yardimci olmaktadir (Chiang vd., 2021). Chia tohumu, karbonhidratlarin
sindirilme hizin1 yavaglatarak kan sekerinin daha dengeli bir sekilde yilikselmesini

saglamaktadir. Bu, Ozellikle diyabet hastalari i¢in 6nemli olmaktadir (Vuksan vd.,
2010).
2.4.  Kinoa (Chenopodium quinoa Wild)

Kinoa (Chenopodium quinoa Wild) tek yillik, ¢ift ¢cenekli ve C3 (karbon-3) bitkiler
grubuna dahil edilen bir tane bitkisidir (Demir ve Kiling, 2016; Jacobsen, 2003).



Arjantin, Bolivya, Ekvator, Kolombiya, Peru ve Sili’nin de i¢inde yer aldig1 Giiney
Amerika And Bolgesi’'nde 7000 yildan uzun siireden beri kinoa yetistiriciliginin
yapildig1 bilinmektedir (Chauhan vd., 1992; Demir ve Kiling, 2016; Ruales ve Nair,
1992).

Kinoa, protein igeriginin yiiksek olmasi ve esansiyel amino asitlerce zengin olmasi ile
dikkat cekmektedir. Kinoanin protein igerigi diger bazi tahillardan yiiksektir ve iyi
kaliteli proteine sahip bir iriindiir (Repo-Carrasco-Valencia ve Serna, 2011; Valencia-
Chamorro, 2003). Kinoanin 100 graminda yaklasik 368 kalori, 14 g protein, 6 g yag ve
64 g karbonhidrat bulunmaktadir (Rojas vd., 2011). Ayrica, kinoa iyi bir lif kaynagi
olup, demir, magnezyum, c¢inko ve B vitaminleri gibi 6nemli mikro besinleri
icermektedir. Kinoa, glutensiz olmasi ile ¢6lyak ve gluten hassasiyeti olan bireyler

tarafindan giivenle tiiketilebilmektedir (Vega-Galvez vd., 2010).

Kinoa, esansiyel olmayan bir amino asit olan glutamik asit agisindan da oldukca
zengindir. Glutamik asit, MSS i¢in 6nemli bir norotransmitter olan glutamatin bir
oncuisiidiir ve beyin fonksiyonlar1 ic¢in kritik oneme sahip oldugu bilinmektedir
(Alvarez-Jubete vd., 2009). Kinoanin 100 graminda yaklagik 1,2 g glutamik asit
bulunmaktadir (Chauhan vd., 1992). Yapilan birgok arastirma kinoa ununun prebiyotik
ozellikte oldugunu bildirmistir (Casarotti vd., 2014; Codina vd., 2016; Lorusso vd.,
2018).

Kinoa, gida sektoriinde yaygin olarak kullanilmakta, un haline getirilip, makarna,
ekmek ve ¢esitli atistirmalik tirtinlerin yapiminda kullanilmakta (Bhargava vd., 2006) ya
da diger tahillarin (bugday, ¢avdar gibi) unlari ile karistirilip ¢esitli iirlinlerin tiretiminde
kullanilabilmektedir. Kinoa taneleri ve triinleri, gluten igermemesi nedeniyle pseudo-
cereal (tahil benzeri) olarak adlandirilmakta ve gluten tiiketemeyen bireylerin
diyetlerinde giivenle kullanilabilen bir alternatif olmaktadir (Alvarez-Jubete vd., 2009).
Ayrica, kinoa siitii, bitkisel siit alternatifleri arasinda popiiler olmakta ve laktoz
intoleransi olan bireyler i¢in uygun bir secenek olarak ortaya ¢ikmaktadir (Tang vd.,
2015). Kinoa, salatalar, ¢orbalar ve garnitiirlerde de sikg¢a kullanilmaktadir (Vega-
Galvez vd., 2010).



Kinoanm saglik iizerinde bir¢ok olumlu etkisi bulunmaktadir. Igerdigi yiiksek miktarda
protein ve lif, kilo kontroliine yardime1 olmakta ve tokluk hissini artirmaktadir (Tang
vd., 2015). Ayrica, diisik glisemik indeksi sayesinde kan sekerini diizenlemeye
yardimct olabilmektedir (Bhargava vd., 2006). Kinoa, antioksidan ozelliklere sahip
fenolik bilesikler icermektedir ve bu bilesikler viicutta oksidatif stresi azaltarak kronik
hastaliklara karst koruyucu etki gostermektedir (Hirose vd., 2010). Ayrica, kinoa
tiketiminin kalp saghgini destekledigi ve inflamasyonu azalttigi da bildirilmistir

(Watson ve Zibadi, 2013).
2.5. Boza

Boza, gegmisi 8000-9000 yil Oncelerine uzanan, geleneksel fermente bir igecektir.
Birgok kaynakta boza en eski bira veya biranin atasi olarak kabul edilmektedir. Boza
tiretiminde hem laktik asit hem de alkol fermantasyonunun ayni anda gerceklesiyor
olmasi ve bira ile kiyaslandiginda alkol oraninin diisiik olmasi (maksimum %?2) bozanin
biradan farkli olmasini saglamaktadir (Levent ve Algan Cavuldak, 2017; Saglam vd.,
2018). Boza, ilk olarak Orta Asya’da tiretilmis, go¢ ile Anadolu topraklarina ve daha
sonra da komsu iilkelere yayilarak buralarda da tiretilmeye baslamistir (Erkmen, 2011).
Boza, Tiirkiye disinda, Balkanlar’da (Arnavutluk, Bosna-Hersek, Bulgaristan,
Makedonya, Karadag, Sirbistan, Romanya), Arap iilkeleri, iran, Kafkaslar, Kazakistan,
Kirim, Kirgizistan, Kosova, Misir, Macaristan, Tiirkistan ve bircok Afrika kabilelerinde,
Volga cevresi’nde iiretilip tliketilen fermente, koyu kivamli, ferahlik veren bir tahil
icecegidir (Anli ve Sanlibaba, 2019; Altay vd., 2013; R. Cholakov vd., 2014; Yegin ve
Uren, 2008).

Tiirk Standartlar1 Enstitiisii Boza Standardi’na (TS 9778) gore; “yabanci maddelerinden
temizlenmis dari, piring, bugday, misir ve benzeri hububatin kirma veya unlarindan biri
veya birkac¢ina igme suyu katilarak pisirilmesi ve beyaz seker ilave edilerek teknigine
uygun olarak alkol ve laktik asit fermantasyonlarina tabi tutulmasi ile hazirlanan bir
iriin” olarak tanimlanmaktadir. Dari, bugday, cavdar, arpa, yulaf, misir, piring gibi

tahillar bozanin baslica ham maddesini olusturmaktadir (Hancioglu ve Karapinar,
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1997). Boza iiretiminde iiretildigi bolgeye gore kullanilan ham maddelerin (ekmek,
bulgur gibi) de degisiklik gosterdigi bilinmektedir. Ulkemizde en ¢ok dar1 ve musir
kullanilarak boza iiretimi gergeklestirilmektedir (Anli ve Sanlibaba, 2019).

HAM MADDE (ON HAZIRLIK)
e Temizleme
e  Kirma/ogiitme
v
PiSIRME
e 1-2saat
e Ham maddenin 5 kati su ile (a/h)
v
SOGUTMA VE SUZME
v
HAM BOZA
v
SEKER iLAVESI
o 09615-20 toz seker
v
MAYA ILAVESI
o  062-5 oraninda
e Fermente boza, yogurt veya
eksi hamur ilavesi
v
FERMANTASYON
e 25-30°C’de 24-36 saat
v
SOGUTMA
e  15°C’nin altina
v
AMBALAJLAMA VE DEPOLAMA

Sekil 2.1. Maya kullanarak (back-slopping) fermantasyon ile boza iiretim akis semasi
(Yegin ve Uren, 2008; Erkmen, 2011; Anli ve Sanlibaba, 2019).

Boza, iilkemizde 6zellikle kis aylarinda targin ilave edilerek, tercihe gore leblebi ile
beraber tiiketilebilen koyu kivamli, tathi veya hafif eksi, koyu sar1 renkli, kendine 6zgii
(alkollii/mayal1) bir kokusu olan, fermente bir gidadir (Arici ve Daglioglu, 2002). Boza
tiretiminde ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Boza tiretimi Sekil 2.1°de gosterildigi
gibi maya kullanarak (back-slopping) fermantasyon ile yapilacak ise ilk asamada ham
madde temizlenip, ogitiildiikten sonra pisirme, sogutma, siizme islemi yapilmaktadir.
Bu islemlerden sonra elde edilen ham bozaya %15-20 oraninda seker ilave edilmektedir.
Bir sonraki asamada sekerli ham bozaya % 2-5 oraninda maya (eksi hamur, yogurt veya
eski boza) eklenmekte ve ham boza 25-30°C’de 24-36 saat siireyle fermantasyona

birakilmaktadir. Fermantasyon tamamlandiktan sonra boza hizli bir sekilde 15°C’nin
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altindaki sicakliklara sogutulmakta ve ambalajlanip depolanmaktadir (Yegin ve Uren,
2008; Erkmen, 2011; Anl1 ve Sanlibaba, 2019).

Boza iiretimi dogal fermantasyonla da gerceklestirilebilmektedir. Dogal fermantasyonla
boza lretiminde ham boza eldesine kadar olan asamalar (ham madde temizleme,
0giitme, pisirme, sogutma, slizme) maya kullanarak yapilan fermantasyondaki iiretim ile
ayn1 olmaktadir. Bu yontemde siizme asamasindan sonra ham boza, 25-30°C’de 24-36
saat boyunca, agik kazanda, herhangi bir kiiltiir ilavesi olmadan fermantasyona
birakilmaktadir. Fermantasyon tamamlandiktan sonra bozaya %15-20 oraninda seker
ilavesi yapilmakta ve gerekirse viskozite degerlerine gore kivamini ayarlamak icin su
ilavesi yapilmaktadir. Sonrasinda boza hizlica 15°C’nin altina sogutulmakta ve
ambalajlanip depolanmaktadir (Akpinar-Bayizit vd., 2010; R. Cholakov vd., 2016,
2017).

Cizelge 2.1. Boza fermantasyonunda rol alan bazi bakteriler
(Hancioglu ve Karapinar, 1997; Kabak ve Dobson, 2011; Osimani vd., 2015; Petrova ve
Petrov, 2017)

BAKTERILER
Lacticaseibacillus paracasei Pseudomonas pentosaceus
Lactobacillus pentosus Leuconostoc lactis
Lactiplantibacillus plantarum Leu.mesenteroides
Levilactobacillus brevis Leu.oenos
Lacticaseibacillus rhamnosus  Leu.mesenteroides subsp. dextranicum
Limosilactobacillus fermentum Leu. raffinolactis
Lactobacillus acidophilus Weissella confusa
Lactobacillus coprophilus W. paramesenteroides
Lactobacillus cornyformis Lc. lactis subsp. lactis
Lactobacillus sanfranciscensis Enterococcus faecium

Bozada fermantasyonda rol oynayan birgok farkli mikroorganizma bulunmaktadir
(Cizelge 2.1 ve Cizelge 2.2). Basglica homofermantatif LAB, heterofermantatif LAB ve
mayalar fermantasyondan sorumludur. Bozada fermantasyonda rol alan bakterilerin ve
mayalarin say1 ve cinsi, kullanilan ham maddenin ¢esidine ve hangi oranda
kullanildigina gore de olduk¢a degiskenlik gostermektedir (Altay vd., 2013; R.
Cholakov vd., 2014; S. D. Todorov vd., 2008). Bozada mayalarin rol aldigi alkol

fermantasyonu ve LAB’leri tarafindan gergeklestirilen laktik asit fermantasyonu olmak
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tizere iki gesit fermantasyon es zamanli gergeklesmektedir. Alkol fermantasyonu ile
boza, fermantasyonla olusan CO2’in etkisiyle kabarmakta ve hacmi artmaktadir. Ayrica
alkol fermantasyonu sonucu olusan diger metabolitler ise bozanin koku ve tat 6zellikleri
tizerine etkili olmaktadir. Laktik asit fermantasyonu ise bozanin asidik karakterinin
kazanmasini saglayan ve lezzeti iizerinde baslica etkili olan bir diger fermantasyondur
(Erkmen, 2011; Anli ve Sanlibaba, 2019). Fermantasyon asamasi boza iiretimindeki en
kritik asamalardan birisidir. Fermantasyon asamasinda kontrolsiiz kosullarda iiretilen
bozalarin duyusal 6zellikleri hizla kotiiye gitmekte, alkol tadi baskinlagmakta, raf dmrii
boyunca kivam sorunlar1 (piitlirliliik, fazla akigkanlik, lapa goriintii vb.) meydana
gelmektedir (Heperkan vd., 2014; Levent ve Algan Cavuldak, 2017; Osimani vd.,
2015).

Cizelge 2.2. Boza fermantasyonunda rol alan baz1 mayalar
(Hancioglu ve Karapinar, 1997; Kabak ve Dobson, 2011; Osimani vd., 2015; Petrova ve
Petrov, 2017)

MAYALAR
Candida spp. Rhodotorula spp.
C. diversa R. araucariae

C. inconspicua R. mucilaginosa
C. pararugosa  Saccharomyces spp.

C. glabrata S. uvarum
C. quercitrusa S. cerevisiae
C. silvae S. boulardii
C. tropicalis Pichia spp.

P. fermentas
P. guilliermondii
P. norvegensis

TS 9778 Boza standardina gore, “bozanin toplam kuru madde orani en az %20, kiil
miktar1 en ¢ok %0,2, sakaroz cinsinden toplam seker miktar1 en az %10, alkol orani1 ise
hacimce %2’yi gecmemelidir”. Standartta asitlik degerine gore boza, “tath boza” ve
“eksi boza” olmak iizere iki temel siifta tanimlanmaktadir. Tath ve eksi bozada laktik
asit cinsinden toplam asitlik degeri sirasiyla %0,2-0,5 ve 9%0,5-1,0 olarak
belirtilmektedir (Anli ve Sanlibaba, 2019).

Boza; sindirimi kolay, vitamin ve mineral igerigi yiiksek (Kabak ve Dobson, 2011)

kullanildig1 tahilin gesidine bagl olarak glutensiz olarak da iiretilebilme potansiyeline
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sahip ve glutene kars1 hassasiyeti olan bireyler tarafindan da rahatlikla tiiketilebilecek
(Goncti vd., 2023) fermente bir riiniidiir. Fermente siit {irlinleri ile kiyaslandiginda
nispeten diisiik esansiyel amino asit ve yag igeren (Kabak ve Dobson, 2011), ayrica
bitki temelli bir iriin oldugu igin vegan veya vejeteryan bireyler arasinda da
popiilerligini koruyan bir {iriindiir. Yapilan ¢aligmalar bozanin esansiyel yag asitleri
acisindan zengin oldugunu, mikrobiyotasi sayesinde kolon saghigini iyilestirdigini
(Petrova ve Petrov, 2017), kan basincin1 dengeledigini (Kancabas ve Karakaya, 2013),
emziren kadinlarda siit verimini artirdigini (Petrova ve Petrov, 2017), mide sivisinin
tiretimini artirarak sindirimi kolaylastirdigin1 (Arici ve Daglioglu, 2002; Petrova ve
Petrov, 2017), hiperglisemi, oksidatif stres ve inflamasyon tizerinde pozitif etkilerinin

oldugunu (Levent ve Algan Cavuldak, 2017) géstermistir.

Bozanin igerdigi potansiyel probiyotik bakterilerin ayni zamanda psikobiyotik
Ozeliklerinin de olabilecegi diisiiniilmektedir. Tiirkiye’de ticari olarak iiretilen 23 boza
ornegi ile yapilan bir calismada orneklerin mikrobiyotas1 metagenomik analiz ile
incelenmistir. Boza 6rneklerinin baskin olarak Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc
ve Streptococcus cinslerine ait bakteri tiirlerini icerdigi bildirilmistir. Boza 6rneklerinde
ayrica E. faecium bulundugu ifade edilmistir. Test edilen 23 boza 6rneginin asitliginin
%0,14-0,51, pH’1nin 3,00-4,07, protein miktarinin 0,35-1,23 mg/100 mg, toplam seker
miktarinin 9,64-19,21 mg/100 mg boza, toplam kiil miktarinin 0,05-0,18 mg/100 mg
kuru ornek, toplam kuru madde miktarinin 13,79-28,04 mg/100 mg arasinda degistigi
belirtilmistir (Ucak vd., 2022). Bir diger ¢alismada, Bulgar bozasindan izole edilen
bakteriyosin ireticisi Enterococcus faecium ST10Bz susunun DNA’smin PZR analiz
sonuglarinda bakterinin genetik yapisinda tutunma genleri olan map, mub ve ef-tu’nun
ve GABA iiretimi ile iligkili olan gen gad’in varligina dair pozitif bulgularin elde
edildigi bildirilmistir (Valledor vd., 2020)

Yapilan calismalardan da anlagilacagi gibi bozada bulunan mikroorganizmalarin
(Cizelge 2.1 ve Cizelge 2.2) bir¢ogu (Lb. plantarum, Lb. paracasei, Lc. lactis, Leu.
mesenteroides, Weisella spp., Lb. brevis, P. pentosaceus, E. faecium) farkli fermente
gidalardan da izole edilmis ve GABA {iretme potansiyeli gostermislerdir (Diez-
Gutiérrez vd., 2022; Quilez ve Diana, 2017; Sakkaa vd., 2022; Wall vd., 2014). Bu
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caligmalar bozanin mikrobiyotasinda potansiyel GABA iireticisi mikroorganizmalarin
olabilecegine isaret etmektedir. Bozanin iiretiminde kullanilan hammaddelerin igerdigi
glutamik asit miktar1 da mikroorganizmalarca iiretilecek olan GABA’nin miktarini
etkileyecek bir diger faktordiir (Quilez ve Diana, 2017; Siragusa vd., 2007; Woraharn
vd.,, 2016). Cinkii GABA iretimi, L-glutamik asitin Dbitkiler, hayvanlar ve
mikroorganizmalarda bulunabilen bir enzim olan glutamat dekarboksilaz (GAD) enzimi
tarafindan dekarboksilasyonu ile ger¢eklesmektedir. O nedenle GABA iireticisi suslarin
yani1 sira, boza liretiminde L-glutamik asit icerigi yiiksek ham maddelerin se¢ilmesinin
son {lriinde GABA iretim miktariin artirllmast acisindan Onemli olacagi
diisiiniilmistiir. Kinoa ve chia tohumlar1 yiiksek protein ve aminoasit kaynagi olarak
bilinmektedir. Kinoanin 100 graminda yaklagik 1,2 g glutamik asit bulunmakta
(Chauhan vd., 1992), chia tohumu unu ise 7,0 g/100 g protein glutamik asit igermektedir
(Sandoval-Oliveros ve Paredes-Lopez, 2013). Farkli tahillarin GABA igeriklerinin
incelendigi bir bagka ¢alismada da bozanin ham maddelerinden biri olan misirin GABA

icerigi 199 nmol/g kuru agirlik olarak bulunmustur (Quilez ve Diana, 2017).
2.6. Psikobiyotik Mikroorganizmalar

Gilintimiizdeki hizli yasam ve ¢alisma kosullart insanlarin giin i¢cinde agir strese maruz
kalmasma ve ruh saglhiginin bozulmasina neden olmaktadir. Bunun bir sonucu olarak
insanlarda duygu durum bozuklugu, depresyon, anksiyete vb. ruhsal problemler daha
fazla goriilmektedir (Oleskin ve Shenderov, 2019). Diinya Saglik Orgiitii'niin (2018)
raporuna gore diinya iizerinde 300 milyondan fazla insan depresyon yasamaktadir ve
bunlarin bir¢ogu ayrica anksiyeteye de maruz kalmaktadir. Bu durum insanlarin hayat
kalitesini diisiirmekte ve baska saglik sorunlarina da sebebiyet vermektedir (Palepu ve

Dandekar, 2022).

Son yillarda yapilan caligmalar bagirsak sagligi ile akil saghgi arasinda bir iliski
oldugunu ortaya koymaktadir. Insan bagirsak mikrobiyotas: ile MSS arasindaki iligki
“bagirsak-beyin ekseni’’ olarak tanimlanmistir (Wall vd., 2014). Bilimsel ¢aligmalar
bagirsak mikrobiyotamizin genel sagligimiz i¢in dnemini gostermekte ve hatta bagirsak

mikrobiyotas1 “ikinci beyin” olarak adlandirilmaktadir. Bagirsak mikrobiyotasinin insan
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viicudunda ikinci beyin olarak adlandirilmasinin bir diger sebebi de mikrobiyotanin akil
saglig1 tizerine olan potansiyel etkilerinden kaynaklanmaktadir (Sarkar vd., 2016; Wall
vd., 2014). Arastirmacilar, insanlarin akil sagligi ve MSS iizerine etkileri olan bu
mikroorganizmalar1 “psikobiyotik” olarak adlandirmistir (S. Anderson, 2019; Barros
vd., 2020; Giri ve Sharma, 2022; Morkl vd., 2020; Ozer vd., 2019). Daha kapsaml
olarak  tanimlandiginda  psikobiyotik = mikroorganizmalar;  belirli  miktarda
tiketildiklerinde konak organizmanin bagirsak mikrobiyotasi ile etkilesime girerek sinir
sistemine pozitif etkileri olan probiyotik mikroorganizmalardir (Casertano vd., 2022;
Cheng vd., 2019; Del Toro-Barbosa vd., 2020; Otaru vd., 2021; Thakur ve Tariq, 2019).

Psikobiyotik mikroorganizmalarin, viicutta kan-beyin bariyerinden gegebilen
metabolitler (Cizelge 2.3) iirettigi ve bu sayede insan viicudunda sinir sisteminde,
hormonlar ve bagisiklik iizerinde olumlu degisimlere sebep oldugu ifade edilmektedir
(Cetinbas vd., 2017; Needham vd., 2022). Bundan dolay1 bagirsak-beyin ekseninde
herhangi bir anormallik olmasi durumunda hem sindirim sistemi hem de MSS’yle ilgili
rahatsizliklar goriilebilecegi bildirilmistir. Yapilan g¢alismalara gore psikobiyotikler
viicutta etkilerini {i¢ farkli sekilde gosterebilmektedir (Beck vd., 2019; Del Toro-
Barbosa vd., 2020) :

e Bagisikli sistemini dogrudan etkilemek,

¢ Sistemik inflamasyonu azaltmak ve hipotalamik-hipofiz-adrenal (HPA) ekseni

boyunca stres tepkisini etkilemek,
e Cesitli biyoaktif maddeler iiretmek (biyoaktif peptidler ve proteinler,

norotransmitter maddeler ve kisa zincirli yag asitleri gibi).

Bir mikroorganizmanin psikobiyotik potansiyeli belirlemek i¢in kesinlesmis bir yontem
bulunmamaktadir. Ancak literatiirde ¢cogunlukla uygulanan ve sonug alinan iki farkli
yaklagim bulunmaktadir. Bunlardan ilki olan pre-klinik yaklagimda, in vitro veya in vivo
calismalar bulunmaktadir. In vitro ¢alismalarda mikroorganizmanin iiretmis oldugu
psikobiyotik 6zellige neden olan metabolitlerin (biyoaktif peptidler, norotransmitter
maddeler, GABA veya kisa zincirli yag asitleri gibi) diizeyi belirlenmekte ya da hayvan
hiicre kiiltiirleri kullanilarak cesitli hormonlarin (serotonin, dopamin vb.) iiretimine

etkisi incelenmektedir. In vivo ¢alismalarda, hayvan modelleri (fare/sigan) kullanilarak
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davranig testleri uygulanmakta ve mikroorganizmanin neden oldugu biyolojik
degisimlerin (hormonal, immiinolojik, noronal) tespiti yapilmaktadir (S. Anderson,
2019; Del Toro-Barbosa vd., 2020; Luang-In vd., 2020). ikincisinde (klinik yaklasim)
insan deneyleri (davranissal testler), biyolojik isaretgilerin kandaki diizeylerinin tespiti
veya gorintilleme teknikleri kullanimiyla mikroorganizmanin psikobiyotik potansiyeli

degerlendirilmektedir.

Cizelge 2.3. Psikobiyotik bakterilerin iiretmis olduklar1 metabolitler ve saglik etkileri
(Oleskin ve Shenderov, 2019; Oroojzadeh vd., 2022; R. Sharma vd., 2021; Tette vd.,
2022; Wall vd., 2014; Yalginkaya vd., 2019)

Mikroorganizma gﬁg&?i t Saglik iizerine etkisi
Lactobacillus, Bifidobacterium,
Levilactobacillus brevis, Anksiyete ve depresyonda azalma,
Lacticaseibacillus rhamnosus, hayati olumsuz yonde etkileyen
Bifidobacterium longum, GABA faktorleri azaltma (psikolojik
Lactococcus, Lactobacillus problemler, bagisiklik problemleri
bulgaricus, Streptococcus uykusuzluk gibi)
thermophilus
Escherichia, Streptococcus,
Enterococcus Lactobacillus, . Canlilik ve zindelik hissi, ruhsal
Serotonin . .

Lactococcus, Saccharomyces durumun diizenlenmesi, mutluluk
cerevisiae

Kan basincinin yiikselmesi, kalp
Lactococcus, Lactobacillus, atislarinin hizlanmasi, Parkinson
Streptococcus, Dopamin hastaliginin tedavisi veya
S. cerevisiae semptomlarinin hafifletilmesi,

norohormon iiretiminin tegvik edilmesi

Lokal bagisiklik yaniti olusturulmasi,
Histamin bagirsaktaki fizyolojik fonksiyonlar

iizerine etki

Odaklanma, ¢evreye cevap verme,

Lactobacillus, Lactococcus,
Streptococcus, Enterococcus

Bacillus subtilis Norepinefrin dikkat gibi zihinsel yeteneklerin
diizenlenmesi

Lacticaseibacillus casei, Glutamik asit ve 9'“‘?“.“"‘ asit, .koku,. tat ve .aghk. ﬂe. .

- ; ; - iliskili olurken; taurin, beyinde iletigim

Levilactobacillus brevis Taurin . .. .
mekanizmasini diizenlemektedir.
Ogrenme ve hafizay1 giiglendirme,

Lactobacillus Asetilkolin Alzheimer ve Parkinson hastaliklarinda

olumlu etki

Psikobiyotik mikroorganizmalar; otizim gibi hastaliklarda davraniglarin olumlu yonde
etkilenmesi ve hastalik semptomlarinin azalmasi, psikolojik durumun iyilesmesi,
depresyon ve anksiyetede hafifleme, hafiza, Ogrenme, kavrama gibi zihinsel

yeteneklerde artis, Alzheimer/Parkinson gibi sinirsel hastaliklarin 6nlenmesi ve
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semptomlarinin hafifletilmesi ve tedavisi gibi viicutta psikiyatrik ve sinirsel olumlu
etkiler yaratmaktadir (Oleskin ve Shenderov, 2019). Psikobiyotikler, pB-glukorinidaz
enzimi sentezlemekte ve Ostrojen hormonunu aktif olmayan formdan aktif forma
doniistiirerek  hormonun  seviyesini  ayarlayabilmektedir. Ayrica psikobiyotik
mikroorganizmalar, tiroit hormonuna da benzer bir mekanizma ile etki etmektedir.
Psikobiyotik  mikroorganizmalar fermente gidalarin iiretiminde fermantasyon
asamasinda gesitli biyoaktif metabolitler iirettigi gibi, tiiketicinin bagirsagina kolonize
olarak da bu metabolitleri (Cizelge 2.3) iiretebilmekte veya metabolitlerin tiretimini
artirict  etki  gosterebilmektedir (Bermtudez-Humaran vd., 2019; Hemarajata ve
Versalovic, 2013; Zagorska vd., 2020).

Cizelge 2.4. Fermente gidalar ve igerdigi mikroorganizmalarin potansiyel psikobiyotik
etkisi ile ilgili caligmalar (Del Toro-Barbosa vd., 2020; Dinan vd., 2013; Sarkar vd.,
2016)

Gida Sus Model Doz Psikobiyotik Etkisi Referans
Acetobacter sp., A. aceti, Lb.
deliaeCiii, Hafizada gelisme
Limosilactobacillus fermentum, .. . ’

Kefir Lb. fructivorans, Enterococcus Klinik - mL/kg/ S gorstigiansal/ Tonvd,

giin boyunca soyutlama yetenekler ve 2020

faecium, Leuconostoc sp., Lb. yonetici/dil islevleri

kefiranofaciens, Candida
famata, C. krusei

Pastorize 12 haftanin o
edilmemis . . oncesi ve Yetls_kmlerde stres ve Butler vd
. . Lactobacillus Klinik anksiyete skorunu N
siit ve siit sonrasinda azaltma 2020
iiriinii serbest tiiketim
Stresli durumlara maruz
100 mL fermente  kaldiginda saghkli
siit deneklerde artan diski Kato-
Lacticaseibacillus casei Shirota 8 hafta boyunca serotonin seviyeleri ve \Pl(data;(l)(is
giinde 1 kez azalmis fiziksel v
semptomlar
B. animalis subsp. lactis I- linik 2 f (Sjaghkh kzdmlarda
2494, S. thermophilus 1-1630, <M 125 mL fermente  duygu ve duyunun .
Fermente Lb biJI .aricus 1-1632 ve |- ' siit 4 hafta merkezi isleyisini Tillisch
Siit 15'19 v% Le. lactis subsp. lactis boyunca giinde 2 kontrol eden beyin vd., 2013
I-163’1 ’ P kez bolgelerinin aktivitesini
etkilenmesi
Lb. acidophilus, Lb. casei, B. 200 mL/giin élg_h;;m:r)hslslﬁ?sréia Akbari
bifidum ve Lb. fermentum 12 hafta boyunca L Yas vd., 2016
biligsel islev
Klinik ve - .
Lacticaseibacillus casei Shirota  in vivo 8“hafta boyunca Str?S“ deneklerin
YIT 9029 fare giinde 1 kez 100 fiziksel semptomlarinin Takada
deneyi mL fermente siit azalmasi vd., 2016
- 1 g/kg/giin Siganlarda ve farelerde :
F? t:mente . In vivo fermente piring gosterilen anti-stres ve Kim, vd.
pirin¢ S. cerevisiae IFO 2346 fare <. .. . 2002
kepegi deneyi kepegi sicak su yor.gunluk onleyici
ekstrakti etkiler

Fermente gidalarin bircogu potansiyel probiyotik bakteriler agisindan oldukca

zengindir. Fermente gidalardaki probiyotik potansiyelli mikroorganizmalar, bagirsak
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bariyerini koruma, patojen gelisimini engelleme, besinlerden yararlanmay1 artirma
(Rocks vd., 2021) gibi 6nemli saglik etkilerinin yan1 sira gidada gelisme gosterirken
norotransmitter maddeler iireterek veya dogrudan bagirsak ve beyin arasindaki sinir
yollarmin aktivasyonuyla ndrotrofik kimyasallari modiile ederek ve analjezik etki
gostererek beyin sagligr lizerine de etki etmektedir (Del Toro-Barbosa vd., 2020).
Yapilan ¢alismalarda fermente gidalarin psikobiyotik etkileri ¢gogunlukla klinik olarak
anket yontemleri ile insanlar iizerinde veya hayvan modellerinde davranis ¢alismalari
kullanilarak incelenmistir (Cizelge 2.4). Ancak, calismalarda fermente gidalarin veya
icerisindeki mikroorganizmalarin pre-klinik olarak in vitro ve in vivo fizyolojik etkileri
(hayvan modellerinde viicuttaki nérotransmitter —miktarina ve bagirsaktaki
norotransmitter salinimina etkisi vb.), fermente gidalardaki norotransmitterlerin varligi
ve miktart incelenmediginden fermente gidalarin ve igerdikleri mikroorganizmalarin

psikobiyotik etkileri tam anlagilamamistir (Dinan vd., 2013; Sarkar vd., 2016).
2.7.  Gamma Amino Biitirik Asit (GABA)

GABA, protein yapisina katilmayan dort karbonlu bir aminoasit ve biyoaktif bir
bilesendir (Chua vd., 2018; Tsai vd., 2006; Valenzuela vd., 2019; Yalginkaya vd.,
2019). GABA esas olarak beynin korteks bolgesinde inhibitor bir ndrotransmitter olarak
bilinmektedir ve néronal uyarilabilirligi diizenlemek igin ¢alismaktadir (Boonstra vd.,
2015; Chua vd., 2018). Bu amino asit sadece fizyolojik sistemimizde degil ayni
zamanda bitkilerde, hayvanlarda ve mikroorganizmalarda da yaygmn olarak
bulunmaktadir (Sekil 2.2). Bitkilerde ve mikroorganizmalarda Krebs dongiistindeki rolii
ile bilinirken, hayvanlarda ise sinir sinyali norotransmitteri olarak bilinmektedir. Saglik,
medikal malzemeler, ila¢ ve beslenme alanlarinda ve 6zellikle son zamanlarda naylon
ve diger bilesiklerin tiretimindeki genis uygulamalari bu basit aminoasidi oldukga

onemli hale getirmistir (Jain ve Ghodke, 2021).
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Sekil 2.2. GABA’ ’nin molekiiler yapisi

GABA iiretimi (Sekil 2.3), bakterilerin yani sira bitki ve hayvanlarin da sahip olabildigi
bir enzim olan glutamat dekarboksilaz (GAD) tarafindan L-glutamik asitin
dekarboksilasyonunu igeren bir mekanizmadir (Kurohara vd., 2001; Siragusa vd., 2007;
Yal¢inkaya vd., 2019). Bu mekanizmada GABA, L-glutamatin geri doniisiimsiiz o-
dekarboksilasyonu ve bir sitoplazmik proton tiiketimi ile piridoksal-5'-fosfata (PLP, B6
vitamini) bagimli enzim olan GAD yardimiyla sentezlenir. PLP hiicrede, GAD’1n ko-
faktorii olarak gorev yapmaktadir ve apo-GAD’1 halo-GAD’a ¢evirerek aktif hale
getirmektedir (Chua vd., 2018). Monosodyum glutamat (MSG) veya L-glutamik asitten
GABA iiretimi bakterilerde genellikle spesifik bir glutamat/gama-amino butirat
antiporteri (hiicre zarinda vitamin/enzim gibi maddeleri tasiyan membran proteini)
araciligiyla es zamanli olarak gerceklesmektedir. Bu enzimler bakterilerde gadB ve
gadC genleri tarafindan kodlanmaktadir (Yunes vd., 2016). Mikroorganizmalarda
GABA iiretiminde en onemli faktorlerden biri ortamin pH’idir. GAD enzimi nétral
pH’larda sitoplazmada inaktif halde bulunurken, asidik ortamlarda membrana
taginmakta ve aktif hale gegmektedir (Xiao ve Shah, 2021). Bunun yani sira ortamda
bulunan karbon ve azot kaynaginin ¢esidi ve miktari, GAD enzimi aktivitesi de GABA
tiretimi i¢in hayati 6neme sahip parametreler olmaktadir (Chua vd., 2018; Xiao ve Shah,
2021).
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Sekil 2.3. GABA iiretim mekanizmasi
(Chua vd., 2018; Jain ve Ghodke, 2021; Yalginkaya vd., 2019)

GABA, fermantasyon sirasinda gidalarda mikroorganizmalar tarafindan tretilebildigi
gibi bagirsak mikrobiyotasinda bulunan bakteriler tarafinda insan viicudunda da
sentezlenebilmektedir (Mousavi vd., 2022). Yapilan bir¢ok ¢alismada LAB’lerinin ve
mayalarin GAD enzimini trettigi tespit edilmistir (Dahiya ve Nigam, 2022; Sahab vd,
2020). Tiiketildiklerinde mental saglhiga olumlu etkileri bulunan ve probiyotik olarak
smiflandirilan psikobiyotik mikroorganizmalarin, bagirsak-beyin ekseninde etkili olan
GABA gibi noroaktif bilesenleri iiretebildikleri ifade edilmistir (Dinan vd., 2013; R.
Sharma vd., 2021; Tette vd., 2022).

