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Simgeler Aciklama

°C : Derece santigrat

% > Yizde

ng : Mikrogram

pL : Mikrolitre

g : Gram

H20: - Hidrojen peroksit

Mg : Miligram

MgCl, : Magnezyum Kloriir

mL : Mililitre

mM > Milimolar

ng : Nanogram

\% : Volt

Kisaltmalar Aciklama

EDTA . Etilendiamintetraasetik Asit

FAO . Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (“Food and Agriculture
Organization of the United Nations™)

LAB - Laktik Asit Bakterileri

LDL : Diisiik Yogunluklu Lipoprotein (“Low Density Lipoprotein™)

NGS : Yeni Nesil Dizileme (“Next Generation Sequencing”)

OTU : Operasyonel Takson Birimi (“Operational Taxon Unit”)

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu (“Polymerase Chain Reaction)

ROS : Reaktif Oksijen Tiirleri

Rpm : Dakikadaki devir sayis1 (“Revolutions per Minute”)

TAE :Tris asetat EDTA tamponu

TL - Tiirk Lirast

ve dig. . ve digerleri

WHO : Diinya Saglik Orgiitii (“World Health Organization™)



OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

TICARI ARI EKMEGi ORNEKLERINDEKI LAKTIK ASIiT
BAKTERILERININ TANIMLANMASI
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Bal arilar1 polenleri ham sekliyle tiikketmez. is¢i arilar tarafindan toplanan polen taneleri nektar
ve arnin sindirim sivilari ile karistirilarak 6ztimsenir, kulugka petegi igerisinde biriktirilip bal
ve balmumu ile sivanarak daha sonra kullanilmak iizere depolanir. Ar1 ekmegi (perga) olarak
bilinen bu son iiriin, kolonideki eriskin arilarin ve larvalarin temel gida kaynagidir. Ar1 ekmegi
baslangigta polen, nektar ve arinin ¢esitli salgilarini igerir. Bu karisimim kimyasal igerigi bir
stire sonra, ortamdaki ¢esitli mikroorganizmalarm (¢ogunlukla laktik asit bakterileri ve bazi
mayalarin) etkisiyle gerceklesen dogal bir fermantasyon siirecine bagli olarak degisime ugrar.
Ar1 ekmeginin igerigi ve kalitesi, arinin genetik ozellikleri, polen ve nektar tipleri, ortamdaki
mikroorganizmalar ve kimyasallar gibi fermantasyon siireciyle iligkili ¢esitli faktorlere baglhdir.
Arilar tarafindan toplanan polen ve nektarin tipi floradaki bitki tiirlerine ve gevresel sartlara
gore degisir, ayrica fermantasyonda rol oynayan laktik asit bakterilerini etkiler. Laktik asit
bakterileri sadece fermantatif etkileriyle degil, tirettikleri antimikrobiyal metabolitlerle de
stirece katkida bulunurlar. Ar1 ekmegindeki antimikrobiyal metabolitlerin koloni tiyelerini
patojen mikroorganizmalara kars1 korudugu ileri siiriilmektedir.

Bu c¢alisma, Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden temin edilen ticari ar1 ekmegi 6rneklerindeki
laktik asit bakterilerini, mikrobiyolojik ve molekiiler yontemler kullanarak tanimlamak, kiiltiire
almak ve gelecekte ar1 ekmegine benzer yeni bir yapay iriiniin gelistirilmesine katkida
bulunmak amaciyla gergeklestirilmistir.

Calismada, Canakkale ve Kiyikdy bolgelerine ait iki ar1 ekmegi 6rneginde bulunan laktik asit
bakterileri 16S rRNA geni dizileme yontemi (I1lumina) kullanilarak tanimlanmustir. Elde edilen



verilere gore, bu bolgelere ait ar1 ekmegi 6rneklerinde farkli laktik asit bakteri tiirlerinin varhigi
tespit edilmistir.

Her iki 6rnekte de Lactobacillus cinsi en yiliksek oranda bulunmustur. Operasyonel bir takson
birimi (OTU) olan "Bifidobacterium sp.", Canakkale 6rneginde tespit edilmezken, Kiyikdy
orneginde diisiik oranda saptanmustir. Ayrica Bacillus cinsi bakteriler ve Bacillus coagulans
tiirti Canakkale 6rneginde bulunmasma ragmen Kiyikoy drneginde tespit edilmemistir. Her iki
ornekte de Actinobacteria sinifindan Bifidobacterium asteroides ve Schaalia odontolytica
tiirleri ve Bifidobacterium cinsi bakterilere rastlanmistir. Farkli bolgelerdeki bal arist {irtinleri
farkli mikroorganizma profillerine sahip olabilir. Ayrica diger ¢evresel faktorler de kovandaki
mikrobiyal topluluklarin farklilasmasina neden olabilir.

Bu c¢alisma, ar1 ekmegi Orneklerinde laktik asit bakterilerinin genetik c¢esitliliginin ve
dagiliminin belirlenmesinde 6nemli bir adimdir. Laktik asit bakterileri, art ekmeginde bulunan
ve saglik agisindan potansiyel faydalari olan 6nemli mikroorganizmalardir. Bu tezin ar1 ekmegi
ve icerdigi laktik asit bakterilerinin daha iyi anlasilmasina ve gida takviyesi olarak kullaniminin
yayginlastirilmas1 i¢in yapay ar1 ekmegi gibi yeni endiistriyel fermente (iiriinlerin
gelistirilmesine katki saglamas1 beklenmektedir.

Temmuz 2023, 71 sayfa.

Anahtar kelimeler: Ari1 ekmegi, perga, laktik asit bakterileri, polen fermantasyonu,
metagenomik.
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Supervisor : Prof. Dr. Emine Sekiire Nazh ARDA

Honey bees do not consume pollen in its raw form. The pollen grains collected by worker bees
are digested by mixing them with nectar and bee digestive fluids, collected in the brood cells,
then sealed with honey and beeswax for later consumption. This end product known as bee
bread (perga) is the main food source for adult bees and larvae in the colony. Bee bread initially
contains pollen, nectar and various bee secretions. The chemical composition of this mixture
changes after a while, due to a natural fermentation process that occurs by the effects of various
microorganisms (mainly lactic acid bacteria and some yeasts) in the environment. The content
and quality of bee bread depend on various factors associated with the fermentation process,
such as bee genetics, pollen and nectar types, microorganisms and chemicals in the
environment. The type of pollen and nectar collected by bees varies due to the plant species in
the flora and environmental conditions and also affects the lactic acid bacteria that play a role
in fermentation. Lactic acid bacteria contribute to the process not only with their fermentative
effects but also with the antimicrobial metabolites they produce. It is suggested that
antimicrobial metabolites in bee bread protect colony members against pathogenic
microorganisms.

Xii



This study was conducted with the aim of contributing to the development of a novel artificial
product similar to bee bread, by identifying and culturing the lactic acid bacteria in
commercially available samples of bee bread from different regions of Turkey using
microbiological and molecular methods.

In the study, lactic acid bacteria present in two samples of bee bread from the Canakkale and
Kiyikoy regions were identified using the 16S rRNA gene sequencing method (lllumina).
According to the obtained data, the presence of different species of lactic acid bacteria was
detected in the samples of bee bread from these regions.

In both samples, the genus Lactobacillus was found to be the most abundant. While
"Bifidobacterium sp.", an operational taxon unit (OTU), was not detected in Canakkale sample,
it was detected in low rate in Kiyikdy sample. In addition, bacteria belonging to the genus
Bacillus, such as Bacillus coagulans were found in the Canakkale sample but not detected in
the Kiyikoy sample. Bifidobacterium asteroides and Schaalia odontolytica from the class
Actinobacteria, as well as bacteria from the genus Bifidobacterium, were encountered in both
samples. Honeybee products from different regions may have different microorganism profiles.
In addition, other environmental factors may also cause diversification in microbial
communities in the hive.

This study is an important step in determining the genetic diversity and distribution of lactic
acid bacteria in bee bread samples. Lactic acid bacteria are significant microorganism found in
bee bread and have potential health benefits. It is expected that this thesis will contribute to a
better understanding of bee bread and the lactic acid bacteria it contains, and the development
of new industrial fermented products such as artificial bee bread in order to extend its use as a
food supplement.

July 2023, 71 pages.

Keywords: Bee bread, perga, lactic acid bacteria, pollen fermentation, metagenomics.
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1. GIRIS

Ar1 ekmegi (diger adiyla perga), bal arilarinin (Apis mellifera L.) tirettigi ve larvalarin yani sira
kralige ar1 dahil erigkin arilarin da tiikettigi besleyici bir gidadir. Bir ar1 kovaninin i¢inde
sicaklik yaklasik 35°C’dir ve bu sicaklikta besinler hizli bir sekilde bozulur. Ayrica uzun kis
aylar1 boyunca tiiketilecek yeterli besin maddesinin kovanda bulunmasi gerekir. Bu nedenle
arilarin kovana tasidiklar1 besinleri giivenli sekilde depolamalar1 gerekir (Olofsson ve Vasquez,

2018).

Ar1 ekmegi, ar1 poleni, ¢igek nektar1 ve bal arisinin tiikiiriik bezlerinden salgiladiklar1 salgilarla
tiretilir. Isci arilar tarafindan toplanan polenler, bal ile sabitlenip kovandaki petek hiicrelerinde
paketlenir. Bu ham madde ortamdaki mikroorganizmalarmn da etkisiyle, iki haftalik dogal bir
laktik asit fermantasyonu siirecinden sonra ar1 ekmegine doniisiir ve aylarca korunur (Barene
ve dig., 2015; Olofsson ve Vasquez, 2018).

Ar1 ekmegi, polenden farkli olarak daha diisiik pH (3.8-4.3) degerine sahiptir. Ar1 ekmeginin
biyoyararlanimi daha iyidir ¢iinkii gastrointestinal sivilar tarafindan tahrip edilemeyen polen
duvarlari, fermantasyonla kismen tahrip edilir ve polenin islevsel ve enerji agidan zengin igerigi

daha kolay sindirilebilir ve kullanilabilir hale gelir (Barene ve dig., 2015).

Bal arilariin besin kaynaklar1 ve tirettikleri gidalar bazi1 mikroorganizmalar igin de uygun bir
yasam alani olusturur. Nektar ve polen yoluyla kovana, bakteri, maya ve kif gibi ¢esitli
mikroorganizmalar taginabilir. Ar1 ekmeginde patojenik mikroorganizmalarin bulunmamasimin
nedeni, laktik asit bakterilerinin gergeklestirdigi fermantasyon siirecinde ortaya ¢ikan

metabolitlerin ortamim pH'sin1 diistirmesi olabilir (Vasquez ve Olofsson, 2009).

Ar1 ekmegi, karbonhidrat, protein, lipid ve vitaminler agisindan oldukg¢a zengin bir icerige
sahiptir. Yiiksek miktarda karbonhidrat, protein, lipid ve lif igerir. C, K, E vitaminleri ve K, P,
Mg ve Ca gibi mineraller agisindan olduk¢a zengindir. Fenolik asitler, flavonoidler ve
fenilamidler gibi biyoaktif bilesikleri igerir (Aylanc ve dig., 2021). Ar1 ekmegi sahip oldugu
biyokimyasal ve biyoaktif i¢erik nedeniyle saglik lizerine olduk¢a faydali etkiye sahiptir. Ar1



ekmeginin igerigi, ar1 tiriine, bitki florasma ve ¢evresel kosullara gore degisiklik

gostermektedir (Aylanc ve dig., 2023).