GABA ile ilgili yapilan ¢alismalar incelendiginde GABA'nin farkli organizmalarda ¢ok
sayida fizyolojik fonksiyona sahip oldugu bildirilmistir (Monteagudo-Mera vd., 2023).
Memelilerin MSS’deki ana norotransmitter maddelerdendir ve sinir iletiminin uyarimi
ve inhibisyonunu kontrolden sorumludur (S. M. Han ve Lee, 2017; Tette vd., 2022).
Memelilerde beyindeki GABA sentezi esas olarak GAD67 enzimi tarafindan
gerceklestirilmektedir. Yapilan bazi ¢aligmalarda gidalar ile alinan GABA'nin kan beyin
bariyerini gegme yeteneginden yoksun oldugu bildirilmistir. Gidanin igerisinde viicuda
alinan GABA, kan beyin bariyerini gecemese de farkli hayvan calismalar1 ve insan

denemeleri gidalarin tiiketimi ile viicuda alinan GABA’nin sagliga ¢ok sayida olumlu

21



faydasinin oldugunu gostermektedir. Bu yararlardan bazilari; stresi ve yan etkilerini

azaltma, tansiyonu dengeleme, kardiyovaskiiler riski azaltma, antidiyabetik,
antidepresan ve sakinlestirici etki olarak sayilabilmektedir (Boonstra vd., 2015; Chua

vd., 2018).

Yapilan c¢alismalarda GABA’nin saglik iizerine etkileri ve genellikle fermente
gidalardan izole edilen ve ¢ogu GRAS (generally recognized as safe) olarak kabul
edilen LAB’lerinin GABA f{iretimi tizerinde durulmustur (Kanklai vd., 2021; Perpetuini
vd., 2020; P. Sharma vd., 2022; Tsai vd., 2006). Mayalarin GABA iiretimi ile ilgili
calismalar LAB’lerine kiyasla oldukca sinirlidir ve bozadan izole edilen mayalarin
psikobiyotik potansiyeli ve GABA iiretim yeteneklerini inceleyen c¢aligmalara

literatlirde rastlanmamistir (Cizelge 2.5 ve Cizelge 2.6).

Cizelge 2.5. Gidalardan izole edilen LAB’lerinin GABA iiretim potansiyeli

Gida Ulke Mikroorganizma GABA iiretme yetenegi Referans
1000 mg/L (12 g/L of maya ekstrati, P
Kimchi ispanya  L.plantarum K16 S00mM MSG igeren MRS broth, 7 MiET?
34°C’de 96 saat fermantasyon) "
Cikolata Tarkiye £ amMOSUSNRRL 5000 g Ozer vd., 2022a
. Enterococcus 0,97 g/L (%1 MSG ilave edilmis Sakkaa vd.,
Karides Misir faecium SHO MRSB’de) 2022
0, °14
Fermente dut Tavland Levilactobacillus gu3 er]réi/rg;(cf’(fel\fg Sa; dut Kanklai vd.,
suyu y brevis FO64A Y ! . 2021
fermantasyon ile)
Lahana Enterobacter )
tursusu Tayland xiangfangensis 4,6 pg/mL (20 mg/mL MSG’den) Iz_ggg-lg-ln vd.,
Kefir Tayland Bacillus spp. PS15 5,57 pg/mL (20 mg/mL MSG’den)
Fermente siit Cin Str.thermophilus 8,3 mg/L ZI).ZI(-)Ian vd.
Paork kampus ~ Kambogya  Lb. plantarum 20,34 mM Ly vd., 2019
Pico pevniri irlanda L.plantarum 937 mg/L (30mg/mL MSG ilave Ribeiro vd.,
pey L2A21R1 edilmis MRS broth’ta) 2018
Yoghurt- . . Ohmori vd.,
amazake Japonya Str. thermophilus Hp 1096 pM (ilave MSG yapilmamig) 2018
) . 10,130 mg/kg (starter kiiltiir 8 log Sanchart vd.,
Kung-som Tayland L. futsaii CS3 kob/g, 0,5% MSG ilave edilmis) 2017
Lb. plantarum SC-9 4,92 mM Demirbas vd
Eksi hamur Tiirkiye Lb. plantarum ED-1 15,47 mM 2017“ 3 Ve
Lb. graminis 3,90 mM
o . 14,64 mM GABA, (%1 [a/h] MSG .
Kimchi Kore L. brevis HYE1 iceren MRS besiyerinde 48 saatte) Lim vd., 2017
2 mg/ mL GABA iiretimi
: Str.thermophilus (14% [a/h] yagsiz siit iceren siit, Linares vd.,
Yoghurt Irlanda APC151 2,25 mg/mL MSG ilave edilmis 2016

42°C 48 saat
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Cizelge 2.5. Gidalardan izole edilen LAB’lerinin GABA iiretim potansiyeli (devami)

Gida Ulke Mikroorganizma GABA iiretme yetenegi Referans
Nostrano ftalva Str. thermophilus, L. 80,0 mg/kg Franciosi vd.,
Y paracasei (Str. thermophilus) 2015
Sivah sova 2,45 mg/mL GABA (37°C, 48 saat,
yansoya - ayvan Lb. brevis FPA 3709 1% MSG, 1% kahverengi seker ve Ko vd., 2013
fasiilyesi siitii . L2
0,1% pepton ilave edilmis)
Nham Tavland L.namurensis, 4051 mg/kg (%0,5 MSG ilave Ratanaburee
Y P.pentasaceus HN8 edilmis) vd., 2013
55 adet L. plantarum, 6
Kimchi adet L. brevis, 4 adet . . .
(20 farkli Kore Leu. mesenteroides, 1 6;;?? itnclasflﬁ BA liretme '\K/Imi ZKO'TZVE
Ornekte) adet Leu. lactis ve 2 adet & P '
Weissella viridescens
504 mg/kg (0,1 mM pridoksal 5
Eksi hamur Italya L.plantarum C48 fosfat ilave edilmis un, starter 5x107  Coda vd., 2010
kob/g, 30°C’de 24 saat)
. 27,6 mg/mL (%2 MSG ilave J. Y. Kimvd.,
Ahududu suyu  Kore L.brevis GABA100 edilmis, pH=3.5 ahududu suyunda) 2009
Geleneksel . ; T .. . Hiraga vd.,
oS Japonya L. senmaizukei GABA iiretim yetenegine sahip 2008
. . } 91,72 mg/L (%1 MSG’li MRS Park ve Oh,
Peynir Kore L.buncheri OPM-1 Broth’da 30°C"de 48saat) 2007
1,740 mg/100g kuru maddede
. . " o .
Tempe Japonya Rhizopus microsporus (Aerobik kosullarda 30°C’de 2022 Aoki vd., 2003

var. oligosporus IFO

saat ve anaerobik kosullarda

30°C’de 20 saat)

Mayalar; alkol iiretimi, organik asitlerin iiretimi, fermente gidalarda tekstiir, aroma ve
tadin gelistirilmesi, besleyici oOzelliklerin artirilmasi, anti-besinsel faktorlerin ve
toksinlerin azaltilmasi gibi onemli rolleri ile gidalarin fermantasyonunda 6nemli bir
konumda bulunmaktadir. Ayrica mayalarin biyoaktif maddeler (GABA, folik asit,
karotenoidler, antimikrobiyal peptidler gibi) tirettigi bilinmekte (S. Han vd., 2016; S. M.
Han ve Lee, 2017; L. Zhang vd., 2022) ve mayalar fonksiyonel gida endiistrisinde
vazgecilmez bir rol tistlenmektedir (S. Li vd., 2021; Perpetuini vd., 2020). Mayalar da
LAB’leri gibi glutamat dekarboksilazin katalizledigi dekarboksilasyon reaksiyonu ile
GABA iiretmektedir (S. M. Han ve Lee, 2017; Perpetuini vd., 2020). Ayrica ugucu
aroma bilesenleri lireterek gidalarin aromasinda degisikliklere neden olabilmektedirler.
GABA ilk olarak asit uygulanmis maya ekstraktindan izole edilmis, daha sonra
islenmemis maya ekstraktinda kuru agirligma gore %1-2 oraninda serbest halde de
mevcut oldugu tespit edilmistir (Dhakal vd., 2012). Kirmizi maya Rhodotorula glutinis
ile ilgili yapilan bir ¢aligmada mayanin amino asit kompozisyonu arastirilirken de
GABA tespit edilmistir. Neurospora crassa sporunun erken ¢imlenme déneminde

oldukg¢a 6nemli bir miktarda ortamda GABA tespit edilmistir. Farkli maya tiirlerinin de
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GABA iirettigi bilinmektedir (Dhakal vd., 2012; S. Li vd., 2021). Yapilan bir ¢alismada
Cin’in geleneksel bir fermente siit tiriiniinden izole edilen Kluyveromyces marxianus
B13 ile peynir iiretilmis ve 489 mg/kg GABA fiiretildigi tespit edilmistir (S. Li vd.,
2021). Fermente elma suyunda S. cerevisiae SC125’in 898,35 mg/L (Sun vd., 2022),
Pao cai (Cin Tursusu)’nda S. cerevisiae’in 1,03 g/L (Q. Zhang vd., 2020), fermente
firm {driinlerinde S. cerevisiae Hansen’in 20 mg/mL ve sarapta S. cerevisiae
Klosterneuburg’un 26 mg/mL (Hudec vd., 2015) diizeylerinde GABA iirettigi tespit

edilmistir.

Ayrica gesitli fermente siit {irtinlerinden izole edilen Kluyveromyces marxianus’un 50
farkl1 susu analiz edilmis ve suslarin GABA iiretim potansiyeli 2,33 mg/L ile 7,78 mg/L
arasinda bulunmustur (Perpetuini vd., 2020). Bu calismalardan da gorildigi gibi
mayalar da GABA iiretiminde fermente gidalarda en az LAB’leri kadar 6nemli bir rol
iistlenmektedir. Tez kapsaminda bozada LAB’lerinden sonra ortamda hakim olan bir

diger mikroorganizma grubu olan mayalarin da GABA iiretim yetenekleri incelenmistir.

Cizelge 2.6. Gidalardan izole edilen mayalarin GABA iiretim potansiyeli

Gida Ulke Mikroorganizma GABA iiretme Referans
yetenegi
. . Kluyveromyces marxianus Y. Livd.,
Peynir Cin B13-5 489 mg/kg 2022
Fermente Elma . - Sun vd.,
suyu Cin S. cerevisiae SC125 898,35 mg/L 2022
Rhizopus oryzae MHUO001 7,552 g/kg Chen vd
Tempe Tayvan Rhizopus oryzae MHU002 9,712 g/kg 2021 v
Rhizopus oryzae BCRC 31837 4,122 g/kg
Cesitli siit Kluyveromyces marxianus (50 Sus]arl.n G.A BA tiretim Perpetuini
firtinleri - fark sus) potansiyeli 2,33 mg/L. 4 "5
: ile 7,78 mg/L N
Pao cai (Cin Cin S. cerevisiae 1,03 g/L
Tursusu) Q. Zhan
_ 2,42 giL, (30°C, 72 - £hang
Dut birasi . . vd., 2020
Cin S. cerevisiae SC125 saat, 5 g/L glutamate
(mullberry beer) . s
ilave edilmis)
Firin dirtinleri Slovakva S. cerevisiae Hansen 20 mg/mL Hudec vd.,
Sarap Y& s cerevisiae Klosterneuburg 26 mg/mL 2015

GABA’nin; ndrotransmisyon, hipotansiyonu uyarma, diliretik ve sakinlestirici
etkilerinin oldugu (H. Li ve Cao, 2010), rahatlama ve uyku diizeni iizerinde olumlu
etkilerinin bulundugu (Sanacora ve Blumberg H, 2007; Yamatsu vd., 2015), bagisiklik

sistemi ile ilgili hiicrelerin uyarilmasinda etkili oldugu bildirilmistir (Siragusa vd.,
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2007). Siragusa vd. (2007) yaptiklar1 ¢alismada 22 farkli italyan peynirinin GABA
konsantrasyonlarin1 incelemigler ve peynirlerin GABA konsantrasyonlarinin 0,26-39
mg/kg arasinda degistigini tespit etmislerdir. Ayrica bu peynirlerden 440 adet LAB
izole etmisler ve GABA iiretme potansiyellerini incelemislerdir. Bu izolatlardan 61
tanesinin GABA {iretme aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir. Yapilan bir diger
calismada Kore’nin kimchi, kirmiz1 biber salgasi, soya fasiilyesi ezmesi, tuzlu karides,
salatalik tursusu gibi geleneksel fermente gidalarindan 100 adet LAB izole edilmis ve
izolatlar GABA {iretme potansiyeli ve GAD geni tasimast bakimindan
degerlendirilmistir. Calisma sonucunda kimchiden izole edilen Lactobacillus brevis
HYE1’in %1 (a’h) MSG igeren MRS besiyerinde 48 saat sonunda en ¢cok GABA iireten
(14,64 mM) mikroorganizma oldugu bildirilmistir (Lim vd., 2017). Yapilan baska bir
calismada ise, Italya’da Alp Daglari’na dzgii geleneksel bir peynir olan ve ¢ig inek
siitiinden yapilan Nostrano peynirinden LAB izole edilmistir. zolatlarm GABA iiretme
yetenekleri arastirilmistir. Toplam 1059 LAB izolati, rastgele ¢ogaltilmis polimorfik
DNA polimeraz zincir reaksiyonu (RAPD-PZR) kullanilarak taranmis ve 583 gruba
ayrilmistir. 583 gruptan 97’sinde GABA iireten suslar tespit edilmistir ve suslarin
GABA iiretimleri yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ile incelenmistir. Izole
edilen tiirler ¢ogunlukla L. paracasei, Streptococcus salivarius subsp. thermophilus (Str.
thermophilus) ve Leuconostoc mesenteroides olarak tespit edilmistir. En ¢ok GABA
tireten tiiriin L. paracasei oldugu belirlenirken, L. lactis, L. plantarum, L. rhamnosus,
Pediococcus pentosaceus ve Str. thermophilus suslarinin da GABA iiretme yetenegi
saptanmigtir. Str. thermophilus’un bir susu 80,0 mg/kg ile en yiksek GABA iireten sus
oldugu ifade edilmistir. Calisma sonucunda ¢ig siitten elde edilen peynirler, faydali
mikrobiyal g¢esitlilik ve sagligi destekleyici yeni LAB suslarmin kaynagi olarak
tanimlanmistir. Proteolitik aktivite ile kazeinden bol miktarda glutamat agiga c¢iktg1 ve
glutamatin da mikroorganizmalarin sahip oldugu enzimler sayesinde GABA’ya
doniistiirildiigi bildirilmistir (Franciosi vd., 2015). Japonya’da yapilan bir ¢aligmada da
geleneksel tursulardan izole edilen bir sus L. senmaizukei olarak tanimlanmis ve GABA
tirettigi belirlenmistir (Hiraga vd., 2008). M. J. Kim ve Kim, (2012)’in yaptig1 baska bir
calismada ise 20 kimchi 6rneginden 230 adet LAB izole edilmis ve izolatlarin GABA
sentezleme yetenekleri arastirilmistir. Calismada, 55 adet L. plantarum, 6 adet L. brevis,

4 adet Leu. mesenteroides, 1 adet Leu. lactis ve 2 adet Weissella viridescens olmak
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tizere toplam 68 izolatin GABA sentezledigi belirlenmistir. Perpetuini vd. (2020) ¢esitli
stit iirtinlerinden 50 adet farkli Kluyveromyces marxianus susu izole etmisler ve suslarin
GABA iiretim potansiyelini incelemislerdir. Tiim suslarin az miktarda (2,33 mg/L ile
7,78 mg/L arasinda degismekte) GABA iirettigi tespit edilmistir. Tiirkiye’de yapilan bir
calismada lahana tursusu (LT), sauerkraut (SK) ve kimchi (KM) gibi lahana-bazl
fermente {riinlerin dogal mikrobiyotasindan 72 adet LAB izole edilmis ve izolatlarin
GABA iiretme yetenegi ve GAD enzim aktivitesi test edilmistir. SK 6rneklerinden 6
adet ve KM orneklerinden 5 adet LAB susu elde edilmistir. Bu suslarin tanimlanmasi
sonucunda, izolatlarin Lactococcus ve Leuconostoc cinsindeki bakteri tiirlerine ait
oldugu belirlenmistir. GABA {iretme yetenegine sahip bu izolatlarin, starter kiiltiir
olarak kontrollii fermantasyon kosullarinda SK ve KM iiretimleri gerceklestirilmistir.
SK ornekleri arasinda en yiikksek GABA iiretimi Lc. lactis ssp. lactis 1 SK1-C29
susunun inokule edildigi SK orneginde (15184,0 mg GABA/kg); KM o6rneklerinde ise
en yliksek miktar Leu. mesenteroides ssp. mesenteroides 1 KM1-C102 susunun inokiile
edildigi KM &rneginde (1442,0 mg GABA/kg) orneginde belirlenmistir (Ozer vd.,
2019). Demirbas vd., (2017), eksi hamurdan LAB suslari izole ederek GABA iiretim
miktarlarmi incelemislerdir. Yaptiklar1 ¢alismanin sonucunda Lb. plantarum SC-9 ve
ED-1 suslarinda sirasiyla 4,92 mM ve 15,47 mM GABA iiretildigini tespit ederken, Lb.
graminis susunda 3,90 mM GABA iiretildigini tespit etmislerdir. Yapilan bir bagka
calismada ise, eksi hamurdan izole edilen LAB’lerinin probiyotik 6zellikleri ve GABA
tiretme yetenegi belirlenmistir. Eksi hamur kaynakli Lb. plantarum WPS-12 susunun
0,072 mg/mL GABA fiirettigi tespit edilirken, Lc. garvieae WPS-3’te 0,069 mg/mL ve
Lb. paracasei WPS11°de 0,066 mg/mL ve Lb. graminis WPS-1 susunda 0,048 mg/mL
diizeyinde GABA ol¢iilmiistiir.

Yiiksek glutamat dekarboksilaz aktivitesine sahip mikroorganizmalar ile ozellikle
glutamik asit (L-Glu) bakimindan zengin gidalarin fermantasyonu sonucunda GABA
iceriginin arttig1 yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Aoki vd., 2003; Coda vd., 2010;
Demirbas vd., 2017; Franciosi vd., 2015; M. Han vd., 2020; Hiraga vd., 2008; Hudec
vd., 2015; M. J. Kim ve Kim, 2012; Ko vd., 2013; Y. Li vd., 2022; Lim vd., 2017;
Linares vd., 2016; Nagaoka, 2005; Ohmori vd., 2018; Ozer vd., 2022a; Ozer vd., 2019;
Perpetuini vd., 2020; Sahab vd., 2020; Sanchart vd., 2017; Sun vd., 2022; Q. Zhang vd.,

26



2020). Mikroorganizma faaliyeti sonucu GABA {iretimi, ortamin pH’sina (Bhanwar vd.,
2013), glutamik asit veya glutamik asit tuzlarmin varligina ve disaridan eklenen karbon

ve azot kaynaklarina bagli olarak degisiklik gosterdigi rapor edilmistir (Diana, Rafecas,
vd., 2014; Sahab vd., 2020; Yogeswara vd., 2021).

Bu doktora tez c¢alismasinda; chia ve kinoanin boza {iretiminde kullanilabilme
potansiyeli arastirilmig, farkli tahil dirtinleri (kinoa, chia, dari, misir) ile elde edilen
bozalardan potansiyel GABA iireticisi LAB ve mayalarin izole edilmesi hedeflenmistir.
Ayrica, tez kapsaminda iretilen bozalarin GABA igerikleri belirlenmis ve GABA

tireticisi oldugu belirlenen suslarin probiyotik 6zellikleri de incelenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Farkh Ham Maddeler ile Boza Uretimi

Tez calismas1 kapsaminda analize alinan tiim boza &rnekleri Omiir Boza (Bozacilar
Gida Tekstil Tic. Ltd. Sti., Bursa) firmasi tesislerinde tretilmistir. Boza tiretimi igin
ham madde olarak Sekil 3.1°de gosterilen musir (Zea mays), dart (Panicum miliaceum),
chia (Salvia hispanica) ve kinoa (Chenopodium quinoa) iiretilen bozay1 tatlandirmak
icin seker ve kivam ayarlamasi icin su kullanilmistir. Ham maddeler, Omiir Boza

(Bozacilar Gida Tekstil Tic. Ltd. Sti., Bursa) firmasi tarafindan temin edilmistir.

Sekil 3.1. Boza iiretiminde kullanilan ham maddeler
(soldan saga kinoa, chia, misir ve dar1)
Boza iiretiminde kullanilacak olan ham maddelerin se¢iminde glutamik asit igerigi ve
son iriiniin duyusal Ozellikleri goéz o©nlinde bulundurulmustur. Boza iiretiminde
kullanilan ham maddelerin oranlar1 6n ¢alismalar ile belirlenmistir. Buna gore; kontrol
ornegi (K) olarak misir ve daridan (9:1 oraninda) hazirlanan geleneksel boza
kullanilmistir. Chia igeren boza Orneginde (C) musir, dart ve chia sirasiyla 8:1:1
oraninda, kinoa igeren boza orneginde (Ki) misir, dar1 ve kinoa sirasiyla 7,5:1:1,5
oraninda hem kinoa hem de chia igeren boza drneginde ise (CKi) misir, dari, chia ve

kinoa sirasiyla 8:1:0,5:0,5 oraninda karistirilmistir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. Boza 6rneklerinin ham madde oranlari

Boza Kisaltma Misir Darn Chia Kinoa
Geleneksel Boza

(Kontrol Ornegi) K d 1 ) )
Chia Katkili Boza C 8 1 1 -
Kinoa Katkili Boza Ki 75 1 - 15
Chia ve Kinoa Katkili Boza CKi 8 1 0,5 0,5

Boza iiretimi Sekil 3.2 ve Sekil 3.3’te gosterilen iiretim basamaklar1 takip edilerek
yapilmustir. Oncelikle ham maddeler yabanci maddelerden temizlenmistir. Sonrasinda
misir ve dart taneleri degirmende 6giitlilerek kirilmistir. Chia ve kinoa taneleri kii¢iik
oldugu i¢in herhangi bir 6giitme islemi uygulanmamistir. Kirilmis tahillar, chia ve/veya
kinoa yapilacak boza 6rnegine uygun oranlarda karistirilmis ve ham madde karisiminin
5 kat1 (a/h) kadar kaynayan suya aktarilmigtir. Ham maddeler yaklasik 2 saat boyunca
arada karigtirma uygulanarak pisirilmistir. Yumusayan ham maddeler siizme ve posa
ayirma islemi i¢in filtreye gonderilmistir. Filtrede posa ve ham boza birbirinden
ayrilmistir. Ham boza fermantasyon sicakligina kadar sogutulmus ve fermantasyon
tankina alinmistir. Boza iiretiminde dogal (spontan) fermantasyon gerceklestirilmistir ve
herhangi bir ticari starter kiiltiir ilavesi yapilmamis, eski boza ilave edilmemistir. Ham
boza acik kazanda, 25°C’de, 36 saat fermantasyon odasinda fermente edilmis;
fermantasyon, orneklerin  pH’t  3-4 araliginda o6lgiildigiinde tamamlanmistir.
Fermantasyonu tamamlanan bozaya seker (en az %15) ve gerekliyse su ilavesi (bozanin
kivamina gore) yapilmistir. Daha sonra elde edilen bozalar 1L°lik pet siselere otomatik
dolum makinasiyla doldurulmustur (Akpinar-Bayizit vd., 2010; R. Cholakov vd., 2016).
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Sekil 3.2. Boza Uretim Asamalari

(A) Ham madde, (B) Tahil karisiminin kaynayan suya ilave edilmesi, (C) Pigirme, (D) Siizme ve posa
ayirma, (E)Ham Boza, (F) Ham bozanin karistirilarak sogutulmasi, (G) Ag¢ik Kazanda Fermantasyon, (H)
Siselere dolum

Uretilen boza orneklerinden fermantasyon baslangicinda (0. saat) ornek alinmis ve
fermantasyon tamamlandiginda agz1 kapali siselerde hazirlanan bozalar soguk
kosullarda (+4°C’de) hizlica Bursa Uludag Universitesi (BUU) Gida Miihendisligi

Laboratuvari’na getirilmistir.

Su ile kirtlmis
tahil karigiminin
pisirilmesi

Tahil tanelerinin Kirilmig tahillarin
ogiitiilmesi karistirilmasi

Stizme ve posa

Sogutma Ham Boza
ayirma

Acik Kazanda
Fermantasyon

Su ve Seker Ilavesi Siselere Dolum

Sekil 3.3. Boza iiretim akis semasi
(Akpinar-Bayizit vd., 2010; R. Cholakov vd., 2016)

30



Boza orneklerinde duyusal analizler fermantasyon sonunda (36. saat) ve soguk
depolamanin (+4°C) 6. giiniinde gerceklestirilmistir. Mikrobiyolojik analizler (toplam
acrobik mezofilik canli bakteri sayisi, laktik asit bakterisi sayisi, maya sayisi, fekal
koliform bakteri sayisi), fiziksel ve kimyasal analizler (pH, titrasyon asitligi, Briks,
viskozite) ise boza orneklerine fermantasyon baslangicinda (0. saat), fermantasyon
sonunda (36. saat) ve sogukta depolama boyunca ise (6. giin, 12. giin, 18. giin, 24. giin)
uygulanmugstir. Fiziksel ve kimyasal analizlerden su aktivitesi tayini, gluten miktari
tayini, EPS analizi, kuru madde tayini, renk analizi ve HPLC ile GABA miktar1 tayini
tim boza oOrneklerine yalnizca fermantasyon sonunda (36. saat) yapilmistir. Her bir
farkli boza 6rneginden en az 3 sahit numune -18°C’de tez ¢alismasi boyunca muhafaza

edilmistir.
3.2.  Duyusal Analizler

Duyusal analizler, BUU Gida Miihendisligi Béliimii’nde gerceklestirilmistir. Boza
orneklerinin duyusal 6zellikleri tiikketici begeni testi yontemine goére, 9 puanli hedonik
skala kullanilarak, 20 egitimsiz panelist tarafindan gerceklestirilmistir. Duyusal analiz
formu 6rnegi Sekil 3.4.’de verilmistir. Boza ornekleri; panelistler tarafindan, standart
olarak 1siklandirilmis ortamda, koku, renk, kivam, lezzet, agizda biraktig1 his, tatlilik ve
genel kabul edilebilirlik 6zellikleri tizerinden bireysel olarak, fermantasyon sonunda ve
soguk depolamanin (+4°C) 6. giinlinde analiz edilmistir. Panelistlerden duyusal
degerlendirme kapsaminda bozalarda algiladiklar farkl: bir 6zellik varsa belirtmeleri de

istenmistir. (Altug Onogur ve Elmaci, 2019).
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Adi-Soyadi: Tarih:

Litfen size verilen érneklerin her bir ézelligini 1'den 9'a kadar siralayiniz.
(1: Asiri kéti, 2: Cok Koti, 3: Kotii, 4: Biraz Kotii, 5: Orta, 6:Biraz iyi, 7: iyi, 8: Cok iyi, 9 Milkemmel)
ORNEK KODU

Ozellik

Koku
Renk

Kivam

Lezzet

Agizda biraktigi his

Tathlik

GENEL KABUL EDILEBILIRLIK

ALGILANAN FARKLI OZELLIK
(Liitfen belirtiniz)

Sekil 3.4. Duyusal analiz formu 6rnegi (Berktas, 2011)

3.3.  Mikrobiyolojik Analizler

Boza orneklerinde fermantasyon baslangicinda (0. saat), fermantasyon sonunda (36.
saat) ve sogukta depolama (+4°C) boyunca (6. giin, 12. giin, 18. giin, 24. giin) toplam
acrobik mezofilik canli bakteri sayisi, laktik asit bakterisi sayisi, maya sayisi, fekal
koliform bakteri sayisi analizleri gergeklestirilmistir. Mikrobiyolojik analizler BUU
Gida Miihendisligi Béliimii Mikrobiyoloji Laboratuvari'nda yapilmigtir. Ornekler

analizler gergeklestirilene kadar +4°C’de saklanmustir.

Boza orneklerinden mikrobiyolojik analizlerde kullanmak {izere seri diliisyonlarin
hazirlanmasinda %0,1 peptonlu su (PW, Merck, Almanya) kullanilmistir. Toplam
aerobik mezofilik canli bakteri sayimi i¢in Plate Count Agar (PCA, Merck, Almanya),
LAB saymmi i¢in %0,1 cycloheximide (Oxoid, Almanya) igceren De Man Rogosa Sharpe
Agar (MRSA, Merck, Almanya), M17 Agar (M17A, Merck, Almanya), Kanamisin
Esculin Azide Agar (KAA, Merck, Almanya) kullanilmigtir. Toplam maya sayimi igin
Dichloran Rose-Bengal Chloramphenicol Agar (DRBCA, Sigma Aldrich, Almanya)
besiyeri, fekal koliform bakteri sayimi i¢in Violet Red Bile Agar (VRBA, Merck,

Almanya) kullanilmstir.
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3.3.1. Toplam aerobik mezofilik canh bakteri sayimi

Toplam aerobik mezofilik canli bakteri (TAMB) sayiminda 10 g boza 6rnegi aseptik
kosullarda 90 mL steril %0,1°’lik PW’a transfer edilmis ve seri diliisyonlar
hazirlanmistir. Uygun diliisyonlardan PCA besiyerine dokme plak yontemine gore
ekimler yapilmistir. Petriler aerobik olarak 30°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir ve
inkiibasyon sonunda koloni sayim1 gergeklestirilmistir. Toplam aerobik mezofilik canlt

bakteri sayis1 log kob/mL olarak hesaplanmigtir (FDA, 2024).
3.3.2. Toplam maya sayimi

Toplam maya (TM) sayiminda, 10 g boza Ornegi aseptik kosullarda 90 mL steril
%0,1’lik PW’a transfer edilmis ve seri diliisyonlar hazirlanmistir. Uygun diliisyonlardan
DRBCA besiyerine yayma plak yontemine gore ekimler yapilmistir. Petriler aerobik
olarak 25°C’de 3-5 giin inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonunda koloni sayimi
gerceklestirilmistir. Toplam maya sayisi log kob/mL olarak hesaplanmistir (FDA,
2024).

3.3.3. Toplam fekal koliform bakteri sayimi

Toplam fekal koliform bakteri (TFKB) sayimi i¢in 10 g boza 6rnegi aseptik kosullarda
90 mL steril %0,1’lik PW’a transfer edilmis ve seri diliisyonlar hazirlanmistir. Uygun
diliisyonlardan ¢ift katli dokme plak yontemiyle Violet Red Bile Agar (VRBA, Merck)
besiyerine ekimler yapilmis, aerobik olarak 44,5°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir.
Toplam fekal koliform bakteri sayis1 log kob/mL olarak hesaplanmistir (FDA, 2024).

3.3.4. Laktik asit bakterisi sayim

LAB sayiminda, 10 g boza Ornegi aseptik kosullarda 90 mL steril %0,1’lik PW’a
transfer edilmis ve seri diliisyonlar hazirlanmistir. Uygun diliisyonlardan Lactobacillus
spp. icin %0,1 cycloheximide igceren MRSA ve Lactococcus spp. i¢in M17A
besiyerlerine c¢ift katli dokme plak yontemine gore, Enterococcus spp. icin KAA
besiyerine yayma plak yontemine gore ekimler yapilmistir. Petriler aerobik olarak

37°C’de 24-48 saat inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonunda koloni sayimi
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gerceklestirilmistir. LAB sayis1 log kob/mL olarak hesaplanmistir (Ozmen Togay vd.,
2010).

3.4. Fiziksel ve Kimyasal Analizler

Fiziksel ve kimyasal analizler igin, %1°’lik fenolfitaleyn belirteci (Merck, Almanya),
0,IN sodyum hidroksit (NaOH, Sigma Aldrich, Almanya), %80 trikloroasetik asit
(TCA, Merck, Almanya), etanol (%99, Tekkim, Tiirkiye), L-glutamik asit (BLD Pharm,
Cin), metilen kirmizis1 (Tekkim, Tiirkiye), metilen mavisi (Kimyalab, Tiirkiye), Tween
80 (Sigma Aldrich, Almanya), %0,85’lik NaCl (Merck, Almanya) kullanilmstir.

Boza oOrneklerinde fermantasyon baslangicinda (0. saat), fermantasyon sonunda (36.
saat) ve sogukta depolama boyunca (6. giin, 12. giin, 18. giin, 24. giin), fiziksel ve
kimyasal analizler kapsaminda pH 6l¢iimii, titrasyon asitligi, Briks 6l¢iimi, viskozite
tayini yapilmistir. Kuru madde tayini, su aktivitesi tayini, renk analizi, gluten tayini ve
ekzopolisakkarit (EPS) analizi boza 6rneklerinde yalnizca fermantasyon sonunda (36.

saat) gerceklestirilmistir.

Fiziksel ve kimyasal analizlerden pH Ol¢iimii, titrasyon asitligi, kuru madde tayini,
Briks 6lgiimii, renk analizi ve EPS analizi BUU Gida Miihendisligi Boliimii ilgili
laboratuvarlarinda tamamlanmistir. Su aktivitesi Ol¢iimii Bursa Teknik Universitesi
(BTU) Gida Miihendisligi Boliimii ilgili laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Gluten
tayini Omiir Boza firmasi tarafindan hizmet alimi olarak gerceklestirilmis, viskozite

tayini Omiir Boza firmas1 iiretim tesislerinde gerceklestirilmistir.

Tim boza orneklerinin fermantasyon sonunda (36. saat) HPLC ile GABA miktari
belirlenmistir. HPLC ile GABA miktar1 tayini Trakya Universitesi Gida Miihendisligi

Boliimii Enstriimental Analiz Laboratuvarlari’nda gergeklestirilmistir.

3.4.1. pH olciimii ve titrasyon asitligi tayini

Boza orneklerinde pH-metre (WTW inoLab, Almanya) ile pH o6l¢iimii yapilmistir.

Homojen olarak karistirilan boza 6rneklerinden 20 mL alinmus, {izerine 20 mL saf su ve

34



4-5 damla %1°lik fenolfitaleyn belirteci ilave edilmistir. 0,1 N ayarli NaOH ¢ozeltisi ile
actk pembe renk olusuncaya kadar titre edilmistir. Her bir analiz 2 paralel olarak
yapilmustir ve 0,1N NaOH sarfiyatlar1 kaydedilmistir. Orneklerdeki % laktik asit miktari
asagidaki formiilden yararlanilarak hesaplanmigtir (Metin, 2012).

(3.1)

) ] v X 0,009 X F
%Laktik Asit = W X 100

Formiilde v; mL cinsinden tiiketilen 0,1 N NaOH miktarini, m; mL cinsinden 6rnek
miktarini, d, g/mL cinsinden Ornegin yogunlugunu ve F; 0,IN NaOH ¢ozeltisinin

faktoriinii (1,048) belirtmektedir (Metin, 2012).
3.4.2. Kuru madde, su aktivitesi, gluten, EPS tayinleri ve Briks ol¢iimii

Sabit tartima gelmis ve darast alinmig kurutma kaplarina yaklasik 5 g boza Ornegi
tartilip 100+2°C’ de 4 saat kurutulmustur. Daha sonra desikatorde sogutulmus ve tartimi

almmistir. Bulunan degerlerle % kuru madde orani1 hesaplanmistir (Anonim, 1983).