Zengin igerigi nedeniyle ar1 ekmegi, insanlarda vitamin ve besin eksikligini giderebilecek
miilkemmel bir gida triiniidiir. Tiim esansiyel amino asitlerin varlig1 nedeniyle ar1 ekmegi,
hayvansal tiriinlerden elde edilen proteinlere gore daha iyi bir bilesime sahiptir. Ar1 ekmegi
ayrica igerdigi bilesenler nedeniyle gesitli toksinlerin atilmasina yardimci olur (Nagai ve dig.,

2005; Habryka ve dig., 2016).

Ar1 ekmegi, taze polende bulunmayan K vitamininin yani sira B vitaminleri agisindan da
zengindir (Gilliam, 1979). Ar1 ekmegi, zihinsel olarak ¢alisan insanlar i¢in faydali bir gida
tiriinii olabilir (Nagai ve dig., 2004).

Ar1 ekmegi icerdigi fenolik bilesikler nedeniyle antimikrobiyal 6zellik gosterir (Didaras ve dig.,
2020). Bazi galigmalar ar1 ekmeginin inflamasyonu azalttigin1 gostermistir (Kosedag ve
Gulaboglu, 2023). Yapilan bir ¢alismada ar1 ekmegi orneklerinin insan kanser hiicrelerinin
cogalmasimi engelledigi gosterilmistir (Loukas ve Maria, 2023). Ar1 ekmeginin bu etkileri insan

saglhigina faydali olabilecegine isaret etmektedir.

Ar1 ekmeginde bulunan laktik asit bakterileri (LAB), probiyotik 6zelliklere sahip
mikroorganizmalardir ve insan sagligi1 iizerinde olumlu etkileri oldugu bilinmektedir. Ar1 poleni
ve ar1 ekmeginin yapisinda bulunan laktik asit bakterileri, ortamimn pH’smi diisiirerek zararh
mikroorganizmalarm gelismesini engeller. Polenlerin ar1 ekmegine doniistiiriilmesi sirasinda
pH degerinin diismesi, arilarin gastrointestinal sisteminden polenlere aktarilan laktik asit
bakterilerinin aktivitesine baghdir (DeGrandi-Hoffman ve dig., 2013). Bal arilarinin (A.
mellifera) sindirim sisteminden izole edilen laktik asit bakterileri, ar1 kolonisindeki bireylerin
yasamini tehdit eden ve son derece bulasici olan Amerikan yavru ¢iiriikligii infeksiyonuna yol
acan patojenin (Paenibacillus larvae ssp. larvae) biiylimesini inhibe eder (Vasquez ve dig.,
2012).

Bir¢ok ¢aligmada laktik asit bakterilerinin insan ve hayvan sagligi tizerindeki yararlarinin yani
sira gida endiistrisi ve tarim alanindaki olumlu etkileri de gosterilmistir. Gidalarda LAB

koruyucu olarak kullanilir. Insanlarda, LAB igeren fermente gidalarin ve gida takviyelerinin



giinliik tiiketimi, insan sagligi lizerine c¢oklu yararlar1 nedeniyle kiiresel bir artis egilimi
gostermistir. LAB’nin insan sagligi iizerine etkileri temel olarak, kronik bagirsak hastaliklarinin
ve kolon kanserinin 6nlenmesi, immiinomodiilasyon, cilt saghgmm tesvik edilmesi, alerjik
durumlarin hafifletilmesi, laktoz intoleransinin giderilmesi, gastroenterit ve peptik iilsere kars1
koruyucu etki, tiropatojenlerin inhibisyonu, plazma kolesterol seviyelerinin kontrolii ve
norotransmiterlerin (6rnegin, gama-aminobiitirik asit) tiretimi olarak siralanabilir (Miranda ve

dig., 2021).

LAB hayvan sagligi tlzerinde de olumlu etkilere sahiptir. Hayvanlarin bagirsak
mikrobiyotasinin diizenlenmesinde kullanilir. Probiyotik olarak laktik asit bakterileri, sigirlarda
ve gevis getiren hayvanlarda, domuzlarda, kiimes hayvanlarinda ve aricilikta hayvan saglhigini
korumak ve biiylimeyi tesvik etmek, lireme performansini ve hastalik direncini arttirmak i¢in

kullanilir (Ramos ve dig., 2020).

Her bir ar1 iiriinliniin kendine 6zgi bir kimyasal i¢erigi vardir ve bu bilesim iireticiden iireticiye
farklilik gosterir (Vasquez ve Olofsson, 2009). Ari iiriinlerinin bazilar1 geleneksel tipta
yizyillardir kullanilmaktadir, ancak bugiine kadar yapilan arastirmalar, bu {iriinlerin
bilinmeyen bir¢cok tibbi 6zelligini ortaya cikarmustir. Yapilan bilimsel arastirmalar, ari
riinlerinin detoksifikasyon siirecinde onemli bir rol oynadigini gdstermistir. Organizmada
biriken zararli maddeleri, suda ¢6ziinen bilesiklere doniistiirerek kolayca atilmasini saglarlar
(Almeida-Muradian ve dig., 2005; Estevinho ve dig., 2008). Ar fiirlinlerinin terapotik
ozellikleri, hatta baz1 kanser tiplerine kars1 koruyucu etkileri kesfedilmistir ve bilim insanlari,
ar1 irilinlerinin terapdtik 6zelliklerinin ardindaki diger sirlar1 kesfetmek i¢in arastirmalarini

stirdiirmektedir (Hellner ve dig., 2008; Grassberger ve dig., 2013; Kieliszek ve dig., 2018).

Ar1 ekmegi, kimyasal igerigi ve probiyotik olarak kabul edilen laktik asit bakterilerini icermesi
nedeniyle kiymetli bir iirlindiir. Ancak, arilar ve larvalar tarafindan tiiketildiginden ar1
ekmeginin fazla miktarda toplanmasi arilar1 kisin besin sikintisina diisiirebilir, bu nedenle ar1
ekmegi ancak belli donemlerde ve belli miktarlarda toplanabilir ve ticari olarak polenden daha

degerlidir.

Ar1 ekmegini biiylik miktarlarda dogal yollardan elde etmek zordur, ¢linkii arilar tarafindan sik1

bir sekilde peteklerde paketlenmistir, kuru ve sert bir kivama sahiptir. Ar1 ekmeginin



toplanmasini hizlandiran farkli yontemler bulunmaktadir. Ar1 ekmegi, insanlar i¢in tibbi,
kozmetik ve besleyici bir {iriin olarak kullanilacaksa, en yiiksek mikrobiyolojik saflig1 saglamak
icin elle toplanmasi gerekmektedir ve bu da zahmetli bir yontemdir (Fuenmayor ve dig., 2014).
Bu nedenle, gida endiistrinde laktik asit fermentasyonu ile yapay ari1 ekmegi iiretilerek farkli

besin formiilleri olusturma arayislar: stirmektedir.

I.U. Molekiiler Biyoloji ve Genetik bdliimiinde yapilan bir yiiksek lisans ¢alismasinda, ar1
polenlerinin Lactobacillus plantarum veya Lactobacillus fermentum starter Kkiiltiirleri
kullanilarak fermente edilmesiyle iiretilen yapay ar1 ekmegi 6rneklerinin antioksidan kapasite,
total fenolik ve total flavonoid igerik gibi 6zellikleri dogal ar1 ekmegi ile karsilastirilmistir
(Orsel, 2022). Sonuglar, bazi 6rneklerin dogal ar1 ekmegine gore daha iistiin antioksidan
kapasite ve fenolik/flavonoid igerige sahip oldugunu gostermistir. Laktik asit bakterileri,
fermantasyon siireci sirasinda biyoaktif bilesiklerin iiretimini tesvik ederek, {iriinlerin
antioksidan kapasitesini arttirabilir. Ayrica, laktik asit bakterilerinin metabolik faaliyetleri

sonucu olusan organik asitler ve diger bilesikler de antioksidan etkiye sahip olabilir.

Bu tez kapsaminda, dogal ar1 ekmegine benzer bir {iriin elde etmek i¢in gelecekte yapilmasi
planlanan polen fermantasyonu ¢alismalarina katki saglamak amaciyla, Kiyikoy (Kirklareli) ve
Canakkale’deki yerel aricilardan temin edilen ar1 ekmegi drneklerindeki laktik asit bakterileri

molekiiler yontemlerle tanimlanmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. ARI EKMEGI
2.1.1. An1 Ekmeginin Biyolojik Uretim Siireci

Bal arilari, poleni vitaminler, proteinler, yag asitleri, lipitler, steroller, mineraller ve
karbonhidratlar agisindan zengin bir kaynak olarak kullanir (Loper ve dig., 1980). Poleni toplar
ve kovan iginde ar1 ekmegi olarak depolar, ardindan bu iirlin arilar ve larvalar tarafindan
tiketilir. Ar1 ekmegi, bakteri ve mayalar tarafindan gergeklestirilen laktik asit
fermantasyonuyla iiretilir, ancak {iretim siirecinin mikrobiyal mekanizmasi olduk¢a karmasiktir
(Chevtchik, 1950; Foote, 1957; Haydak, 1958; Pain ve Maugenet, 1966; Egorova, 1971;
Gilliam, 1979; Gilliam ve dig., 1989). Baslangicta ar1 ekmegi, ar1 poleni, nektar ve armin
tiikkiiriik bezlerinin salgilarini igeren polenden olusur. Ar1 poleni, is¢i arilar tarafindan toplanir
ve arka bacaklarmdaki 6zel bir polen sepetine yerlestirilerek kovana tasinir (Michener, 1974).
Arilarin tiikiragindeki enzimler araciligiyla, polenin dis tabakasinn kirilmasi i¢in gerekli
biyokimyasal doniisiimler baslatilir (Atkin ve dig., 2011). Kovandaki bal petegi hiicrelerine
yerlestirilen polen bal ile kapatilir. iki hafta sonra, farkli mikroorganizmalarm miidahalesiyle
dogal bir fermantasyon sonucu kimyasal olarak degisime ugrar (Chevtchik, 1950; Pain ve
Maugenet, 1966). Bu iki haftalik fermantasyon siirecinin ardindan (Pain ve Maugenet, 1966),
ar1 ekmegi aylarca bozulmadan kalabilir. Siire¢ tamamlandiginda, yiiksek miktarda laktik asit
ve diger metabolitler, ar1 ekmegini bozulmaya karsi korur. Ar1 ekmeginin kimyasal bilesimi,
ar1 poleninden farklilik gdsterir; 6rnegin, ar1 ekmegi laktik asit nedeniyle daha yiiksek asiditeye

sahiptir ve K vitamini agisindan zengindir (Haydak ve Palmer, 1942).

Bal arilar1 topladiklar1 polenleri kovana getirerek petek hiicrelerine yerlestirirler (Fuenmayor
ve dig., 2014) (Sekil 2.1). Hiicrelere yerlestirilirken, polen arilar tarafindan bal, sindirim
enzimleri ve organik asitler bakimindan zenginlestirilir (Deveza ve dig., 2015). Lactobacillus
cinsi bakterilerin neden oldugu laktik fermantasyon siireci, bal peteklerinde, oksijensiz kosullar
altinda spontane olarak gergeklesir (Barta ve dig., 2022) (Sekil 2.2). Polen zarlari, polenin ar1
ekmegi haline donilisiim silirecinde tamamen ¢Oziiniir ve bu sekilde daha kolay bir sekilde

emilebilir hale gelir. Fermantasyonla ar1 ekmegi formuna doniisen polen, sadece polenin



ozelliklerinin kaybina kars1 koruma saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda enzimatik doniisiimler

sonucunda yeni biyoaktif bilesenlerin ortaya ¢ikmasina da neden olur (Kieliszek ve dig., 2018).

Sekil 2.1: Ar1 ekmeginin kovandaki (solda) ve peteklerden ¢ikarilmig hali (sagda).

;?;(lj;m:laf §e$ilf11 ' Toplanan polenler bal petegi Arinin t'Lik.iir\'.'lk bezlerinden
itkilerden polen hicrelerinde paketlenir. - gelen mikroflora ortama

toplarlar. eklenir.