Su aktivitesi tayini su aktivitesi Ol¢im cihazi (Novasina AG Labmaster, ABD)

kullanilarak yapilmistir (Cemeroglu, 2013).

Boza 6rneklerinde gluten tayini hizmet alimi yoluyla gergeklestirilmistir (Ozcan vd.,
2020).

EPS analizi, fermantasyon sonunda elde edilen kontrol grubu ve farkli tahillardan elde
edilen boza orneklerinde Purwandari vd. (2007)’'nin kullandiklar1 ydnteme gore
yapilmistir. Yonteme gore; yaklasik 30 g boza 6rnegi oncelikle 11000xg 4°C’de 4
dakika santriflij edilmistir. Santrifiij sonrast olusan {ist faz alinarak iizerine 2 hacim
soguk etanol ilave edilmistir. Karigim 4°C’de 12 saat bekletilmistir. Daha sonra 2000xg
4°C’de 15 dakika santriflij edilmistir. Santrifiij sonrasi olusan pelet {izerine 10 mL
distile su eklenmistir ve EPS igeren ¢okelti ¢oziilmiistiir. Cozelti iizerine 250 pL %80
TCA cklenmis ve kalan proteinlerin ¢okmesi saglanmistir. Karigim 4°C’de 12 saat

bekletildikten sonra 2000xg 4°C’de 15 dakika santriflij edilmistir. Son olarak santrifiij
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sonrast olusan, EPS iceren iist faz alinmistir. Daha sonra distile suyla ve TCA ile
yapilan EPS saflastirma islemi tarif edildigi sekilde bir kez daha tekrarlandiktan sonra
EPS igeren karisim vakum etiivde 55°C’de sabit tartima gelene kadar kurutulmustur.

Sonug, g EPS miktari/ kg boza olarak verilmistir.

Boza 6rneklerinde refraktometre (Hanna, ABD) ile Briks olgimii gergeklestirilmistir
(Cemeroglu, 2013).

3.4.3. Renk tayini ve viskozite ol¢iimii

Boza orneklerinde renk tayini Konica Minolta CR300 (Japonya) renk 6lgiim cihazi ile
gerceklestirilmistir (Cemeroglu, 2013). Cihaz her dl¢lim Oncesi siyah yiizey ve beyaz
seramik ile standardize edilmistir. Sonuglar L*, a* ve b* olarak belirtilmis olup kontrol

ornegi ile aralarindaki farklar istatistiksel olarak belirlenmistir.

L* degeri aydmlik ekseni olarak adlandirilmaktadir. L*=0 ise renk minimumda yani
siyah, L*=100 ise renk maksimumda yani beyaz olmaktadir. a* degeri kirmizi-yesil
ekseni olarak adlandirilmaktadir. Eger a* degeri pozitif (+) degerlerde ise renk kirmizi,
eger negatif (-) degerlerde ise yesil, 0 ise notr olmaktadir. b* degeri sari-mavi ekseni
olarak adlandirilmaktadir. b* degeri pozitif (+) ise renk sar1, negatif (-) degerlerde ise

mavi, 0 ise nétr olmaktadir (Altug Onogur ve Elmaci, 2019).

Boza orneklerinin viskozitesi Brookfield viskozimetre 30 rpm’de 4 numarali spindle ile

Ol¢iilmiistiir (Cemeroglu, 2013).

3.4.4. Farkli ham maddeler ile iiretilen boza orneklerinin HPLC ile GABA
miktarmin belirlenmesi

Boza orneklerinde HPLC ile GABA miktar1 Le vd., 2020’e gore bazi modifikasyonlar
yapilarak belirlenmistir. Yontem ekstrakt elde etme, tiirevlendirme ve HPLC ile analiz
olmak tizere {i¢ asamadan olugsmaktadir. Yonteme gore ilk olarak drnekler (2 g), 8 mL
%75 etanol ile karistirildiktan sonra 1 saat ultrasonik su banyosunda bekletilmis ve

10000 rpm’de 20°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatant
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tiirevlendirilmis ve HPLC’de analiz edilmistir (Ekstrakt elde etme asamasi). ikinci
olarak tiirevlendirme ajani hazirlanmistir. Bu amagla metanolik o-fitalaldehid (OPA;
0,512g OPA+10 mL metanol), borat tamponu (50 mL 0,5M borik asit+ 50 mL 0,5M
sodyum hidroksit+3,73 g 0,5M potasyum Kkloriir) ve 2-merkaptoetanol (2-MCE)
karistirtlmistir (40:10:1, h/h/h). Daha sonra 300 pL tiirevlendirme ajani, 150 pL
ekstrakt/standart, 50 pL internal standart (IS, 250 mg/L suda L-novaline) karistirilmig
ve 22°C’de 2 dakika bekletilmistir (Tirevlendirme asamasi). Son olarak 20 pL
tirevlendirilmis ekstrakt HPLC kolonuna (Agilent XDB C18 150 mm) enjekte
edilmistir. Standart egri 0,1-10 ppm GABA i¢in olusturulmustur. HPLC igin
kullanilacak ¢ozelti A: 0.5 N Sodyum Asetat pH 7.2, ¢6zelti B: Asetonitril %100 (%80
cozelti A, %20 ¢ozelti B) bildirilmistir. Akis hiz1 0,8mL/dk kullanilmistir. Agilent 1260
DAD+Floresans dedektorler kullanilmistir. DAD 338 nm, FLD 340 nm Exication 455

nm emission ile 6l¢lim gerceklestirilmistir.

3.5. Boza Orneklerinden LAB ve Maya izolasyonu

Boza orneklerinden LAB ve maya izolasyonu i¢cin De Man Rogosa Sharpe Broth
(MRSB, Merck, Almanya), M17 Broth (M17B, Merck, Almanya) ve Brain Heart
Infusion Broth (BHI, Merck, Almanya), Malt Extract Broth (MEB, Sigma Aldrich,
Almanya), Muller Hilton Agar (MHI, Merck, Almanya), Yeast Extract Glucose
Chloramphenicol Agar (YGCA, Merck, Almanya); izolatlar1 -18°C’de stok olarak
saklamak i¢in gliserol (Merck, Almanya), izolatlara katalaz testi uygulamasi igin
%3’liik hidrojen peroksit (Tekkim, Tiirkiye) ve izolatlarin Gram boyamalari i¢in Gram

boyama kiti (Kimyalab, Tiirkiye) kullanilmigtir.

Boza orneklerinden LAB ve maya izolasyonu amaciyla, petri iizerindeki kolonilerden
farkli morfolojik 6zellige sahip olanlar segilmistir. Segilen koloniler 6ze ile 5 mL uygun
sv1 besiyerine aktarilmis ve uygun inkiibasyon kosullarinda inkiibe edilmistir (Cizelge
3.2). Inkiibasyondan sonra tek koloni diisiirme teknigi ile uygun kati besiyerine
aktarilmig (saflastirma) ve uygun sicaklikta inkiibe edilmistir (Cizelge 3.2). Petrilerde
tek gelisen kolonilerden 5 mL’lik uygun sivi besiyerine inokiile edilerek uygun

sicaklikta (Cizelge 3.2) inkiibe edilmistir (Bagci, 2012).
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Cizelge 3.2. Boza orneklerinden elde edilen izolatlarin aktiflestirildikleri siv1 ve kati
besiyerleri ve inkiibasyon kosullar1

izolatin ahndig1  izolatin aktiflestirildigi  izolatin aktiflestirildigi Inkiibasyon

besiyeri siv1 besiyeri kati besiyeri Kosullar:
MRSA MRSB MRSA 30°C’de 24 saat
M17A M17B M17A 30°C’de 24 saat
KAA BHI MHI 37°C’de 24 saat

DRBCA MEB YGCA 25°C’de 3-5 giin

LAB’leri Gram boyama kiti kullanilarak boyanmis ve 1sik mikroskobunda
incelenmistir.  Izolatlarin  boyanmas1 kit icerisindeki prosediir uygulanarak
gergeklestirilmistir. Bu amagla, izolatlarin 24 saatlik taze sivi kiiltiiriinden 6ze ile temiz
bir lama aktarilmis ve lam iizerinde kurumaya birakilmistir. Lam iizerindeki kurumus
kiiltiir, lamin ii¢ kez alevden gecirilmesi ile fiksasyona tabi tutulmustur. Fiksasyon
sonrasinda kristal viyole boyasi fikse edilen kiiltiir iizerine damlatilmigs ve 1 dakika
bekletilmigtir. Siire sonunda boyanin fazlast dokiilmiis ve lam su ile yavasca
yikanmistir. Lamdaki kiiltiir tizerine Gram iyot ¢6zeltisinden damlatilmis ve 1 dakika
bekletilmistir. Stire sonunda c¢ozeltinin fazlas1 dokiilmiis ve lam su ile yavasca
yikanmistir. Lamdaki kiiltiir tizerine %96’lik etil alkol damlatilmis ve 10 saniye
bekletilmigtir. Siire sonunda etil alkoliin fazlasi dokiilmiis ve lam su ile yavasca
yikanmigtir. Lamdaki kiiltiir {izerine safranin boyasi damlatilmis ve 30 saniye
bekletilmistir. Siire sonunda boyanin fazlas1 dokiilmiis ve lam su ile yavas¢a yikanmis
ve sonrasinda kurumaya birakilmistir. Kuru lamlar mikroskopta yagli objektifte (x100)
incelenmigtir. Mikroskop ile incelenen izolatlardan Gram pozitif oldugu tespit edilen
LAB izolatlarina katalaz testi uygulanmistir. Bu amagla temiz bir lam {izerine izolatlarin
24 saatlik taze sivi1 kiiltiirlinden 6ze ile bir damla aktarilmistir. Kiiltiir izerine %3’liik
hidrojen peroksit ¢ozeltisinden damlatilmis ve gaz ¢ikis1 gézlenmistir. Gaz olusumunun
gozlenmesi katalaz pozitif reaksiyon olarak belirlenmistir (Bage1, 2012). Gram pozitif

ve katalaz negatif 6zellikteki LAB izolatlar ileri testler i¢in gliserol stoguna alinmustir.
Maya izolatlarin yas preparatt hazirlandiktan sonra izolatlar mikroskopta

incelenmistir. Bu amacla maya izolatlarinin 24 saatlik taze siv1 kiiltiirlerinden temiz bir

lam {izerine 6ze ile bir damla aktarilmistir. Kiiltiir {izerine hava kalmayacak sekilde
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temiz bir lamel kapatilmis ve hazirlanan yas preparat mikroskopta incelenmistir (Bagct,
2012).

Mikroskopta incelenen izolatlar saf kiiltiir halinde degilse saflagtirma asamasina saf
kiiltiir elde edilene kadar devam edilmistir. izolatlar saf kiiltiir olarak son konsantrasyon
%30 (h/h) olacak sekilde gliserol stoga alinmis, -18°C’de muhafaza edilmistir (Bagci,
2012).

3.6. Boza Orneklerinden Izole Edilen LAB ve Mayalarin PIM Yéntemi ile
GABA Uretim Potansiyellerinin Belirlenmesi

Gram pozitif ve katalaz negatif oldugu belirlenen LAB ve maya izolatlarinin GABA
tiretme yeteneklerini tespit etmek amaciyla glutamat dekarboksilaz (GAD) enzim

faaliyetinin varlig1 PIM ile tespit edilmistir (Diana, Rafecas, vd., 2014; Yang vd., 2006).

Yontem ile GABA iiretim potansiyeli test edilen izolatlarin 24 saatlik taze kiiltiirlerini
hazirlamak igin izolatlar stoktan %2 oraninda (h/h) Cizelge 3.2’te verilen izolata uygun
10 mL siv1 besiyerine aktarilmis ve uygun inkiibasyon kosullarinda gelistirilmistir.
Daha sonra 24 saatlik taze kiiltlirler, 50 mL uygun besiyerine %2 oraninda inokiile
edilmis ve 48 saat uygun sicaklikta inkiibasyona birakilmistir. Bu stire sonunda kiiltiirler
5000xg’de 4°C’de 15 dakika (mayalar i¢in 10000xg’de) santrifiij edilmis ve ortamdaki
besiyeri uzaklastirilmistir. Daha sonra 9%0,85°lik steril NaCI c¢ozeltisi ile hiicreler
yikanmis, vorteks cihazinda karistirilmig ve 5000xg’de 4°C’de 15 dakika (mayalar i¢in
10000xg’de) santrifiij edilmistir. Bu islem {i¢ kez tekrarlanmistir. Ardindan hiicreler 10
mL L-glutamik asit+Tween 80 soliisyonu (0,1 mmol/L Tween 80 igeren 50 mmol/L L-
glutamik asit soliisyonu) igerisinde siispanse edilmistir. Siispansiyon 0,5 N HCI ile
pH’s1 ayarlanarak 37°C de 7 giin inkiibasyona birakilmistir. 7. giin sonunda Ornekler
5000xg’de 4°C’de 15 dakika (mayalar ig¢in 10000xg’de) santrifiij edilmis ve {ist faz test
edilmek {tizere tiiplere almmustir. Siipernatantin bir kismi ayrilmis ve {izerine birkag
damla kompleks pH indikator cozeltisi damlatilarak Orneklerin renk degisimleri
gozlenmistir (Diana, Rafecas, vd., 2014; Yang vd., 2006). Siipernatantin diger bir kismi

ayrilarak -18°C’de muhafaza edilmis ve daha sonradan probiyotik 6zellikleri bulunan
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izolatlara ait siipernatantlarin icerdigi GABA miktarlar1 kantitatif olarak Boliim 3.4.4’te

anlatilan yonteme goére HPLC ile belirlenmistir.

Kompleks pH indikatériiniin_hazirlanmasi: Indikatér ¢ozeltisi igin 0,2 g metil
kirmizist ve 0,1 g metilen mavisi ayr1 ayr1 100 mL etanolde (mutlak etanol; %100)
¢oziindiiriilmiistiir. Daha sonra bu iki ¢6zelti 1:1 (h/h) oraninda karistirilarak kompleks
pH indikator ¢Ozeltisi hazirlanmistir.  Analiz  sonucu olusan renge gore
degerlendirilmistir. Morumsu-kirmizidan yesile bir renk doniisimii GABA iiretimi

gostergesi olarak belirlenmistir (Diana, Rafecas, vd., 2014; Yang vd., 2006).

3.7. Boza Orneklerinden izole Edilen GABA Ureticisi Izolatlarin Probiyotik
Ozelliklerinin Belirlenmesi

Boza orneklerinden izole edilen GABA iireticisi izolatlarin probiyotik ozelliklerini
belirlemek i¢in; bazt Gram negatif bakterilerden Escherichia coli ATCC 25922,
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 ve Gram pozitif bakterilerden Streptococcus
mutans, Enterococcus faecium M74, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Listeria innocua ATCC 33090, Listeria
monocytogenes ATCC 7644’e¢ karsi antimikrobiyal aktiviteleri, bazi antibiyotiklere
kars1 direngleri, diisik pH ve ¢esitli safra tuzu konsantrasyonuna direngleri ve in vitro

sindirim modelindeki davranislar1 incelenmistir.
3.7.1. lizolatlarin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi

Boza orneklerinden izole edilen GABA fireticisi LAB ve maya izolatlarinin probiyotik
ozelliklerini belirlemek igin; bazi Gram negatif bakterilerden Escherichia coli ATCC
25922, Salmonella Typhimurium ATCC 14028 ve Gram pozitif bakterilerden
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Streptococcus mutans, Enterococcus feacalis
ATCC 29212, Enterococcus faecium M74, Listeria innocua ATCC 33090 ve Listeria
monocytogenes ATCC 7644’e kars1 antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir.

Gliserol stoktaki izolatlarin aktiflestirilmesinde ve antimikrobiyal aktivitenin

belirlenmesinde Cizelge 3.2’de verilen besiyerleri kullanilmistir. Test bakterisi
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kiiltiirlerinin gelistirilmesinde Nutrient Broth (NB, Merck, Almanya) ve Nutrient Agar
(NA, Merck, Almanya) kullanilmistir. Izolatlarm antimikrobiyal aktivitesinin

belirlenmesi i¢in “agar damlatma” ve “agar diflizyon” teknikleri ayr1 ayr1 uygulanmistir

(S. D. Todorov vd., 2008).

-Agar Damlatma Testi: Antimikrobiyal etki spektrumlari belirlenecek olan LAB ve
mayalarin 24 saatlik siv1 kiiltiirlerinden, uygun besiyerine (Cizelge 3.2) damla seklinde
2 uL inokule edilmistir. Petri kutular1 daha sonra uygun kosullarda (Cizelge 3.2) inkiibe
edilmistir. NB besiyerinde 37°C'de 24 saat aktiflestirilmis test bakterisi kiiltlirlerinden
%0,75 agar iceren 10 mL NA besiyerine 10 plL miktarda eklenip karistirilmis ve bu
karisim kat1 besiyerinde gelistirilen damlatma kiiltiirlerin {izerine dokiilmiistiir. Petri
kutular1 daha sonra 37°C'de 24 saat daha inkiibe edilmistir. LAB ve maya izolatlarinin
test bakterilerine karsi antimikrobiyal aktiviteleri, inkiibasyon sonunda damlatma
kiiltiirler etrafinda olusan seffaf inhibisyon zonlar1 yoniiyle degerlendirilmistir (S. D.

Todorov ve Dicks, 2007).

- Agar Difiizyon Testi: Agar difiizyon tekniginde ise uygun besiyerinde uygun
inkiibasyon kosullarinda (Cizelge 3.2) aktiflestirilen izolatlar 10000xg’de 4°C'de
10dakika santrifiijlenerek slipernatant kisim kullanilmak iizere ayrilmistir. Elde edilen
siipernatantlar 0,22 pm goézenek capli steril membran filtreden gecirilerek hiicre
icermeyen siipernatantlar elde edilmistir. Aktiflestirilmis 0,1 mL test bakteri kiltiirii
%0,75 agar (a/h) igeren 20 mL miktardaki NA besiyeri igine ilave edilip karistirilarak
steril Petri kutularina dokiilmiis ve buzdolab1 igerisinde 2 saat bekletilerek katilagsmasi
saglanmigtir. Katilasan agar yiizeyine 1 mL’lik steril otomatik pipet uglar1 kullanilarak 9
mm c¢apinda kuyucuklar agilmis ve her bir kuyucuk ic¢ine calisilan izolatlarin hiicre
igermeyen siipernatantlarindan 100 pL miktarda ayri ayri eklenmistir. izolatlarm
antimikrobiyal aktiviteleri, Petri kutularimin inkiibasyonunun ardindan kuyucuklar
etrafinda olusan seffaf inhibisyon zonlar1 kumpas yardimi ile 6lgiilerek belirlenmistir (S.

D. Todorov vd., 2008; S. D. Todorov ve Dicks, 2007).
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3.7.2. lzolatlarin antibiyotik direnclerinin belirlenmesi

Boza orneklerinden izole edilen GABA iireticisi LAB ve maya izolatlarindan yalnizca
bazi LAB izolatlar1 antimikrobiyal aktivite gostermistir. Bu izolatlarin probiyotik
Ozelliklerinin belirlenebilmesi i¢in bir sonraki asama olarak izolatlarin antibiyotik

direngleri belirlenmistir. Bu amagcla disk diflizyon yontemi (CLSI, 2017) kullanilmistir.

Yonteme gore test edilecek LAB izolatlart MRSB besiyerine ekilip 37°C'de 24 saat
inkiibe edilerek canlandirilmis ve bu kiiltiirlerden 0,5 McFarland standardina uygun
bulaniklikta steril %0,85’lik NaCl igerisinde siispansiyon hazirlanmistir. Hazirlanan
siispansiyonlardan MHI ylizeyine yayilmis ve ardindan antibiyotik diskler her Petri
kutusuna 3 adet disk olacak sekilde yerlestirilmistir. 37°C’de 24 saatlik inkiibasyonun
ardindan antibiyotik diskler etrafinda olusan inhibisyon zon caplar 6l¢iilerek izolatlarin
antibiyotiklere duyarlilik ya da direnglilik durumlari ilgili standartlarla (Cizelge 3.3)
karsilastirilarak degerlendirilmistir (CLSI, 2017).

Cizelge 3.3. Antibiyotik diren¢ analizinde kullanilan antibiyotikler ve konsantrasyonlari
(CLSI, 2017)

Etki Mekanizmas1 # Antibiyotik Kisaltmasi Konsantrasyon FZ;m CTPI (mm)s
Hiicre duvar
sentezi 1 Vankomisin VA 30png/disk <14 15-16 =>17
inhibitorleri
2 Tetrasiklin TE 30pg/disk <14 15-18 =>19
3 Eritromisin E 10ng/disk <13 14-22 >23
Protein sentezi . .
inhibitorleri 4  Kloramfenikol C 30pg/disk <12 13-17 =18
5  Streptomisin S 10ug/disk 11 12-14 >15
6 Gentamisin CN 10ng/disk <12 - >13

R:direngli, S: duyarl, I:orta derecede direnc¢li/duyarh

3.7.3. lizolatlarn in vitro sindirim modelindeki davramisinin belirlenmesi

Boza orneklerinden izole edilen GABA iireticisi, antimikrobiyal aktiviteye sahip,
antibiyotik duyarliligt bulunan LAB izolatlarinin in vitro sindirim modelindeki

davraniglarinin analizi Nazzaro vd., (2012)’ye gore yapilmistir. Yonteme gore yapay
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mide suyu olarak 3 g/L pepsin igeren son pH 2.0’ye ayarlanmig MRSB kullanilmistir.
Yapay bagirsak sivisi, 1 g/LL pankreatin ve 4,5 g/L safra tuzu iceren MRSB’den
olusmustur. Her iki yapay ortam da 0,22 pm membran filtre ile sterilize edilmistir. LAB
izolatlarinin 24 saatlik taze kiiltiirleri 5000xg’de 4°C’de 15 dakika santrifiij edilip, iki
kez fizyolojik su ile yikandiktan sonra pelet elde edilmistir. Yapay mide suyunda
stispanse edilen pelet 37°C’de 3 saat inkiibe edilmis ve santrifiijlenerek yeniden pellet
elde edilmistir. Steril fizyolojik su ile yikanan pelet yapay bagirsak sivisi ile (4,5
mL/100 mL) resiispanse edilmistir. Ornekler 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Her
asamada LAB sayimi i¢in ornek alinmis ve MRSA’ya ekim yapilmistir. Petri kaplar
37°C’de 24-48 saat inkiibe edilmis ve sayim alinmustir.

3.7.4. lzolatlarin safra tuzu ve diisiik pH direncinin belirlenmesi

Boza orneklerinden izole edilen GABA fdreticisi, antimikrobiyal aktiviteye sahip,
istenilen antibiyotik duyarliligina sahip olan ve in vitro sindirim modelinde canli

kalmay1 bagaran izolatlarin safra tuzu ve diisiikk pH’ya direncleri belirlenmistir.

Izolatlarin safra tuzu direncinin test edilmesi amactyla, MRSB’deki 24 saatlik taze
kiltiirleri, son konsantrasyonda %0,3 (a/h) safra tuzu (Merck, Almanya) igeren
tiplerdeki MRSB besiyerlerine %4 (h/h) oraninda inokiile edilmistir. Tiipler 30°C’de
inkiibe edilmis, taze kiiltiirden ve 0., 1., 4. ve 24. saatlerde Ornek alinarak uygun
diliisyonlarindan yayma plak yontemine gore MRSA besiyerine ekim yapilmistir.
Petriler 30°C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra sayim sonucu belirlenmistir (Klingberg
vd., 2005).

Izolatlarin diisiik pH’ya direnglerinin belirlenebilmesi icin MRSB’deki 24 saatlik taze
kiiltiirleri, pH degeri 3 ve 7’ye ayarlanan MRSB besiyerlerine %4 oraninda inokiile
edilmistir. Tiipler 30°C’de inkiibe edilmis, taze kiiltiirden ve 0., 1., ve 4. saatlerde pH=3
ve pH=7 olarak ayarlanan besiyerlerinden 6rnek alinarak uygun diliisyonlarindan yayma
plak yontemine gére MRSA besiyerine ekim yapilmistir. Petriler 30°C’de 48 saat

inkiibe edildikten sonra sayim sonucu belirlenmistir (Klingberg vd., 2005).
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3.8.  Boza Orneklerinden izole Edilen GABA Ureticisi ve Probiyotik Potansiyeli
Olan izolatlarin Tanimlanmasi

Probiyotik ve psikobiyotik 6zellikler yoniinden pozitif bulunan LAB izolatlarinin 16S
rRNA dizi analizi ile tanimlamalar1 hizmet alimi1 yoluyla Aquatayf firmasi tarafindan
gerceklestirilmigtir (Tamura vd., 2021). Bu amagla izolatlarin DNA’lar1 Intron G-Spin
DNA Ektraksiyon kiti (katalog numarasi1 17045) kullanilarak izole edilmistir. DNA
amplifikasyonu i¢in 16S rRNA Forward (27f) AGAGTTTGATCTGGCTCAG ve 16S
rRNA Reverse (rP2) ACGGCTACCTTGTTACGACTT primerleri (Oligomer)
kullanilmistir. PZR karigimi igin 3,5 uL dH20, 5,5 pl 5X PCR Dye Master Mix II (1X
PZR karisiminin 25 pL’sinde 0,75U Taq DNA polimeraz, reaksiyon tampon ¢ozeltisi, 2
mM MgCly, 250 uM dNTP ve enzim stabilizatorii bulunmaktadir), 10 picomole/uL 16S
tRNA primeri ve 16S rRNA Forward primeri kullanilmistir. Izolatlarin DNA &rnekleri
94°C’de 1 dakikada denatiire edilmistir. Sonrasinda PZR, 94°C’de 1 dakika, 57°C’de 1
dakika, 72°C’de 1 dakika ve 72 °C’de 10 dakika 40 dongii olacak sekilde uygulanmigtir
(Tamura vd., 2021).

PZR iriinleri %0,5’lik agaroz igeren jelde yiiriitilmiistiir. Jel, DNR-BIOIMANING
SYSTEMS jel dokiimantasyon programi kullanarak goriintiillenmistir. Jel elektroforezi
icin oncelikle 0,8 gr agaroz tartilmig ve 150 mL 1X TAE buffer igerisinde kaynatilip,
erimesi saglanmigtir. Jel, 40°C'ye kadar soguduktan sonra, 4 pL Red Safe eklenmistir.
Jel, elektroforez tankina aktarilmis ve taraklar yardimiyla jel kuyucuklart hazirlanmistir.
Jelin iizerine 1x TAE, tank igerisinde jelin tizerini kapatacak sekilde dokiilmistiir. Daha
sonra 10 pl'lik PZR triini, 1pL of Gel 6X Loading Buffer ile karistirildiktan sonra jelin
kuyucuguna yiiklenmistir. Referans olarak 8 uL DNA molekiiler agirlik isaretleyici
kullanilmistir. PZR tiriinleri, 30 dakika 100V/80 mA'de jelde yiritilmistir. Jel UV
altinda goriintiillenmis ve fotograflanmigtir. PZR {irtinleri EXO-SAP saflastirma Kiti
kullanilarak saflagtirilmistir. Sonrasinda, BIG-DYE cycle sequencing kit kullanilarak
ABI 3500 cihazinda dizileme islemi gergeklestirilmistir. Izolatin molekiiler
karakterizasyonu i¢in Forward ve Reverse primerleri ile elde edilen dizileme sonuglart
Bioedit Programi kullanilarak incelenmistir. Elde edilen diziler NCBI nucleotide
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) veri tabani kullanilarak veri bankasindaki

44



dizileme sonuglari ile eslestirilmistir. Referans tiirlerin niikleotid dizileri NCBI Gene
Bank web sayfasindan indirilerek incelenmistir. Coklu dizi analizi BioEdit sequence
alignment editor v7.2.5 (12/11/2013) programu ile gerceklestirilmistir. Filogenetik agag,
filogenetik analiz programi MEGA-X version 10.2.2 ile elde edilmistir. Filogenetik
agag, olusturulurken Neighbour-joining yontemi ve 1000 bootstrap degeri kullanilmigtir
(Tamura vd., 2021).

3.9. istatistiksel Analizler

Calismada tiim analizler iki paralel ve iki tekrar olacak sekilde gergeklestirilmistir.
Calismadan elde edilen veriler gizelgelerde ortalama deger + standart sapma olacak
sekilde gosterilmistir. Analiz sonuglarinin istatistiksel degerlendirilmesinde ANOVA ve
post-hoc olarak Tukey testi kullanilmistir (p<0,05). Istatistiksel analizlerin
gerceklestirilmesinde Minitab 17 (Minitab Statistical Software, USA) paket programi

kullanilmastir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1.  Duyusal Analiz Sonuclar

Bu calismada, farklt ham maddelerden iiretilen dort farkli boza 6rnegi (geleneksel boza,

chiali boza, kinoali boza, chiali ve kinoali boza) Boliim 3.2°de anlatildigi sekilde

duyusal degerlendirmeye alimmistir. Tez kapsaminda iretilen boza Orneklerinin

fermantasyon sonunda (36. saat) ve 6 giin soguk depolama sonrasinda gergeklestirilen

duyusal analiz sonuglar1 Cizelge 4.1, Cizelge 4.2, Sekil 4.1 ve Sekil 4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.1. Boza 6rneklerinin 36. saat duyusal analiz sonuglari

Ornek Kodu Koku Renk Kivam

K 6,64+1,912 7,91+1,762 7,36+1,912

C 5,50+1,928 436+1,57" 7,18+2,042

Ki 59142212 6,55+2,122 6,73+1,902

CKi 6,102,072 5,004£2,32" 6,82+2.272

En az -En ¢ok 5,50-6,64 4,36-7,91 6,73-7,36
o Agi1zda biraktigy Genel Kabul
Ornek BH Lezzek e E Edilebilirlik

K 7,0041,902 6,91+1,762 6,6442.20?

C 6,18+2,40? 6,55+2,122 6,18+1,722

Ki 5,91+1,582 6,46+1,292 6,18+1,252

CKi 6,73+1,682 7,00+2,102 6,91+1,972

En az -En ¢ok 5,91-7,00 6,46-7,00 6,18-6,91

Sonuglar aritmetik ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Aymn siitunda farkli harfler ile
gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark (p<0,05) vardir. K: Geleneksel boza (kontrol);

C: Chia katkili boza, Ki: Kinoa katkili boza, CKi: Chia ve Kinoa katkil1 boza

Boza 6rneklerinin koku, kivam, lezzet, agizda biraktig1 his ve genel kabul edilebilirlik

ozellikleri kapsaminda 36. saat duyusal degerlendirme sonuglar1 incelendiginde,

ornekler (K, C, Ki ve CKi) arasinda istatistiksel bir fark bulunmamistir (p>0,05). Boza

orneklerinin genel kabul edilebilirlik 6zellikleri incelendiginde istatistiksel olarak

digerlerinden farkli olmasa da en yiiksek skoru 36. saat sonunda CKi 6rnegi almstir.
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Duyusal Analiz Sonuglari (36.saat)

e Gelenekse| === Chia katkili Kinoa Katkil| === Chia ve Kinoa Katkili
Koku
8
Genel Kabu
Edilebilirlik Renk
Agizda biraktigi his Kivam

Lezzet

Sekil 4.1. Boza 6rneklerinin 36. saat duyusal analiz sonucunun 6riimcek ag1 grafiginde
gosterimi

Boza orneklerinin 36. saat sonrasinda yapilan duyusal degerlendirme sonuglarina gore
renk Ozellikleri birbirlerinden istatistiksel olarak farkli bulunmustur (p<0,05).
Sonuglara gore renk Ozelligi agisindan en ¢ok tercih edilen boza olarak K o6rnegi
bulunmustur. Renk 6zelliginde K 6rnegini tercih bakimmdan Ki, CKi ve C ornekleri
takip etmistir (Sekil 4.1). Yapilan bir ¢alismada ham madde olarak piring, dar1, misir ve
bugday kullanilarak cesitli 6zelliklerde bozalar iiretilmistir. Calismanin duyusal analiz
sonuclarina gore piringten {iretilen boza Orneginin rengi beyazims: oldugu i¢in en az
tercth edilen Ornek olmustur. Tiketicilerin genellikle sarimsi renkteki bozalari
tilketmeye daha yatkin olduklari sonucuna varilmistir (Akpinar-Bayizit vd., 2010). Ham
maddenin niteligi bozanin renk 6zelligine etki etmektedir. Tez kapsaminda iiretilen
boza oOrneklerinde de Sekil 4.2°de goriildiigii gibi ham maddenin ¢esidi ve oranlari

degistikge tiretilen bozalarin renklerinde de degisimler meydana gelmistir.
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Sekil 4.2. Farkli ham maddeler kullanilarak iiretilen boza o6rnekleri

(1: chia katkili boza 6rnegi, 2: kinoa katkil1 boza 6rnegi, 3: chia ve kinoa katkili boza
ornegi, 4: geleneksel boza drnegi)
Duyusal analiz sirasinda panelistler 36. saat sonunda K o6rneginde, alkol aromas,
metalik tat, depo kokusu/aromasi, yogun maya kokusu, plastik tadi; C oOrneginde,
tanimlanamayan yabanci tat, yutuldugunda plastik gibi bir agiz hissi, fermente tat,
koyuluk, piitiirliilik, tahil aromasi, targin, salep aromasi, Vanilya, krema aromasi,
meyveli aroma, c¢ilek aromasi baskinligi hissetmistir. Panelistler, Ki 6rneginde, ¢ok
yogun maya kokusu, pitirliiliikk, kokusuzluk, eksimsilik; CKi &rneginde, koyuluk,
putirlillik, yogun aromali gibi farkli 6zellikler algilamistir. Ayrica tiim Orneklerde
buruk tat algilanmistir. Her bir boza 6rneginde panelistlerin farkli aroma, koku ve lezzet
bilesenlerini algilamis olmasi boza Orneklerinin ham madde igeriklerinin farklilig ile
aciklanabilmektedir. Ham madde tipinin ve miktarlarinin degismesiyle birlikte boza
tiretiminde fermantasyonda kullanilan karbon kaynaginin, ortamdaki azot kaynaginin,
lipitlerin ve biiyiime faktorlerinin degismesi yeni olusan iriindeki metabolitlerin ve
miktarlarmin da degismesine yol agmaktadir (Coda vd., 2010; Di Cagno vd., 2011,
Lorusso vd., 2018).
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Cizelge 4.2. Boza 6rnekleri soguk depolama (+4°C) 6. giin duyusal analiz sonuglari

Ornek Kodu Koku Renk Kivam

K 5.89+1,97 7,781,092 7.2240,97°

C 4,78+1,20° 6,22+1,712 5.33+1,73°

Ki 4,67+1,50 7,670,872 7.33+1,122

CKi 4.78+1,392 5,67+2.,45b 5,33+2.552

En az -En cok 4,67-5,89 5,67-7,78 5,33-7,33
- Agizda biraktig Genel Kabul
Ornek Kodu Lezzet his Edilebilirlik
K 7.56+0,53° 7,000,507 7.561,33°

C 5,67+2,06% 5,78+2,172 5,56+2,19

Ki 6,67+1,23% 7,00+1,322 7.22+0,832

CKi 5,11+1,83b 4,89+2,09° 4,78+2,44P

En az -En cok 5,11-7,56 4,89-7,00 4,78-7,56

Sonuglar aritmetik ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Farkli 6rneklerin ayni
parametresi i¢in farkli harfler ile gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark (p<0,05)
vardir. K: Geleneksel boza (kontrol); C: Chia katkili boza, Ki: Kinoa katkili1 boza, CKi: Chia
ve Kinoa katkili boza

Tez kapsaminda iiretilen boza ornekleri 6 giin boyunca +4°C’de depolandiktan sonra
gerceklestirilen duyusal degerlendirme sonuglarina goére, boza 6rneklerinin koku, kivam
ve agizda biraktig1 his ozellikleri arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmamustir
(p>0,05). Renk ozelligi agisindan soguk depolama 6. giin duyusal degerlendirme
sonuclar1 incelendiginde 36. saat sonrasinda elde edilen duyusal degerlendirme
sonuclarina benzer bir sonug¢ elde edilmistir (p<<0,05). Sonuglara gore renk ve lezzet
Ozelligi agisindan en ¢ok tercih edilen boza ornegi 6. giin sonunda K &rnegi olarak
bulunmustur. Renk ve lezzet 6zelliginde K 6rnegini tercih bakimindan Ki, C, CKi
ornekleri takip etmistir. C 6rnegi ile Ki 6rneginin duyusal degerlendirme renk ve lezzet
sonuglari arasinda istatistiksel bir fark bulunmamustir (p>0,05). Genel kabul edilebilirlik
acisindan 6. giin depolama sonunda boza 6rnekleri incelendiginde K ve Ki 6rnekleri en
yiiksek skoru alarak en tercih edilen boza 6rnekleri olmustur (p>0,05). Bu ornekleri,
genel kabul edilebilirlik agisindan 6. giin depolama sonunda C 6rnegi ve sonrasinda da

CKi 6rnegi takip etmistir (p<0,05).
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Duyusal Analiz Sonuglari (6.glin)

e Gelenekse| === Chia katkil Kinoa Katkill === Chia ve Kinoa Katkili

Koku
8

6
Genel Kabu

Edilebilirlik \\]
{

|

Agizda biraktigi his \/ Kivam

Lezzet

Renk

Sekil 4.3. Boza 6rneklerinin soguk depolama (+4°C) 6. giin duyusal analiz sonuglarinin
ortimcek ag1 grafiginde gosterimi

Alt1 giinlik soguk depolama sonunda panelistler tarafindan chiali boza 6rneginde,
aroma tadi, ¢ok koyu/kati kivam, yapiskanlik, koyu renk, yogun maya tadi, buruk tat;
kinoali boza 6rneginde, fazla akiskanlik, eksi tat, yapiskanlik, tahil aromasi; chia ve
kinoa katkili boza orneginde, piitiirlilikk, tahil aromasi, koyu renkli, ¢ok koyu/kati
kivam gibi farkl duyusal 6zellikler algilanmistir. Ham maddenin ¢esidi soguk depolama
sirasinda bozanin akigskanli§inin artmasina veya daha kivamli bir hal almasina etki eden
bir parametredir (Anli ve Sanlibaba, 2019). Ham maddenin igerisindeki nisasta, seliiloz,
protein (glutenin ve gliadin) ve lipit i¢erigi, nisastanin jellesme ve cirislenme 6zellikleri,
mikrobiyotanin EPS iiretme potansiyeli sogukta depolanan bozalarmn koku, lezzet ve
kivamindaki degisimde etkisi olan parametreler olabilmektedir (Altay vd., 2013;
Berktas, 2011; Ertas, N., Aslan, M., Yagcilar, 2019; Heperkan vd., 2014).

Boza igerisinde canli ve kompleks bir mikrobiyotay1 barindiran farkli ham maddelerden
tiretilebilen fermente bir tahil icecegidir. Boza Orneklerinin sogukta depolama
asamasinda duyusal ozelliklerinde degisimler meydana gelmistir. Bunun sebebi sogukta
depolama sirasinda bozada bulunan mikroorganizmalarin faaliyeti sonucunda
fermantasyonun yavas bir hizda da olsa devam ediyor olmasi1 olarak agiklanabilmektedir

(Ertas vd., 2019; Levent ve Algan Cavuldak, 2017; Saglam vd., 2018). Bu nedenle 36
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saat fermente edilmis boza Orneklerinin duyusal oOzellikleri ile 6. giin sogukta
depolanmis boza Orneklerinin duyusal Ozelliklerinin birbirlerinden farkli oldugu

gozlenmistir.

4.2.  Mikrobiyolojik Analiz Sonug¢lar:

4.2.1. Toplam aerobik mezofilik canh bakteri sayim

Tez kapsaminda iiretilen boza 6rneklerine ait fermantasyon ve soguk depolama boyunca

TAMB sayimi sonuglar1 Cizelge 4.3 ve Sekil 4.4’te verilmistir.

Cizelge 4.3. Boza 6rneklerinin toplam aerobik mezofilik canli bakteri sayim sonuglari

Ornek TAMB (log kob/mL)
Adi 0. saat 36. saat 6. giin 12. giin 18. giin 24. giin
K 5,20+0,06% 8,77+0,06% 8,16+0,06°® 8,12+0,03%® 7,74+0,02* 7,46+0,00°°
C 7,10+0,03%® 8,77+0,05* 8,36+0,05°®  7,72+0,03°¢ 7,72+0,09%C 7,90+0,05%
Ki 5,96+0,01°° 8,60+0,08°A 8,16+0,05°B 7,96+0,05® 7,73+0,05% 7,58+0,05°C
CKi  557+0,10° 8,70+0,05®® 9,97+0,02** 8,01+0,08°C 7,92+0,12* 7,39+0,06°°

Sonuglar aritmetik ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Ayni siitunda farkli kiigiik harfler ile
gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark (p<0,05) vardir. Ayni satirda farkl bilyiik harfler ile
gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark (p<0,05) vardir. TAMB: toplam aerobik mezofilik
canli bakteri; kob/mL: koloni olusturan birim/mililitre; K: Geleneksel boza (kontrol); C: Chia katkili boza,
Ki: Kinoa katkili boza, CKi: Chia ve Kinoa katkil1 boza

Fermentasyon baslangicinda mikroorganizma yiikii en fazla olan 6rnek C Ornegi
(7,10+0,03 log kob/mL) ve en az olan 6rnek ise K 6rnegi (5,20+0,06 log kob/ mL)
olarak bulunmustur. Boza Orneklerinin baslangic TAMB sayist arasinda anlamli bir
farklilik goriilmiistiir (p<0,05). Fermantasyonla birlikte boza orneklerinin TAMB
sayisinda onemli bir artis gézlenmistir (p<0,05). Fermantasyon sonrasinda (36. Saatte)
boza orneklerinin (K, C, Ki, CKi) TAMB sayisi sonuglar1 8,60+0,08 log kob/mL ile
8,77+0,06 log kob/mL arasinda degisiklik gostermistir (p>0,05). Sogukta (+4°C)
depolamanin 6. giiniinde K, C, Ki, orneklerinin TAMB sayilarinda anlamli bir azalis,
CKi orneginde ise anlamli bir artis gézlenmistir (p<0,05). Boza drneklerinin sogukta
(+4°C) depolama 6.giiniinde TAMB sayis1 sonuglar1 8,16+£0,05 log kob/mL ile
9,97+0,02 log kob/mL arasinda tespit edilmistir (p<0,05). Boza 6rneklerinin sogukta

(+4°C) depolama 12.giin sonuglar1 incelendiginde K ve Ki orneklerinde 6.gline gore
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TAMB sayisinin degismedigi (p>0,05), buna karsilik C 6rneginde yaklasik 0,6 log
kob/mL ve CKi 6rneginde ise yaklasik 2 log kog/mL azalma oldugu gorilmiistiir
(p<0,05). Sogukta depolamanin 18.giiniinde C ve CKi Orneklerinde 12.gline gore
TAMB sayisinin degismedigi goriilmistiir (p>0,05) ancak K ve Ki &rneklerinde bir
miktar azalis oldugu tespit edilmistir. Sogukta depolamanin sonunda (24.giin) C ve Ki
orneklerinde 18.giine gore TAMB sayisinin degismemis (p>0,05), K ve CKi
orneklerinde ise bir miktar azalis oldugu goézlenmistir (p<0,05). Fermantasyondan sonra
raf Omrii boyunca (24 giin) boza Orneklerinin hicbirinde TAMB sayis1 7,39 log

kob/mL’nin altina dismemistir.

Toplam Aerobik Mezofilik Canli Bakteri Sayisi
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00

2,00

TAMB sayisi log kob/mL

0,00
0.saat 36.saat 6.gln 12.gln 18.gln 24.gln

Zaman

K C Ki CKi

Sekil 4.4. Boza 6rneklerinin fermantasyon ve soguk depolama (+4°C) boyunca TAMB
say1s1 degisimi

TAMB sayis1 gidalarda mikrobiyolojik kalitenin belirlenmesinde yaygin olarak
kullanilan bir indikator analiz olarak bilinmektedir. Bir¢ok gidada TAMB sayisinin
yuksek olmas1 patojen bakterilerin de gidada bulunabileceginin gostergesi olarak kabul
edilmektedir. Ancak fermente gidalarda ortamda hakim olan bir mikroorganizma grubu
bulunmaktadir ve bu analiz ortama hakim olan mikroorganizma grubunun yani sira
ortamda bulunabilecek diger mikroorganizmalar hakkinda bir fikir vermektedir
(Erkmen, 2011). Tez kapsaminda {iretilen boza Orneklerinde fermantasyon

baslangicinda TAMB sayisinin Ornekler arasinda degisiklik gdstermis olmas1 (C
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orneginde 7,10+£0,03 log kob/mL iken K o6rneginde 5,20+0,06 log kob/mL) bozalarin
tiretilmis olduklar1 ham maddelerin mikrobiyal kalite farkliligindan kaynaklanmaktadir
(Berktas, 2011; Borcakli vd., 2018). Tez kapsaminda {iretilen bozalar dogal
fermantasyon ile iiretilmis ve herhangi bir starter kiiltiir kullanilmamistir. Dolayisiyla
ham maddelerin dogal mikrobiyotalarinin farkliliklart 0. saatteki 6rneklerin TAMB

sayisina yansimistir.

Boza igerisinde LAB ve mayalarin da yer aldig1 olduk¢a kompleks bir mikrobiyotaya
sahip bir fermente tahil igecegidir (Altay vd., 2013; Tamer, 2004). Fermantasyonla
birlikte boza 6rneklerinde (K, C, Ki ve CKi) TAMB sayisinda artis goriilmesi ortamdaki
LAB ve mayalarin faaliyetinin bir gostergesi olmaktadir. Fermantasyon sirasinda ve raf
omrii boyunca tez kapsaminda iiretilen bozalarin TAMB sayilar literatiirde yapilmis
calismalar ile benzerlik gostermektedir. Tuncer vd., (2008), Tiirkiye’de yerel
marketlerden aldiklar1 bozalarda yaptiklari ¢calismada bozalarin TAMB sayilarinin 7,38-
8,51 log kob/mL arasinda bulmuslardir. Yapilan bir diger calismada laboratuvar
kosullarinda iiretilen bozalarda TAMB sayist 4,18-7,77 log kob/mL arasinda tespit
edilmistir (Uysal vd., 2009). Goncii vd., (2023), ham madde olarak chia, kinoa, piring
ve misir kullanarak {i¢ farkli formiilasyonda (kinoali, chiali, kinoa-chia karisik) 24
saatlik fermantasyon ile ¢esitli bozalar iiretmiglerdir. Caligma kapsaminda {iretilen
bozalardaki TAMB sayilarini1 kinoali bozada 5,54 log kob/mL, chial1 bozada 5,57 log
kob/mL ve kinoa-chia karisik bozada 5,56 log kob/mL bulunmustur. Bu sonuglarin tez
kapsaminda elde ettigimiz sonuglardan daha diigsiik oldugu goriilmektedir. Bunun
sebebinin ¢aligmalardaki boza iiretim parametrelerinin farkliliklarindan olabilecegi
diistiniilmiistiir. Tez kapsaminda {iretilen bozanin fermantasyon siiresi 36 saat iken
Goncii vd. (2023)’lin ¢alisgmasinda fermantasyon siiresi 24 saat olarak belirlenmistir.
Ayrica tez kapsaminda iiretilen bozalarda ham madde olarak chia, kinoa ve misirin yani

stra dar1 kullanilirken, calismada piring kullanilmistir.

4.2.2. Toplam maya sayimi

Tez kapsaminda iiretilen boza 6rneklerine ait fermantasyon ve soguk depolama boyunca

TM sayimi1 sonuclar1 Cizelge 4.4 ve Sekil 4.5’te verilmistir.
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Cizelge 4.4. Boza 6rneklerinin toplam maya sayimi sonuglari

Ornek TM saymm (log kob/mL)

Adi 0. saat 36. saat 6. giin 12. giin 18. giin 24. giin
K 0,50+£0,72°  3,9440,08°C 4,78+0,01%C  5,60+0,01**8  6,54=0,00%  5,53+0,03348
C 0,50+0,7°  3,97+0,07°C 4,42+0,03°B¢  576+0,17* 5,27+0,06"8  3,95+0,00°C
Ki 1,24+0,34°C  4,13+0,02%8  4,44+0,03°®  5,72+0,02*A  6,23+0,00**  5,95+0,03%A
CKi 2,06£0,03%C  4,02+0,15%8  3,90+0,08°®  5,60+0,054  4,39+0,44°®  4,31+0,23%8

Sonuglar aritmetik ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Aym siitunda farkli kiiciik harfler ile
gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark (p<0,05) vardir. Aymi satirda farkli biiylik harfler ile
gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark (p<0,05) vardir. TM: toplam maya; kob/mL: koloni
olusturan birim/mililitre; K: Geleneksel boza (kontrol); C: Chia katkili boza, Ki: Kinoa katkili boza, CKi: Chia
ve Kinoa katkili boza

Boza 6rneklerinin fermantasyon baslangicinda (0. saat) TM sayis1 0,50-2,06 log kob/mL
arasinda degismistir. Fermantasyonun etkisiyle TM sayisi 36 saatte tim Orneklerde
yaklasik 2-3 log kob/mL artigla 3,94-4,13 log kob/mL arasinda degisiklik gostermistir.
TM sayisinin artiginin en ¢ok gozlendigi drnekler C ve K boza ornekleri olmustur
(p<0,05). Boza oOrneklerinin 6 giin sogukta depolanmasi sirasinda orneklerin TM
sayisinda gerceklesen artis ve azalislar istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir
(p>0,05). Soguk depolamanin 12. giiniinde tiim 6rneklerde TM sayisinda yaklasik 1 log
kob/mL artis goriilmiistiir (p<0,05) ve orneklerin TM sayilar1 5,60-5,72 log kob/mL
arasinda degisiklik gostermistir (p>0,05). Boza orneklerinden K ve Ki’nin TM sayilari
18. giinde bir miktar artmistir ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0,05). Boza orneklerinden C ve CKi’nin TM sayilarinda ise 18. giinde bir miktar
azalma goriilmiistiir ancak yalnizca CKi 6rnegindeki azalma miktart (1,3 log kob/mL)
anlamli bulunmustur (p<0,05). Soguk depolamanin 24. giiniinde yalnizca C 6rneginin
TM sayisinda azalma (yaklasik 1,3 log kob/mL) meydana gelmistir (p<0,05) ve diger
orneklerin TM sayisinda anlamli bir degisim goriillmemistir (p>0,05). Raf dmriiniin
sonunda (sogukta depolamanin 24. giinii) boza 6rneklerinin TM sayilar1 3,95-5,95 log
kob/mL arasinda degismistir. Boza &rneklerinin TM sayilari incelendiginde en yiiksek
degere K ornegi 18. giinde 6,54+0,00 log kob/mL ile ulasabilmistir. Tez kapsaminda
tiretilen bozalarin hicbirinde fermantasyon oncesi (0. saat), sonrast (36. saat) ve raf

Omrii boyunca (6. giin, 12. giin, 18. gilin ve 24. giin) kiif gelisimi gozlenmemistir.
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Sekil 4.5. Boza 6rneklerinin fermantasyon ve soguk depolama (+4°C) boyunca TM
sayisindaki degisim

Bozanin fermantasyonundan sorumlu olan mikroorganizmalar oldukc¢a ¢esitli olmasina
ragmen laktik asit bakterileri ve mayalar ortamda hakim olan mikrobiyotay1
olusturmaktadir (Altay vd., 2013; Basbiilbiil vd., 2015; Hancioglu ve Karapinar, 1997,
Saglam vd., 2018). Mayalar boza iiretiminde alkol fermantasyonundan sorumludur.
Boza iiretiminde mayalar tarafindan gerceklestirilen alkol fermantasyonu sayesinde
bozanin ferahlatici etkisini saglayan COz aci8a c¢ikmakta ve iirlinlin hacim artisi
saglanmaktadir (Anli ve Sanlibaba, 2019). Tez kapsaminda iiretilen boza 6rneklerinde
fermantasyon baslangicinda TM sayisinin 6rnekler arasinda degisiklik gostermis olmasi
bozalarin iretilmis olduklart ham maddelerin farkliligindan kaynaklanmaktadir
(Berktas, 2011; Borcakli vd., 2018). Tez kapsaminda iiretilen bozalarda 0. saatte K ve C
orneklerinde TM sayist 0,50+0,7 log kob/mL, Ki 6érneginde 1, 24+0,34 log kob/mL ve
CKi oOrneginde 2,06+0,03 log kob/mL bulunmustur. Bu sonuglar kinoanin maya
yukiiniin diger ham maddelere gore daha fazla oldugunu diistindiirmektedir. Bu nedenle

kinoa iceren bozalarda fermantasyon baslangicinda (0. saat) TM miktar1 daha fazladir.
Fermentasyonun baglamasiyla birlikte boza Orneklerinin TM sayisinda bir artig

goriilmektedir (Sekil 4.5). Bu artis, boza oOrneklerinden C ve CKi’de sogukta

depolamanin 12. giiniine kadar, K ve Ki’de ise 18. giine kadar devam etmistir. Yapilan
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bir calismada, ham madde olarak bugday, dar1 ve misir kullanilarak 3 farkh
formiilasyonda boza iiretimi gergeklestirilmistir. Bugday, dar1 ve misir karigimindan
tiretilen bozanin TM sayis1 0. saatte <1 log kob/mL, 16. saatte 3,47 log kob/mL,
12°C’de depolamanin 1. haftasinda 2,88 log kob/mL ve 2. haftasinda 4,39 log kob/mL
bulunmustur. Misir ve bugday karisimindan iiretilen bozanin TM sayisi 0. saatte <1 log
kob/mL, 16. saatte <1 log kob/mL, 12°C’de depolamanin 1. haftasinda 2,71 log kob/mL
ve 2. haftasinda 3,66 log kob/mL olarak tespit edilmistir. Yalnizca daridan iiretilen
bozanin TM sayis1 0. saatte <1 log kob/mL, 16. saatte 1,69 log kob/mL, 12°C’de
depolamanin 1. haftasinda 1,69 log kob/mL ve 2. haftasinda 6,47 log kob/mL olarak
belirlenmistir (Borcakli vd., 2018). Bu calismada iiretilen bozalarin TM sayisinin
zamana goOre degisimi tez kapsaminda firetilen bozalarin TM sayilarinin zamanla
degisimine benzerlik goéstermektedir. Hancioglu ve Karapinar, (1997), laboratuvar
kosullarinda misir, bugday ve piring kullanarak tiretmis olduklar1 bozanin fermentasyon
baslangicinda (0. saatte) TM sayisin1 5,35 log kob/mL, fermantasyon sonrasinda (24.
saatte) ise 6,91 log kob/mL olarak bulmuslardir. Tuncer vd., (2008), Isparta, Antalya,
Istanbul ve Ankara illerinden temin ettikleri 15 adet boza drneginin TM sayilarinin
5,67-6,73 log kob/mL arasinda degistigini tespit etmislerdir. Ham madde olarak chia,
kinoa, piring ve misir kullanarak ti¢ farkli formiilasyonda (kinoali, chiali, kinoa-chia
karigik) 24 saatlik fermantasyon ile cesitli bozalar iiretilen bir calismada TM sayilari
kinoali bozada 6,72 log kob/mL, chiali bozada 5,93 log kob/mL ve kinoa-chia
karigimindan iiretilen bozada 6,03 log kob/mL bulunmustur. Literatiirdeki bilgiler ile tez
kapsaminda tiretilen bozalarin TM sayilar1 kiyaslandiginda benzer sonuglar elde edildigi

goriilmektedir.

4.2.3. Toplam fekal koliform bakteri sayisi

Tez kapsaminda {iretilen boza 6rneklerine ait fermantasyon ve soguk depolama boyunca

TFKB sayimi sonuglar1 Cizelge 4.5’te verilmistir.
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Cizelge 4.5. Boza 6rneklerinin toplam fekal koliform bakteri sayim sonuglari

TFKB (log kob/mL)

Ornek
Adi 0. saat 36.saat  6.gilin 12 . giin 18.giin 24. giin
K 2,14+0,20° <1 <1 <1 <1 <1
C 4,03+0,002 <1 <1 <1 <1 <1
Ki 3,71+0,04% <1 <1 <1 <1 <1
CKi  3,49+0,05 <1 <1 <1 <1 <1

Sonuglar aritmetik ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Ayni siitunda farkli
kiiciik harfler ile gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark (p<0,05) vardir.
TFKB: toplam fekal koliform bakteri; kob/mL: koloni olusturan birim/mililitre; K:
Geleneksel boza (kontrol); C: Chia katkili boza, Ki: Kinoa katkili boza, CKi: Chia ve
Kinoa katkili boza

Boza orneklerinin fermantasyon baslangicinda TFKB sayist 2,14-4,03 log kob/mL
arasinda bulunmustur (p<0,05). Fermantasyonun etkisiyle boza 6rneklerinde % laktik
asit miktar1 artmis, pH diismiis ve bu nedenle baslangigta goriilen TFKB sayis1 1 log
kob/mL’nin altina diismiistiir. Raf dmrii boyunca (soguk depolamanin 6., 12., 18. ve 24.

giinlerinde) higbir 6rnekte TFKB sayis1 1 log kob/mL’nin {izerine ¢gikmamustir.

Cizelge 4.6. TS 9778 Boza Standardi’na gore bozanin mikrobiyolojik 6zellikleri

. Sinir

Ozellik n c m M

Kiif 5 2 10! 10?
Koliform bakteri 5 2 9 95
Bacillus cereus 5 1 10t 102

n: analize alinacak numune sayisi, c¢: “M” degeri tasiyabilecek en fazla numune
sayisy, m: (n-¢) sayidaki numunede bulunabilecek en fazla deger, M: “c” sayidaki
numunede bulunabilecek en fazla deger

Koliform bakteri, Gram negatif, spor olusturmayan, 37°C’de laktozu 48 saat igerisinde
fermente eden ve gaz olusturan bakteri grubudur (Erkmen, 2011). Gida giivenligi
indikatorii olarak bilinen bu grup bakterilerin cogu gidada belirlenen limitlerin altinda
olmasi beklenmektedir. TS 9778 Boza Standardi’na gore bozada bulunabilecek
koliform bakteri sayis1 Cizelge 4.6.’da verilmistir. Bu standarda gore analize alinacak 5
boza 6rneginin en fazla 2 tanesinde koliform bakteri miktar1 95 kob/mL ve 3 tanesinde
de koliform bakteri miktar1 en fazla 9 kob/mL olabilmektedir. Tez kapsaminda iiretilen

boza orneklerimiz (K, C, Ki ve CKi) fermantasyon sonrasinda raf démrii boyunca (soguk
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depolamanin 6, 12, 18 ve 24.giinlerinde) TS 9778 standardina uygunluk gdstermistir.
Tuncer vd., (2008), Isparta, Antalya, Istanbul ve Ankara illerinden temin ettikleri 15
adet boza Orneginin toplam koliform bakteri sayilarinin 14 6rnekte <1 kob/mL, 1
ornekte ise 2,04 log kob/mL oldugunu tespit etmislerdir. Bu sonuca gore analiz ettikleri
14 6rnek tez kapsaminda iiretilen 6rneklerde oldugu gibi TS 9778 standardina uygunluk

gostermistir.
4.2.4. Laktik asit bakterisi sayim

Tez kapsaminda iiretilen boza o6rneklerine ait fermantasyon ve soguk depolama boyunca
LAB sayimi sonuglar1 Cizelge 4.7, Cizelge 4.8, Cizelge 4.9, Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil

4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.7. Boza 6rneklerinin Lactobacillus spp. sayimi sonuglari

Lactobacillus spp. (log kob/mL)

Ornek
Adi 0. saat 36. saat 6. giin 12. giin 18. giin 24. giin
K 4,65+0,07%°  8,49+0,03**  8,12+0,01"®  8,14+0,02*® 7,55+0,05°°  7,50+0,70%°
C 6,82+0,072® 8,6440,11%  8,29+0,07°8  7,83+0,01C  7,69+0,05%C  7,72+0,03%
Ki 5,82+0,05°F  8,40+0,13** 8,16+0,03"*8 7,98+0,02°8 7,70+0,013C  7,41+0,10°°
CKi  5,30+0,00° 8,57+0,07%8 8,93+0,17**  7,99+0,04°C 7,83+0,05°°P 7,53+0,013°

Sonuglar aritmetik ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Aym siitunda farkli kii¢iikk harfler ile
gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark (p<0,05) vardir. Ayni satirda farkli biiyiik harfler ile
gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark (p<0,05) vardir. kob/mL: koloni olusturan
birim/mililitre; K: Geleneksel boza (kontrol); C: Chia katkili boza, Ki: Kinoa katkili boza, CKi: Chia ve
Kinoa katkili boza

Boza orneklerinin fermantasyon baslangicinda (0. saat) MRSA besiyerinden elde edilen
LAB saymm sonuglarina gore Lactobacillus spp. sayis1 4,65-6,82 log kob/mL arasinda
bulunmustur. Orneklerin baslangic mikroorganizma yiikleri birbirlerinden istatistiksel
olarak farkli bulunmustur (p<0,05). Bu farkliik ham maddelerdeki baglangic
mikrobiyotasinin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir (Berktas, 2011; Heperkan vd.,
2014). Lactobacillus spp. sayis1 fermantasyonla birlikte 36 saatin sonunda 6rneklerde
8,40-8,64 log kob/mL arasinda bulunmustur. Fermantasyon ile tiim Orneklerde
Lactobacillus spp. sayisinda anlamli bir artis goézlenmistir (p<0,05). Bu artis CKi
orneginde soguk depolamanin 6. giiniinde devam ederken (p<0,05), diger 6rneklerde

(K, C, Ki) yaklasik 0,4 log kob/mL azalma meydana gelmistir (p<0,05). Sogukta
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depolamanin 12. giininde K orneginin Lactobacillus spp. sayist ayni kalmis, Ki
orneginde gorilen azalma istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir. C ve CKi
orneklerinde ise Lactobacillus spp. sayisinda istatistiksel olarak énemli bir azalma (0,4
log kob/mL ve 1 log kob/mL, sirasiyla) olmustur (p<0,05). Boza G&rneklerinin
tamaminda (K, C, Ki ve CKi) 12. giin ile kiyaslandiginda sogukta depolamanin 18.
giiniinde Lactobacillus spp. sayisinda azalma tespit edilmistir. Bu orneklerden C ve
CKi’de goriilen azalma istatistiksel agidan 6nemli bulunmamis (p>0,05), K ve Ki
orneklerindeki azalma ise istatistiksel agidan Onemli olmustur (p<0,05). Sogukta
depolamanin son giiniinde (24. giin) K, C ve CKi o6rneklerinin Lactobacillus spp.
sayisinda 6nemli bir degisiklik gézlenmemis (p>0,05), Ki 6rneginde 0,3 log kob/mL
Oonemli bir azalma gorilmistir (p<0,05). Raf Omriiniin sonunda Orneklerin
Lactobacillus spp. sayis1 7,41-7,72 log kob/mL arasinda degismistir. Boza 6rneklerinin
fermantasyon sonrasinda raf 6mrii boyunca (+4°C’de 24 giin) Lactobacillus spp. sayisi
7,41 log kob/mL’nin altina diismemistir.

Lactobacillus spp. sayisi

10,00
9,00
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

LAB sayisi log kob/mL

O.saat 36.saat 6.gln 12.glin 18.gln 24.gln

Zaman

K C Ki CKi

Sekil 4.6. Boza orneklerinin fermantasyon ve soguk depolama (+4°C) boyunca
Lactobacillus spp. sayisindaki (MRSA) degisim

Boza orneklerinin Lactococcus spp. sayisi 0. saatte 4,50-6,99 log kob/mL arasinda tespit
edilmistir ve baslangigta en yiiksek Lactococcus spp. sayisi C 6rneginde tespit edilmistir
(Cizelge 4.8). Fermentasyon sonunda (36. saat) 6rneklerdeki Lactococcus spp. sayilari
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raf 6mrii boyunca da en yiiksek seviye olan 8,50-8,81 log kob/mL diizeyine ulagmuistir.
Lactococcus spp. sayilar1 sogukta depolamanin 6. gliniinde tiim 6rneklerde yaklasik 0,5
log kob/mL azalmistir (p<0,05). Sogukta depolamanin 12. giiniinde K ve CKi
orneklerinin Lactococcus spp. sayilart onemli bir degisiklik gostermezken (p>0,05), C
ve Ki drneklerin Lactococcus spp. sayilarindaki azalma devam etmistir (p<<0,05). Boza
orneklerinin tamaminda 18. giinde Lactococcus spp. sayilarinda azalma gortilmiistiir
ancak yalnizca Ki 6rnegindeki azalma istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (p<0,05).
Sogukta depolamanin son giiniinde (24. giin) Ki ve CKi 6rneklerinde Lactococcus spp.
sayilarinda istatistiksel agidan 6nemli bir azalma goriilmiistiir (p<0,05). Buna karsilik K
Orneginin Lactococcus spp. sayisinda goriilen azalma ve C drneginin Lactococcus spp.
sayisinda goriilen artis istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir (p>0,05). Raf 6mriiniin
sonunda orneklerin Lactococcus spp. sayist 7,35-7,73 log kob/mL arasinda degismistir.
Boza Orneklerinin fermantasyon sonrasinda raf omrii boyunca (+4°C’de 24 giin)

Lactococcus spp. sayist en az 7,35 log kob/mL ile CKi 6rneginde tespit edilmistir.

Cizelge 4.8. Boza 6rneklerinin Lactococcus spp. sayimi sonuglari

Lactococcus spp. (log kob/mL)

Ornek
Adi 0.saat 36.saat 6.giin 12.giin 18.giin 24.giin
K 4,50+0,28°®  8,68+0,06®A 8,12+0,07°®  8,11+0,03%®  7,71+0,09%BC  7,49+0,04%C
C 6,99+0,04?®  8,81+0,00¥  8,35+0,01*®  7,82+0,01°C  7,63+0,07°C  7,73+0,11%¢
Ki 5,87+0,05°"  8,50+0,04**  8,16+0,03"®  7,92+0,03°C  7,65+0,07°°  7,44+0,07"F
CKi  5,24+0,34*0 8,60+0,06° 8,16+0,03°8 8,07+0,04**®  7,95+0,04°®  7,35+0,01°C

Sonuglar aritmetik ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Ayni siitunda farkl kiigiik harfler ile gosterilen
degerler arasinda istatistiksel olarak fark (p<0,05) vardir. Ayni satirda farkl biiyiik harfler ile gosterilen degerler
arasinda istatistiksel olarak fark (p<0,05) vardir. kob/mL: koloni olusturan birim/mililitre; K: Geleneksel boza
(kontrol); C: Chia katkil1 boza, Ki: Kinoa katkili boza, CKi: Chia ve Kinoa katkili boza

Boza orneklerinin (K, C, Ki, CKi) baslangi¢c Enterococcus spp. sayist 3,00-3,79 log
kob/mL olarak belirlenmistir (Cizelge 4.9). Fermantasyon ile Enterococcus spp.
sayisinda en cok artig CKi Orneginde (1,18 log kob/mL) goriilmistir. C ve Ki
orneklerinde fermantasyon ile Enterococcus spp. sayisinda anlamli bir artig
gbzlenmemistir (p>0,05). Sogukta depolamanin 6.giiniinde C, Ki ve CKi 6rneklerinin
Enterococcus spp. sayilarinda yaklasik 1 log kob/mL artig goriiliirken (p<0,05), K

orneginde 0,56 log kob/mL azalma tespit edilmistir (p>0,05). Enterococcus spp.
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sayilarinda sogukta depolamanin 12. giinlinde K, C ve Ki orneklerinde yaklasik 2 log
kob/mL artis tespit edilmistir p<0,05). Yalmzca CKi 6rneginin Enterococcus spp.
sayisinda 6. giine kiyasla yaklasik 0,3 log kob/mL azalma meydana gelmistir (p<0,05).
Boza orneklerinin tamaminda Enterococcus spp. sayilarinda 18 giin sogukta depolama
sonrasinda 12.gline kiyasla artis gozlenmistir (p<0,05). Sogukta depolamanin
24.¢glinlinde K oOrneginin Enterococcus spp. sayisinda bir degisim goriilmezken
(p>0,05), C, Ki ve CKi orneklerinde sirasiyla 1,5 log kob/mL, 0,1 log kob/mL ve 0,5
log kob/mL azalma goriilmiistiir (p<0,05). Raf 6mriiniin sonunda (24. giin) 6rneklerin

Enterococcus spp. sayist 5,15-6,88 log kob/mL arasinda degismistir.

Lactococcus spp. sayisl
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0.saat 36.saat 6.gln 12.gln 18.gln 24.gln
Zaman

K C Ki CKi

Sekil 4.7. Boza 6rneklerinin fermantasyon ve soguk depolama (+4°C) boyunca
Lactococcus spp. (M17A) sayisindaki degisim

Boza tiretiminde ger¢eklesen fermantasyonlardan bir digeri LAB’lerinin gergeklestirdigi
laktik asit fermantasyonudur (Arici ve Daglioglu, 2002; Borcakli vd., 2018; Levent ve
Algan Cavuldak, 2017). Boza homofermantatif ve heterofermantatif LAB’lerini bir
arada barindiran bir gidadir. LAB’leri, bozanin {iretildigi ham maddelerdeki
karbonhidrat kaynagini kullanarak laktik aside ve ¢esitli yan iiriinlere (organik asitler,
etil alkol, CO. gibi) g¢evirmekte ve bozanin karakteristik tadinin, kokusunun ve
aromasinin olusmasinda rol oynamaktadirlar (Erkmen, 2011; Anli ve Sanlibaba, 2019).

Yapilan ¢alismalar bozadan ¢ogunlukla Lactobacillus spp. cinsi LAB’nin izole
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edildigini, Lactobacillus spp. kiyasla daha az miktarda da olsa Lactococcus spp. ve
Enterococcus spp.’larin da bozadan izole edilebildigini gostermektedir (R. Cholakov
vd., 2014; Dogan ve Ozpinar, 2017; Heperkan vd., 2014; Osimani vd., 2015; Teneva
vd., 2017; S. D. Todorov ve Dicks, 2007; Ucak vd., 2022). Bu nedenle tez kapsaminda
ti¢ farkli besiyerinde LAB’lerinin sayimi alinmis ve fermantasyon ve sogukta depolama

boyunca LAB sayisindaki degisim incelenmistir.