Kovanda ana besin Fermantasyon

maddesi olarak - sonucu an ekmegi Karigim iki hafta d“oéal
kullanilir, olusur. fermantasyona ugrar.
Lactobacillus sp.
An ekmeginin dogal Kovan iginde polen

iiretim siireci - fermantasyonu

An Ekmegi biliimii

Sekil 2.2: Arilarin dogal olarak ar1 ekmegi iiretme siireci (Barta ve dig., 2022).



Avustralya'da en yaygin olarak bulunan ignesiz ar1 tiirii olan Tetragonula carbonaria'nin yuva
araligini tahmin etmek i¢in yapilan bir calismada; yuva araligi, yiyecek arama ugus aralig1 icin
bir 6l¢iit olarak kullanilmaktadir. T. carbonaria'nin tipik ve maksimum yuva araliklari sirastyla
333 ve 712 metre olarak bulunmustur. Bu aralik, en yaygin olarak kullanilan ticari tozlayici
olan Avrupa bal arist Apis mellifera Linnaeus'un ugus mesafesinden daha kisadir ve
T.carbonaria igin alternatif bir iirtin tozlayicist olarak hem avantajlar hem de dezavantajlar
saglayabilir. Bal arilarmin tozlasma siireglerini optimize etmek ve tiiketici taleplerini
degerlendirmek amaciyla bu alanda daha fazla aragtirmanin yapilmasi gerekmektedir (Smith ve

dig., 2017).

Heterotrigona itama gibi bazi ignesiz ar1 tiirleri, 6zellikle beyaz ve krem renkli ¢igeklere,
yiiksek seker konsantrasyonu ve nektar igeren bitkilere giderler ve yuvalara en yakin olanlar1

tercih ederler (Mohammed ve dig., 2020).

Bal arilar1 (Apis mellifera L.), diger bocek tiirlerine gore 10 ila 1000 kat daha fazla polen toplar.
Tek bir yiyecek arama gezisi sirasinda, arilar yeterli miktarda polen toplamak i¢cin 1 ila 500
cicegi ziyaret eder ve giinliik olarak ortalama 10 ila 15 ziyaret gerceklestirirler. Pakistan’da
yapilan bir ¢caligmada, bal arilarinin polen kaynagi olarak musir, ayg¢icegi ve hardal bitkilerini

daha cok tercih ettigi goriilmiistiir (Begum ve dig., 2021).

Ar1 ekmeginin ar1 polenine gore daha yiiksek seker ve serbest amino asit igcerigine sahip olmasi
ve fermantasyon siireci sonrasinda ar1 polenlerinin dis zarlarinin yikilmasi sayesinde sindirim
sistemi tarafindan daha kolay sindirilebilmesi gibi 6zellikleri, ar1 ekmegini ar1 poleninden daha

onemli kilmaktadir (Aylanc ve dig., 2023).

Ar1 ekmeginin zengin icerigi, iiretildigi polenle benzerlik gosterir ve mikroflora bakimindan da
ar1 poleni ile benzer 6zelliklere sahiptir. Lactobacillus ve ozellikle L. kunkeei tiiriine ait
bakteriler, ar1 ekmeginde, balda, armin sindirim sisteminde, ar1 poleninde ve ar1 siitiinde

belirlenmistir (Asama ve dig., 2015).



2.1.2. Ann Ekmeginin Saghga Faydalan

Ar1 ekmeginin sagliga faydalar1 da arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir. Ozellikle ar
ekmeginde bulunan laktik asit bakterilerinin probiyotik 6zellikleri nedeniyle sindirim sistemine

olumlu katkilar1 olabilecegi diistiniilmektedir (Kieliszek ve dig., 2018).

Ar ekmegi, yaklasik olarak %20 protein, %3 lipid, %24-35 karbonhidrat, %3 mineral ve
vitamin igeren dengeli bir bilesime sahiptir. Ayrica, viicudun sentezleyemedigi temel amino
asitleri iceren genis bir protein yelpazesine sahiptir. iceriginde C, B1, B2, E, H, P, niasin, folik
asit ve pantotenik asit gibi genis bir vitamin spektrumu; sakkaraz, amilaz, fosfataz gibi biyolojik
olarak aktif enzimler; flavonoidler, karotenoidler ve hormonlar gibi diger biyolojik olarak aktif
bilesikler bulunur (Haydak ve Vivino, 1950). Ar1 ekmeginde bulunan B grubu vitaminler, genel
olarak metabolizmanin diizenlenmesi, sinir sisteminin isleyisi ve hematopoezin uyarilmasi i¢in
onemlidir. Ar1 ekmegi, demir, kalsiyum, fosfor, potasyum, bakir, ¢inko, selenyum, magnezyum
gibi 25'ten fazla farkli mikro ve makro element ve ayrica antibakteriyel etkisi olan aktif
maddeler icerir. Ar1 ekmeginde daha az karbonhidrat ve kolay sindirilen proteinler bulunur. Bu
0zelligi nedeniyle, yogun zihinsel faaliyetlerde bulunanlar i¢cin 6zellikle uygun bir {iriindiir.
Ayrica, stres, depresyon, hafiza kayb1 ve dikkat eksikligi durumlarinda ¢ok faydalidir. Daha
diistik kolesterol seviyesi ve daha yiliksek miktarda magnezyum ve kalsiyum igerigiyle, kalp
hastaliklarinda olumlu etkileri olabilir. Ar1 ekmegi ayrica tip II diyabet hastalarmin bagisiklik
sistemine ve kronik eklem ve kardiyovaskiiler hastaliklara sahip hastalarin lipid

metabolizmasini diizenlemeye olumlu etki yapar (Nagai ve dig., 2004).

Son yillarda, serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) yaslanma siireclerine ve
diyabet, obezite ve hipertansiyon gibi yasam tarziyla iliskili hastaliklarin ortaya ¢ikmasina
katkida bulunabilecegi diistiniilmektedir (Yang ve Lian, 2020). Yapilan bir ¢alismada ari
ekmegi Oziitlerinin yiiksek antioksidan etkilere ve siiperoksit ve hidroksil radikalleri gibi
ROS’lar1 temizleme yeteneklerine sahip oldugu gosterilmistir (Bakour ve dig., 2022). Farkli
kanser hiicre hatlariyla yiiriitiilmiis giincel bir ¢aligmada, ar1 ekmegi 6ziitiiniin kanserli hiicre
hatlarinin biliylimesini inhibe ettigi ve normal hiicrelere toksik etki gdstermedigi belirlenmistir

(Loukas ve Maria, 2023). Gelecekte, ar1 ekmeginin, antioksidan ve ROS temizleme aktiviteleri



gibi fonksiyonel ozellikleri nedeniyle saglik gidasi ve ilag olarak daha da yaygin olarak
kullanilmas1 beklenmektedir (Nagai ve dig., 2004; Bakour ve dig., 2022).

Ar1ekmegi bal arilar1 igin 6nemli bir besin kaynagidir ve yiiksek besin degeri nedeniyle insanlar
tarafindan da tiiketilmektedir. Zengin kimyasal igerigi ve yiiksek besin degerinin yani sira ar1
polenine gore daha kolay sindirilebilir olmasi, ar1 ekmegini diger ar1 iiriinleri arasinda one
cikarmaktadir. Ayrica, ar1 ekmeginin saglik {izerindeki olumlu etkileri de arastirmalar ile

desteklenmektedir.

Sporcular i¢in 6zel olarak gelistirilen bir {iriin olan Perga Sport (ham bal, saf perga, polen ve
ar1 sutil) kullanilarak yapilan bir ¢alismada, Perga Sport tiiketen sporcularin ve sedanterlerin
performanslarinda tilketmeyenlere gére 6nemli derecede artis oldugu gosterilmistir (Zorba ve

dig., 2019).

Fermente polen olan ar1 ekmegi gida takviyesi olarak da tiiketilmektedir. Yetiskin bir birey i¢in
onerilen giinliik doz 20-40 g’dir ve ar1 ekmegi tiikketimiyle ilgili doz asimi1 bildirilmemistir. Ar1
ekmegi ile beslenmenin hayvanlar ve insanlar i¢in faydali oldugu bilinmektedir. Istahsizlik
sorunu olan ¢ocuklar i¢in protein agisindan zengin polen ve ar1 ekmegi iceren bir diyetin uygun
oldugu gosterilmistir. Ayrica, bagisiklik sistemini giiclendirmede, cerrahi operasyon sonrasi
hastalarda ve malniitrisyonun yaygin bir morbidite ve mortalite nedeni oldugu yasl hastalarda

ozellikle faydalidir (Kieliszek ve dig., 2018; Di Cagno ve dig., 2019).

Ar1 kovanlarinda ar1 ekmegi iiretimi gesitli faktorler nedeniyle diisiik seviyelerde kalmustir. Is
glicii maliyetleri, bu ar1 tirtiniiniin hasadin1 sinirlayabilecek bir faktor olabilir. Bununla birlikte,
ar1 ekmegi ticaretini yaygilastirmak iyi bir segenek olabilir ¢linkii ar1 ekmegi, insan bagisiklik
sistemi lizerinde olumlu bir etkiye sahiptir, antibiyotik ve antioksidan 6zelliklere sahiptir ve
cicek poleniyle karsilastirildiginda insan viicudu tarafindan daha iyi sindirilir. Ar1 ekmegi
iiretimi, aricilarin gelirini arttiran aricilik faaliyetinin ¢esitlendirilmesi i¢in alternatif ve etkili
bir yontem olabilir. Uretim teknigini iyilestirmek, tedarik zincirini daha verimli hale getirmek
ve tliketici memnuniyetini degerlendirmek amaciyla daha ileri arastirmalar yapilmalidir

(Semkiw ve Skubida, 2021).
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2.1.3. Ticari Ar1 Ekmegi Uretimi

Ar1 ekmegi tiretimi, oncelikle ar1 kolonilerinin yonetimi ve saglikli tutulmasi ile baslar. Arilarin
saglikli bir sekilde beslenmeleri, dogal ortamlarinda kaliteli polen ve nektar kaynaklarina sahip
olmalari, kolonilerin diizenli olarak kontrol edilmesi ve gerekli onlemlerin alinmasi, kaliteli ar1
ekmegi tiretiminde kritik oneme sahiptir. Ar1 ekmegi iiretiminde en 6nemli faktorlerden biri,
tirtinlin kalitesidir. Kaliteli ar1 ekmegi iiretmek i¢in, ham maddenin Kkalitesi, hijyenik kosullarin
saglanmasi, dogru yontemlerinin kullanilmast ve uygun depolama kosullarinin saglanmasi
gerekmektedir. Ar1 ekmeginin ham maddesi bitki polenlerinden kaynaklanmaktadir. Kiiresel
polen tiretiminin yilda 1.36 milyon kg oldugu tahmin edilmektedir ve en biiyiik katkiy1 Cin,
Avustralya ve Arjantin saglamaktadir (Kieliszek ve dig., 2018).

Ar1 ekmegine benzer biyoteknolojik bir {iriin elde etme siireci, 6zellikle laktik asit bakterileri
olmak ftizere kolonize olan mikroorganizmalarin anaerobik kosullar altinda ¢ogalmasiyla
meydana gelen polen fermentasyonuna dayanmaktadir (Zuluaga ve dig., 2015; Mitek ve dig.,
2023). Mikrobiyal metabolizma ve biyokimyasal degisiklikler sonucunda, ar1 poleni, 6zellikle
Pseudomonas spp., Lactobacillus spp. gibi bakteriler ve Saccharomyces spp. gibi mayalar
tarafindan gergeklestirilen laktik asit fermantasyonu yoluyla ar1 ekmegine doniisiir. Bu siireg

Sekil 2.3’te 6zetlenmistir. (Barta ve dig., 2022).

Saf killtiir _—
O

5 / A\

T B AY

32 £(3<Y)

c <\ /

= P\ A /
-\\ === ///l\ ']

../ S besiyeri

Ari ekmegi

Taze ari poleni

Sekil 2.3: Ar1 ekmeginin biyoteknolojik tiretim siireci (Barta ve dig., 2022).
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Ar1 ekmeginin kovanlardan toplanarak tiiketicilere sunulmasi, uzun ve maliyetli bir siire¢
gerektirir. Bu nedenle, ar1 ekmegi piyasada olduk¢a degerlidir ve kilogram birim degeri
genellikle 1000-1700 TL arasinda degisir. Bu siireci kolaylastirmak igin bir¢ok ydntem
gelistirilmistir. Bu yontemler arasinda, peteklerin suda bekletilmesi, titresim yoluyla dogrudan
ekstraksiyon, vakumlu kurutma sistemlerinin kullanim1 ve dondurma iglemleri bulunmaktadir.
Kiiciik olgekli isletmelerde, ar1 ekmegi dogrudan pens kullanilarak ¢ikarilabilir. Ancak bu
yontemlerin bazi kisitlamalar1 ve olumsuz sonuglart vardir. Ornegin, peteklerin suda
bekletilmesi sonucu elde edilen ar1 ekmeginin besin degeri azalir. Bu nedenle, ar1 ekmegi

iiretiminde en iyi yontemlerin secilmesi ve kalitenin korunmasi énemlidir (Khalifa ve dig.,

2020).
2.1.4. Ant Ekmeginin Kimyasal Ozellikleri

Cigek poleni, ar1 ekmegi olarak bilinen nihai {iriine doniismek i¢in farkli gelisim asamalarimdan
gecer. Ar1 poleni ve ar1 ekmeginin biyokimyasal profilleri her asamada biyokimyasal
degisiklikler meydana geldigi i¢in farklidir. Ar1 ekmegi ve polen, nem, protein, indirgenmis ve
indirgenmemis sekerler, lipitler, stilfath kiil, nisasta, pH, pektinler ve ham lif agisindan analiz
edildignde, ar1 ekmegi 6rneklerinde herhangi bir nisasta tespit edilemezken, polen 6rneklerinin
hepsinde nisasta bulunmustur. Ayrica, ar1 ekmeginin, polene gore daha yiiksek indirgenmis
seker ve ham lif diizeylerine sahipken daha diisiik kiil diizeyine sahip oldugu goériilmiistiir

(Herbert ve Shimanuki, 1978).

Belki de ar1 poleni ve ar1 ekmegi arasindaki farkin en belirgin olani pH’laridir. Ar1 ekmegi, ar1
polenine gore daha asidiktir. Ar1 poleni ve ar1 ekmegi pH degisiklikleri konusunda yapilmis
calismalar yetersizdir. Ar1 poleni pH'sina bakildiginda, ar1 ekmegi haline doniistiikten sonra
pH'nin 4.7'den 3.97'ye oOnemli Olgiide distiigii goriilmektedir. Ar1 ekmegindeki protein
konsantrasyonu, polenden daha diisiiktiir, ancak genel olarak, amino asit konsantrasyonlar1 ar1

ekmeginde polenle karsilastirildiginda daha yiiksektir (DeGrandi-Hoffman ve dig., 2013).

Ar1 ekmeginin degeri, ar1 poleninin botanik kaynagina bagli olarak protein, amino asitler, yag
asitleri, karbonhidratlar, mineral tuzlari, polifenoller ve flavonoidler igermesinden kaynaklanir.
Ar1ekmeginin besinsel ve fonksiyonel bilesimi genis ¢apta rapor edilmistir; ancak, bu tiriindeki

bilesiklerin mevcudiyetini artirmak i¢in polenin doniisiim siirecleri iizerine yapilan az sayida
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calisma bulunmaktadir. Genel olarak, ar1 ekmegi son zamanlarda toplanan ve tiiketilen bir ar1

triiniidiir ve bu asamada bir besin takviyesi olarak kullanilabilir (Urcan ve dig., 2017).

Ar1 ekmegi, yiiksek oranda protein, karbonhidrat, B ve K vitaminleri igerir. Yaklagik olarak
%24-35 karbonhidrat, %20-30 protein, %1.6 yag, %2.43 mineral, %3.5 laktik asit, %35 seker
ve %1.6 yag icerigine sahiptir. Ayrica, ar1 ekmegi A, B1, B2, B3, B6, B12, C, PP, E, D, K ve
H vitaminlerini icerirken, P, S, Cl, K, Ca, Na, Mg, Fe, Cu, Zn, Co, Mo, Se, Cr, Ni ve Si
minerallerini icermektedir (Vasquez ve Olofsson, 2009; Barene ve dig., 2015; DeGrandi-
Hoffman ve dig., 2016; Bakour ve dig., 2019).

Ar1 ekmegi tiiketimi ¢ok eski bir gelenege sahip olmasina ragmen, bilesimi ve biyoaktif
ozellikleri simdiye kadar yeterince arastirilmamistir. Yapilan bir arastirmada, farkli polariteli
organik coziiciilerle ardigik ekstraksiyon yontemi kullanilarak bes ar1 ekmegi 6rneginden
200'den fazla bilesik tanimlanmustir. Antioksidan 6zelliklere sahip bazi fenol bilesikleri (p-
kumarik asit, kaemferol, isorhamnetin) belirlenmistir. Ar1ekmegi, icerdigi serbest amino asitler
nedeniyle besin degerinin zenginlestigi bir ar1 iiriiniidiir. Igerisinde fenilalanin, 1&sin, valin,
izolosin, arjinin, histidin, lisin, metionin, treonin ve triptofan gibi temel amino asitler yer
almaktadir (Isidorov ve dig., 2009). Tiim esansiyel amino asitleri icermesi nedeniyle, hayvansal
proteine dayali diger besinlere kiyasla ar1 ekmegi daha zengin bir protein kaynagi olarak

goriilmektedir.

Ar1 ekmegi, olusumundaki polenlerin yiiksek protein icerigi nedeniyle arilarin ana protein
kaynag1 haline gelmistir. Ar1 polenindeki protein seviyesi, kaynak polenlerin toplandigi cografi
konuma Ve iiretici ar1 tiiriine gore degismektedir. En yiiksek protein i¢erigine sahip polenin,

yiiksek nektarl bir bitkiden kaynaklandigi bulunmustur (Vossler, 2015).

Nagai ve dig. (2004) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, ar1 ekmeginin sicak su, soguk su
ve etanolde ¢oziinen fraksiyonlarinda protein miktarlarinin sirasiyla 12.29 mg/mL, 9.59 mg/mL
ve 1.94 mg/mL oldugu tespit edilmistir. Ayn1 aragtirmacilarin yaptig1 baska bir ¢aligmada,
sindirilmis ar1 ekmeginden c¢esitli hidrolizatlar elde edilmis ve enzim igerikleri %10 pepsin,
%10 tripsin ve %4 papain olarak belirlenmistir (Nagai ve dig., 2005). Ar1 ekmeginin enzimatik
aktivite acismndan zengin oldugunu gosteren diger caligmalar da mevcuttur. Fosfataz, 16sin

aminopeptidaz ve PB-glukozidaz gibi enzimlerin yani sira karbonhidratlar1 hidrolize eden
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sellobiyoz, salisin, amigladin ve gentiobioz gibi enzimlerin varhig: da ar1 ekmegi icerisinde
belirlenmistir (Gilliam ve dig., 1989).

Nektar, ¢esitli ¢igekli bitkilerden toplanir ve balda bulunan 6zellikle ugucu aroma bilesiklerinin
bilesimi, nektar kaynagina bagh olarak bir dereceye kadar degisebilir. Bu nedenle, bazi ugucu
bilesenler bal kokeninin belirleyicisi olabilir. Yapilan bir arastirmada, farkli botanik kdkenli 15
bal 6rneginin ve bir ar1 ekmegi drneginin ugucu yag profilleri karakterize edilmistir. Analiz
edilen 6rneklerin 11'i tek ¢igekli kanola, 1'i yonca, 1'i gemen ve 2'si ¢oklu ¢igeklidir. Toplamda,
balda 93 ve ar1 ekmeginde 32 bilesik tanimlanmistir. Bunlar, alkol, keton, aldehit, asit, terpen,
hidrokarbon, benzen ve furan tiirevleri de dahil olmak {izere farkli kimyasal bilesik smiflarmni

icermektedir (Kaskoniené ve dig., 2008).

Bakour ve dig. (2019) Fas’a ait bir ar1 ekmegi 6rneginde ¢alisma yapmustir. Bu ¢alismada, ar1
ekmegi Ornegi, besin degeri ve kimyasal bilesim (serbest sekerler, organik asitler, mineral
bilesimi, yag asitleri, tokoferoller ve polifenoller), in vitro antioksidan aktivite ve patojenik
bakteri ve mantarlara karsi antimikrobiyal aktivite agisindan incelenmistir (Tablo 2.1).
Arastirilan ar1 ekmegi protein, toplam serbest seker ve makro element igerigi agisindan iyi bir

kaynak oldugunu gostermistir.

Ar1 ekmegi, zengin icerigine katki saglayan bir baska etken olarak laktik asit bakterilerini
barindirmaktadir. Hus poleninden elde edilen ar1 ekmegi, ayn1 polenden yaklasik alt1 kat daha
yiiksek laktik asit oranma sahiptir. Bu yliksek laktik asit oranmnin, laktik asit bakterileri
tarafindan gergeklestirilen fermantasyondan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Andelkovi¢ ve
dig., 2012). Yiiksek laktik asit orani, ar1 ekmeginin uzun siire korunmasma yardime1 olurken,
laktik asit bakterileri ise ar1 ekmeginin kolesterol diisiiriicli etkisinde dnemli bir role sahiptir

(Vasquez ve Olofsson, 2009; Huang ve dig., 2013).

Ar1 ekmegi lizerine yapilan ¢esitli calismalarda, su, etanol ve metanol ekstreleri kullanilarak
yapilan analizler sonucunda, narinjin, kersetin, p-kumarik asit, kamferol, krisin, apigenin ve
antosiyanin gibi flavonoid bilesiklerinin varlig1 belirlenmistir (Sobral ve dig., 2017; Mayda ve

dig., 2020; Elsayed ve dig., 2021).
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Tablo 2.1: Ar1 ekmeginin biyokimyasal igerigi (Bakour ve dig., 2019).

Bilesen Miktar Serbest sekerler Miktar

Yag 1.90+0.06 g/100 g Fruktoz 11.8+0.6 g/100 g
Protein 19.96 + 0.08 g/100 g Glukoz 5.7+04 g/100 g
Kiil 3.32+0.08 ¢/100 g Trehaloz 0.92+0.01 /100 g
Karbonhidrat 74.82+0.04 g/100 g Toplam seker 18+ 1g/100g
Enerji 396.2+04g/100 g

Organik asit 0.383+ 0.004 g/100 g

Makroelementler Miktar

Ca 198 £ 4 mg/100 g

Fe 27.3+£0.3mg/100 g

K 338+ 8 mg/100 g

Mg 61+2mg/l00g

Na 142+0.1 mg/100 g

Zn 3.31 +£0.04mg/100 g

P 251 =4 mg/l00 g

Mn 2.6=0.1mg/100 g

2.1.5. Ann Ekmeginin Sahip Oldugu Aktiviteler

Ar1 ekmegi, zengin besin degeriyle birlikte antioksidan etkisi yiiksek fenolik ve flavonoid
icerigine de sahiptir. Bu fenolik bilesikler, ar1 ekmeginin sadece antioksidan aktivitesini
artirmakla kalmaz, ayn1 zamanda antitimér, antikanser ve anti-inflamatuar 6zelliklere sahip
olmasiyla beraber kolesterol diisiiriicii etkiler de sergiler. Bu bulgular, ar1 ekmeginin saglik
acisindan faydali etkilerinin temelinde yatmaktadir (Lamson ve Brignall, 2000; Badary ve dig.,
2003; Baltrusaityté ve dig., 2007; Vauzour ve dig., 2010; Funakoshi-Tago ve dig., 2011;
Lirdprapamongkol ve dig., 2013; Borycka ve dig., 2015).