Cizelge 4.9. Boza 6rneklerinin Enterococcus spp. sayimi sonuglari

Ornek Enterococcus spp. (log kob/mL)

Adi 0. saat 36. saat 6. giin 12. giin 18. giin 24. giin
K 3,47+0,18°°  3,86+0,09°° 3,53+0,08°°° 6,18+0,04°® 6,82+0,01°A 6,60+0,02°*
C 3,79+0,13*  3,62+0,01°¢  4,56+0,20°°  6,07+0,10%® 6,6440,00°A 5,15+0,01%C
Ki 3,79+0,00  3,79+0,00°F  4,62+0,04%°  6,21+0,01%° 6,98+0,01*A 6,88+0,01%

CKi 3,00£0,00°F  4,18+0,02%  4,94+0,18%C  4,65+0,07°° 5,82+0,00% 5,38+0,02°®

Sonuglar aritmetik ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Ayni siitunda farkli kiigiik harfler ile
gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark (p<0,05) vardir. Ayni satirda farkli biiyilik harfler ile
gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark (p<0,05) vardir. kob/mL: koloni olusturan
birim/mililitre; K: Geleneksel boza (kontrol); C: Chia katkili boza, Ki: Kinoa katkili boza, CKi: Chia ve
Kinoa katkili boza

Tez kapsaminda iiretilen boza Orneklerinde yapilan LAB sayimi analizlerinde
Lactobacillus spp. ve Lactococcus spp. sayilarmin fermantasyon ve sogukta depolama
boyunca zamanla degisimi birbirine benzerlik gostermektedir. Boza Orneklerinde
fermantasyon baglangicinda yaklasik ortalama 5,65 log kob/mL Lactobacillus spp. ve
Lactococcus spp. bulunmus ve bu say1 fermantasyonla birlikte yaklasik ortalama 8,53
log kob/mL sayilarina ulagmistir. Hancioglu ve Karapinar, (1997), laboratuvar
kosullarinda dari, misir ve piringten iiretmis olduklari bozadan MRSA besiyerine ekim
yapmis ve (.saatte 6,88 log kob/mL, 24.saatte ise 8,66 log kob/mL LAB bulmuslardir.
Botes vd., (2007) ii¢ farkli boza &rneginde MRSA besiyerinden yaptiklar1 ekimde
ortalama 7,70 log kob/mL LAB tespit etmislerdir. Osimani vd., (2015), Bulgaristan’da
yerel bir marketten aldiklar1 ii¢ farkli bozadaki LAB miktarin1 tespit etmek igin
MRSA’ya ekim yapmislardir ve bozalarda 6,40 log kob/mL, 5,9 log kob/mL ve 6,5 log
kob/mL LAB bulmuslardir. Yapilan bir ¢alismada, ham madde olarak bugday, dar1 ve
musir kullanilarak 3 farkli formiilasyonda boza iiretimi gerceklestirilmistir. Bugday, dar1

ve musir karigimindan {iretilen bozanin LAB sayis1 0.saatte 7,11 log kob/mL, 16. saatte
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7,41 log kob/mL, 12°C’de depolamanin 1. haftasinda 6,20 log kob/mL ve 2. haftasinda
5,54 log kob/mL bulunmustur. Misir ve bugday karisimindan iiretilen bozanin LAB
sayis1 0. saatte 3,30 log kob/mL, 16. saatte 6,96 log kob/mL, 12°C’de depolamanin 1.
haftasinda 6,96 log kob/mL ve 2. haftasinda 5,30 log kob/mL olarak tespit edilmistir.
Yalnizca daridan iiretilen bozanin LAB sayis1 0. saatte 3,47 log kob/mL, 16. saatte 8,41
log kob/mL, 12°C’de depolamanin 1. haftasinda 5,30 log kob/mL ve 2. haftasinda 3,69
log kob/mL olarak belirlenmistir (Borcakli vd., 2018). Isparta, Antalya, Istanbul ve
Ankara illerindeki yerel marketlerden temin edilen 15 adet boza Oorneginin
mikrobiyolojik 6zelliklerinin belirlendigi bir ¢alismada Orneklerin LAB sayilarinin
7,32-8,46 log kob/mL arasinda degistigi tespit edilmistir (Tuncer vd., 2008). Bir diger
calismada boza iiretiminde tez kapsaminda iiretilen bozalara benzer bir sekilde ham
madde olarak chia, kinoa, piring ve misir kullanilmistir. Bozalarin 24 saat
fermantasyonu sonrasinda LAB sayilar1 kinoali bozada 9,03 log kob/mL, chiali bozada
8,80 log kob/mL ve kinoa-chia karigimindan {iretilen bozada 8,77 log kob/mL
bulunmustur. Yapilan calismalardan da goriildiigii ilizere bozada LAB sayilar
fermantasyon sonrasinda ortalama 8 log kob/mL civarinda goriilmektedir. Boza
icerisindeki LAB tiirleri sebebiyle probiyotik potansiyeli olan bir fermente gidadir (R.
Cholakov vd., 2014; Kancabas ve Karakaya, 2013; Petrova vd., 2010; Ucak vd., 2022).
Tez kapsaminda elde edilen veriler 1518inda boza Orneklerinin raf dmriiniin sonuna
kadar LAB sayilarinin ortalama 6 log kob/mL’nin altina diigmemis olmas: tiretilen

bozalarin potansiyel probiyotik 6zellikte olabilecegini de gostermistir.
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Enterococcus spp. sayisl
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Sekil 4.8. Boza 6rneklerinin fermantasyon ve soguk depolama (+4°C) boyunca
Enterococcus spp. sayisindaki (KAA) degisim

Tez kapsaminda iretilen boza oOrneklerinde yapilan LAB sayimi analizlerinde
Enterococcus spp. sayisinda fermantasyon sonrasinda ve 6zellikle sogukta depolamanin
6. gilinlinde bir artis gdzlenmistir. Bunun sebebi boza fermantasyonunda baslangigta
Lactobacillus ve Lactococcus cinslerinin etkili olmasi, fermantasyonun sonlarina dogru
ise ortama mayalarin ve Enterococcus tiirlerinin hakim olmasiyla agiklanabilmektedir
(Ucak vd., 2022; Uysal vd, 2009). Daha 6nce yapilan ¢alismalar incelendiginde bozada
MRSA besiyeri kullanilarak Lactobacillus cinsi ve M17A besiyerleri kullanilarak
Lactococcus cinsi LAB sayimi gergeklestirilmistir (Borcakli vd., 2018; Botes vd., 2007;
Goncii vd., 2023; Hancioglu ve Karapimar, 1997; Milanovic vd., 2020; Tuncer vd.,
2008). Ancak literatiir arastirmast yapildiginda KAA besiyeri kullanilarak bozalarda
Enterococcus saymminin gerceklestirilmedigi, genellikle molekiiler analiz teknikleri
kullanilarak bozadan Enterococcus cinsi varligi arastirilmis ve izolasyonlar yapilmigtir
(Heperkan vd., 2014; Kavruk vd., 2021; S. D. Todorov vd., 2008; Ucak vd., 2022;
Uysal vd., 2009; Valledor vd., 2020).
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4.3. Fiziksel ve Kimyasal Analiz Sonuglar:

4.3.1. pH ve titrasyon asitligi sonuclari

Tez kapsaminda {iretilen boza orneklerinin pH degerleri ve % laktik asit cinsinden
titrasyon asitligi ol¢timleri Bolim 3.4.1°de belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir. Boza
orneklerinin fermantasyon ve +4°C’de soguk depolama sirasindaki pH degisimi Cizelge

4.10 ve Sekil 4.9°de verilmistir.

Cizelge 4.10. Boza Orneklerinin fermantasyon ve soguk depolama (+4°C) sirasindaki
pH degisimi

pH
0. saat 36. saat 6. giin 12. giin 18. giin 24. giin
K 7,04+£0,028A  3,78+£0,08%  3,71+0,09%®  3,48+0,33%8  3,51+0,21%  3,3240,32%
C 6,87+0,10*A  3,78+0,17%8  3,78+0,17°®8  3,5240,45%®  3,624+0,23%8  3,40+0,43%
Ki 6,68+0,23*A  3,91+0,02%8  3,90+0,03®®  3,69+0,18%®  3,70+0,06®®  3,46+0,28%
CKi 6,90+0,00*  4,04+0,013¢  4,05+0,028  3,95+0,01°°  3,82+0,10%  3,72+0,05%

Ornek

Sonuglar aritmetik ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Ayni siitunda farkl kiigiik harfler ile gosterilen
degerler arasinda istatistiksel olarak fark (p<0,05) vardir. Ayni satirda farkl: biiyiik harfler ile gosterilen degerler
arasinda istatistiksel olarak fark (p<0,05) vardir. K: Geleneksel boza (kontrol); C: Chia katkili boza, Ki: Kinoa
katkili boza, CKi: Chia ve Kinoa katkili boza

Geleneksel boza, chiali boza, kinoali boza ve chiali ve kinoali boza 6rneklerinin pH
degisimi baslangic anindan fermantasyon sonrasi ve soguk depolama siiresince benzer
bir davranig gostermistir. Fermantasyon baslangicinda (0. saat) boza 6rneklerinin pH
degerleri 6,68-7,04 arasinda degisiklik gostermistir (p>0,05). Fermantasyonla birlikte
pH degeri tiim boza orneklerinde diismiis ve en fazla diisiis 36. saat sonrasinda
geleneksel boza 6rneginde (3,78+0,08) goriilmiistiir (p<0,05). C ve Ki 6rneklerinin 36.
saat pH degerleri arasinda istatistiksel bir fark bulunmamistir (p>0,05). CKi 6rneginin
36. saat sonras1 pH degeri (4,04+0,01) diger boza orneklerinin pH degerlerinden daha
yiiksek bulunmustur (p<0,05). K, C, Ki ve CKi 6rneklerinde soguk depolamanin 6.,
12., 18. ve 24. giinlerinde pH yaklasik 3,32-4,05 arasinda degismis ve orneklerin farkl
giinlerdeki pH degerleri aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamistir (p>0,05). CKi 0Orneginin fermantasyon sonrasindan itibaren farkl
giinlerdeki pH degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur

(p<0,05).
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Boza drneklerinin pH degisimi
8,00
7,00

6,00
5,00 \
< 4,00
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2,00
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0,00

0. saat 36. saat 6.gun 12.gln 18. gun 24. gln

Zaman
e— K C Ki CKi

Sekil 4.9. Boza 6rneklerinin fermantasyon ve soguk depolama (+4°C) boyunca pH
degisimi

Boza orneklerinin fermantasyon ve +4°C’de raf 6mrii boyunca titrasyon asitligindeki
degisim ayrintili olarak Cizelge 4.11 ve Sekil 4.10°da verilmistir. Fermantasyonla

birlikte pH degerlerindeki diisiis, titrasyon asitliginde artis olarak goriilmiistiir.

Cizelge 4.11. Boza orneklerinin fermantasyon ve soguk depolama (+4°C) sirasindaki
titrasyon asitligindeki degisim

Ornek Kodu Titrasyon Asitligi (% Laktik asit)
0. saat 36. saat 6. giin
K 0,03+0,01%° 0,17+0,01%¢ 0,19+0,002¢
C 0,03+0,012¢ 0,18+0,00%8 0,19+0,0028
Ki 0,04+0,01% 0,17+0,00%° 0,21+0,022¢P
CKi 0,03+0,012¢ 0,17+0,0128 0,18+0,002AB
En az -En ¢ok 0,03-0,04 0,17-0,18 0,18-0,21
Ornek Kodu 12. giin 18. giin 24. giin
K 0,23+0,0128 0,31+0,03% 0,27+0,0030A8
C 0,220,014 0,22+0,00°A 0,18+0,01¢8
Ki 0,24+0,0128¢ 0,26+0,00%°8 0,30+0,0124
CKi 0,200,018 0,2140,01°A8 0,23-+0,030¢A
En az -En ¢ok 0,20-0,24 0,21-0,31 0,18-0,30

Sonuglar aritmetik ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Farkli 6rneklerin ayni
zamandaki farkli kiigiik harfler ile gosterilen degerleri arasinda istatistiksel olarak fark
(p<0,05) vardir. Ayni 6rnegin farkli zamanlardaki farkl biiyiik harfler ile gosterilen degerleri
arasinda istatistiksel olarak fark (p<0,05) vardir. K: Geleneksel boza (kontrol); C: Chia katkili
boza, Ki: Kinoa katkili boza, CKi: Chia ve Kinoa katkil1 boza
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Baslangicta (0. saat) boza 6rneklerinin laktik asit cinsinden titrasyon asitligi %0,03-0,04
olarak bulunmustur (p>0,05). Boza orneklerinin fermantasyon sonrast (36. Saat)
titrasyon asitligi degerleri laktik asit cinsinden %0,17-0,18 olarak belirlenmistir
(p>0,05). Sogukta depolama boyunca boza orneklerindeki fermantasyon devam ettigi
igin orneklerdeki laktik asit miktarinda da artis gézlenmistir (Sekil 4.10). K, C, Ki ve
CKi 6rneklerinde soguk depolamanin 6., 12., 18. ve 24. giinlerinde % laktik asit miktari
yaklasik 0,18’den 0,31°e¢ kadar artis gostermis ve Orneklerin farkli giinlerdeki pH

degerleri aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmistir (p<<0,05).

Boza orneklerinin titrasyon asitligindeki degisim

0,35
0,30
0,25
3
< 020 K
v/
T 0,15 C
® .
0,10 Ki
CKi
0,05
0,00

0. saat 36. saat 6.gun 12.gln 18. glin 24. gun
Zaman

Sekil 4.10. Boza orneklerinin fermantasyon ve soguk depolama (+4°C) boyunca
titrasyon asitligindeki degisim

Tez calismasinda iiretilen boza orneklerinden elde edilen verilere gore ortamda LAB
sayilarinin artmasiyla bozanin pH degerleri diismiis, ortamdaki % laktik asit miktar
artis gostermistir. Dolayisiyla bozada laktik asit fermantasyonunun gerceklestigi veriler
ile de desteklenmistir. Fermantasyon baslangicinda boza 6rneklerinin pH degerlerindeki
farkliligin sebebi Orneklerin iiretiminde kullanilan ham maddelerin ¢esitlerinin ve
oranlarinin farkli olmasi olarak agiklanabilmektedir. Laktik asit fermantasyonunun
gerceklesmesi ile ortamda konsantrasyonu artan laktik asit ve diger olusan yan tirlinler
(organik asitler, asetik asit, CO., etil alkol gibi) boza orneklerinin pH degerlerinin

diismesini saglamakta ve iriliniin disiik pH’lara direng gosteremeyen zararli
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mikroorganizmalardan korunmasini saglamaktadir (Duran Balkan, 2011; Hancioglu ve
Karapinar, 1997). Nitekim tez kapsaminda iiretilen bozalarda baslangigta (0. saat)
goriilen fekal koliform bakteriler LAB sayisinin artmasi sonrasinda pH degerlerinin
diismesi ve % laktik asit miktarinin artmasiyla 36. saat ve sonrasinda ortamda inaktif

hale gelmistir.

Boza ile ilgili yapilan c¢alismalar incelendiginde pH ve titrasyon asitligi degerlerinin
genel olarak boza iiretiminde kullanilan ham maddelerin ¢esidi, ham maddelerin karisim
oranlari, kullanilan starter kiiltiir, fermantasyon tipi, fermantasyon siiresi ve sicakligi
gibi parametrelerden etkilendigi ve bu nedenle bozalarin pH ve titrasyon asitligi
degerlerinin ¢esitlilik gosterdigi belirtilmistir (Arici ve Daglioglu, 2002; Duran Balkan,
2011; Levent ve Algan Cavuldak, 2017; S. D. Todorov vd., 2008). Hancioglu ve
Karapinar (1997) yaptiklar1 ¢alismada laboratuvar kosullarinda iirettikleri bozanin pH
ve titrasyon asitliginin fermantasyon ile degisimini incelemislerdir. Boza 6rneginin 0.
saatte pH degerini 6,13 ve % laktik asit miktarin1 0,02; fermantasyon sonrasinda (24.
saatte) ise pH degerini 3,48 ve % laktik asit miktarin1 0,27 olarak belirlemislerdir.
Uylager vd. (1998), Bursa’daki ¢esitli yerel marketlerden aldiklari 10 farkli boza ile
yaptiklar1 ¢alismada orneklerin % laktik asit miktarinin 0,18-0,34 arasinda degistigini
bildirmislerdir. Bir baska calismada dari, misir, bugday ve piringten fliretilen boza
orneklerinin fermantasyon baglangicinda (0. saatte) pH degerlerinin 3,8-5,1 arasinda,
fermantasyon sonrasinda (24. saatte) 3,3-3,8 ve sogukta depolamanin 8. giiniinde 3,2-
3,5 arasinda degistigi gorlilmistiir. Boza orneklerinin % laktik asit miktarlar1 ise 0.
saatte 0,05-0,26 arasinda, 24. saatte 0,32-0,61 arasinda ve 8. giinde 0,68-0,87 arasinda
degistigi bulunmustur (Akpinar-Bayizit vd., 2010). Yapilan bir diger ¢alismada ¢esitli
oranlarda ke¢iboynuzu iceren boza tliretimi gergeklestirilmis ve bozalarin ortalama pH
degeri fermantasyon sonrasinda 3,63 olarak bulunmustur (Duran Balkan, 2011). Bir
baska calismada starter kiiltiir olarak Lb. casei Shirota igeren bir kiltiir karigimi
kullanilarak iiretilen boza Orneginin raf Omrii boyunca (10 giin) pH ve titrasyon
asitligindeki degisim incelenmistir. Boza 6rneklerinin 8°C’deki ortalama pH degeri O.
giinde 3,61, 5. giinde 3,3 ve 10. giinde 3,18 olarak ve ortalama % laktik asit miktarlar1 0.
giinde 0,54, 5. giinde 0,68, 10. giinde 0,85 olarak bulunmustur (l. Oztiirk vd., 2013).

Tiirkiye’de farkli illerdeki yerel marketlerden alinan ya da laboratuvar kosullarinda
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tiretilen bozalar ile ilgili yapilan ¢alismalarin 6zetlendigi bir makalede ise genel olarak
fermantasyondan sonra bozalarin pH degerlerinin 2,93-4,63 arasinda, % laktik asit
miktarlarmin 0,13-0,92 arasinda degistigi bildirilmistir (Levent ve Algan Cavuldak,
2017). Kefir kiiltlirii ve maya kullanilarak fermente edilen, zenginlestirmek igin turuncu
ve siyah havug tozu ilave edilerek hazirlanan bozalar ile ilgili bir calismada 6rneklerin
pH degerlerinin 3,32-3,84 arasinda degistigi gosterilmistir. Yapilan caligmalardan da
goriildiigl lizere tez ¢alismasinda iiretilen boza Orneklerinin fermantasyon ve sogukta
depolama siiresi boyunca pH ve titrasyon asitligindeki degisim literatiir ile benzerlik
gostermektedir. TS 9778 standardina gore tez kapsaminda iiretilen boza drnekleri tatl

boza (titre edilebilir asitlik orani laktik asit %0,20-0,50 olan boza) kategorisinde

degerlendirilmektedir.
4.3.2. Kuru madde, su aktivitesi, gluten, EPS tayini ve Briks dl¢iimii sonuclar:

Boza orneklerinin kuru madde, su aktivitesi, gluten ve EPS analizleri Boliim 3.4.2°de
anlatildig1 sekilde yalnizca fermantasyon sonrasi (36. saatte) boza Orneklerine

uygulanmis ve sonuglar Cizelge 4.12°de verilmistir.

Tez c¢alismasinda iiretilen boza Orneklerinin % KM degerleri 15,59-18,69 arasinda
degisiklik gostermekle birlikte aralarinda istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir
(p>0,05). Literatiir incelendiginde bozanin % KM degerinin 14,49-28,03 degerleri
arasinda degisiklik gosterdigi gorilmiistiir. Bozanin % KM degerlerindeki bu farklilik
tretiminde kullanilan ham maddelerin farkliligindan ve bozaya ilave edilen seker
miktarinin degisiklik gostermesinden kaynaklanabilmektedir (Arici ve Daglioglu, 2002;
Bayram, 2004; Ertas vd., 2019; Goncii vd., 2023).

Cizelge 4.12. Boza 6rneklerinin kuru madde, su aktivitesi, EPS analizi sonuglari

Ornek %KM aw EPS (g EPS/Kg boza)
K 18,69+0,99  0,93+0,03 12,19+0,572
C 17,61+3,02  0,93+0,03 9,57+0,13°
Ki 17,55+1,33  0,93+0,02 9,28+0,21°
CKi 15,59+0,20  0,90+0,00 9,76+0,25°
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Su aktivitesi, bir gidadaki kullanilabilir suyun gostergesidir ve mikrobiyal gelismeyi
kisitlayabilen veya tesvik edebilen onemli bir parametredir. Cogu mikroorganizma
yuksek su aktivitesi degerlerinde optimum gelisme gostermektedir (Erkmen, 2011).
Boza, nispeten yiiksek su aktivitesi degerlerine sahip fermente bir gidadir. Besin igerigi
ve yiiksek su aktivitesi degerleriyle boza hem yararli hem de zararli (gida bozulmasina
yol acan ve/veya patojen) mikroorganizmalarin gelismesi i¢in uygun bir ortam
olabilmektedir (Kivang vd., 2011; 1. Oztiirk vd., 2013). Tez kapsaminda iiretilen boza
orneklerinin su aktivitesi degerleri 0,90-0,93 arasinda bulunmus ve aralarinda
istatistiksel bir fark tespit edilmemistir (p>0,05). Literatiirde yapilan ¢alismalar
incelendiginde boza 6rneklerinin su aktivitesi degerlerinin genel olarak 0,90 ve iizerinde
oldugu goriilmiistiir. Misir, bugday, bulgur, patates ve pirin¢ kullanilarak iiretilen boza
orneklerinin ¢esitli 6zelliklerinin incelendigi bir ¢alismada Orneklerin su aktivitesi
degerleri 0,99 olarak rapor edilmistr (Caputo vd., 2012). Yapilan bir ¢alismada ham
madde olarak misir, bugday ve piring, starter kiiltiir olarak L.casei Shirota igeren kiiltiir
kullanilarak iiretilen boza drneklerinin su aktivitesi degerleri 0,96-0,97 arasinda oldugu
bildirilmistir (I. Oztiirk vd., 2013). Bir diger ¢alismada 3 farkli marka bozanin su
aktivitesi degerleri Ol¢lilmiis ve su aktivitesi degerleri 0,94, 0,91 ve 0,92 olarak tespit

edilmistir (Bayram, 2004).

Gluten, bazi bireylerin tolere edemedigi, suda ve 0,5 M NaCl ¢6zeltisinde ¢6ziinmeyen;
bugday, arpa, yulaf, cavdar veya bunlarin melezlerinde ve tiirevlerinde bulunan protein
fraksiyonu  olarak  tamimlanmaktadir  (Isleroglu  vd., 2009). Tiirk Gida
Kodeksi Gluten Intoleranst Olan Bireylere Uygun Gidalar (Teblig No: 2012/4)
Tebligi’ne gore “son tiiketiciye sunulmak iizere gluten intoleransi olan bireyler i¢in
uretilen, melez cesitleri de dahil olmak tizere bugday, arpa, yulaf veya cavdarin yerini
tutan bir veya daha fazla bilesen igeren veya bunlardan olusan gidada gluten miktar: 20
mg/kg’yli asamaz.” ibaresi yer almaktadir. Ayrica tebligde bu iirilinlerin
etiketlenmesinde, reklaminda ve tamitiminda “glutensiz” ibaresi kullanilacagi
yazmaktadir. Tez calismasinda yapilan gluten analiz sonuglarina gore dari, misir, chia
ve kinoa kullanilarak iiretilen boza orneklerinin (K, C, Ki, CKi) tamami tebligde yer

alan glutensiz {irlin tanimina uygun bulunmustur.
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EPS, mikroorganizmalar tarafindan salgilanan ve hiicre diginda bulunan, tekrarlanan
seker veya seker tiirevlerinden olusan uzun zincirli, yiiksek molekiiler agirlikli
polisakkaritlerdir. EPS, mikroorganizmalarin gevresel kosullara adaptasyonunda énemli
rol oynamakta ve biyofilm olusumunda, hiicreler arasi iletisimde, stres kosullarindan
(susuzluk, antimikrobiyal maddeler, toksik bilesenler gibi) korunmada, su tutma
kapasitesinin artirilmasinda ve patojenlere (6zellikle faj saldirilar1 ve fagositoza karsi)
kars1 korumada etkili olmaktadir (Flemming ve Wingender, 2010). Mikroorganizmalar
tirettikleri EPS’yi enerji kaynagi olarak kullanmazlar (Bayram, 2004). Baz1 laktik asit
bakterileri (Streptococcus, Lactobacillus, Lactococcus ve Leuconostoc) tarafindan
sentezlenen EPS, GRAS statiisiindedir ve EPS iireticisi bu bakteriler probiyotik
Ozelliklere sahip olabilmektedir (Heperkan vd., 2014).

EPS'nin saglik tizerine g¢esitli olumlu etkileri bulunmaktadir. Bunlardan bazilari
prebiyotik , immiin modiilasyon, antioksidan ve antikanser aktivitelerdir. EPS, bagirsak
mikrobiyotasini olumlu yonde etkileyerek prebiyotik dzellikler gosterebilmektedir. Bazi
laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen EPS, bagirsak mikrobiyotasini dengelemekte
ve patojen mikroorganizmalarin ¢ogalmasini engelleyebilmektedir (Coda vd., 2017; De
Vuyst ve Degeest, 1999; Palomba vd., 2012; Ruas-Madiedo vd., 2002). EPS, bagisiklik
sistemi lizerinde modiilator etkiler gosterebilmektedir. Cesitli ¢alismalar, bazi EPS
tiirlerinin makrofaj aktivitesini artirarak ve sitokin tiretimini diizenleyerek immiin yaniti
giiclendirdigini gostermektedir (Dertli vd., 2016; Torino vd., 2015). EPS, serbest
radikallerle reaksiyona girerek antioksidan aktivite gosterebilmektedir. Bu 6zellik, hiicre
hasarmi azaltarak oksidatif stresin neden oldugu kronik hastaliklarin onlenmesinde
yardimci olabilmektedir (Fels vd., 2018; Waldherr vd., 2010; Wolter vd., 2014). Baz
EPS tiirleri, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engelleyebilmekte ve apoptozisi
(programlanmis hiicre olimii) indiikleyebilmektedir. Bu, ozellikle kolon kanseri
hiicrelerinde yapilan in vitro calismalarla desteklenmistir (Ruas-Madiedo vd., 2002;
Soyugok vd., 2016).

EPS, gidalarda kivam artirict ve jellestirici ajan olarak kullanilabilmektedir. Ozellikle
stit triinlerinde (kefir, yogurt ve peynir) EPS, iirliniin tekstiiriinii iyilestirir ve agizda

daha hos bir his birakmaktadir (Diiven vd., 2021; Grobben vd., 1998). EPS, gidalarin su
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tutma kapasitesini artirarak kuruma ve bayatlama siirecini yavaglatmakta ve bu da
tirtinlerin raf dmriinii uzatmaktadir (De Vuyst ve Degeest, 1999). EPS’ler gidalarin su
tutma kapasitesini artirarak serum ayrilmasini 6nlemek i¢in kullanilabilmektedir. Bu
ozelliklerinin boza tiretiminde de olumlu etkilerinin olacagi disiiniilmektedir (Bayram,

2004).

Tez calismasinda {iretilen boza 6rneklerinde EPS miktarlar1t K 6rneginde 12,19+0,57 g
EPS/kg boza, C 6rneginde 9,57+0,13 g EPS/kg boza, Ki 6rneginde 9,28+0,21 g EPS/kg
boza ve CKi 6rneginde 9,76+0,25 g EPS/kg boza bulunmustur. Orneklerin (K &rnegi
hari¢) EPS miktarlar1 arasinda istatistiksel bir fark bulunmamistir. K Ornegi diger
orneklerden farkli olarak formiilasyonunda daha fazla misir (9 birim) icermektedir. Bu
durumun mikrobiyotanin ve dolayisiyla EPS {iretim miktarinin degismesine sebep

olabilecegi diisliniilmiistiir.

Literatiir incelendiginde boza 6rneklerindeki EPS miktarina iligskin bir calisma sonucuna
rastlanmamistir ancak bozadan izole edilen LAB ve bunlarin iiretmis olduklar1 EPS
miktarlarma iligkin ¢alismalar gorilmustir (Allaith vd., 2022; Bayram, 2004; Borcakli
vd, 2018; Bozdemir vd., 2022; Heperkan vd., 2014).

Cizelge 4.13. Boza 6rneklerinin fermantasyon ve sogukta depolama (+4°C) boyunca
Briks (°Bx) degerlerindeki degisim

Ornek Kodu "Bx

0. saat 36. saat 6. giin

K 6,300,428 18,05+1,77%A 17,50+2,1234

C 5,15+0,21%8 15,50+0,713A 16,15+2,6234

Ki 6,100,142 17,65+3,3228 17,10+2,6934

CKi 5,40+0,20%F 15,10+0,50%A 14,00+0,002°

En az -En ¢ok 5,15-6,30 15,10-18,05 14,00-17,50
Ornek Kodu 12. giin 18. giin 24. giin

K 17,15+1,63%4 17,20+1,70%A 16,95+2,3334

C 15,752,474 15,35+3,3284 16,00+2,8334

Ki 16,40+2,97248 16,45+3,18248 17,10+2,69%4

CKi 14,100,10% 13,30+0,01% 14,10+0,03%8

En az -En ¢ok 14,10-17,15 13,30-17,20 14,10-17,10

Sonuglar aritmetik ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Farkli 6rneklerin ayni
zamandaki farkli kiigiik harfler ile gosterilen degerleri arasinda istatistiksel olarak fark
(p<0,05) vardir. Ayn1 6rnegin farkli zamanlardaki farkli biiyiik harfler ile gosterilen degerleri
arasinda istatistiksel olarak fark (p<0,05) vardir. K: Geleneksel boza (kontrol); C: Chia katkili
boza, Ki: Kinoa katkili boza, CKi: Chia ve Kinoa katkil1 boza
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Boza orneklerinin Briks 6lgtimii Boliim 3.4.2°de anlatildigr sekilde gergeklestirilmis ve
fermantasyon ve +4°C’de sogukta depolama boyunca Briks degerlerindeki degisim
Cizelge 4.13’te verilmistir. Boza oOrneklerinin Briks degerleri 0. saatte 5,15-6,30
arasinda degigsmektedir. Tim Orneklerde fermentasyon sonrasinda (36. saatte) Briks
degerlerinde artis goriilmiistiir (p<0,05). K ve C Orneklerinde sogukta depolama
boyunca (24 giin) Briks degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
gbzlenmemistir (p>0,05). Ki Orneginin sogukta depolamanin 6. giiniinde Briks
degerinde azalma meydana gelmistir (p<0,05), bu durum pH degerindeki diisiis ve
%Ilaktik asit miktarindaki artisa paralel olarak ger¢eklesmistir. CKi Orneginde ise
sogukta depolamanin 18. giinlinde Briks degerinde azalma ve 24. giinlinde artig
goriilmustir (p<0,05). Briks degeri bir gidanin suda ¢oziinen kuru madde igerigi
hakkinda bilgi veren bir parametredir (Cemeroglu, 2013). Bozada gergeklesen
fermantasyon sirasinda mikrobiyotada bulunan mikroorganizmalar ortamdaki suda
¢oziinen sekerleri kullanarak laktik aside doniistiirmektedir (Bayram, 2004; Caputo vd.,
2012; Ertas vd., 2019; Heperkan vd., 2014; Pulatsu vd., 2024). Fermantasyonun
tamamlandig1 36. saatte Briks degerinde artis olmasinin sebebi boza iiretiminde seker
ilavesinin fermantasyondan sonra yapilmis olmasi ve seker ilavesi yapildiktan sonra son
tirtinde Briks olgtimii gergeklestirilmis olmasidir. Fermantasyondan sonra sogukta
depolama boyunca Briks degerlerindeki diismenin ve sonrasinda da bir miktar
artmasiin sebebi mikroorganizmalarin ortamdaki suda ¢6ziinen sekerleri kullanarak
laktik aside doniistiirliyor olmasi ile agiklanabilmektedir. Bu goriisii tez kapsaminda
tiretilen bozalardan elde edilen verilerde goriilen pH degerlerindeki diisiis ve laktik asit
miktarindaki artis da desteklemektedir. Boza ile ilgili yapilan ¢aligmalar incelendiginde
bozanin Briks degerlerinin 12,7-21,9 arasinda degisiklik gosterebildigini ve bunun
sebebinin Uretiminde kullanilan ham maddelerin farkliligindan, bozaya ilave edilen
seker miktarinin degisiklik gostermesinden kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Arici ve
Daglioglu, 2002; Bayram, 2004; Ertas vd., 2019; Goncii vd., 2023; 1. Oztiirk vd., 2013;
Pulatsu vd., 2024).
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4.3.3. Renk tayini ve viskozite 6l¢iimii sonuclari

Boza orneklerinde renk tayini Boliim 3.4.3’te anlatildig: sekilde yalnizca fermantasyon
sonrasinda (36. saatte) gergeklestirilmis ve L*, a* ve b* degerleri kaydedilmis ve bu
degerlerden toplam renk farki (4E) degeri hesaplanmistir. Boza 6rneklerinde renk tayini

sonuglar1 Cizelge 4.14’te gosterilmistir.

Cizelge 4.14. Boza 6rneklerinin renk tayini sonuglari

Ornek L* a* b* AE
K 55,20+2,702 -4,07+0,56° 10,7542,24% -
C 51,88+2,27° -2,63+0,092 10,7140,65% 15,90+4,432
Ki 54,29+3 312 -3,06+0,06? 9,68+2,71° 5,05+6,67°
CKi 55,59+0,052 -3,10+0,042 12,1040,032 14,22+7,25%

Sonuglar aritmetik ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Ayni siitunda farkl kiigiik harfler
ile gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark (p<0,05) vardir. K: Geleneksel boza
(kontrol); C: Chia katkili boza, Ki: Kinoa katkili boza, CKi: Chia ve Kinoa katkili boza.
L*:aydinlik ekseni; a*:kirmizi-yesil ekseni; b*:sari-mavi ekseni; 4E: toplam renk farki, AE
hesaplamasinda geleneksel boza 6rnegi (K) kontrol 6rnegi olarak kullanilmistir.

Renk tayininde boza Orneklerinin L* degerleri arasinda istatistiksel acgidan fark
bulunmus ve en yiiksek L degerine sahip ornekler CKi (L*=55,59) ve K (L*=55,20)
ornekleri olmustur (p<0,05). C 6rnegi ise en diisiik L degerine sahip 6rnek (L*=51,88)
olarak bulunmustur (p<0,05). Tez g¢alismasinda iiretilen boza 6rneklerinde siyah chia
tohumu kullanildig1 i¢in, chia ilavesi bozanin renginin daha esmer goriinmesine sebep
olmus, bu durum renk tayini sonuglar1 ile de desteklenmistir. Buna karsilik {iretimde
beyaz kinoa tohumu kullanildig: i¢in kinoa iceren 6rneklerin rengi daha acik olmustur.
Boza orneklerinin a* degerleri en yiiksek K 6rneginde (-4,07+0,56) bulunmus (p<0,05),
diger boza orneklerinin a* degerleri arasinda 6nemli bir fark bulunmamistir (p>0,05).
Orneklerin b* degerleri en yiiksek CKi &rneginde, sonra sirasiyla K, C ve Ki
orneklerinde Sl¢iilmistiir (p<0,05). CKi, K ve C érneklerinin formiilasyonlarinda misir
orani daha fazla oldugu igin bu orneklerin sariliginin Ki 6rnegine kiyasla daha fazla
oldugu diisiiniilmektedir. Goncii vd. (2023)’lin chia, kinoa, misir ve piring kullanarak
tirettikleri boza ornekleri ile yapilan bir ¢alismada da benzer sonuglar elde edilmistir.
Calismada, chiali boza 6rneginin aydinlik ekseninde siyaha en yakin degerde oldugu

(L*=44,23), onu sirasiyla kinoa chia karisik boza (L*=51,96) ve kinoali boza
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orneklerinin  (L*=58,69) takip ettigi bildirilmistir. Yapilan c¢alismalarda boza
orneklerinin L* (32,88 - 82,88), a* (-7,93 - 4,01) ve b* (14,45 - 35,76) degerlerinin
oldukca degisken oldugu ve bu degisimin kullanilan ham maddelerden (bulgur, piring,
chia, kinoa, dar1, misir, bugday gibi) ve bozalarin igerisine ilave edilen ingredientlerden
(kakao, ke¢iboynuzu tozu, meyve gibi) kaynakli oldugu diisiiniilmiistiir (Berktas, 2011;
Cakir vd., 2024; Duran Balkan, 2011; Goncii vd., 2023; Pulatsu vd., 2024; Saglam vd.,
2018; Tamer, 2004; Tortum, 2018).