Cesitli caligmalar, ar1 ekmeginin antibakteriyel ve antifungal 6zelliklere sahip oldugunu ortaya
koymaktadir. Abouda ve dig. (2011) tarafindan yapilan bir caliymada, ar1 ekmeginin
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus ve Pseudomonas aeruginosa gibi
bakterilere kars1 antibakteriyel aktivite gosterdigi rapor edilmistir. Baska ¢aligmalarda ise ar1

ekmeginin Salmonella enterica, Streptococcus spp. ve Micrococcus luteus gibi tiirlere karsi da
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antibakteriyel aktivite sergiledigi bulunmustur. Bu ¢alismalar ayrica, ar1 ekmeginin Gram (+)
bakterilere karst Gram (—) bakterilere gore daha etkili bir antibakteriyel etkisi oldugunu da
ortaya koymaktadir (Baltrusaityté ve dig., 2007; Borycka ve dig., 2015; IvaniSova ve dig., 2015;
Kaskoniené ve dig., 2020).

Son zamanlarda, ar1 ekmeginin antitiimor ve antikanser etkilerini arastiran ¢alismalarin sayisi
artmustir (Elsayed ve dig., 2021). Markiewicz-Zukowska ve dig. (2013) tarafindan yiiriitiilen
bir caligmada, ar1 ekmegi ekstrelerinin U87 MG hiicre hatti lizerinde 72 saat sonra inhibe edici
etkiler gosterdigi rapor edilmistir. Diger ¢calismalarda ise ar1 ekmegi ekstrelerinin MCF-7, NCI-
H460, HelLa, HepG2, Caco-2 ve PC3 hiicre hatlar1 iizerinde biiylimeyi inhibe edici aktivite
sergiledigi ve normal hiicreler iizerinde ise 400 pg/mL konsantrasyona kadar toksisite
gostermedigi gdzlemlenmistir. Bu aktivitelerin ar1 ekmegi igerisinde bulunan izoramnetin-O-
glikozit, kersetin-O-glikozit, herbasetin glikozitleri, kamferol ve mirisetin gibi fenolik ve
flavonoid bilesiklerden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (Sobral ve dig., 2017; Mayda ve dig.,
2020; Elsayed ve dig., 2021).

Son yillarda, ar1 ekmegi, sahip oldugu yiiksek antibakteriyel ve antifungal aktivite ile birlikte
diger ar1 Uriinlerine gore daha yliksek asitlik seviyesi nedeniyle gida koruyucusu olarak daha
yaygm hale gelmektedir (Anderson ve dig., 2014). Ozellikle, ar1 ekmeginin yiiksek laktik asit
ve fenolik icerigi ile diisiik su icerigi, kiiflerin ve zararli mikroorganizmalarin olusumunu
engellemektedir (Nagai ve dig., 2004). Bu 6zellikler, ar1 ekmeginin dogal bir gida koruyucusu

olarak tercih edilmesini saglamaktadir.

Ar1 ekmeginin igeriginde bulunan B-sitosterol ve dominant mikroflorasini olusturan laktik asit
bakterileri, kolesterol diisiiriicli etkiye sahip iki dnemli etmendir. Klinik ¢alismalar, giinliikk
sterol kullaniminin bagirsakta kolesterol emilimini azalttigini1 géstermektedir (Katan ve dig.,
2003). Fareler iizerinde yapilan ¢alismalar ise laktik asit bakterilerinin uygulandig: farelerin
karacigerlerinde total kolesterol, LDL ve trigliserit seviyelerinin diistiiiinii gostermektedir

(Huang ve dig., 2013; Yang ve dig., 2021).
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2.1.6. Ar1 Ekmeginde Bulunan Mikroorganizmalar

Ari ekmegi, gesitli faktorlere bagl olarak kompleks bir mikroorganizma igerigine sahiptir. Bu
mikroorganizma popiilasyonu, arilar tarafindan toplanan polenlerden gelen mikroorganizmalar,
kovanda bulunan ortam mikroorganizmalar1 ve bal arismin salgi bezlerinden gelen ¢esitli

mikroorganizmalar1 icermektedir.

Farkli mikroorganizmalarm polenin fermantasyonu Oncesinde, fermantasyon sirasinda ve
sonrasinda etkili oldugu bilinmektedir. Pain ve Maugenet (1966) tarafindan yapilan bir
calismada, Lactobacillus cinsi bakterilerin polen fermantasyonunu gergeklestirdigi
belirlenmistir. Ayrica, ortamda Pseudomonas ve Saccharomyces cinslerinin bulundugu ve
Pseudomonas cinsinin polen kilifinin yikilmasinda ve laktik asit bakterileri i¢in gerekli
anaerobik ortamm olusumunda etkili olabilecegi One siirlilmiistiir. Ayrica, fermantasyon
stirecinde ortamdaki mayalarin baslangicta diisiik miktarlarda bulundugu, ancak ilerleyen
asamalarda sayilarmin arttig1 ve fermantasyon sonrasinda diger bir¢ok organizmadan daha uzun

stire ortamda kaldig1 gézlemlenmistir (Pain ve Maugenet, 1966).

Egorova (1971) tarafindan gergeklestirilen bir caligmada, ar1 ekmeginden elde edilen bakteri ve
maya izolatlarmin birlikte kiiltiirlendigi durumda, bakterilerin alt kiiltiirleme yapilmadan
yaklasik alt1 ay kadar hayatta kaldig1 gézlemlenmistir. Bununla birlikte, mayalar ortamdan

uzaklastirildiginda alt kiiltiirleme periyodunun otuz giine diistiigii tespit edilmistir.

Cesitli caligmalar, Lactobacillus cinsine ait tiirlerin dominant mikroflora olarak belirlendigini
gostermektedir. Asama ve dig. (2015) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, Lactobacillus
bakterilerinin balda tiim bakteriler arasinda %90.9, polende %74.6, ar1 siitiinde %93.3 ve ar1
ekmeginde ise %83.9 oraninda oldugu belirlenmistir (Tablo 2.2). Ayrica, yapilan ¢aligmalarda
Lactobacillus cinsi bakterilerle birlikte en sik goriilen diger bir cinsin Bifidobacterium oldugu
da tespit edilmistir. Hem arilarin sindirim sisteminde, hem ar1 ekmeginde hem de ar1 poleninde,
Lactobacillus, Bifidobacterium ve Pasteurelaceae cinslerine ait ¢esitli filotiplerin dominant

olarak bulundugu gézlenmistir (Vasquez ve Oloffson, 2009; Olofsson ve Vésquez, 2018).
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Tablo 2.2: Ar1 midesinde, balda, ar1 poleninde, ar1 ekmeginde ve ari siitlinde dizileme ile belirlenmis
bakteriler (Asama ve dig., 2015).

Cins Filum Ar midesi% Bal% Ari poleni% Arn ekmegi%  An siiti%
Lactobacillus Firmicutes 220 90.9 74.6 83.9 93.3
Acetobacter Froteobacteria 0.0 0.1 0.0 1.2 0.0
Bifidebacterium Actinobacteria 4.0 0.0 0.1 0.0 0.1
Burkholderia Froteobacteria 0.0 0.0 0.7 21 0.0
Chryseobacterium Bacteroidetes 0.0 0.0 1.2 0.0 0.0
Curtobacterium Actinobacteria 0.0 0.0 1.6 0.0 0.0
Gluconobacter Proteobacteria 64.7 7.2 34 0.0 2.1
Melissococcus Firmicutes 0.0 0.0 0.0 03 3.2
Methylobacterium Proteobacteria 0.0 0.0 1.6 0.0 0.0
Micrebacterium Actinobacteria 0.0 0.0 1.2 0.0 0.0
Neisseria Froteobacteria 24 0.1 0.2 0.0 0.0
Paenibacillus Firmicutes 0.0 0.0 2.1 0.0 0.0
Pseudomonas Proteobacteria 0.0 0.1 1.1 0.0 0.0
Sphingomonas Proteobacteria 0.1 0.0 1.2 0.9 0.0
Stenotrophomonas Proteobacteria 0.0 0.0 1.4 0.0 0.0
Diger 6.7 1.6 94 11.6 1.4

Yapilan bir ¢calismada, Tiirkiye'nin ti¢ farkli bolgesinden elde edilen ar1 ekmegi 6rneklerinin
bakteriyel ve postbiyotik potansiyeli incelenmistir. Ar1 ekmegi 6rneklerinde en yaygin olarak
bulunan familyalar Lactobacillaceae, Oscillospiraceae, Bacteroidaceae, Prevotellaceae ve
Lachnospiraceae'dir. Lactobacillus delbruckeii olduk¢a yaygin bir sekilde bulunurken, ayni
zamanda Prevotella copri, Faecalibacterium prausnitzii ve Akkermansia muciniphila gibi
gelecek nesil probiyotikler olarak bilinen diger faydali bakteriler de ar1 ekmeginde tespit
edilmistir. Bunlarin yani sira, ar1 ekmegi 6rnekleri Phocaeicola vulgatus, Phocaeicola dorei ve

Clostridium perfringens gibi istenmeyen bakterileri de icermektedir (Kahraman-Ilikkan, 2023).
2.2. LAKTIK ASIT BAKTERILERI
2.2.1. Laktik Asit Bakterilerinin Ozellikleri ve Stmiflandirilmasi

Laktik asit bakterileri (kisaca LAB, laktobasiller), fermente edilebilir karbonhidratlar, amino
asitler, niikleik asitler ve diger substratlar1 kullanan, karmagik beslenme gereksinimi olan
mikroorganizmalardir ve karbonhidrat fermentasyonundan metabolik enerji elde eder (Hammes
ve Hertel, 2006).

Lactobacillus cinsi bakteriler hiicre i¢i ve hiicre dis1 enzimlerini kullanarak nisastay1 metabolize

eder. Laktobasiller ozellikle oligosakkaritleri metabolize edebilme yetenekleri nedeniyle
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probiyotik uygulamalarinda 6nemli bir rol oynar ve gida endiistrisinde siklikla kullanilir.
Probiyotik takviyeler, saglikli bagirsak mikrobiyotasinin olusumunu destekleyerek bagirsak
sagligini iyilestirmeye yardimci olabilir. Ozellikle bagirsakta metabolize edilemeyen
oligosakkaritler, laktobasillerin biiylimesini tesvik ederek bu faydali bakterilerin bagirsakta

daha baskin hale gelmesini saglar (Ganzle ve Follador, 2012).

Lactobacillus tiirleri, fareler, siganlar, tavuklar ve domuzlar gibi hayvanlarin proksimal
gastrointestinal sistemlerinin yaygin sakinleridir ve epitelyal biyofilm olustururlar. Biyofilm
olusumunu ve bagirsak kolonizasyonunu kolaylastiran ozellikler hakkinda c¢ok az sey

bilinmektedir (Walter ve dig., 2008).

Laktobasil cinslerinin smiflandirilmasi, morfoloji, glukoz fermantasyonu sekli, belirli
sicakliklarda biiyiime ve seker kullanim araligi gibi 6zelliklere dayanmaktadir. Orla-Jensen
tarafindan kullanilan karakterler, taksonominin o zamandan beri revize edilmesine ragmen,
giiniimiizde LAB'nin smiflandirmasinda hala ¢ok 6nemlidir. Laktik asit bakterileri, morfolojik,
metabolik ve fizyolojik benzerliklere sahip olan bir bakteri grubunu olusturur ve filogenetik
olarak da goreceli olarak yakindan iliskilidirler. Grup igindeki bakterilerin genel tanimi gram-
pozitif, spor olusturmayan, anaerobik kok veya c¢omak seklindedir ve karbonhidratlarin
fermantasyonu yoluyla laktik asit tretirler. Genel kabul, Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus ve Streptococcus olmak iizere dort cinsin ¢ekirdek bir grup olusturdugudur. Son
zamanlarda yapilan taksonomik revizyonlar, birka¢ yeni cins 6nermis olup, geriye kalan grup
sunlar1  icermektedir:  Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium, Dolosigranulum,
Enterococcus, Globicatella, Lactococcus, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus,
Lactobacilli, Carnobacteria ve bazi ¢gomak seklinde Weissella tiirleri, diger cinsler ise koktur
(Liu ve dig., 2009; Khalid, 2011).

Lactobacillus cinsi bakterilerin gesitli kosullar altinda sagliga faydalar sagladig1 gosterilmistir.
Yapilan ¢caligmalar sonucunda, bagirsak infeksiyonlarinin ve antibiyotik sonrast sendromlarin
tedavisi ve onlenmesi i¢in kullanildiginda olumlu sonuglar alinmistir. Birka¢ meta-analiz, akut
infeksiyoz ishalde ve antibiyotik iliskili ishalin 6nlenmesinde bazi laktobasillerin etkililigini

kanitlamistir. Probiyotik olarak kullanilan laktik asit bakterileri, bagirsak florasinin



19

diizenlenmesine yardimc1 olur ve bagirsakta bulunan zararli bakterilerin biiyiimesini engeller

(Lebeer ve dig., 2008).

Sonug olarak, LAB, gida endiistrisinde kullanilan, probiyotik takviyelerinde yer alan ve saglik
acisindan bircok faydasi olan bir grup mikroorganizmadir. Bu bakterilerin tanima,
smiflandirmasi ve 6zellikleri hakkinda yapilan arastirmalar, bu alanda ilerlememize ve daha

fazla kullanim alan1 bulmamiza yardimc1 olmaktadir.

LAB’nin ortak ozellikleri laktozdan fermentasyon yolu ile laktik asit olusturmalaridir. Bu
fermentasyon sonucunda tat ve koku gibi duyusal 6zellikleri de gelistirirler. Starter kiiltiir ile
yapilan fermentasyonda istenmeyen mikroorganizmalarm gelisimi ve biyojen aminlerin
olusumu engellenebilir ve standardize ve kaliteli {irlin elde edilir. LAB ortamda olusturduklar1
asit nedeniyle diger mikroorganizmalarin gelismesini ve gidalarin bozulmasini engeller ve bu

ozellikleri nedeniyle giivenli bakteriler olarak kabul edilir (Y6riik ve Giiner, 2011).

Laktobasiller birgok soy ve tiire sahiptir, genel 6zellikleri morfolojik 6zellik olarak ¢ubuk, kok
ve kokobasil seklinde olabilirler. Gram pozitiftirler, hareketsiz ve spor olusturmazlar. Katalaz
negatiftirler, mikroaerofilik veya anaerobik olabilirler, aside dayanikhidirlar ve giigli
fermentatiftirler. Nitratlar1 indirgemezler, {iremeleri i¢in bazi amino asit ve vitaminlere ihtiyag

duyarlar ( Scholz-Ahrens ve dig., 2007).

Son zamanlarda genetik analizler sonucu belirlenen, gidalar i¢in 6nemli LAB soylari
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenecocus, Vagococcus ve Weissella olarak belirlenmistir
(Endo ve Okada, 2005; Yoriik ve Giiner, 2011).

2.2.2. Laktik Asit Bakterilerinin Ar1t Ekmegi Uretimindeki Rolii

Ar1 ekmegi ve ar1 ekmegi liretiminde laktik asit bakterilerinin rolii hakkinda yapilan
arastirmalardan elde edilen bulgular, bu canlilarin ¢esitliligi ve etkisini agiklayici niteliktedir.
Laktik asit bakterilerinin ar1 ekmegi iiretimindeki koruyucu etkisine dair yapilan aragtirmalar,
laktik asit bakterilerinin ar1 ekmegi tiretiminde kullanimimin, iriiniin raf émrii agisindan da

onemli oldugunu gostermektedir. (Vasquez ve Olofsson, 2009).
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Yapilan bir ¢aliymada, ar1 ekmeginin olgunlagma siirecinde ¢ogu laktik asit bakterisi tiirii
kaybolmus ve yerini 6zellikle Lactobacillus kunkeei ve Fructobacillus fructosus tiirleri almistir.
L. kunkeei'nin baz1 suslar1 tarafindan tretilen bakteri metabolitlerinin, ar1 ekmeginde diger
mikroorganizma gruplarint rekabetten uzaklastirmak i¢in laktik asit bakterilerine avantaj
sagladig1 goriilmiistiir. Ayrica, ar1 ekmegi fermantasyonunu taklit etmek i¢in se¢ilmis L.
kunkeei suslari taze polenin fermantasyonunu gergeklestirmek igin starter kiiltiir olarak
kullanilmistir. Bu secilmis starter kiiltiirlerin kullanimi, polende dogal olarak bulunan besin
maddeleri ve biyoaktif bilesiklerin sindirilebilirligini ve biyoyararliligini artwrmigtir (Di Cagno
ve dig., 2019).

Laktik asit bakterileri ar1 ekmegi iiretiminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu bakteriler, ar1
ekmeginin fermantasyonu sirasinda metabolitler lireterek diger mikroorganizmalarla rekabet
edebilme yetenegine sahiptir. Secilmis starter kiiltlirlerin kullanimi, ar1 ekmeginin besin
degerini arttirabilir ve mikrobiyolojik olarak stabil ve giivenli bir {iriin elde edilmesini

saglayabilir (Di Cagno ve dig., 2019).

Sonug olarak, laktik asit bakterilerinin ar1 ekmegi tiretimindeki rolii, iirlinlin dayanikliligini ve
kalitesini arttirmakla kalmaz, ayn1 zamanda antioksidan ve probiyotik Ozellikleri sayesinde

insan saglig1 a¢isindan da faydali bir gida maddesi haline gelmesini saglar.
2.2.3. Laktik Asit Bakterilerinin Probiyotik Olarak Kullanim

Probiyotikler, insan ve hayvan saglig1 tizerinde olumlu etkileri bilinen mikroorganizmalardir.
Bu bakteriler arasinda laktik asit bakterileri (LAB) en yaygin kullanilanlardir ve Birlesmis
Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ile Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan da
onerilmektedir. Laktik asit bakterileri, konak¢inin zararli mikroorganizmalara kars1
korunmasini saglar ve bagisiklik sistemini giiclendirir. Bu bakteri tiirlerine ait suslar, sadece siit
gibi fermente hayvansal iirlinlerden degil, ayni zamanda siit iriinii olmayan fermente
iriinlerden de izole edilebilir. Geleneksel fermente iiriinler, probiyotik 6zelliklere sahip zengin

bir mikroorganizma kaynagi olarak hizmet eder (Zielinska ve Kolozyn-Krajewska, 2018).

Iyi isleyen bir bagirsak ekosistemi olan mikrobiyom, ¢esitli mikroorganizmalarin niceliksel ve

niteliksel bilesimi olarak adlandirilir ve kisinin saghigmi koruma yetenegi tizerinde biiytik bir
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etkiye sahiptir. Mikrobiyom, bagisiklik sistemi ve zihinsel durum dahil olmak iizere bir¢ok
fizyolojik sistemi etkiler. Bagirsak mikroflorasinin insan saghigini korumadaki roliine artan
farkindalik nedeniyle, diinya genelinde 20 yildan fazla siiredir insan mikrobiyomunu olumlu
yonde degistirme veya zenginlestirme amaciyla arastirmalar yiiriitiilmektedir. Bagirsak
florasinda normalden farkli degisikliklerin nedeni olarak viral ve bakteriyel infeksiyonlarin
yani sira gida maddeleri, steroidler, antibiyotikler vb. diisiiniilmektedir. Ozellikle segilmis
probiyotik bakteri suslari, beslenmede kullanildiginda bagirsak bakteri florasinin faydali bir
sekilde diizenlenmesine katkida bulunabilir (Kerry ve dig., 2018 ).

Probiyotikler, 21. yilizyilda saglik alaninda 6nemli bir rol oynamaktadir. 2021 yilinda kiiresel
probiyotik pazarmin biiyiikliigii 58.17 milyar ABD dolar1 olarak kaydedilmistir. Ozellikle Asya
Pasifik iilkelerinde probiyotikler saglk gidalar1 ve ilaclar1 olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir ve kiiresel probiyotik pazarinda en biiyiik ve en hizli bityliyen pazardir. Etkili
probiyotik suglarin gelistirilmesi, endiistrinin 6nemli bir ihtiyacidir. Probiyotiklerin saglik
tizerindeki faydalar1 ve tiiketiciler arasindaki artan farkindaligin, gelecek birkag yil iginde bu

endiistrinin biiylimesine yol agmasi1 beklenmektedir (Market Analysis Report, 2023).

FAO ve WHO uzmanlari, 2002 yilinda probiyotiklerin "yeterli miktarlarda uygulandiginda
konakgiya saglik yarar1 saglayan canli mikroorganizmalar" oldugunu belirleyerek probiyotikler
icin bir tanim kabul etmislerdir. Mikroorganizmalarin probiyotik olarak siniflandirilabilmesi
icin kullanim giivenligi, fonksiyonel ve teknolojik 6zelliklerine iliskin uygun kriterlerin kesin
olarak belirlenmesi gerekmektedir. "Probiyotik" aday:1 olarak kabul edilen mikroorganizmalar,

ti¢ temel gereksinimi kargilamalidir (Sanders ve dig., 2018).

1. Uygulandiklarinda canli mikroorganizmalar olmalidir.
2. Saghgi tesvik edici etkiye sahip olmalar1 i¢in uygun dozlar belirlenmeli ve bu dozlar
klinik temellere dayanmalidir.

3. Upygulanan mikroorganizmalar konakg¢1 lizerinde yararh etkilere sahip olmalidir.

Gergekte, bir mikroorganizmanin kaynagini dogrulamak olduk¢a zor olabilir. Ancak, iyi
yiriitiilen gézlemsel arastirmalar ve bir¢ok randomize kontrollii ¢aligma, probiyotiklerin insan
saglig1 lizerinde potansiyel etkilerini dogrulamaktadir. "Probiyotik" terimi geleneksel olarak,

kendiliginden fermente edilmis gidalardan izole edilen bakterileri igerecek sekilde
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genisletilebilir. Fermente iriinlerden elde edilen mikroorganizmalar, iiriinlerin {retildigi
ortamin mikroflorasint olustururlar ve bagirsak bakterilerine alternatif olusturabilecekleri
probiyotik 6zellikleri ve giivenlikleri agisindan test edilirler (Zielinska ve Kolozyn-Krajewska
2018).