Boza orneklerinde viskozite ol¢iimii Bolim 3.4.3’te anlatildign sekilde yapilmas,
fermantasyon ve +4°C’de sogukta depolama boyunca boza oOrneklerinin viskozite

degerlerindeki degisim Cizelge 4.15°te ve Sekil 4.11°da verilmistir.

Cizelge 4.15. Boza 6rneklerinin viskozite 6l¢iimii sonuglari

. Viskozite (cP)
OrnelEggn 0. saat 36. saat 6. giin
K 5575,00+£35,40%A 1550,00+£70,70%  3125,00+177,00°¢
C 2580,00+28,30° 1620,00+70,80%F 4590,00+7,102P
Ki 2505,00+7,100A 1595,00+7,10%8 3010,00+14,100A
CKi 2450,00+0,00°E 1600,00-£0,002F 4940,00+0,002P
En az -En ¢ok 2450-5575 1550-1620 3010-4940
Ornek Kodu 12. giin 18. giin 24. giin
K 3770,00+42,40°8 3202,5+3,50°C 2750,00+70,70°P
C 5250,00+70,70°%8 5750,0+70,70% 4950,00+50,60°C
Ki 2630,99+99,009 2475,0+460,00°  2380,00+27,30%
CKi 6000,00+0,0028 5950,0+0,10%¢ 6200,00+0,2024
En az -En ¢ok 2630,99-6000 2475-5959 2380-6200

Sonuglar aritmetik ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Farkli orneklerin aymi
zamandaki farkli kiigiik harfler ile gosterilen degerleri arasinda istatistiksel olarak fark (p<0,05)
vardir. Aynm1 6rnegin farkli zamanlardaki farkli biiyiik harfler ile gosterilen degerleri arasinda
istatistiksel olarak fark (p<0,05) vardir. K: Geleneksel boza (kontrol); C: Chia katkili boza, Ki:
Kinoa katkili boza, CKi: Chia ve Kinoa katkil1 boza

Boza orneklerinin fermantasyon baslangicinda (0. saatte) viskozite degerleri 2450-5575
cP arasinda bulunmustur. Baslangicta viskozite degeri en yiiksek boza 6rnegi K, en
disiik ornek ise CKi olarak tespit edilmistir. Fermantasyonla birlikte tiim boza
orneklerinin viskozitesi 0. saate kiyasla Oonemli Ol¢iide azalmistir (p<<0,05). Boza
orneklerinin 36. saatte viskoziteleri arasinda istatistiksel agidan farklilik gézlenmemis
ve 1550-1620 cP arasinda 6l¢iilmistiir (p>0,05). Sogukta depolamanin 6. giiniinde tiim
boza orneklerinin viskoziteleri artmis ve en ¢ok artig chia igeren 6rneklerde (C ve CKi)

gOriilmiistiir. Bunun sebebi chianin diger ham maddelere kiyasla daha yiiksek su tutma
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kapasitesine sahip olmasi ve soguyan bozada jellesmenin de etkisiyle viskozitede artisa
sebep olmasiyla agiklanabilmektedir (Alfredo vd., 2009; Costa vd., 2022; Goncii vd.,
2023; Ullah vd., 2016). Soguk depolama sirasinda Ki orneginin viskozitesinde 6.
giinden 24. giiniin sonuna kadar olan siire boyunca bir miktar azalma olsa da istatistiksel
acidan 6nemli bir degisme goriilmemistir (p>0,05). K 6rneginin viskozitesi 12. giine
kadar artisina devam etmis ancak 12. giinden itibaren viskozite azalmistir (p<0,05). C
orneginin viskozitesi ise 18. giine kadar artis gostermis ve 18. giinden sonra azalmaya
baslamistir (p<0,05). CKi 6rneginin viskozitesi diger boza 6rneklerinden farkli olarak
12. giine kadar artis gosterdikten sonra 18. giinde istatistiksel agidan 6nemli bir azalma
goriilmiis (p<0,05), sogukta depolamanin 24. giiniinde ise yeniden artarak en yiiksek

degerine (6200 cP) ulasmistir (p<0,05).

Viskozite (cP)
7000
6000
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4000
3000
2000

1000

0O.saat 36.saat 6.gln 12.gln 18.gln 24.g0n

K C Ki Ck

Sekil 4.11. Boza orneklerinin fermantasyon ve sogukta depolama (+4°C) boyunca
viskozite degerlerindeki degisim

Viskozite; bir gidanin akisa karsi gosterdigi direng olarak tanimlanmaktadir (Saldamli,
2007). Gidalarin viskozite degerlerini etkileyen bir¢ok etken bulunmaktadir. Bozanin
viskozitesini etkileyen baglica parametreler; ham maddenin tipi ve hangi oranlarda
kullanildiklari, ham maddedeki nisastanin o&zellikleri, pisirme siiresi, ortamdaki

mikroorganizmalarin cinsi, tlirii ve oranlari, fermantasyon sicakligi ve siiresi, raf émrii
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boyunca depolandigi ortamin sicakligi olarak sayilabilmektedir (Altay vd., 2013;
Bayram, 2004; Ertas vd., 2019; Geng vd., 2002; Heperkan ., 2014; Pulatsu vd., 2024).

Boza {iretimi sirasinda ham maddelerin kaynar suda pisirilmesi asamasinda ham
maddede bulunan nisasta su alarak sismekte ve yiliksek sicakligin etkisi ile
jelatinizasyona ugramaktadir. Pigsme siiresince sicaklifin etkisiyle nisasta graniilleri
cOziinmekte ve viskozitede artisa neden olmaktadir. Eger boza iiretiminde pisirme
esnasinda ¢ok fazla karistirma uygulanirsa bozanin viskozitenin diismesine (shear
thinning) neden olabilmektedir. Bu durum nisastanin ¢oziiniirliikk 6zelliklerinden
kaynaklanmaktadir. Ham boza elde edildikten sonra sogutuldugunda ham bozadaki
nisasta jellesmekte ve retrogradasyona ugramaktadir (Saldamli, 2007). Fermantasyon
sirasinda olusan laktik asit ortamdaki proteinlerin denatiire olmasina neden olmakta,
alkol fermantasyonu ile olusan CO> ise ortamdaki basinci artirmakta ve fermantasyon
ile nigasta jelinin yapisinda meydana degisimler nedeniyle viskozitede artisa veya
diisiise neden olabilmektedir (Duran Balkan, 2011; Geng vd., 2002; Géncii vd., 2023; 1.
Oztiirk vd., 2013). Yapilan ¢aligmalar bozanin pseudo plastik akis tipinde non-
Newtonian bir sivi oldugunu gostermektedir. Bozanin iiretimi esnasinda gerceklesen
karistirma, sogutma, sogukta depolama asamalari sirasinda viskozitesindeki
degisimlerin baslica nedeni bozanin akis tipi ve igerdigi ham maddelerdeki nisastanin
ozellikleri olmaktadir (Alfredo vd., 2009; Geng vd., 2002; Géncii vd., 2023; 1. Oztiirk
vd., 2013).

Goncii vd. (2023) yaptiklart ¢alismada chia, kinoa, dar1 ve piring kullanarak trettikleri
bozalarda kullanilan ham maddenin ¢esidinin bozanin reolojik 6zelliklerini tamamen
etkiledigini ve en viskoz 6rnegin chiali boza 6rnekleri oldugunu bildirmislerdir. Ayrica
chiada bulunan miisilaj yapisinin da bozanin daha kivamli bir hale gelmesine neden
oldugunu belirtmislerdir. 1. Oztiirk vd. (2013), fermantasyon ile bozadaki seker
konsantrasyonunun azalmasma bagli olarak viskozitenin diisebilecegini bildirmistir.
Literatiirdeki bilgiler tez kapsaminda elde edilen veriler ile paralellik gostermekte ve
chia igerdigi yiiksek su tutma kapasitesine sahip miisilaj yapisi sayesinde depolama
sirasinda bozanin daha yiiksek viskozite degerlerine ulagmasina neden olmaktadir.

Ayrica yapilan caligmalardan da goriildiigii lizere tez ¢aligmasinda iiretilen bozalarda
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oldugu gibi fermantasyon ile viskozitenin diisebildigi, sogukta depolama ile
viskozitenin yeniden artabilecegi ve bunun sebebinin bozanin pseudoplastik akis tipine
sahip olmasi olarak degerlendirilmektedir (Duran Balkan, 2011; Ertas vd., 2019; Geng
vd., 2002; Géncii vd., 2023; Heperkan vd., 2014; 1. Oztiirk vd., 2013; Pulatsu vd., 2024;
Zorba vd., 2003).

4.3.4. Farkhh ham maddeler ile iiretilen boza orneklerinin GABA miktarlari

Boza orneklerinde HPLC ile GABA miktar1 tayini Boliim 3.4.4°te anlatildig1 sekilde
yalnizca fermantasyon sonrasinda (36. saatte) gerceklestirilmistir ve sonuglar Cizelge

4.16’da gosterilmistir.

Cizelge 4.16. Boza 6rneklerinin HPLC ile GABA miktari tayini sonuglari

Ornek GABA (ng/g) (FLD) GABA (ng/g) (DAD)
K 26,34+0,99° 26,82+1,46°
C 31,41+1,832 30,63+1,79%
Ki 32,20+1,95% 32,44+3,03?
CKi 31,04+0,56% 30,97+0,11%®

Sonuglar aritmetik ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Aymni siitunda farkli
kiiglik harfler ile gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark (p<0,05) vardir.
Ayni satirda farkli biiyiik harfler ile gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark
(p<0,05) vardir. K: Geleneksel boza (kontrol); C: Chia katkili boza, Ki: Kinoa katkili
boza, CKi: Chia ve Kinoa katkili boza; FLD: floresans dedektér; DAD:dioede array
dedektor

Farklt ham maddeler ile {iretilen boza Orneklerinin GABA miktarlarinin floresans
dedektor ile 26,34-32,20 arasinda degistigi, DAD dedektorle ise 26,82-32,44 arasinda
degistigi belirlenmistir. Her iki dedektorle 6l¢iim sonucunda da en az GABA igerigine
sahip boza 6rnegi K, en cok GABA igeren boza 6rnegi ise Ki 6rnegi olmustur (p<0,05).
Kinoali boza 6rneginin HPLC sonucu ve standart 5 ppm GABA HPLC sonucu Sekil

12°da verilmistir.
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Sekil 4.12. GABA standardi (5 ppm) HPLC sonucu (solda) ve kinoa katkili boza 6rnegi
GABA analizi HPLC kromatogrami (sagda)

GABA, ana isleviyle insan korteksinde inhibitér bir norotransmitter olarak
bilinmektedir ve noéronal uyarilabilirligi diizenlemek i¢in c¢aligmaktadir (Chua vd.,
2018). GABA’nin 2,01-26,4 mg dozda viicuda alindiginda stresi azaltma ve/veya
stresten koruma, 100-300 mg arasinda 1-4 hafta alindiginda uyku kalitesini iyilestirme,
10-120 mg arasinda 4-12 hafta alindiginda yiiksek kan basincini diisiirme, giinde 2-15
mg/100g arasinda 6-7 hafta alindiginda yiiksek kan glikozunu diisiirme gibi saglik
etkileri bulundugu bildirilmistir (Lee vd., 2023). Tez kapsaminda iiretilen bozalarin
GABA igerikleri 1 porsiyon bozaya (yaklasik 300g) gore hesaplandiginda, K 6rneginde
yaklasik 7,90 mg GABA/1 porsiyon boza, C orneginde yaklasik 9,42 mg GABA/1
porsiyon boza, Ki Orneginde yaklasik 9,66 GABA mg/1 porsiyon boza ve CKi
orneginde yaklasik 9,31 mg GABA/1 porsiyon boza olarak bulunmustur. Buna gore tez
kapsaminda tretilen boza 6rneklerinin 1 porsiyonunun literatiirde bahsi gegen saglik
etkilerini (uyku kalitesini 1iyilestirme hari¢) karsilama potansiyeline sahip oldugu

diistinilmiistiir.

Yapilan ¢alismalarda, peynirde 0,26-391 mg/kg (Siragusa vd., 2007), kimchi’de 1,9-
12,9 mg/100g, mukeunjee’de 18,2-99,0 mg/100g (Cho vd., 2011), gesitli fermente sebze
tirtinleri, fermente hayvansal gidalar, fermente soya bazl iiriinler ve fermente deniz
tirtinlerinde 0,15-99,13 ppm (Le vd., 2020), tempeh’te 168,58 ppm, oncom’da 136,92
ppm, yakult’da 186,92 ppm, keju’da 193,50 ppm, karisik meyveli yogurtta 257,63 ppm,
tauco’da 220,96 ppm ve yaban mersinli yogurtta 193,50 ppm GABA oldugu (Herawati
vd., 2021) bildirilmistir. Literatiirdeki ¢esitli ¢alismalar incelendiginde tez kapsaminda

tiretilen boza Orneklerinin bircok fermente gida Ornegine (fermantasyon kosullari
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GABA f{iretimini artirmak iizere optimize edilmemis) gore yiiksek GABA igeriginin
oldugu tespit edilmistir. Calismada optimize edilmis kosullarda (GABA fireticisi starter
kiltir kullanimi, fermantasyon kosullarinin GABA iiretimini artirict sekilde yeniden
diizenlenmesi vb.), chia ve kinoa kullanilarak boza iiretimi yapildiginda daha yiiksek
GABA igeriklerine ulasilabilecegi goriilmiistiir. Ayrica chia ve kinoa kullaniminin

bozanin GABA igerigini artirdig1 tespit edilmistir.
4.4. Boza Orneklerinden LAB ve Maya Izolasyonu

Farkli ham maddeler ile iiretilen boza 6rneklerinden LAB ve maya izolasyonu Boliim
3.5’te anlatildig1 sekilde gerceklestirilmistir. izole edilen LAB’lerine 6nce Gram
boyama uygulanmis ve sonrasinda izolatlarin mikroskobik morfolojileri incelenmistir.
Gram pozitif ve saf kiiltiir halinde oldugu belirlenen izolatlara katalaz testi
uygulanmistir. Katalaz testi negatif sonu¢ veren izolatlar gliserol stoga alinmig ve -

18°C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 4.17. Farkli boza 6rneklerinden izole edilerek stoga alinan LAB ve maya izolat
sayilari

Ornek  lizole edildigi besiyeri izolat sayis1 Stok izolat Sayisi
MRSA 47 29
M17A 44 36
K KAA 10 10
DRBCA 25 10
MRSA 23 19
M17A 23 16
¢ KAA 6 6
DRBCA 14 10
MRSA 23 13
Ki M17A 23 16
KAA 6 6
DRBCA 18 13
MRSA 18 12
CKi M17A 13 12
KAA 6 6
DRBCA 20 20

K: geleneksel boza (kontrol 6rnegi); C: chia katkili boza; Ki: kinoa katkili boza;
CKi: chia ve kinoa katkili boza; MRSA: De Man Rogosa Sharpe Agar; M17A: M17
Agar; KAA: Kanamisin Esculin Azide Agar; DRBCA: Dichloran Rose-Bengal
Chloramphenicol Agar
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Farkli boza 6rneklerinden (K, C, Ki ve CKi) izole edilerek stoga alinan LAB ve maya
izolatlariin sayilari, izole edildikleri besiyerleri, izolatlar1 gelistirmek i¢in kullanilan
besiyerleri ve inkiibasyon kosullar1 Cizelge 4.17 ve Cizelge 4.18’de verilmistir. Buna
gore K Orneginde MRSA besiyerinden 47 adet LAB izole edilmis, 29 adeti gliserol
stoga alinmig; M17A besiyerinden 44 adet LAB izole edilmis, 36 adeti gliserol stoga
alinmis; KAA besiyerinden 10 adet LAB izole edilmis, tamamu gliserol stoga alinmis ve
DRBCA besiyerinden 25 adet maya izole edilmis, 10 adeti gliserol stoga alinmistir. C
orneginde MRSA besiyerinden 23 adet LAB izole edilmis, 19 adeti gliserol stoga
alinmig; M17A besiyerinden 23 adet LAB izole edilmis, 16 adeti gliserol stoga alinmis;
KAA besiyerinden 6 adet LAB izole edilmis, tamami gliserol stoga alinmigs ve DRBCA
besiyerinden 14 adet maya izole edilmis, 10 adeti gliserol stoga alinmistir. Ki 6rneginde
MRSA besiyerinden 23 adet LAB izole edilmis, 13 adeti gliserol stoga alinmis; M17A
besiyerinden 23 adet LAB izole edilmis, 16 adeti gliserol stoga alinmis; KAA
besiyerinden 6 adet LAB izole edilmis, tamami gliserol stoga alinmig ve DRBCA
besiyerinden 18 adet maya izole edilmis, 13 adeti gliserol stoga alimmistir. CKi
orneginde MRSA besiyerinden 18 adet LAB izole edilmis, 12 adeti gliserol stoga
alinmig; M17A besiyerinden 13 adet LAB izole edilmis, 12 adeti gliserol stoga alinmis;
KAA besiyerinden 6 adet LAB ve DRBCA besiyerinden 20 adet maya izole edilmis,

tamamu gliserol stoga alinmistir.

Cizelge 4.18. Gliserol stoga alinan LAB ve maya izolatlarinin sayisi, izole edildikleri
besiyerleri ve inkiibasyon kosullari

izolatin ahndig inkiibasyon Toplam izolat Stoga alinan

besiyeri Kosullar: Sayisi izolat sayis1
MRSA 30°C’de 24 saat 111 73
M17A 30°C’de 24 saat 103 80
KAA 37°C’de 24 saat 28 28
DRBCA 25°C’de 3-5 giin 77 53
TOPLAM 309 234

Boza orneklerinde MRSA besiyerinden toplamda 111 LAB izole edilmis, bunlardan 73
tanesi; M17A besiyerinden toplamda 103 LAB izole edilmis, bunlardan 80 tanesi; KAA

besiyerinden toplamda 28 LAB izole edilmis ve tamamu saf kiiltiir halinde, Gram pozitif
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ve katalaz negatif Ozelliklere sahip bulunmus ve gliserol stoga alimmistir. Ayrica
calismada toplam 77 adet maya izole edilmis mikroskop morfolojilerinin incelenmesi
sonucu bunlardan 53 tanesi gliserol stoga alimmistir. Tez calismasi kapsaminda
toplamda 309 adet mikroorganizma izole edilmis ve bunlardan 234 tanesi gliserol stoga

alinmustir.

Cizelge 4.19. Geleneksel boza (K) orneginden izole edilen LAB izolatlarinin Gram
boyama ve katalaz testi sonuglari ile mikroskobik morfolojileri

No Kod Gr Kt MM No Kod Gr Kt MM

1 0K-1K + - Kok, uzun zincir 38 21IMR + - Streptobasil
2 0K-2K + - Kok 39 23MR + - Kisa gubuk
3 0K-3K + - Kok 40  24K-1m + - Streptokok
4 24K-1K + - Streptokok 41  24K-3m gt - Kok

5 24K-2K + - Kok 42 24K-4m + - Streptokok
6 49K + - Kok 43 24K-5m + - Streptokok
7 50K + - Kok 44 24K-6m + - Kok

8 51K + - Kok 45  24K-8m + - Kok

9 53K + - Kok 46  24K-9m + - Streptokok
10 54K + - Kok 47  24K-10m + - Kok

11 24K-4AMR + - Streptokok 48  K-Im + - Kok

12 24K-5MR + - Streptokok 49  K-2m + - Kokobasil
13 24K-6MR + - Diplobasil 50 K-3m + - Kisa gubuk
14 24K-7TMR g - Kisa gubuk 51 K-4m i - Kok

15  24K-8MR + - Diplobasil 52 K-5m + - Kok

16 24K-9MR + - Kokobasil, zincir 53 K-7m + - Kokobasil
17 24K-10MR + - Kokobasil, zincir 54 K-8m + - Kokobasil
18 0K-2MR + - Streptobasil 55  25m + - Kokobasil
19 0K-3MR + - Streptobasil 56  26m + - Kisa ¢ubuk
20 K-1MR + - Kisa gubuk 57  27m + - Streptokok
21 K-2MR + - Kisa ¢gubuk 58  28m + - Kokobasil
22 K-5MR + - Kisa gubuk 59  29m + - Kok

23 K-6MR + - Kisa gubuk 60  30m + - Kok

24 K-7MR + - Kokobasil 61  31m + - Kokobasil
25 K-8MR + - Kokobasil 62  32m + - Kok

26 K-9MR + - Kokobasil 63  33m + - Cubuk

27 4MR + - Kisa ¢gubuk 64  34m + - Kokobasil
28 5MR + - Kisa ¢ubuk 65 35m + - Kokobasil
29 IMR + - Kokobasil 66  36m + - Kisa ¢ubuk
30 10MR + - Kok 67  37m + - Kok

31 11MR + - Kisa ¢ubuk 68  38m + - Kok

32 12MR + - Kisa ¢gubuk 69  39m + - Kokobasil
33 13MR + - Kok 70  40m + - Streptokok
34  15MR + - Kok 71 41m + - Kokobasil
35 18MR + - Kokobasil 72 42m + - Kokobasil
36 19MR + - Kisa ¢ubuk 73 43m + - Diplokok
37 20MR + - Streptobasil 74  44m + - Kok

Gr: Gram Boyama, Kt: Katalaz testi; MM: mikroskobik | 75  45m + - Kok
morfoloji
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Gliserol stoga aliman LAB izolatlarinin Gram boyama ve katalaz testi sonuclari ile
mikroskobik morfolojileri Cizelge 4.19, Cizelge 4.20, Cizelge 4.21 ve Cizelge 4.22°de
verilmistir. Farkli boza oOrneklerinden (K, C, Ki, CKi) c¢esitli mikroskobik
morfolojilerde (kok, diplokok, streptokok, basil, diplobasil, streptobasil, kokobasil gibi)
LAB izolatlar1 elde edilmistir. Farkli boza 6rneklerinden (K, C, Ki, CKi) izole edilerek

gliserol stoga alinan maya izolatlarinin kodlar1 Cizelge 4.23’te verilmistir.

Cizelge 4.20. Chial1 boza (C) 6rneginden izole edilen LAB izolatlarinin Gram boyama
ve katalaz testi sonuglari ile mikroskobik morfolojileri

No Kod Gr Kt MM No Kod Gr Kt MM

1 0C-1K + - Kok 22 24C-10MR + - Kokabasil
2 0C-2K + - Streptokok 23  0C-1MR + - Kok

3 0C-3K + - Kok 24 0C-2MR + - Kok

4 24C-1K + - Kok 25 0C-3MR + - Kok, uzun zincir
5 24C-2K + - Streptokok 26 C-3m + - Kok

6 24C-3K + - Kok 27 C-6m + - Kok

7 C-1IMR + - Kokobasil 28 C-Tm + - Kok

8 C-2MR + - Kokobasil 29 C-8m + - Kokabasil
9 C-3MR + - Kokobasil 30 C-9m + - Kok

10 C-4MR + - Cubuk 31 C-10m + - Streptokok
11 C-5MR + - Kokaobasil 32 24C-1m + - Diplokok
12 C-6MR + - Kokobasil 33 24C-2m + - Kok

13 C-TMR + - Kokobasil 34 24C-3m + - Diplokok
14 C-8MR + - Streptokok 35 24C-4m + - Diplokok
15 C-9MR + - Cubuk 36 24C-5m + - Diplokok
16 C10MR + - Kokobasil 37 24C-6m + - Diplokok
17 24C-2MR + - Cubuk, graniilli 38 24C-Tm + - Diplokok
18 24C-3MR + - Kisa gubuk 39 24C-8m + - Kok

19 24C-6MR + - Cubuk, graniilli 40 24C-9m + - Streptokok
20 24C-TMR + - Kisa ¢gubuk 41 24C-10m + - Streptokok
21 24C-9MR + - Streptokok 42 0C-3m + - Kok

Gr: Gram Boyama, Kt: Katalaz testi; MM: mikroskobik morfoloji

Farkli besiyerlerinden izole edilen bazi LAB ve maya izolatlarinin 151k mikroskobu

goriintiileri Sekil 4.13’te verilmistir.
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Cizelge 4.21. Kinoali boza (Ki) 6rneginden izole edilen LAB
boyama ve katalaz testi sonuglar1 ile mikroskobik morfolojileri

izolatlarinin Gram

No Kod Gr Kt MM No Kod Gr Kt MM

1 24Ki-1K + - Kok 18 Ki-9OMR + - Kisa ¢ubuk
2 24Ki-2K + - Streptokok 19 Ki-10MR + - Kisa gubuk
3 24Ki-3K + - Kok 20 Ki-1m + - Diplokok
4 0Ki-1K + - Streptokok 21 Ki-2m + - Kok

5 0Ki-2K + - Kok 22 Ki-3m + - Kok

6 0Ki-3K + - Kok 23 Ki-5m + - Streptokok
7 24Ki-3MR + - Streptokok 24 Ki-6m + - Streptokok
8 24Ki-6MR + - Diplokok 25 Ki-7m + - Kokobasil
9 24Ki-8MR + - Diplobasil 26 Ki-8m + - Kokobasil
10 OKi-1MR + - Kokobasil, zincir | 27 Ki-9m + - Kokobasil
11 Ki-1IMR + - Diplobasil 28 24Ki-1m + - Streptokok
12 Ki-2MR + - Kokabasil, zincir | 29 24Ki-2m + - Streptokok
13 Ki-3MR + - Kokobasil, zincir | 30 24Ki-3m + - Streptokok
14 Ki-4MR + - Kisa gubuk 31 24Ki-5m + - Kok

15 Ki-5MR + - Kokobasil 32 24Ki-6m + - Kok

16 Ki-7TMR + - Kokobasil, zincir | 33 24Ki-7m + - Diplokok
17 Ki-8MR + - Kokobasil, zincir | 34 24Ki-9m + - Streptokok
Gr: Gram Boyama, Kt: Katalaz testi; MM: mikroskobik 35 24Ki-10m + ) Streptokok

morfoloji

Cizelge 4.22. Chia ve kinoali boza (CKi) 6rneginden izole edilen LAB izolatlarinin

Gram boyama ve katalaz testi sonuglari ile mikroskobik morfolojileri

No Kod Gr Kt MM No Kod Gr Kt MM

1 0CKi-1K + - Kok, uzun zincir 16 6CKi-3MR + - Kok, tekli
2 0CKi-2K + - Kok, uzun zincir 17 6CKi-4MR + - Kok, ikili
3 0CKi-3K + - Kok, uzun zincir 18 6CKi-5MR + - Kok, ikili
4 24CKi-1K + - Kok 19  0CKi-1Im + - Kisa ¢ubuk
5 24CKi-2K + - Kok, uzun zincir 20 0CKi-2m + - Kisa ¢ubuk
6 24CKi-3K + - Kok 21 24CKi-1m + - Streptokok
7 24CKi-2MR + - Kisa gubuk 22 24CKi-2m + - Kok

8 24CKi-3MR + - Diplobasil 23 24CKi-3m + - Kok

9 24CKi-4MR + - Streptokok 24 24CKi-4m + - Streptokok
10 24CKi-6MR + - Diplobasil 25  24CKi-5m + - Streptokok
11 24CKi-8MR + - Diplobasil 26 24CKi-6m + - Streptokok
12 24CKi-9MR + - Diplobasil 27 24CKi-7m + - Kok

13 24CKi-10MR  + - Diplobasil 28  24CKi-8m + - Diplokok
14 6CKi-1MR + - Diplobasil 29  24CKi-9m + - Diplokok
15 6CKi-2MR + - Streptobasil 30  24CKi-10m + - Diplokok

Gr: Gram Boyama, Kt: Katalaz testi; MM: mikroskobik morfoloji
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“IMRSA'dan izole edilen -’ M17A'dan izole edilen
bir LAB B bir LAB

KAA'dan izole edilen bir 7' . RBC'den izole edilen
LAB - bir maya

Sekil 4.13. Boza oOrneklerinden izole edilen LAB ve mayalarin 1s1tk mikroskobu
goriintiileri

Boza, bir¢ok farkli mikroorganizmay1 barindiran fermente bir tahil igecegidir (Cizelge
2.1 ve Cizelge 2.2). Baslica homofermantatif LAB, heterofermantatif LAB ve mayalar
boza fermantasyonundan sorumludur. Bozada fermantasyonda rol alan bakterilerin ve
mayalarin say1 ve ¢esidi, kullanilan ham maddenin g¢esidine ve hangi oranda
kullanildigina gore de oldukca degiskenlik gostermektedir (Altay vd., 2013; R
Cholakov vd, 2014; S. D. Todorov vd., 2008).

Yapilan ¢alismalarda ticari olarak satilan Bulgar bozasindan amilolitik Lb. plantarum,
Lb. pentosus (Petrova vd., 2010), Tirkiye’de satilan 4 farkli firmanin bozasindan
Candida, Clavispora, Cryptococcus, Cystofilobasidium, Geotrichum, Coniochaete,
Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces, Torulaspora ve Trichosporan cinslerine ait maya
(Caputo vd., 2012), dogal fermente Bulgar bozasindan Leu. lactis (R. Cholakov vd.,
2017), Trakya bolgesindeki 5 farkli firmaya ait bozalardan Gluconacetobacter
liquefaciens, Lb. fermentum, Glu. tumulicola, Lb. plantarum, Gluconbacter albidus,
Gluconobacter cerinus, Lb. pentosus, Lb. brevis, Lb. paracasei, Leu. lactis, Lc. lactic,
Micrococcus yunnonensis (Tortum, 2018), Bulgar bozasindan bakteriyosin ireticisi

Enterococcus faecium (Valledor vd., 2020), Isparta’da yerel bir iireticiden alinan
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bozadan Leu. lactis, Leu. palmae, L. raffinolactis ve Lactocuccus spp. (Kavruk vd.,
2021) izole edildigi bildirilmistir. Bunlarin haricinde bozadan izole edilen ¢ok g¢esitli
cins ve tiirde LAB ve maya oldugu yapilan bir¢ok ¢alismada da rapor edilmistir (Allaith
vd., 2022; Basbiilbiil vd., 2015; Bayram, 2004; Botes vd, 2007; Bozdemir vd., 2022;
Gok Charyyev vd., 2019; Hancioglu ve Karapinar, 1997; Heperkan vd., 2014; Kivang
vd., 2011; Osimani vd., 2015; Queiroz vd., 2023; S. D. Todorov vd., 2008; S. D.
Todorov ve Dicks, 2007; Tuncer vd., 2008; Ucak vd., 2022; Uysal vd., 2009; Zorba vd.,
2003).

Cizelge 4.23. Farkli boza 6rneklerinden elde edilen maya izolatlarinin kodlari

No Kod Boza | No Kod Boza | No Kod Boza
1 24K-1d K 19 24Ki-9d Ki 37 0CKi-4d CKi
2 24K-2d K 20 24Ki-10d  Ki 38 0CKi-5d CKi
3 24K-3d K 21 OKi-1d Ki 39 0CKi-6d CKi
4 24K-4d K 22 OKi-2d Ki 40 0CKi-7d CKi
5 24K-5d K 23 0Ki-3d Ki 41 0CKi-8d CKi
6 24K-6d K 24 24C-1d C 42 0CKi-9d CKi
7 24K-7d K 25 24C-2d C 43 0CKi-10d CKi
8 24K-8d K 26 24C-3d C 44 24CKi-1d CKi
9 24K-9d K 27 24C-4d C 45 24CKi-2d CKi
10 24K-10d K 28 24C-5d C 46 24CKi-3d CKi
11 24Ki-1d Ki 29 24C-6d C 47 24CKi-4d CKi
12 24Ki-2d Ki 30 24C-7d C 48 24CKi-5d CKi
13 24Ki-3d Ki 31 24C-8d C 49 24CKi-6d CKi
14 24Ki-4d Ki 32 24C-9d C 50 24CKi-7d CKi
15 24Ki-5d Ki 33 24C-10d Cc 51 24CKi-8d CKi
16 24Ki-6d Ki 34 0CKi-1d CKi 52 24CKi-9d CKi
17 24Ki-7d Ki 35 0CKi-2d CKi 53 24CKi-10d  CKi
18 24Ki-8d Ki 36 0CKi-3d CKi

K: geleneksel boza (kontrol 6rnegi); C: chia katkili boza; Ki: kinoa katkili boza; CKi: chia ve kinoa
katkil1 boza.

Tez kapsaminda farkli besiyerleri kullanilarak ve farkli koloni morfolojilerine sahip
kolonilerden segimler yapilarak c¢esitli LAB ve maya tiirlerinin izole edilmesi
hedeflenmistir. Izolatlarin mikroskobik morfolojilerinden elde edilen verilere gore farkli
cins ve tiirlerde LAB ve maya izolatlar1 elde edildigi diisiiniilmiistiir. Gram pozitif ve
katalaz negatif oldugu belirlenen 234 adet saf kiiltiir halindeki izolat bir sonraki

asamada GABA {iretim potansiyelleri agisindan degerlendirilmistir.
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4.5.  Boza Orneklerinden izole Edilen LAB ve Mayalarm PIM Yéntemi ile
GABA Uretim Potansiyellerinin Belirlenmesi

Gram pozitif ve katalaz negatif oldugu belirlenen LAB ve maya izolatlarinin GABA
tiretim yeteneklerini tespit etmek amaciyla izolatlara Bolim 3.6’da anlatilan pH
indikatér yontemi (PIM) uygulanmistir. Analiz sonucu son asamada siipernatantta
olusan renge gore degerlendirilmistir. Morumsu-kirmizidan yesile bir renk doniistimii
GABA iiretimi gostergesi olarak belirlenmistir (Diana, Rafecas, vd., 2014; Yang vd.,
2006). Yontem ile GABA iiretim potansiyeli pozitif bulunan izolatlara ait gorintiiler

Sekil 4.14’te verilmistir.

Sekil 4.14. Boza orneklerinden izole edilen LAB ve mayalarin PIM ile GABA iiretim
potansiyellerinin belirlenmesi

Yontem ile tez kapsaminda izole edilen toplam 234 adet izolatin GABA firetim
potansiyeli incelenmis, LAB’lerinden 105 tanesinin ve mayalardan ise 32 tanesinin
yonteme gore GABA iiretim potansiyeli oldugu bulunmustur (Cizelge 4.24). GABA
tiretim potansiyeli pozitif olarak bulunan 137 adet izolatin probiyotik potansiyellerinin
belirlenmesi asamasina gecilmis ve ilk olarak ¢esitli mikroorganizmalara karsi

antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir.
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Cizelge 4.24. Farkl1 boza 6rneklerinden GABA {iretim potansiyeli pozitif bulunan LAB
ve maya izolat sayilari

Ornek LAB Maya Toplam

K 49 9 58
C 18 9 27
Ki 25 6 31
CKi 13 8 21
Toplam 105 32 137

LAB ve mayalarin GABA iiretim potansiyellerinin ve GABA {iiretim miktarlarinin tespit
edilebilmesi amaciyla literatiirde ¢esitli yontemler (gaz kromatografisi, HPLC, kalin
tabaka kromatografisi, amino asit analizorli, kagit kromatografisi, ELISA gibi)
kullanilmaktadir (Chua vd., 2018; Hudec vd., 2015; D. H. Kim vd., 2018; S. Li vd.,
2022; Perpetuini vd., 2020). Calismada PIM yo6nteminin tercih edilmesinin nedeni boza
orneklerinden izole edilen LAB ve maya izolatlarinin GABA iiretim potansiyellerinin
hizli, kolay, pratik, diisiik maliyetli ve az ekipman ile tekrar edilebilir bir sekilde tespit
edilebilmesini saglamasi olarak agiklanabilmektedir. Yontemde test edilmek istenilen
mikroorganizmanin glutamat dekarboksilaz (GAD) enzim faaliyetinin varlig1 ortamin
pH degisiminin tespiti ilkesine dayanarak gerceklestirilmektedir. Yontemin prensibine
gore, test edilmek istenen mikroorganizma, pH’s1t ve substrat miktar1 Onceden
ayarlanmis bir ortama ilave edilmekte ve mikroorganizmanin substrati kullanarak
ortamin pH’smi1 degistirme durumu gézlenmekte ve ortama ilave edilen pH indikatorii
sayesinde renk degismesi s6z konusu oldugunda enzim varligi pozitif olarak
kaydedilmektedir (Diana, Rafecas, vd., 2014; Yang vd., 2006).