Fermente gidalar, uzun bir giivenli kullanim ge¢misine sahip olup diinya genelinde diyetlerde
yaygin olarak tiliketilmektedir. Fermantasyon, gidalarin mikroorganizmalar veya enzimler
etkisiyle istenen biyokimyasal degisiklige ugratildigi bir siirectir. Fermantasyon yontemi
binlerce yil dncesine dayanan bir {iretim ve koruma yOntemidir. Hatta giiniimiizde, toplu
iretilen gidalarin yaygin olmadigir bazi iilkelerde ev yapimi gidalarin korunmasi igin
fermantasyon hala kullanilmaktadir. Arpanin biraya ve iiziimiin saraba alkol fermantasyonu ile
dontistimii, bu siirecin erken Orneklerini olusturur. Geleneksel olarak, fermente gidalarin
tretiminde laktik asit bakterileri (LAB) kullanilmaktadir. LAB, Lactobacillus ve
Bifidobacterium gibi tiirleri, ayn1 zamanda S. thermophilus tiiriinii igermektedir. L. bulgaricus,
L. lactis, L. salivarius, L. plantarum, S. thermophilus, Enterococcus faecium, E. feacalis ve
Bifidobacterium sp. gibi LAB tiirleri, probiyotik iiriinlerin hazirlanmasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Giiniimiizde, diinya ¢apinda LAB igeren bir¢ok tiriin mevcuttur. Probiyotik
iirlinler, tabletler veya tozlar gibi ¢esitli formlarda ve siit, sakizlar, lifli tirtinler, tathlar, kekler,

bira ve soya siitii gibi gidalar seklinde tiretilmektedir (Naidu ve dig., 1999).

Fermente gidalar ve probiyotik iriinler arasinda gi¢lii bir iliski vardr ve LAB gibi

mikroorganizmalarm kullanimi bu {iriinlerin iiretiminde 6nemli bir rol oynamaktadir.
2.2.4. Starter Kiiltiir Olarak Laktik Asit Bakterilerinin Kullanimi

Fermente gidalarm iiretimi, baslangi¢ olarak ham maddenin hizl1 asitlenmesini baslatan laktik
asit bakterileri gibi starter kiilttirlerin kullanimma dayanir. Son zamanlarda, endiistriyel agidan
onemli bir islevsellige sahip yeni laktik asit bakterisi starter kiiltlirleri gelistirilmektedir. Bu
starter kiiltiirler, mikrobiyal giivenlik saglayabilir veya organoleptik, teknolojik, besinsel veya
saglik avantajlar1 sunabilir. Ornek olarak, antimikrobiyal maddeler, seker polimerleri,
tatlandiricilar, aromatik bilesikler, vitaminler veya kullanishh enzimler iireten laktik asit
bakterileri veya probiyotik 6zelliklere sahip olan mikroorganizmalar gosterilebilir. Bir starter

kiiltiir, bir ham maddede fermantasyon siirecini hizlandirarak ve yonlendirerek fermente bir
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gida iiretmek i¢in en az bir mikroorganizmanin biiylik miktarlarda hiicresel hazirligi olarak

tanimlanabilir (Leroy ve De Vuyst, 2004).

Laktik asit bakterileri (LAB) bu siireclerde merkezi bir rol oynamakta olup, fermente gidalarin
ve igeceklerin iiretiminde uzun ve giivenli bir gegmise sahiptir (Ray, 1992; Wood ve Holzapfel,
1995; Caplice ve Fitzgerald, 1999). LAB, organik asitlerden 6zellikle laktik asit olmak {izere
ham maddenin hizli asitlenmesine neden olarak katkida bulunurlar. Ayrica, asetik asit, etanol,
aroma bilesikleri, bakterisitler, ekzopolisakkaritler ve ¢esitli enzimlerin tiretiminde énemli rol
oynarlar. Bu sekilde, raf 6mriinii ve mikrobiyal giivenligi artirir, Griinii iyilestirir ve son iiriiniin

hos duyusal profiline katkida bulunurlar (Harris, 1998).

LAB, farkli endiistriyel sektorlerde uygulama ge¢misi olan, starter kiltiirler olarak
kullanimlariyla uzun bir gegmise sahiptir. Bu amagla, ham maddeye birgok mikroorganizmanin
enjekte edildigi mikrobiyal preparatlar kullanilarak hizlandirilmis ve yonlendirilmis bir siirecgle
fermente tiriin gelistirilir (Florou-Paneri ve dig., 2013; Peng ve dig., 2020). Son yillarda, birgok
arastirmaci, ar1 poleninin dogal fermantasyonunu laboratuvar ortaminda c¢esitli islem
kosullarinda mikroorganizmalarin inokiilasyonuyla simiile etmeye ¢alismis, boylece besleyici
ve fonksiyonel ar1 ekmegine benzer triinler gelistirilmistir. Bu siire¢ Sekil 2.3’te sematize
edilmistir (Barta ve dig., 2022; Orsel, 2022).

Laktik asit bakterileri, saglik agisindan faydali bilesiklerin iiretimine katkida bulunabilir ve
gidalarin besin degerini artirabilir. Bu nedenle, laktik asit bakterileri ve fermantasyon siiregleri,
gida endiistrisinde yeni iiriinlerin gelistirilmesinde ve tiiketici taleplerine cevap veren saglikli

ve fonksiyonel gidalarin iiretiminde 6nemli bir rol oynamaktadir.

2.2.5. Laktik Asit Bakterilerinin Tanimlanmasinda Kullanilan Klasik ve Molekiiler

Yontemler

Ar1 ekmegi, arilar tarafindan tiretilen ve yiiksek besin degerine sahip bir {iriindiir. Bu {iriiniin
ticari liretimi i¢in ise kaliteli ve standartlara uygun iiriinler elde etmek gerekmektedir. Bu

nedenle, ar1 ekmegi 6rneklerindeki laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi olduk¢a 6nemlidir.
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Laktik asit bakterileri, ar1 ekmegi liretiminde sadece koruyucu bir rol oynamakla kalmaz, ayni
zamanda liriiniin besin degerini de artirir. Bu nedenle, ticari ar1 ekmegi iireticileri, liriinlerindeki

laktik asit bakterilerini belirlemek ve kontrol etmek isterler.

Laktik asit bakterileri, ar1 ekmegi iiretiminde 6nemli bir role sahiptir. Bu bakterilerin
tanimlanmasi i¢in kullanilan yontemlerden biri kiiltiir yontemidir. Bu yontem, 6rneklerin belirli
bir besiyerinde inkiibe edilmesini ve ardindan kolonilerin morfolojik, fizyolojik ve

biyokimyasal 6zelliklerinin incelenmesini icerir (Tajabadi ve dig., 2013).

Klasik yontemlerle laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi i¢in ilk adim, bakterilerin bulundugu
ortamdan izole edilerek saf kiiltiirlerin elde edilmesidir. Bu amagla ¢esitli besiyerlerinden
faydalanilabilir. MRS agar ve MRS broth besiyerleri, laktobasilleri tiretmek ve izole etmek i¢in
yaygin olarak kullanilan yiiksek besleyici ozelliklere sahip besiyerlerdir. Laktik asit
bakterilerinin izolatlar1 saf kiiltiir olarak eclde edildikten sonra, klasik yontemlerle
tanimlanmalari i¢in ¢esitli adimlar izlenir. {1k olarak, bu izolatlarm Gram boyama, mikroskobik
morfolojisi ve katalaz aktivitesi gibi Ozellikleri belirlenir. Bu sayede, Gram (+), spor
olusturmayan, ¢ubuk veya kok seklinde ve katalaz (-) olan bakteri izolatlar1 laktik asit
bakterileri olarak ayristirilir. Daha sonra, bu izolatlarin cins diizeyinde tanimlanabilmesi i¢in
morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik testler uygulanir (Rogosa ve dig., 1953; Hitchener ve
dig., 1982; Schillinger ve Liicke, 1987).

Genetik analizlere dayanan yontemler, organizmanin genetik yapisinin incelenmesini temel
alir. DNA temelli teknikler, kullanilan yontemin tipine baglh olarak mikroorganizmalarin cins
seviyesinden sus seviyesine kadar tanimlanmasimi saglayabilir. Niikleotid sekanslarinin
kullanildig1r bu teknikler hizhidir ve besiyerindeki degisikliklerden etkilenmez, bu nedenle
fenotipik tanimlama yontemlerine gore onemli avantajlar sunar. Ayrica, kiiltiir edilemeyen
laktik asit bakterilerinin de tanimlanabilmesine olanak saglar (Moschetti ve dig., 1998; Busch
ve Nitschko, 1999). Giiniimiizde, LAB tanimlama ve tiplendirme ¢alismalarinda molekiiler
yontemlere dogru bir kayma olmustur, ¢linkii bu yontemler daha kesin ve hassas sonuglar sunar
(Babalola, 2003). DNA temelli molekiiler yontemler, filogenetik c¢aligmalarda
mikroorganizmalar arasindaki iligkilerin belirlenmesinde sik¢a kullanilan yaklasimlardan

biridir ve kullanilan yonteme bagli olarak mikroorganizmalarin farkli seviyelerde
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tanimlanmasinda ilerlemis bir bakis agis1 sunar. Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasinda
kullanilan yontemler Sekil 2.4’te belirleyebilecegi taksonomik basamaklara gore gosterilmistir

(Kiran ve Osmanagaoglu, 2011).

Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi ve karakterizasyonu, endiistriyel ve bilimsel agidan
giderek daha 6nemli hale gelmektedir (Rademaker ve dig., 2004). Laktik asit bakterilerinin
tanimlanmasi ve karakterizasyonunda kullanilan molekiiler yontemler, giivenilir ve ekonomik
bir segenek olarak degerlendirilmektedir. Bu yontemler, laktik asit bakterilerinin daha iyi
anlagilmasia ve endiistriyel uygulamalarda kullanilmalarma katki saglamaktadir (Moschetti

ve dig., 1998; Busch ve Nitschko, 1999).

Cins

Familya

Siiper Familya

Teknik

PCR,DAF,RAPD ARDRA

DNA-DNA Hibridizasyon
DNA-tRNA Hibridizasyon

Yo G+C

Poliaminler, Kuinonlar

DNA Sekanslama

Fenotipik Analizler
rRNA Sekanslama

AFLP

PFGE
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Faj Tiplendirme
Seroloji

MLEE

SDS-PAGE

MLST

Micro Array

tDNA PCR

Yag Asidi Analizleri
Hiicre Duvar: Yapisi
DNA Problari

Sekil 2.4: LAB tiplendirmesinde kullanilan fenotipik ve molekiiler yontemlerin taksonomik olarak
derecelendirilmesi (Kiran ve Osmanagaoglu, 2011).

Molekiiler tekniklerin son yillardaki gelisimiyle beraber, DNA dizi analizi yOntemleri
Lactobacillus cinsinin tanimlanmasinda en dogru sonuglar1 veren yontemlerden biri haline
gelmistir. Bu yontem, bakterileri DNA dizi analizi yoluyla tanimlar. Bu yontemle, bakterilerin
genetik yapilarindaki farkliliklar tespit edilerek daha kesin sonuglar elde edilebilir. Molekiiler

teknikler arasinda en yaygimn kullanilan yontem, 16S rRNA geni dizi analizidir. Bu yontem,



26

Lactobacillus cinsi bakterilerin tanimlanmasinda yiiksek dogruluk orani saglamaktadir (Felis

ve Dellaglio, 2007). Bu yontemle ilgili ayrintili bilgiler asagida aktarilmistir.
2.3. LAKTIiK ASIiT BAKTERILERININ FILOGENETIK ANALIiZi
2.3.1. 16S rRNA Geni Dizi Analizi

Filogenetik olarak organizmalar arasindaki akrabalik derecesi 16S rRNA gen dizilerinin
belirlenmesiyle ortaya konur. rRNA genleri evrimin erken asamalarindaki protein sentezindeki
rolii ile yiiksek oranda korunmustur, organizmalar arasindaki yatay gen transferine bu genler
dahil olmamustir, farkli bireyler arasindaki dizilerin benzerlik orani genomlarmin varyasyonunu

temsil eder.

Iki organizmanmn %97°den daha az 16S rRNA gen dizisi 6zdesligine sahip olmasi, bunlarin
genomik diizeyde zayif iliskili olduklarin1 ve farkh tiirlere ait olduklarini gosterir. Eger
%97’den daha yiiksek bir 6zdeslik igeriyorlarsa ayni cins olduklar1 kabul edilir (Felis ve
Dellaglio, 2007).