LAB ve mayalarin bir ortamdaki substrattan (monosodyum glutamat, glutamik asit,
glutamat gibi) GABA iiretimi sirasinda GAD enziminin aktivitesinde birgok faktor
(substrat miktari, sicaklik, baslangi¢ mikroorganizma sayisi, pH sicaklik, O/R
potansiyeli, ortamdaki diger bilesenler gibi) rol oynamaktadir. Bu faktorler arasinda en
onemlilerinin baslangi¢ substrat miktari, pH ve sicaklik oldugu bildirilmistir (Diana,
Quilez, vd., 2014; H. Li ve Cao, 2010; Quilez ve Diana, 2017). Yapilan ¢alismalarda

GAD enzim aktivitesi i¢in optimum pH araligmin 3,8 ile 5,0 arasinda oldugu ve
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mikroorganizmanin g¢esidine bagli olarak GAD enzim aktivitesi i¢in optimum pH’nin
degisiklik gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica ortamdaki glutamik asitin GABA’ya
doniistiigli pH nin ¢ogu mikroorganizmada 4,7 oldugu belirlenmistir (Yang vd., 2006).
GAD enziminin en aktif oldugu sicaklik ise yapilan g¢aligmalarda 30-37°C olarak
verilmistir (H. Li ve Cao, 2010; Ribeiro vd., 2018; Sahab vd., 2020; Song vd., 2021).

Literatiir incelendiginde farkli gidalardan GABA fiireticisi LAB ve maya izolasyonu
konusunda c¢aligmalar goriilmiis ve bu calismalarin bazilar1 Cizelge 2.5 ve 2.6’da
gosterilmistir. Buna karsilik, bu tez caligmasi literatiirde farkli ham maddelerden
tiretilmis bozalardan izole edilen LAB ve mayalarin GABA iiretme yetenegini inceleyen

ilk calisma olma 6zelligi tagimaktadir.

4.6. Boza orneklerinden izole Edilen GABA Ureticisi izolatlarin Probiyotik
Ozelliklerinin Belirlenmesi

4.6.1. lizolatlarin antimikrobiyal aktiviteleri

Bir mikroorganizmanin probiyotik olarak nitelendirilebilmesi icin belirli 6zellikleri
tagtyor olmasi gerekmektedir. Bu kriterlerden birisi de patojen mikroorganizmalara
kars1 gosterdikleri antimikrobiyal aktivitedir (Ray ve Bhunia, 2007). Bu nedenle tez
kapsaminda GABA iireticisi oldugu tespit edilen LAB ve maya izolatlarinin probiyotik
ozellik tasiyrp tasimadiginin belirlenebilmesi i¢in ilk olarak antimikrobiyal aktivite

Ozellikleri incelenmistir.

Antimikrobiyal aktivite, mikroorganizmanin iiretmis oldugu organik asit (laktik asit,
asetik asit, propiyonik asit, formik asit gibi), CO2, H20,, diasetil ve bakteriyosinler gibi
inhibitdr maddeler ile karsilastig1 potansiyel tehlikeli mikroorganizmanin kendisini veya
tirettigi metabolitleri inhibe edebilme yetenegi olarak tanimlanmaktadir (Cotter vd.,
2005; Génzle, 2015). Literatiirde bu alanda yapilmis bir¢cok calismada farkli tiirdeki
mikroorganizmalarin farkli tipte ve etkinlikte antimikrobiyal maddeler iirettiklerini
bildirilmistir (Bagci, 2012; Cotter vd., 2005; Dertli, 2015; Génzle, 2015; Klingberg vd.,
2005; Thakur ve Tarig, 2019). Probiyotik LAB’leri, ozellikle bagirsakta iiretmis

olduklar1 antimikrobiyal maddeler ile patojenlerin neden oldugu bagirsak hastaliklarina
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kars1 koruyucu etki gosterebilmekte, bagirsakta patojenlerin neden oldugu enfeksiyon
sirasinda patojen mikroorganizmayla savasabilmektedir (Cotter vd., 2005; Dahiya ve
Nigam, 2022; Morkl vd., 2020; Ogunbanwo vd., 2003; Ren vd., 2018; Stiemsma vd.,
2020).

Calismada, GABA iiretim potansiyeli bulunan 137 adet izolatin Oncelikle Bolim
3.7.1’de anlatilan agar damlatma testine gore antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir.
Sonuglar, Sekil 4.15, Cizelge 4.25, Cizelge 4.26, Cizelge 4.27 ve Cizelge 4.28 ve
Cizelge 4.29°da verilmistir.

Cizelge 4.25. Geleneksel boza (K) orneginden izole edilen GABA iireticisi LAB
izolatlarinin agar damlatma testi yontemine gore antimikrobiyal aktivite sonuglari

No Kod 1 2 3 4 5 6 7 8
1 0K-2K - + + = - - -
2 0K-3K - - - - - - - -
3 24K-1K = + - = - = - -
4 24K-2K - = - = - = - -
5 49K +++ ++ +++ +++ +++ ++ ++ +++
6 50K +++ - +++ +++ +++ ++ +++ +++
7 51K +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
8 53K +++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++
9 54K +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++
10 24K-5MR +++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ ++
11 24K-6MR +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
12 24K-10MR  +++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++
13 4AMR +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
14 5MR +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
15 IMR +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
16 11MR +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
17 13MR ++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++
18 15MR +++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++
19 23MR +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
20 24K-1m - - - - - - - -
21 24K-3m - - - - - - - -
22 24K-4m - - - - - - - -
23 24K-6m - - - - - - - -
24 24K-8m - - - - - - - -
25 24K-9m - - - - - - - -
26 24K-10m - - - - - - - -
27 K-2m - - - - - - - -
28 K-4m - - - - - + - -
29 25m - - - - - - - -
30 26m - - - - - - - -
31 27m - - - - - - - -
32 28m - - - - - - - -

90



Cizelge 4.25. Geleneksel boza (K) Orneginden izole edilen GABA fireticisi LAB
izolatlariin agar damlatma testi yOntemine gore antimikrobiyal aktivite sonuglari
(devami)

No Kod 1 2 3 4 5 6 7 8
33 29m - - - - - -
34 30m - - - - - -
35 31m - - - - - -
36 32m - - - - - -
37 33m - - - - - -
38 34m - - - - - -
39 35m - - - - - -
40 36m - - - - - -
4 37m - - - - - -
42 38m - - - - - -
43 39m - - - - - -
44 40m - - - - - ;
45 41m - - - - - -
46 42m - ! - - - .
47 43m ’ - - - - -
48 44m - - - - - !
49 45m - - -

% aktivite 30,61 3265 3265 3265 3061 3061 3061 30,61
+: 0,4-1cm inhibisyon zon ¢api, ++: 1-2 cm inhibisyon zon ¢api, +++: 2-4 cm
inhibisyon zon ¢api, +++>: >4 cm inhibisyon zon ¢api, -: antimikrobiyal aktivite yok.
1:Salmonella Typhimurium ATCC 14028, 2:E. coli ATCC 25922, 3: Str. mutans, 4: S.
aureus ATCC 6538, 5: E.feacalis ATCC 29212; 6: E. faecium M74; 7: L. innocua
ATCC 33090; 8: L. monocytogenes ATCC 7644; % aktivite: antimikrobiyal aktivite
gosteren izolatlarin tiim izolatlara orani

Agar damlatma testi yontemine gore, K orneginden elde edilen GABA iireticisi LAB
izolatlarinin %32,65’inin ise E. coli ATCC 25922, Str. mutans, S. aureus ATCC 6538’e,
%30,61’inin S. Typhimurium ATCC 14028, E. feacalis ATCC 29212, E. faecium M74,
L. innocua ATCC 33090, L. monocytogenes ATCC 7644’¢c karsi antimikrobiyal
aktivitesi oldugu belirlenmistir. izolatlardan 24K-5MR, 24K-6MR, 24K-10MR, 4MR,
5MR, 9MR, 11MR, 13MR, 15MR, 23MR, 49K, 50K (E. coli ATCC 25922’ye karsi
antimikrobiyal aktivite gostermemistir), 51K, 53K ve 54K kodlu LAB izolatlar1 test

kiiltiirlerinin tamamina kars1 antimikrobiyal aktivite gostermistir.
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Cizelge 4.26. Chial1 boza (C) 6rneginden izole edilen GABA {ireticisi LAB izolatlarinin
agar damlatma testi yontemine gore antimikrobiyal aktivite sonuglari

No Kod 1 2 3 4 5 6 7 8
1 0C-1K - + + + - - + -
2 0C-3K - + + - - - + -
3 24C-1K + + + + - - + -
4 24C-2K + ++ + + - - + -
5 24C-3K + ++ + + - - - -
6 0C-3MR  +++ +++ - +H+
7 24C-9MR  +++ +++ +++ A+ A A +++
8 0C-3m - - - - - - - -
9 C-6m - - - - - - - -
10 C-8m - - - - - - - -
11 C-10m - - - - - - - -
12 24C-Im - - - - - - - -
13 24C-2m - - - - - - - -
14 24C-3m - - - - - - - -
15 24C-4m - - - - - - - -
16 24C-5m = - - - - - - -
17 24C-6m 2 = - = - = - -
18 24C-8m - - - - - - - -

% aktivite 27,78 3889 333 333 111 111 333 111
+: 0,4-1cm inhibisyon zon ¢ap1, ++: 1-2 cm inhibisyon zon ¢api, +++: 2-4 cm
inhibisyon zon ¢api, +++> >4 cm inhibisyon zon ¢api, -: antimikrobiyal
aktivite yok. 1:Salmonella Typhimurium ATCC 14028, 2:E.coli ATCC 25922,
3: Str. mutans, 4: S.aureus ATCC 6538, 5: E.feacalis ATCC 29212; 6: E.
faecium M74; 7: L.innocua; 8: L.monocytogenes ATCC 7644; % aktivite:
antimikrobiyal aktivite gdsteren izolatlarin tiim izolatlara oran

Agar damlatma testi yontemine gore, C 6rneginden izole edilen GABA iireticisi LAB
izolatlarinin %38,89’unun E. coli ATCC 25922’ye, %33,3’liniin Str. mutans, S. aureus
ATCC 6538 ve L. innocua ATCC 33090’a, %27,78’inin S. Typhimurium ATCC
14028’ye ve %]11,1’inin E. feacalis ATCC 29212, E. faecium M74, L. monocytogenes
ATCC 7644’¢ kars1 antimikrobiyal aktivitesi oldugu belirlenmistir. Izolatlardan OC-
3MR kodlu izolat test bakterilerinden Str. mutans hari¢ tamamina ve 24C-9MR kodlu
izolat test bakterilerinin tamamina karst agar damlatma testi yOntemine gore

antimikrobiyal aktivite gostermistir.
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Cizelge 4.27. Kinoali boza (Ki) o6rneginden izole edilen GABA iireticisi LAB
izolatlarinin agar damlatma testi yontemine gore antimikrobiyal aktivite sonuglari

No Kod 1 2 3 4 5 6 7 8
1 0Ki-1K + + - + - - + -
2 0Ki-2K - + + + - - + -
3 0Ki-3K + + - - - - + -
4 24Ki-1K + + + + - - R .
5 24Ki-2K - + + + - - R -
6 24Ki-3K + + + + - - + -
7 24Ki-3MR  +++  +++ A+ > HHE HHE R bt
8 Ki-1IMR +H+ At ++ R T = = S S
9 Ki-5MR I = R S S S e S
10 Ki-7MR D = T o o S o e e o
11 Ki-9MR ++ ++ ++ ++
12 Ki-10MR ++ o+ HHE
13 24Ki-1m - - - - - - - -
14 24Ki-2m - - - - - - - -
15 24Ki-3m > - - - - - - ++
16 24Ki-5m = - - - - - - -
17 24Ki-6m - - - - + + - -
18 24Ki-7m - - - - + + - -
19 24Ki-9m 2 - - - - - - -
20  24Ki-10m s - - - - - - -
21 Ki-1m - - - - - - - -
22 Ki-3m - - - - - - - -
23 Ki-5m - - - - - - - -
24 Ki-6m - - - - - - - -
25 Ki-8m - - - - - - - -
% aktivite 40 48 40 44 32 32 40 28

+: 0,4-1cm inhibisyon zon ¢api, ++: 1-2 cm inhibisyon zon ¢ap1, +++: 2-4 cm
inhibisyon zon g¢ap1, +++>: >4 ¢cm inhibisyon zon ¢api, -: antimikrobiyal aktivite
yok. 1:Salmonella Typhimurium ATCC 14028, 2:E.coli ATCC 25922, 3: Str.
mutans, 4: S.aureus ATCC 6538, 5: E.feacalis ATCC 29212; 6: E. faecium
M74; 7: L.innocua ATCC 33090; 8: L.monocytogenes ATCC 7644; % aktivite:
antimikrobiyal aktivite gosteren izolatlarin tiim izolatlara orani

Agar damlatma testi yontemine gore, Ki drneginden izole edilen GABA fireticisi LAB
izolatlarinin %48’inin E. coli ATCC 25922’ye, %44 linlin S. aureus ATCC 6538’¢,
%40’nin S. Typhimurium ATCC 14028, Str. mutans ve L. innocua ATCC 33090’a,
%?32’sinin ise E. feacalis ATCC 29212, E. faecium M74 ve %28 nin L. monocytogenes
ATCC 7644’e¢ karsi antimikrobiyal aktivitesi oldugu belirlenmistir. Izolatlardan
yalnizca 24Ki-3MR kodlu LAB izolat1 diger izolatlara kiyasla agar damlatma testi
yontemine gore test bakterilerinin tamamina karsi giiclii bir antimikrobiyal aktivite

gostermistir.
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Cizelge 4.28. Chiali ve Kinoal1 Boza (CKi) 6rneginden izole edilen GABA fireticisi
LAB izolatlarinin agar damlatma testi yontemine gore antimikrobiyal aktivite sonuglari

No Kod 1 2 3 4 5 6 7 8
1 0CKi-1K - - - - - - -
2 0CKi-3K - - - - - - - -
3 24CKi-1K - - - - - - - -
4 24CKi-2K - - - - - - - -
5  24CKi-3K - - - - - - - -
6 24CKi-2MR  +++> +++ +++ +++> +++  +H+ A >
7  24CKi-3MR  +++ +++ - +++  HH+
8 24CKi-4MR  +++ +++ +++ +++  +++ A+
9  BCKi-2MR  +++ +++ +++ +++  +++ A+
10  OCKi-Im - - - - - - - -
11  O0CKi-2m - - - - - - - -
12 24CKi-2m - - - - - - - -
13 24CKi-6m -

% aktivite 308 231 308 308 308 308 308 30,8
+: 0,4-1cm inhibisyon zon ¢api, ++: 1-2 c¢m inhibisyon zon gapi, +++: 2-4 cm
inhibisyon zon ¢ap1, +++>: >4 cm inhibisyon zon ¢api, -: antimikrobiyal aktivite yok.
1:Salmonella Typhimurium ATCC 14028, 2:E.coli ATCC 25922, 3: Str. mutans, 4:
S.aureus ATCC 6538, 5: E.feacalis ATCC 29212; 6: E. faecium M74; 7: L.innocua
ATCC 33090; 8: L.monocytogenes ATCC 7644; % aktivite: antimikrobiyal aktivite
gosteren izolatlarin tiim izolatlara orani

Agar damlatma testi yontemine gére CKi 6rneginden izole edilen GABA fiireticisi LAB
izolatlarmin %30,8’sinin S. Typhimurium ATCC 14028, Str. mutans, S. aureus ATCC
6538’¢, E. feacalis ATCC 29212, E. faecium M74, L. innocua ATCC 33090 ve L.
monocytogenes ATCC 7644’¢ ve %23,1’inin E. coli ATCC 25922’ye Kkarsi
antimikrobiyal aktivitesi oldugu belirlenmistir. Izolatlardan 24CKi-2MR, 24CKi-3MR
(Str. mutans’a kars1 antimikrobiyal aktivite gostermemistir), 24CKi-4MR, 24CKi-6MR,
6CKi-2MR test bakterilerinin tamamina kars1 giiglii antimikrobiyal aktivite gostermistir.
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Cizelge 4.29. Boza Orneklerinden elde edilen GABA f{ireticisi maya izolatlarinin agar
damlatma yontemine gore antimikrobiyal aktivite sonuglari

No Kod 1 2 3 4 5 6 7 8
1 24CKi-1d - - - - - - - ++
2  24CKi-2d - - - - - - - -
3 24CKi-3d - - - - - - - -
4 24CKi-5d  ++ ++ - ++ ++ - ++ ++
5 24CKi-6d - - - - - - - -
6 24CKi-7d  ++  ++  ++ 4+ ++ ++ ++ ++
7 24CKi-9d - - - - - - - -
8 24CKi-10d - - - - - - - -
9 24C-1d - ++ - ++ ++ ++ ++ ++

10 24C-2d ++ ++ 4+ ++ ++ ++ ++ ++

11 24C-3d - - A+ ++ - - +

12 24C-4d - + - + ++ + - -

13 24C-6d - - - - - - - -

14 24C-7d - - - - - - - -

15  24C-8d 2 - - - - - - -

16 24C-9d ++ - ++ 4+ ++ ++ - ++
17  24C-10d - : - - - s - -
18  24Ki-1d - - - - - - - -
19  24Ki-2d - - - - - - - -

20 24Ki-6d + + o+ ++ ++ - - -

21  24Ki-7d - - - - - - - -

22 24Ki-8d - - - - - - - -

23 24Ki-9d - - - - - - - -

24 24Ki-10d - - - - - - - -

25  24K-3d - - - - - - - -

26  24K-4d - - - - - - - -

27  24K-5d ++ -+t ++ ++ ++ -
28  24K-6d - - + - - - - -
29  24K-7d - ++ 4+ ++ ++ ++ + ++
30 24K-8d - - - - - - - -
31 24K-9d + - - ++ ++ ++ - -
32  24K-10d - ++ - ++ ++ ++ - +

% aktivite 219 25 25 375 375 281 188 281
+: 0,4-1cm inhibisyon zon ¢ap1, ++: 1-2 cm inhibisyon zon ¢api, +++: 2-4
cm inhibisyon zon c¢api, +++>! >4 cm inhibisyon zon ¢api, -:
antimikrobiyal aktivite yok. 1:Salmonella Typhimurium ATCC 14028,
2:E. coli ATCC 25922, 3: Str. mutans, 4: S. aureus ATCC 6538, 5: E.
feacalis ATCC 29212; 6: E. faecium M74; 7: L. innocua ATCC 33090; 8:
L. monocytogenes ATCC 7644; % aktivite: antimikrobiyal aktivite
gosteren izolatlarin tiim izolatlara orani

Agar damlatma testi yontemine gére GABA fiireticisi maya izolatlarinin %37,5’inin S.
aureus ATCC 6538 ve E. feacalis ATCC 29212’e, %28,1’inin E. faecium M74 ve L.
monocytogenes ATCC 7644’¢, %25’inin E. coli ATCC 25922 ve Str. mutans’a,
%21,9’unun S. Typimurium ATCC 14028’¢ ve %18,8’inin L. innocua ATCC 33090’a
kars1 antimikrobiyal aktivitesi belirlenmistir. Izolatlardan 24CKi-5d, 24CKi-7d, 24C-1d,
24C-2d, 24C-9d ve 24K-7d kodlu maya izolatlarinin da test bakterilerinden birgoguna

antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir.
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Sonug olarak boza 6rneklerinden elde edilen LAB izolatlarinin 23 tanesinde ve maya
izolatlarinin 6 tanesinde bazi Gram negatif bakterilerden E. coli ATCC 25922, S.
Typhimurium ATCC 14028 ve Gram pozitif bakterilerden S. aureus ATCC 6538, Str.
mutans, E. feacalis ATCC 29212, E. faecium M74, L. innocua ATCC 33090 ve L.
monocytogenes ATCC 7644°e kars1 antimikrobiyal aktiviteleri oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.15. LAB ve maya izolatlarindan bazilarinin agar damlatma yontemine gore
antimikrobiyal aktivite tayini goriintiileri

Agar damlatma testinde antimikrobiyal aktivite gdsteren GABA {ireticisi LAB ve maya
izolatlarinin antimikrobiyal aktiviteleri Boliim 3.7.1°de anlatilan agar diflizyon testi
yontemine gore de test edilmistir. Boza 6rneklerinden izole edilen GABA fiireticisi LAB
ve maya izolatlarinin agar diflizyon testine gore antimikrobiyal aktivite sonuglart Sekil

4.16°da ve Cizelge 4.30°da verilmistir.

Agar difiizyon yoOntemine gore, GABA ireticisi izolatlarin %58,6’sinin L.
monocytogenes ATCC 7644°e, %34,5’inin E. faecium M74’e, %27,6’simin Str. mutans
ve L. innocua ATCC 33090’a, %24,1’inin S. aureus ATCC 6538, E. feacalis ATCC
29212, E. coli ATCC 25922 ve S. Typimurium ATCC 14028’¢ karsi antimikrobiyal
aktivitesi  belirlenmistir.  Literatiirde  bakteriyosinlerin ~ genellikle iretildikleri
mikroorganizmanin &zelliklerine sahip diger mikroorganizmalara kars1i daha etkili
olduguna dair kanitlar mevcuttur. Agar difiizyon yontemi sonuglarina gore izolatlarin
Gram pozitif karakterdeki test bakterilerine karsi daha fazla antimikrobiyal aktivite
gosterdigi belirlenmistir (Bagci, 2012; Diez-Gutiérrez vd., 2022; Perricone vd., 2014).
Tez kapsaminda elde edilen bu sonug literatiirdeki bu bilgiyi dogrulayan bir niteliktedir.
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Cizelge 4.30. Boza oOrneklerinden elde edilen GABA fiireticisi LAB ve maya
izolatlarinin agar diflizyon yontemine gore antimikrobiyal aktivite sonuglari

No Kod 1 2 3 4 5 6 7 8
1 24K-5MR - - - - - - - ++
2 24K-6MR ++ - ++ ++ ++ +++ ++ +++
3  24K10MR - - +++ - - - ++
4 AMR ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++
5 5MR ++ ++ - - - ++ ++ ++
6 IMR ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++
7 11MR ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++
8 13MR - ++ - - - - ++ ++
9 15MR - - - - - ++ - ++
10 23MR ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++
11 49K - - - - - - - -
12 50K - - - - - - - -
13 51K - - - - - - - -
14 53K - - - - 3 - - -
15 54K - - - - - = - -
16 0C-3MR - - - - - - - +++
17  24C-9MR - - - - - - - ++
18 24Ki-3MR - - ++ ++ ++ ++ - +++
19 24CKi-2MR - - - - - +++ - ++
20 24CKi-3MR - - - - - - - -
21 24CKi-4MR - - - - = - - ++
22 24CKi-6MR - - - - = - - ++
23  6CKi-2MR  ++  +++  ++ - ++ ++ ++
24 24K-7d - - - - - - - -
25 24C-1d - - - - - - - -
26 24C-2d - - - - - - - -
27 24C-9d - - - - - - - -
28  24CKi-5d - - - - - - - -
29  24CKi-7d - - - - - - - -

% aktivite 241 241 276 241 241 345 276 586
+: 0,4-1cm inhibisyon zon ¢api, ++: 1-2 ¢cm inhibisyon zon ¢ap1, +++: 2-4 cm
inhibisyon zon ¢api, +++>: >4 cm inhibisyon zon ¢api, -: antimikrobiyal
aktivite yok.1:Salmonella Typhimurium ATCC 14028, 2:E.coli ATCC 25922,
3: Str. mutans, 4: S.aureus ATCC 6538, 5: E.feacalis ATCC 29212; 6: E.
faecium M74; 7: L.innocua ATCC 33090; 8: L.monocytogenes ATCC 7644; -
:zon olusmamustir. % aktivite: antimikrobiyal aktivite gosteren izolatlarin tim
izolatlara orani

Her iki yontem ile elde edilen antimikrobiyal aktivite tayini sonuglari incelendiginde
agar damlatma yonteminde daha fazla izolatin test bakterilerine kars1 giigli
antimikrobiyal aktivite gosterdigi goézlenmistir. Agar difiizyon tekniginde izolatlarin
gostermis olduklar1 antimikrobiyal aktivite diger teknige gore daha sinirli kalmistir.
Literatiirdeki bilgiler incelendiginde de buna benzer sonuclar goriilmektedir (Bagci,
2012; Demirbas vd., 2017; Dertli, 2015; Diez-Gutié¢rrez vd., 2022; Klingberg vd.,
2005).
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Agar damlatma ve agar difiizyon yontemlerine gore toplam 17 adet LAB’nin test bakteri
kiltiirlerine kars1 gliclii antimikrobiyal aktivite gosterdikleri goriilmiis ve bu izolatlarin
probiyotik 06zelliklerinin belirlenebilmesi igin bir sonraki asama olan antibiyotik
direnclerinin belirlenmesi asamasma gecilmistir. Maya izolatlarinin test bakteri
kiltlirlerine kars1 antimikrobiyal aktiviteleri yetersiz bulundugu i¢in maya izolatlarinin
probiyotik &zelliklerinin  belirlenmesinde bir sonraki asamaya gecilememistir.
Literatiirdeki ¢calismalardan goriildiigii tizere, ¢alismada agar damlatma ve agar difiizyon
yontemi ile izolatlarin antimikrobiyal aktivite 6zelliklerine dair bir fikir edinilmis olsa
da bu iki analiz antimikrobiyal aktivitenin gergekten bakteriyosin {iretiminden
kaynaklanip kaynaklanmadiginin tespiti i¢in yeterli degildir (Bagc1, 2012; Cotter vd.,
2005; Dertli, 2015; Gok Charyyev vd., 2019; S. D. Todorov vd., 2008). Bu nedenle
izolatlara ileride yapilacak olan ¢aligmalarda daha ileri analizlerin yapilmasi gerekliligi

ortaya ¢ikmistir.

Sekil 4.16. Boza oOrneklerinden izole edilen bazi LAB izolatlarinin agar difiizyon
yontemi ile L. monocytogenes iizerindeki antimikrobiyal aktivite tayini goriintiisii

Literatlir incelendiginde ¢esitli gidalardan izole edilen LAB’lerinin antimikrobiyal
aktivitelerine ait bir¢ok ¢alisma goriilmiistiir. Iskandinavya tarzinda iiretilmis 15 farkli
fermente sucuktan izole edilen 22 tane LAB izolatinin antimikrobiyal aktivite
ozelliklerinin incelendigi bir ¢alismada izolatlardan 6 tanesi tiim test bakterilerine (bazi
patojenik bakteriler ve insan bagirsak mikrobiyotasi bakterileri) karsi antimikrobiyal
aktivite gostermistir (Klingberg vd., 2005). Tiirkiye’deki bozalardan izole edilen 45 adet
LAB’nin antimikrobiyal etkisi agar spot test ve agar diflizyon metodu ile belirlenmistir.

Agar diflizyon yonteminden elde edilen sonuglara gore 33 izolatin bir veya daha fazla
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test bakterisine karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir (Kivang vd.,
2011). Anne siitiinden izole edilen LAB’lerinin antimikrobiyal aktivitelerinin ve
bakteriyosin olusturma yeteneklerinin incelendigi bir ¢alismada antimikrobiyal aktivite
gosterdigi belirlenen suslardan 7 tanesinin bakteriyosin iirettigi tespit edilmistir (Bagc,
2012). Eksi hamur ve yeni dogan digkisindan izole edilen LAB’lerinin probiyotik
potansiyellerinin arastirildigi bir calismada genellikle suslarin ¢ogu, analiz edilen
patojenlere kars1 etki gosterirken, L. rhamnosus C-9A ve L. paracasei WPS-11 suslari
ise Salmonella Typhimurium’a karsi etki gostermemistir (Kaya, 2020). Cesitli fermente
gidalardan izole edilen LAB’lerinin probiyotik 6zelliklerinin incelendigi bir ¢aligmada
231 adet izolatin Salmonella enterica, S. aureus, E. coli ve B. cereus’a karsi
antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir. Calismada ¢cogu sus tek patojene karsi aktivite
gosterse de yedi sus genis spektrumlu bakteriyostatik etki gostermistir. Genel olarak,
izole edilen suslarin S. aureus ve S. enterica tlizerindeki inhibitor etkisi E. coli ve B.
cereus tlzerindekinden daha fazla bulunmustur. Sonuglar, iiretilen antibakteriyel
maddenin konsantrasyonunun ve tlriiniin LAB izolatlarinda farkli oldugunu
gostermistir.  Bu nedenle, farkli LAB izolatlarinin farkli patojenler iizerine
antimikrobiyal etkileri de farkli olmaktadir (Ren vd., 2018). Tez kapsaminda elde edilen

antimikrobiyal aktivite sonuglar literatiirdeki sonuglar ile benzerlik gostermektedir.

4.6.2. Tzolatlarin antibiyotik direncleri

Boza orneklerinden izole edilen GABA ireticisi LAB izolatlarinin 17 tanesi test
bakterilerine kars1 giiclii antimikrobiyal aktivite gostermistir. Bu izolatlarin probiyotik
olarak adlandirilabilmeleri icin bazi antibiyotiklere karsi hassasiyetlerinin de tespit
edilmesi gerekmektedir (Ray ve Bhuina, 2007). Bu amagla Bolim 3.7.2’de anlatilan
disk diflizyon yontemi kullanilmis ve antibiyotik diskler etrafinda olugan inhibisyon zon
caplart olgiilerek izolatlarin antibiyotiklere duyarlilik durumlan standartlarla (Cizelge
3.5) karsilastirilarak degerlendirilmistir (CLSI, 2017). LAB izolatlarinin antibiyotik
duyarhiliklarina ait sonuglar Sekil 4.17 ve Cizelge 4.31°da verilmistir.

Boza Orneklerinden izole edilen GABA ireticisi LAB izolatlarinin  %100°1

vankomisin’e, %23,5’1 kloramfenikole, %17,7’s1 gentamisin ve streptomisine, %11,8’1
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tetrasiklin ve eritromisine direngli bulunmustur. izolatlardan 24CKi-2MR, 24CKi-6MR,
24C-9MR, 24Ki-3MR, 24K-10MR, 6CKi-2MR’de ¢oklu antibiyotik direnci oldugu

gorilmistiir.

Cizelge 4.31. Boza 6rneklerinden izole edilen GABA iireticisi LAB izolatlarinin
antibiyotik direng analizi sonuglar1

Kod VA-30 TE-30 E
0C-3MR
24CKi-2MR
24CKi-4MR
24CKi-6MR
24C-9MR
24Ki-3MR
24K-5MR
24K-6MR
24K-10MR
6CKi-2MR
4MR
5MR
IMR
11IMR
13MR
15MR

23MR S S

% diren¢  100(R) 11,8(R),17,7(1) 11,8(R) 17,7(R) 17,7 (R), 11,8() 23,5(R)
R:direngli, S: duyarli, l:orta derecede direngli/duyarli; VA-30: vankomisin (30pg/disk),
TE-30: tetrasiklin (30 pg/disk), E-10: eritromisin (10pg/disk), CN-10: gentamisin (10
pg/disk), S-10: streptomisin (10 pg/disk), C-30: kloramfenikol (30 pg/disk).
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Antibiyotikler tip, tarim, hayvancilik vb. alanlarda bakteriyel enfeksiyonlar: 6nleme ve
tedavi amaciyla kullanilabilen, bakteriler tarafindan iretilen maddelerdir. Antibiyotik
direnci (AD), bakterinin maruz kaldigi antibiyotiklerin etkilerine kars1 durabilme
yetenegidir. Bir baska deyisle; bir bakterinin bir antibiyotige direncinin olmasi, o
antibiyotigin o bakterinin cogalmasina engel olamadigin1 ve bakteriyi herhangi bir dozu
ile 6ldiiremedigini ifade etmektedir (Ashraf ve Shah, 2011; Erginkaya vd., 2019).
Antibiyotik direncine sahip bakteriler, ortamda antibiyotik olmasi durumunda direngli
olmayan bakterilere karsi avantaj saglamaktadir ve bunun bir neticesi olarak belirli bir
stire sonra ortamdaki hakimiyeti saglayabilmektedirler. Ayrica bakteriler dirence neden
olan genetik yapilarin1 farkli bakteri tiirlerine aktarabilmekte, bu da AD’nin bakteriler

arasinda yayginlasmasina neden olabilmektedir (Teuber vd., 1999; Wong vd., 2015).
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Sekil 4.17. Boza orneklerinden izole edilen bazi LAB izolatlarinin antibiyotik direng
analizi (soldan saga iist sira: vankomisin 30ug/disk, tetrasiklin 30 pg/disk, gentamisin
10 pg/disk, soldan saga alt sira: eritromisin 10ug/disk, streptomisin 10 pg/disk,
kloramfenikol 30 pg/disk) goriintiist

AD genleri, konjugasyon (hareketli elementler ile gen aktarimi), transdiiksiyon
(bakteriyofaj ile gen aktarimi) veya transformasyon (yalin DNA ile gen aktarim) ile
aktarilabilmektedir. AD genleri mikroorganizmada dogal olarak bulunabilecegi gibi
sonradan da bu ii¢ yoldan biri vasitasiyla kazanilmis olabilmektedir. Kazanilmis AD
genleri, bir bakteriden digerine aktarilarak AD’nin yayilmasinda biiyiik rol
oynamaktadir (Ashraf ve Shah, 2011; Olusegun vd., 2012; Gueimonde vd., 2013).

Gidalarda bulunan LAB’leri bir veya birden fazla antibiyotige karsi direngli
olabilmektedir. Bu mikroorganizmalar AD genlerini dogal olarak genomlarinda
muhafaza edebildikleri gibi sonradan da (kazanilmis AD genleri) elde
edebilmektedirler. LAB’lerinin tagidiklar1 bu AD genleri dogal yani kromozomlarinda
kodlanmis ve sonradan kazanilmamis Ozellikte ise farkli tiirlere (mikroorganizma,
hayvan, insan vb.) aktarimi ger¢eklesmemekte ve insan sagligma olumsuz bir etkisi
bulunmamaktadir (Jose vd., 2015). Bunun en giizel 6rnegi laktobasillerin vankomisin
direncidir. Vankomisin, Gram pozitif bakteri hiicre duvari i¢in O6nemli olan
peptidoglukan sentezine miidahale ederek bakteri gelisimini inhibe etmektedir.
Laktobasiller (Lactobacillus reuteri, L. acidophilus, L. rhamnosus) ile yapilan
calismalarda vankomisin direncli olan laktobasillerden bu antibiyotige direnci

bulunmayanlara herhangi bir gen transferinin olmadig1 gosterilmistir (Jose vd., 2015).
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Dolayisiyla laktobasillerde vankomisin direncinin bulunmasi aktarilamayan bir AD
direnci oldugunda istenilen bir 6zellik olmaktadir. Tez kapsaminda izole edilen tiim

LAB izolatlarinda vankomisin direnci bulunmustur.

LAB’lerinin bircogunda AD genleri dogal olarak bulunmaktadir. Dogal olarak AD’ne
sahip LAB’lerinin gida destegi olarak veya gidalarla birlikte alinmasi uzun siireli
antibiyotik kullanimi nedeniyle bagirsak mikrobiyotasi zarar gormiis bireylerde
mikrobiyal dengenin yeniden diizenlenmesinde kullanilmaktadir. Bu durum
LAB’lerinde AD’nin en biilyilik avantajidir (Kastner vd., 2006; Liu vd., 2009; Zheng vd.,
2017). AD’nin bir diger avantaj1 ise dogal AD’ne sahip LAB’lerinin ¢ogunlukla ayn1
zamanda probiyotik 6zellikte de olmasi ve probiyotik bakterilerin géstermis oldugu tiim
olumlu etkileri de gostermeleri olmaktadir (Das vd., 2020; Mathur ve Singh, 2005).
Ancak, LAB’lerinin tasidigi AD genleri aktarilabilir 6zellikte ise bu durum olumsuz
olarak nitelendirilmektedir (Olusegun vd., 2012). Aktarilabilir AD genlerinin potansiyel
rezervuart olarak goriilen LAB’ni iceren gidalarin tiiketilmesi ile birlikte LAB ve
bagirsak  mikrobiyotasindaki ~ bakteriler =~ arasinda  yatay = gen transferi
gerceklesebilmektedir (Ashraf ve Shah, 2011; Cani¢a vd., 2019; Yelin ve Kishony,
2018). Bir¢ok LAB tiiriiniin dogal olarak tasidigi plazmitler, ¢ogunlukla metabolik
aktivite igin gerekli enzimleri kodlayan genleri tagimaktadirlar. Ancak bazi LAB tiirleri
bu genlerin yan sira ¢esitli antibiyotiklere kars1 direng gelistirmeyi saglayan genleri
tasiyan plazmitleri de icermektedirler. Cesitli gida {irlinlerinde bu bakteriler farkli
amaglar i¢in kullanildiginda potansiyel direng tasiyict ve aktarici olabilmektedirler ve
bu durum gida iiretiminde kullanilan LAB’lerinde AD’nin yarattig1 énemli bir problem

olarak gériilmektedir. (Bennett, 2008; Ashraf ve Shah, 2011; Alp ve Oner, 2014).

LAB’lerinde gentamisin, tetrasiklin ve eritromisin direnci aktarilmayan o&zellikte
olabildigi gibi aktarilabilen 6zellikte de olabilmektedir. Bu nedenle LAB izolatlarinin
bu antibiyotiklere olan direnci incelenirken genotipik olarak da dikkatlice
degerlendirilmelidir. Ozellikle gentamisin insan ve hayvanlarda da tedavi amaciyla
siklikla kullanilan bir antibiyotik oldugu icin aktarilabilir gen ile tasiniyor olmasi
gidalarda bulunan LAB’leri i¢in daha biiyiik bir sorun yaratabilmektedir (Ashraf ve
Shah, 2011; Das vd., 2020). Tetrasiklin direnci LAB’lerinde en ¢ok ¢alisilan antibiyotik
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diren¢ mekanizmasindan birisidir ve bu AD geni genellikle plazmid kodlu olmaktadir.
Yapilan bazi calismalarda tetrasiklin direncinin aktarilamayan bir direng geni ile
kodlandig1 bildirilirken bazilarinda ise aktarilabilen bir 6zellik de tasiyabilecegi rapor
edilmistir (Ashraf ve Shah, 2011; Das vd., 2020; Hoffman, 2001; Lerminiaux ve
Cameron, 2019).

AD ile ilgili literatiirdeki bilgilerin 15181nda, izolatlarin test bakterilerine gostermis
olduklar1 antimikrobiyal aktivitelerinin durumu da g6z oniinde bulundurularak 24C-

IMR, 24Ki-3MR, 24K-6MR ve 6CKi-2MR kodlu LAB izolatlar1 in vitro sindirim

modelindeki davranislarinin belirlenmesi {izerine se¢ilmistir.

Tez kapsaminda izole edilen ve in vitro sindirim modelindeki davraniginin
belirlenmesine karar verilen 24K-6MR kodlu LAB izolati yalnizca vankomisine
direngli, diger antibiyotiklere kars1 duyarli, 24Ki-3MR vankomisin ve kloramfenikole
direngli, diger antibiyotiklere karsi duyarli, 6CKi-2MR vankomisin, eritromisin ve
kloramfenikole direngli, tetrasiklin, gentamisin ve streptomisine karsi duyarh, 24C-
9MR vankomisin, kloramfenikol ve streptomisine karsi direngli, tetrasikline karsi orta

duyarli ve eritromisin ve gentamisine karst duyarli bulunmustur.

Yapilan bir ¢alismada peynir, yogurt, kefir ve bozadan izole edilen 83 adet LAB
izolatinin 6 antibiyotige (gentamisin, tetrasiklin, kloramfenikol, eritromisin, vankomisin
ve siprofloksasin) karsi direng ozellikleri fenotipik ve genotipik olarak incelenmistir.
[zolatlarin 6 antibiyotige karst AD’i agar diliisyon yéntemi kullanilarak belirlenmistir.
Tiim izolatlar arasinda AD’i kloramfenikol (%31,3), tetrasiklin (% 30,1), eritromisin (%
2,4), siprofloksasin (% 2,41), vankomisine (% 73,5, aktarilmayan direng) karsi tespit
edilmistir. Genel olarak izolatlarin % 19,3 birden fazla antibiyotige direng
gostermigtir. Analizler sonucunda tet(M) geni Lb. fermentum, Lb. plantarum, P.
pentosaceus, E. faecium, W. confusa'da ve vankomisin direng geni van(A) bir Weisella
confusa susunda tespit edilmistir. Bozadan izole edilen LAB’lerinin probiyotik
Ozelliklerinin incelendigi bir ¢alismada elde edilen izolatlarin higbirinde tetrasiklin
direnci goriilmemistir. Buna karsilik tiim izolatlarda streptomisin direnci bulunmaktadir

(Bozdemir vd., 2022). Bozadan izole edilen Lb. plantarum BG24'%in antibiyotik
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duyarliligi, farkli etki mekanizmalarina sahip, tibbi uygulamada en sik kullanilan 20
antibiyotige karsi agar disk diflizyon yontemi ile test edilmistir. Lb. plantarum BG24,
amoksisilin hari¢ hiicre duvarlarinin sentezinin inhibitérleri grubundaki tiim
antibiyotiklere (penisilin, amfisilin, sefamandol, vankomisin, pipersilini amoksilin,
azloksilin, oksasilin) direngli bulunmustur. Protein sentezinin inhibitdrleri grubundan
gentamisin, amikasin, eritromisin, rifampin ve kloramfenikole duyarli oldugu tespit
edilmistir. Tetrasikline orta diizeyde diren¢ gostermis ve bu gruptaki diger
antibiyotiklere direngli bulunmustur. Sus, DNA sentezi ve/veya hiicre farklilagsmasinin
inhibitorleri grubundaki her iki antibiyotige (Siprofloksasin ve nalidiksik asit) de
direngli bulunmustur (R. Cholakov vd., 2014). Yapilan ¢alismalardan da gorildigi
tizere LAB’lerinin AD o6zellikleri suslar arasinda ciddi farkliliklar gdstermekte ve bu
direnglerin molekiiler diizeyde hangi genler tarafindan kontrol edildigi belirlenmesi
onem arz etmektedir. Tez kapsaminda izolatlarin AD’ine iliskin elde edilen bu bilgiler
yalnizca fenotipik olarak belirlenmis, AD genlerinin varligina ve genlerin aktarilabilir
olup olmadigina dair bir calisma yapilmamustir. Ileride yapilacak olan ¢alismalar ile tez
kapsaminda boza orneklerinden izole edilen LAB’lerinin AD’ine iliskin genotipik

olarak daha detayli calismalar yapilmasi gerektigi diisiiniillmektedir.

4.6.3. Tzolatlarm in vitro sindirim modelindeki davramslar

Boza orneklerinden izole edilen GABA fireticisi, antimikrobiyal aktiviteye sahip,
istenilen antibiyotik duyarliligina sahip olan 4 adet izolat tespit edilmistir ve izolatlarin
tamami LAB izolatidir. Izolatlardan 6CKi-2, kinoali boza 6rneginden 6 giin soguk
depolama sonrasinda, 24C-9MR chiali boza oOrneginden, 24K-6 geleneksel boza
orneginden ve 24Ki-3MR ise kinoali boza 6rneginden fermentasyon sonrasi (36. saatte)
izole edilmistir. Bu izolatlarin in vitro sindirim modelindeki davranislar1 Boliim 3.7.3te

anlatildig sekilde belirlenmis ve Cizelge 4.32’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.32. Boza 6rneklerinden izole edilen GABA iireticisi LAB izolatlariin in vitro
sindirim modelindeki davranisi

LAB sayisi1 log kob/mL

izolat Kodu
P MO MS B
6-CKi-2MR 7,01+0,04°A 6,22+0,220%8 <1 <1
24C-9MR 9,28+0,014 9,26+0,014 6,55+0,08%8 4,05+0,012¢
24K-6MR 7,00+0,00%4 6,24+0,238 <1 <1

24Ki-3MR 8,91+0,07°A 9,11+0,08%A 2,70+0,02%¢ 3,1440,00°8

Sonuglar logaritmik olarak aritmetik ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. Ayni
stitunda farkli kiigiik harfler ile gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark (p<0,05)
vardir. Ayni satirda farkli biiylik harfler ile gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark
(p<0,05) vardir. kob/mL: koloni olusturan birim/mililitre, P: pelet; MO: mide sindirimi 6ncesi,
MS: mide sindirimi sonrasi, B: bagirsak sindirimi sonrasi

Yonteme gore ilk olarak LAB izolatlarinin 24 saatlik taze kiiltiirleri 5000xg’de 4°C’de
15 dakika santrifiij edilip, iki kez fizyolojik su ile yikandiktan sonra pelet (P) elde
edilmistir. Peletten alinan 6rnekte 6CKi-2MR kodlu izolatta 7,01+0,04 log kob/mL,
24C-9MR kodlu izolatta 9,28+0,01 log kob/mL, 24K-6MR kodlu izolatta 7,00+0,00 log
kob/mL ve 24Ki-3MR kodlu izolatta 8,91+0,07 log kob/mL sayim alinmistir. Daha
sonra pelet yapay mide suyunda siispanse edilmistir. Mide suyunda siispanse edilmis
peletten alinan 6rnekte (mide sindirimi 6ncesi, MO) LAB sayimmi yapilmigtir. MO’da
6CKi-2MR kodlu izolatta 6,22+0,22 log kob/mL, 24C-9MR kodlu izolatta 9,26+0,01
log kob/mL, 24K-6MR kodlu izolatta 6,24+0,23 log kob/mL ve 24Ki-3MR kodlu
izolatta 9,11+0,08 log kob/mL sayim alinmistir. Daha sonra izolatlar1 igeren karigim
mide sindirimini simiile etmesi ig¢in 37°C’de 3 saat inkiibe edilmis ve inkiibasyon
sonunda tekrar 6rnek (mide sindirimi sonrasi, MS) alinarak sayim alinmistir. 6CKi-
2MR ve 24K-6MR kodlu izolatlarda LAB sayis1 <1 log kob/mL olarak belirlenmis,
24C-9MR kodlu izolatta 6,55+0,08 log kob/mL ve 24Ki-3MR kodlu izolatta 2,70+0,02
log kob/mL olarak LAB sayis1 belirlenmistir. Sonrasinda Ornekler santrifiijlenerek
yeniden pelet elde edilmistir. Steril fizyolojik su ile yikanan pelet yapay bagirsak sivisi
ile (4,5mL/100 mL) tekrar siispanse edilmistir. Ornekler 37°C’de 1 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda izolatlar1 iceren sindirim sivilarindan 6rnek alinarak
(bagirsak sindirimi sonrasi, B) tekrar LAB sayimi yapilmistir. Bagirsak sindirimi

sonrasinda da 6CKi-2MR ve 24K-6MR kodlu izolatlarda LAB sayist <1 log kob/mL
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olarak tespit edilmis, 24C-9MR kodlu izolatta 4,05+0,01 log kob/mL ve 24Ki-3MR
kodlu izolatta ise 3,14+0,00 log kob/mL olarak belirlenmistir.

Probiyotik 6zellik tastyan LAB’leri sindirim sisteminde canli kalarak bagirsaga kadar
ulagabilmekte ve burada kolonize olarak sagliga olumlu etkilerini gosterebilmektedir
(Bilginer ve Cetin, 2019; Dimitrovski vd., 2021; Jensen vd., 2012; Leroy ve De Vuyst,
2004). Dolayisiyla tez kapsaminda izole edilen LAB izolatlarmin in vitro sindirim
sistemi modelinde bagirsak sindirimi sonunda canliliklarini siirdiirmesi beklenmistir.
Izolatlardan 24C-9MR ve 24Ki-3MR bagirsak sindirimi sonrasina kadar canli kalabilen,
GABA iireticisi ve diger probiyotik 6zellikler (antimikrobiyal aktivite ve antibiyotik
direng) bakimindan da olumlu bulunan izolatlar olmustur. Bu iki izolat tasidiklar1 bu
ozellikler sayesinde potansiyel psikobiyotik izolatlar olarak degerlendirilmis ve diisiik

pH ve %0,3 safra tuzu direnci 6zelliklerinin belirlenmesi asamasina geg¢ilmistir.

Literatiir incelendiginde farkli gidalardan izole edilen ve probiyotik olarak nitelendirilen
LAB izolatlarinin da in vitro sindirim sistemi modelinde tez kapsaminda izole edilen
LAB izolatlariyla benzer bir davranig gosterdigi goriilmiistiir (R. Cholakov vd., 2014,
2015; Guan vd., 2021; Jensen vd., 2012; Klingberg vd., 2005; Minekus vd., 2014; Ozer
vd., 2022b; Ozer vd., 2019; Stiemsma vd., 2020; Takada vd., 2016; Wall vd., 2014;
Zagorska vd., 2020).

4.6.4. lIzolatlarin safra tuzu ve diisiik pH direncinin belirlenmesi

Gidalarla birlikte alinan probiyotik &zellikteki LAB’lerinin kolona ulagmadan o6nce
midenin asidik ortaminda canliligin1 devam ettirebilmesi ve ince bagirsaktan salgilanan
safraya karsi direngli olabilmesi gerekmektedir (Minekus vd., 2014). Dolayisiyla bir
mikroorganizmanin probiyotik olarak adlandirilabilmesi icin gerekli sartlardan bir
digeri diisik pH’ya ve safra tuzuna karsi direngli olmasidir (Ray ve Bhuina, 2007).
Gidalarin mideden yaklasik gecis siiresi 3-4 saat ve midenin pH’1 1-4 arasinda oldugu
bildirilmistir (Bagci, 2012; Brodkorb vd., 2019; Minekus vd., 2014). Bu nedenle tez
kapsaminda probiyotik 6zellikleri bakimindan test edilen izolatlarin diisiik pH (pH=3)

ve %0,3 konsantrasyondaki safra tuzuna olan direngleri Bolim 3.7.4°te anlatildigi
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sekilde gerceklestirilmistir. Boza oOrneklerinden izole edilen GABA fireticisi,
antimikrobiyal aktiviteye ve istenilen antibiyotik duyarliligina sahip olan, in vitro
sindirim modelinde canli kalmay1 basaran 2 adet LAB izolati tespit edilmistir. Bu
izolatlarin 24 saatlik taze kiiltiiriinden (24C-9MR kodlu izolat 9,13+0,04 log kob/mL ve
24Ki-3MR kodlu izolat 9,17+0,01 log kob/mL) ekim yapilarak %0,3 safra tuzu
konsantrasyonuna ve diisik pH’ya direngleri Bolim 3.7.4’te anlatildigi sekilde

belirlenmis ve Cizelge 4.33’de verilmistir.

Cizelge 4.33. Boza o6rneklerinden izole edilen GABA fireticisi LAB izolatlarinin diisiik
pH ve % 0,3 safra tuzu konsantrasyonuna direncleri

. pH=3 (log kob/mL)
I1zolat Kodu
0. saat 1. saat 4. saat
24C-9MR 8,07+0,02%4 7,66+0,0428 7,55+0,02%8
24Ki-3MR 7,55+0,01°A 7,660,004 7,41+0,03%8
pH=7 (log kob/mL)
0. saat 1. saat 4. saat
24C-9MR 7,7540,0234 7,94+0,09%4 7,65+0,01°A
24Ki-3MR 7,670,044 7,7940,10%* 7,8840,05%
%0,3 safra tuzu (log kob/mL)
0. saat 1. saat 4. saat 24. saat
24C-9MR 7,65+0,01%8 7,63+0,05%8 7,960,024 8,05+0,01%A
24Ki-3MR 7,89+0,11348 7,60+0,01%8 7,85+0,03248 8,23+0,13%4

Sonuglar logaritmik olarak aritmetik ortalama =+ standart sapma seklinde verilmistir.  Ayni
parametredeki farkli izolatlarin ayni1 zamaninda farkli kiigiik harfler ile gosterilen degerler arasinda
istatistiksel olarak fark (p<0,05) vardir. Aymi satirda farkli biiylik harfler ile gosterilen degerler
arasinda istatistiksel olarak fark (p<0,05) vardir. kob/mL: koloni olusturan birim/mililitre

Chial1 boza 6rneginden izole edilen 24C-9MR kodlu izolat ve kinoali boza 6rneginden
izole edilen 24Ki-3MR kodlu izolatin her ikisi de pH=3"te 4 saat sonunda canli kalmay1
basarmiglardir. 24C-9MR’da ilk 1 saatte yaklasik 0,4 log kob/mL diislis yasanmis
(p<0,05) ancak 4. saatte herhangi bir degisim olmamistir (p>0,05). 24Ki-3MR’da 1
saatte pH=3"lin herhangi bir etkisi olmamis (p>0,05) ancak 4. saatte 0,2 log kob/mL
azalmaya sebep olmustur (p<0,05). Izolatlarin sayim sonuglari incelendiginde pH=7"de

4 saat boyunca sayimda herhangi bir degisiklik gézlenmedigi tespit edilmistir (p>0,05).
Izolatlarmn %0,3 safra tuzu konsantrasyonundaki davranislari incelendiginde 24C-

9MR’nin 1 saat boyunca sayisinin ayni kaldigi (p>0,05), 4. saatte sayisinda yaklasik
0,33 log kob/mL artis oldugu (p>0,05) ve 24. saatte sayisinda anlamli bir degisiklik
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olmadig1 gorilmiistiir (p>0,05). 24Ki-3MR’da ise 1 saat sonunda sayisinda yaklasik
0,29 log kob/mL azalma ger¢eklesmis, sonrasinda 4. saatte ayni miktarda arttigini ve
24. saatte sayida anlamli bir artis olmadig1 goriilmiistiir. Dolayisiyla iki LAB izolat1 da

diisiik pH (pH=3) ve %0,3 safra tuzu konsantrasyonuna diren¢li bulunmustur.

Literatiir incelendiginde psikobiyotik veya probiyotik Ozellikte olan LAB’lerinin de
disik pH ve safra tuzuna karsi direngli oldugu goriilmektedir. Ayrica yapilan
caligmalarda %0,3 safra tuzu konsantrasyonunun probiyotik bakteri seciminde Onerilen
konsantrasyon oldugu ve oldukga ayirici bir 6zellikte oldugu bildirilmistir (Klingberg
vd., 2005).

Iskandinavya tarz1 fermente sucuklardan izole edilen 22 susun probiyotik &zelliklerinin
incelendigi bir caligmada ¢ogu susun diisiik pH ve %0,3 safra tuzuna direngli oldugu
gorilmustiir (Klingberg vd., 2005). Yapilan bir ¢alismada, 10 boza, 40 peynir, 20 kefir
ve 60 cig siit olmak iizere toplam 130 gida Ornegi incelenmistir. Sonucta; 127
Enterococcus faecium, 7 Lactobacillus plantarum, 5 Lactobacillus paraplantarum ve 5
Lactobacillus brevis olmak iizere toplam 144 probiyotik etkisi gosterebilecek bakteri
kiitle spektofotometre (MALDI-TOF MS) ile karakterize edilerek tiplendirilmistir.
Karakterize edilen 144 izolattan sadece 35’inin mide pH’smna dayanikli oldugu bu 35
izolattan sadece 8’inin %0,3 safra tuzu kosullarinda canliliklarini devam ettirebildigi
tespit edilmistir (Dogan ve Ozpinar, 2017). Tayland usiilii iiretilen fermente sosisten
izole edilen Levilactobacillus brevis FO64A ile yapilan bir ¢aligmada, bakterinin 2,85 +
0,10 mg/mL GABA iiretebildigi ve asidik pH ve safra tuzlarina tolerans gosterebildigi
bildirilmistir  (Kanklai vd., 2021). Tirkiye'de {retilen boza O6rneklerinden
Limosilactobacillus fermentum M3F, Levilactobacillus brevis M18F, Leuconostoc
citreum M26F, Lactobacillus pentosus M7F, Lactiplantibacillus plantarum M15F,
Leuconostoc lactis M31F, Lactococcus lactis M2F ve Lacticaseibacillus paracasei
M32F izole edilmis ve izolatlarin diisik pH ve %0,3 safra tuzuna direngleri
incelenmistir. izolatlarin 4 saat sonunda diisiik pH ve %0,3 safra tuzunda canliliklarinin
devam ettigi gorillmiistiir (Bozdemir vd., 2022). Deniz iirlinlerinden izole edilen 17 adet
LAB izolatinin psikobiyotik 0Ozellikler yoniinden degerlendirildigi bir calismada,

Enterococcus faecium SH9 olarak tanimlanan izolatlardan birinin GABA {ireticisi
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oldugu, diisilk pH ve yiiksek safra tuzu konsantrasyonunda (%0,3) canli kalabildigi
tespit edilmis ve yeni bir psikobiyotik bakteri olarak adlandirilabilecegi bildirilmistir
(Sakkaa vd., 2022). Tez ¢alismasinda izole edilen LAB izolatlarinin da ayni1 6zellikleri
tasidig1 disiiniildigiinde bozadan izole edilen bu iki izolatin da psikobiyotik bakteri

izolat1 olarak adlandirilabilecegi diistiniilmektedir.

4.7. Boza Orneklerinden izole Edilen GABA Ureticisi ve Probiyotik Potansiyeli
Olan izolatlarin Tanimlanmasi

Mikroorganizmalarin tiiriinii belirlemenin en kolay ve en giivenilir yontemi, gtf geninin
LAB suslarini tespit etmek ve degerlendirmek i¢in kullanilabilecegi molekiiler bir
teknik olan 16S rRNA dizi analizidir. Bu teknik ile 6nce korunan bdlgelerdeki genin her
iki ucunda belirli evrensel primerler kullanarak16S rRNA'y1 ¢ogaltilmakta ve amplikon
olarak bilinen PZR iiriiniiniin sekans analizi ile LAB’nin dogrudan taninmasina olanak
saglamaktadir (Allaith vd., 2022). Tez c¢alismasi kapsaminda yapilan analizler
sonucunda boza orneklerinden izole edilen potansiyel probiyotik 6zellige sahip ve
GABA iireticisi 2 adet LAB izolati tespit edilmistir. Bu LAB izolatlarinin 16S rRNA
dizi analizi ile tanimlamalar1 Bolim 3.8°de anlatildigi sekilde hizmet alimi yoluyla
gerceklestirilmistir (Tamura vd., 2021). izolatlara ait jel elektroforezi goriintiileri Sekil

4.18°de verilmistir.

5.Kuyucuk

1.Kuyucuk 4. Kuyucuk
DNA Ladder f

Sekil 4.18. Boza orneklerinden izole edilen probiyotik 6zellige sahip ve GABA {ireticisi
izolatlara ait PZR jel elektroforezi goriinttisii (1. kuyucuk: Biomatik M7123-100 bp
DNA Ladder; 4. kuyucuk: 24 C-9, 5. kuyucuk: 24Ki-3)
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Izolatlarmn molekiiler karakterizasyonu igin Forward ve Reverse primerleri ile elde
edilen dizileme sonuglar1 Bioedit Programi kullanilarak incelenmis ve elde edilen diziler
NCBI niikleotid BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, BLAST) sistemi
kullanilarak veri bankasindaki dizileme sonuglari ile eslestirilmistir. Referans tiirlerin
niikleotid dizileri NCBI Gen bankasi web sayfasindan indirilerek incelenmistir.
Izolatlarin molekiiler karakterizasyon sonucuna gore Cizelge 4.33’te belirtilen benzerlik
oranlariyla referans suslardan Pediococcus acidilactici (Erisim No: ON141902.1 ve
OM758279.1) olarak belirlenmistir. Molekiiler karakterizasyonu yapilan LAB
izolatlarinin Boliim 3.6°’da bahsedilen PIM yonteminden elde edilen siipernatantlar
Boliim 3.4.4’te anlatilan sekilde HPLC’de analiz edilerek icerdikleri GABA miktarlari

belirlenmis ve Cizelge 4.34’te verilmistir.

Cizelge 4.34. Boza Orneklerinden elde edilen GABA iireticisi ve probiyotik oldugu
belirlenen LAB izolatlarinin NCBI BLAST sonucu ve GABA {iretim miktarlari

izolat Kodu NCBI Blast Sonucu Benzerlik Oram1  GABA iiretim miktari (ppm)
24C-9MR Pediococcus acidilactici %97,17 119,01£12,86°
24Ki-3MR Pediococcus acidilactici %96,81 206,69+10,032

Sonuglar logaritmik olarak aritmetik ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. Ayni siitunda farkls
kiiciik harfler ile gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark (p<0,05) vardir.
Izolatlara ait filogenetik agag, filogenetik analiz programi MEGA-X version 10.2.2 ile
yapilmistir. Agag olusturulurken Neighbour-joining yontemi ve 1000 bootstrap degeri
kullanilmigtir (Tamura vd., 2021). Ayrica, izolatlarin filogenetik aga¢ dendogrami Sekil
4.19’de gosterilmistir.
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24K]1-3 185 rRNA

99

24C-9 165 rRNA
3

ON141902.1 Pediococcus acidilactici strain LB137 1685 rENA

OMT758279.1 Pediococcus acidilactici strain TMPC 46F22 1635 rRNA

MW349588.1 Escherichia coli strain K12 1685 rRNA

Sekil 4.19. Izolatlara ait filogenetik aga¢ dendogrami

Bozada c¢ogunlukla LAB ve mayalardan olusan kompleks bir mikrobiyota
bulunmaktadir. Fermantasyonda en siklikla goriilen LAB’lerinin Pediococcus,
Lactobacillus ve Leuconostoc cinsleri oldugu bildirilmistir (Arici ve Daglioglu, 2002;
R. Cholakov vd., 2014, 2017; Dogan ve Ozpinar, 2017; Hancioglu ve Karapmar, 1997;
Heperkan vd., 2014; Kabak ve Dobson, 2011; S. D. Todorov vd., 2008; Tuncer vd.,
2008).

Tez calismasinda tanimlanan iki LAB izolatinin da P. acidilactici oldugu tespit
edilmistir. P. acidilactici, fermente et, siit ve sebze Uriinlerinin iiretiminde starter kiiltiir
olarak kullanilan, iirlinlerin tadinin iyilestirilmesi, hijyenik kosullarinin artirilmasi, raf
Omriiniin uzatilmasi gibi islevlerde de kullanilan bir LAB’dir. Pediosin adi verilen genis
spektrumlu, plazmid kaynakli bir bakteriyosin liretmekte ve nisinden sonra ticari olarak
satilabilen bir diger bakteriyosin olarak bilinmektedir. Pediosin, Gram pozitif
bakterilere ve Ozellikle de Listeria cinslerine etkili olmasiyla onemli olmaktadir
(Altuntas vd., 2014; Bhunia vd., 1988; Giines ve Ayhan, 2010). Yapilan bir ¢alismada,
Endonezya’da geleneksel bir gida olan dadih (fermente manda siitii)’ten GABA iireticisi
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LAB izole edilmis ve molekiiler karakterizasyonu gerceklestirilmistir. izolatin
Pediococcus acidilactici oldugu tespit edilmistir (L. Anggraini vd., 2019a). Bir diger
calismada P. acidilactici’nin GABA {iretiminin optimizasyonu i¢in gerekli kosullar
arastirtlmis ve maksimum tretim (311,485 mg/L GABA) igin ortamda 60 mM glutamat
ve %15 palm sekerine ihtiya¢ duydugu belirlenmistir (L. Anggraini 2019b). Yapilan
calismalarda bozadan Pediococcus cinslerine ve P. acidilactici de izole edilmistir.
Bulgaristan’daki ticari bozalar ile yapilan calismada 52 adet LAB izole edilmis ve
bunlarin i¢inde P. pentosaceus oldugu tespit edilmistir (S. D. Todorov ve Dicks, 2005).
Tiirkiye’de ticari olarak satilan 10 farkli bozadan izole edilen LAB’lerinden bir
tanesinin  Pediococcus cinsine ait oldugu bulunmustur (Kivang vd., 2011).
Bulgaristan’daki bozalarda bakteriyosin iireticisi LAB izole edilmis ve bu izolatlardan 2
tanesinin P. pentosaceus ve 1 tanesinin P. acidilactici oldugu tespit edilmistir. Bozadan
izole edilen P. acidilactici’nin molekiiler karakterizasyonu sonrasinda pediosin tiretimi
ozelligine ve bakteriyofaj enfeksiyonuna karsi koruma saglayan bir CRISPR-Cas

sistemine sahip oldugu belirlenmistir (Queiroz vd., 2022).
Tez kapsaminda izole edilen P. acidilactici suslarmin da potansiyel probiyotik,

bakteriyosin iireticisi ve psikobiyotik oOzelliklerde olabilecegi degerlendirilmis ve

gelecekte bu konuda daha detayli caligmalarin yapilmasi gerektigi diigtiniilmiistiir.
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5. SONUC

Boza, eksimsi veya tath bir tada sahip, kendine 6zgii asidik-alkollii ve mayamsi1 bir
kokusu olan, koyu sar1 renkli, koyu kivamli ve 6zellikle soguk kis gecelerinde targin
ilave edilerek tiiketilen fermente ve oldukca popiiler bir icecek olarak bilinmektedir.
Bozanin iiretiminde geleneksel olarak tiretildigi cografyaya gore bulgur, bugday, yulaf,
piring, dari, musir gibi farkli ham maddeler kullanilabilmektedir. Bu doktora tez
calismasinda; prebiyotik ve glutensiz 6zellige sahip oldugu bilinen, besin 0geleri ve
glutamik asit igerigi yoniiyle zengin olan chia ve kinoanin boza iiretiminde
kullanilabilme potansiyeli arastirilmis, farkli tahil iiriinleri (kinoa, chia, dari, misir) ile
elde edilen bozalardan potansiyel psikobiyotik LAB ve mayalarin izole edilmesi
hedeflenmistir. Ayrica, tez kapsaminda iiretilen bozalarin GABA igerikleri belirlenmis
ve bozalardan elde edilen izolatlarin GABA firetim potansiyelleri tespit edilmis ve

GABA iireticisi oldugu belirlenen suslarin probiyotik 6zellikleri de degerlendirilmistir.

Tez c¢alismasinda yapilan analizler sonucunda chia ve kinoanin glutensiz boza
tretiminde alternatif ham madde kaynaklar1 olarak kullanilabilecegi goriilmiistiir.
Duyusal analiz sonuglarinda chia ve kinoa iceren drneklerden (C, Ki, CKi), C ve Ki
iceren Orneklerinin test edilen tiim 6zellikler (koku, renk, kivam, lezzet, agizda biraktigi
his, genel kabul edilebilirlik) bakimindan geleneksel bozayla (K) benzer oldugu ve

tiiketici tarafindan tercih edilebilecek nitelikte oldugu tespit edilmistir.

Tez calismasinda chia ve kinoa ile boza iiretimi sonrasinda bozanin fizikokimyasal,
mikrobiyolojik ve duyusal 6zellikleri incelenmis ve bozalarin icerdikleri GABA miktari
HPLC ile belirlenmistir. Bu nedenle tez ¢alismasi dar1 ve misirdan iiretilen geleneksel
bozanin fizikokimyasal, mikrobiyolojik ve duyusal 6zelliklerinin chia ve kinoa katkis1
ile Uretilmis bozalarla karsilastirildigi, boza 6rneklerinin GABA miktarinin belirlendigi
ilk calisma olmas1 sebebiyle literatiire 6nemli bir katki sunmaktadir. Yapilan analizler
neticesinde chia ve kinoanin ham maddeye katki olarak kullanimiyla birlikte bozalarin
GABA igeriklerinde artis gézlenmis ve bu farkliligin boza iiretiminde GABA igerigine

pozitif etkisi goriilmiistiir.
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Tez kapsaminda geleneksel bozanin yani sira chia ve kinoa kullanilarak iiretilen
bozalardan psikobiyotik mikroorganizma izolasyonu hedeflenmistir. Yapilan LAB ve
maya izolasyonlar1 sonucunda chia ve kinoa igeren 6rneklerden potansiyel psikobiyotik
mikroorganizmalar, baska bir deyisle GABA fiireticisi izolatlar elde edilmis ve bu
izolatlarin probiyotik potansiyelleri (antimikrobiyal aktivite, antibiyotik direnci, in vitro
sindirim modelindeki davranisi, diisilk pH ve safra tuzu direnci) incelenmistir. GABA
tireticisi olan izolatlardan probiyotik 6zellige sahip olan iki adet LAB tespit edilmistir.
Potansiyel psikobiyotik (GABA iireticisi ve probiyotik ozellikler tasiyan) izolatlarin biri
kinoali (24Ki-3MR) digeri ise chiali (24C-9MR) bozadan elde edilmistir. izolatlarin
16S rRNA molekiiler karakterizasyonu sonrasinda her ikisinin de Pediococcus

acidilactici tiirii oldugu tespit edilmistir.

Sonug olarak, chia ve kinoanin boza iiretiminde kullanilabilecegi, chia, kinoa, dar1 ve
misir  kullanmilarak {retilen bozalarin glutensiz 6zellikte oldugu, chia ve kinoa
kullantminin bozanin GABA miktarini artirdig: tespit edilmistir. Ayrica bozadan GABA
iireticisi ve potansiyel probiyotik oOzellikte bakteri izolasyonunun yapilabilecegi
goriilmiistiir. Yapilacak ilave analizler ile bozanin potansiyel psikobiyotik 6zellikte bir
gida olabilecegi ve glutensiz, probiyotik gida etiketiyle ticari olarak iiretiminin
gergeklestirilebilecegi belirlenmistir. Tez kapsaminda izole edilen P. acidilactici
suslarinin da potansiyel probiyotik, bakteriyosin {ireticisi ve psikobiyotik 6zelliklerde
olabilecegi diisliniilmiis ve gelecekte bu konuda daha detayli ¢aligmalarin yapilmasi
hedeflenmistir. Ayrica gida endiistrisinde fonksiyonel 6zellikleri gelistirilmis bozanin
daha kontrollii kosullarda iiretilebilmesine imkan saglayacak probiyotik ve/veya
psikobiyotik o6zellikteki starter kiiltiirlerin gelistirilmesinin olduk¢a 6nemli ve gerekli

oldugu degerlendirilmistir.
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