Filogenetik analiz DNA hibridizasyon testlerine gore daha ¢ok tercih edilir ¢linkii dizi analizi
ile tanimlamada spesifik DNA amplifikasyonu ¢ok daha hizli, daha fazla tekrarlanabilir ve
maliyeti daha diisiik protokollerdir. Ayrica agik veri tabani ile karsilastirma olanagi saglar

(Gevers ve dig., 2005).
2.3.2. NGS ( Yeni Nesil Dizileme ) Yontemleri

Birinci nesil dizileme olarak kabul edilen Sanger Dizileme 1980’ler ve 1990’larda yaygin
olarak kullanilmaktaydi. NGS (Yeni Nesil Dizileme)’nin ortaya ¢ikmasiyla fazla tercih
edilmemeye baslandi. NGS, Sanger Dizilemeye gore daha yiiksek verimli, diisiik maliyetli ve
daha hizhidir. NGS, belirli bir organizmanin DNA'sinda bulunan niikleotidlerin sayisini ve
sirasini belirlemeye yardimci olan bir tekniktir. Yeni nesil dizileme (NGS), diziyi tanimlamak
icin ¢ok sayida kiigiik DNA fragmanmin paralel dizilemesini kullanan bir DNA dizileme
yontemidir. Ugiinii nesil dizileme NGS ile benzerlik gosterir ancak sablon olarak tekli DNA

molekiillerini kullanir, amplifiye edilmis DNA kullanmaz (Thakur ve dig., 2018).
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Dizileme metotlarini iki temel grup altinda toplayabiliriz. Bunlar;

A) Klasik Metotlar

1) Maxam ve Gilbert kimyasal bozunma yontemi
2) Sanger yontemi (Dideoksiniikleotid zincir sonlandirma yontemi)

B) Yeni Nesil Dizileme Teknikleri (NGS)

1) Ikinci Nesil Dizileme Teknikleri
a) 454 dizileme ya da pirodizileme
b) Hlumina (Solexa) dizileme
¢) SOLID dizileme
d) Polony dizileme
e) Biiyiik 6lglide paralel imza dizilemesi (“Massively parallel signature sequencing”,
MPSS)
2) Uciincii Nesil Dizileme Teknikleri
a) Tek molekiillii gercek zamanli (“Single-molecule real-time”, SMRT) dizileme
b) Heliscope dizileme
3) Dordiincii Nesil Dizileme Teknikleri
a) DNA nanoball dizileme
b) Nano pore DNA dizileme

2.3.3. llumina (Solexa) Dizileme

Kat1 bir cam destegi iizerinde O6zgiin adaptorler kalip DNA dizisinin ucglarmma baglanir.
Tamamlayici diziler akis hiicresi seritlerinin i¢ kisminda bulunur. Hedef DNA'nin diger ucu da
destek tizerinde bulunan tamamlayici diziye hibritlestiginde, bir koprii yapist olusturulur. Akis
hiicresi kanalma DNA polimeraz ve niikleotidlerin es zamanli eklenmesiyle dizi sentezi
gerceklesir. Amplifikasyondan sonra 40 milyondan fazla kiime ve “flow cell” olusur. Her
kiimede bir kalip molekiilden yaklasik 1000 klon kopya bulunur. Niikleotidler farkli floresan
etiket tasir, 3'OH grubu kimyasal olarak kapatilmistir ve zincir sonlanmasina neden olur. Her
yikamadan sonra DNA’ya bir niikleotid eklenir. Floresan sinyalleri bir CCD kamera
kaydederek DNA dizisi belirlenir. 3'OH grubu kimyasal olarak bloke olmus grubun
uzaklastirilmasi ve yeni bazlarin eklenmesi belirlenen dongiiye kadar devam eder, bu da 25-35
baz araliginda okuma uzunluklari yapabilme olanagi saglar (Sekil 2.5). Biyoinformatik
yazilimlar ile okuma sonuglari degerlendirilir, uygun olmayan diziler ¢ikarilir ve Ilumina verisi

olarak kayit edilir (Donmez ve dig., 2015; Bruijns ve dig., 2018).
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Akis
l Hiicresi

Koprii
Amplifikasyonu

Kiimeler

ATGGCATTGCAATTTGACAT
TGGCATTGCAATTTG
AGATGGTATTG
GATGGCATTGCAA
GCATTGCAATTTGAC
ATGGCATTGCAATT
AGATGGCATTGCAATTTG

Okumalar

Referans  AGATGG TATTGCAATTTGACAT
Genom
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN KiMYASALLAR, SARF MALZEMELER VE ALETLER
Kimyasallar

e MRS Broth

e MRS Agar

e  %3’lik H.O2

e PBS

e Absolii etanol

e Lizozim

e RNaz

e Proteinaz K

e Kiristal viyole

e Lugol

e Sulu fuksin

e Taq Master Mix

e MgCl

e Salin (0.9% w/v NaCl, 0.1% w/v Tween 80 and 0.1% w/v Pepton)
e Agaroz

e DNA izolasyon kiti (Hibrigen)

e Etidyum bromiir

e 50 mL Falkon Tiip
e 15 mL Falkon Tiip
e Petri (60 mm)

e Cam tiip

e Lam-lamel

e Mikropipet ucu (2-20 uL)



Mikropipet ucu ( 100-1000 pL )
Mikropipet ucu (2-200 uL)
Mikropipet ucu (0,5-10 uL )
1.5 mL mikro tiip

2 mL mikro tiip

Spin kolon mikro tiip
Anaerobik kiiltiir kavanozu
Anaerob ped

Anaerob indikator

Cam erlen

Mikropipet

Class 2 biyogiivenlik kabini
Etiv

Sogutmali santrifiij

Isitic1 blok

Distile su cihazi

Vorteks

Isik mikroskobu
Elektroforez sistemi
Mikrodalga firin

Nanodrop

Buzdolab1 ve derin dondurucu
Otoklav

PCR cihaz1

UV jel goriintiileyici

30



31

3.2. BiYOLOJIiK MATERYALLER
3.2.1. An1 Ekmegi Orneklerinin Temini

Calismada kullanilan ar1 ekmegi Ornekleri, 2022 ilkbahar mevsiminde Canakkale ili ve
Kirklareli ilinin K1yikdy beldesindeki yerel iireticilerden temin edildi. Laboratuvara ulasan ar1

ekmegi ornekleri deneylerde kullanilana dek -80 °C derin dondurucuda sakland:.
3.2.2. Laktik Asit Bakteri izolatlarimin Elde Edilmesi

Art ekmegi orneklerindeki mikrooganizmalarin kiiltiirlenmesi i¢in standart ydntemler
kullanildi. Once steril salin ¢dzeltisi, MRS Broth ve MRS Agar besiyerleri hazirlandi. Class 2
biyogiivenlik kabininde 15 mL falkon tiiplere 5 mL salin eklendi, daha sonra iizerine 4 g ari
ekmegi eklenip vorteksle calkaladi. Bu karisimdan 1 mL MRS Broth besiyerine aktarildi.
Kiiltiirler anaerobik kiiltiir kavanozuna alinarak 35 °C’de 72 saat inkiibe edildi. Daha sonra sivi
kiiltiirlerden MRS Agar besiyerlerine ekim yapildi ve petriler anaerobik kiiltiir kavanozuna
alinarak 35 °C’de 72 saat inkiibe edildi.

3.2.3 Morfolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerin Belirlenmesi

Elde edilen izolatlarda, Gram boyama ve katalaz testi yapildi. Laktik asit bakteri izolatlarindan
bir yayma preparati hazirlandi. Preparat atesle fikse edildi. Preparatin iizerini tamamen
kapatacak sekilde bazik boya olan kristal viyole (Jansiyan moru) eklendi ve 1 dakika bekletildi,
boya saf su ile uzaklastirildi. Preparat lugol ¢ozeltisi ile muamele edilip 1 dakika bekletildi ve

saf su ile yikandi.

%96°lik alkol ile dekolare edildi. Saf su ile yikandi. Preparatin iizerini tamamen kaplayacak
sekilde, zit boya olan Sulu fuksin (safranin) ile 30 sn boyandi. Preparat kurumaya birakildi ve
immersiyon objektifinde incelendi. Gram pozitif olan bakteriler olasi laktik asit bakterisi olarak

degerlendirildi.

MRS Agar besiyerinde iireyen bakterilerden lam iizerine alinarak %3’liik H202 ¢ozeltisi

damlatildi. 10-15 sn beklendi; gaz kabarciklarinin olugsmamasi katalaz negatif olarak
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degerlendirildi. Katalaz negatif, Gram pozitif olan bakteriler olas1 laktik asit bakterisi olarak

degerlendirildi.
3.2.4. DNA izolasyonu

Bakteri DNA izolasyon Kkiti (Hibrigen) ve igerigindeki hazir soliisyonlar kullanilarak kit
talimatina uygun sekilde DNA izolasyonu yapildi. 0.5 — 2 mL bakteri kiiltiirii 1.5 mL’lik mikro
tiiplere alind1. Hiicreleri ¢oktiirmek i¢in 12.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi ve siipernatant
atildi. Pellet kit icerigindeki LB1 tamponunun 500 pL’sinde ¢ozdiriiliip 2 uL RNaz eklenip
vortekslendi. 45 pL Proteinaz K ve 20 uL Lizozim eklenerek 37 “C’de 30 dakika inkiibe edildi.
Daha sonra 175 uL LB2 tamponu eklenerek vortekslendi ve 50 °C’de 20 dakika inkiibasyona
birakildi. Ornekler 10 saniye vortekslenip dnceden BDE tamponu ile dengeye getirilen filtreli
tiipler iizerine alindi. 10.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi ve toplama tiipiine siiziilen sivilar
atildi. 500 uL BDE tamponu filtreli tiiplere eklendi 12.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi,
toplama tiipiine toplanan sivi atildi. Ayni islem bir kez daha uygulandi. Filtreli tiipiin
membraniin kurumasi i¢cin 12.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipti atildi.
Filtreli tiip temiz bir 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine alindi1 ve membran iizerine 40 uL BDE
tamponu eklenip oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi. 12.000 rpm’de 2 dakika santrifiij
edilerek piirifiye edilmis DNA elde edildi. Nanodrop ile olglim yapildi. 260/280 nm
absorpsiyon orani 1.5 ile 2.0 arasinda ve 260/230 nm absorpsiyon oran1 1.7'den fazla olan DNA
ornekleri, PCR analizi i¢in uygun olarak kabul edildi (Gryson, 2010). DNA 6rneklerinin kalitesi

%1°lik agaroz jel elektroforeziyle dogrulandi ve 6rnekler -20 °C’de saklandi.
3.2.5. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Universal primer 27F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) ve 1492R (5"
GGTTACCTTGTTACGACTT-3') kullanilarak PCR reaksiyonu kuruldu. 1X Tag Master Mix,
1.5 mM MgCly, 0.25 mM forward primer, 0.25 mM reverse primer ve 0.4 ng DNA olacak
sekilde toplam hacim 25 pL olarak hazirlandi. PCR igin sicaklik dongiileri: 95 °C” de 3 dakika
ilk denatiirasyon, 95 “C’de 30 saniye denatiirasyon, 55 "C’de 55 saniye baglanma, 72 "C’de 1
dakika uzama ve 72 °C’de 10 dakika son inkiibasyon ve sonlandirma olacak sekilde 40 dongii

olarak belirlendi (Tajabadi ve dig., 2013). Elde edilen PCR {iriinlerine agaroz jel elektroforezi
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uygulandi, marker olarak Hibrigen marka 1kb DNA Ladder kullanildi. Laktik asit bakterileri
oldugu dogrulanan 6rnekler yeni nesil dizileme yontemi ile 16S rRNA gen dizilerini belirlemek

iizere anlagsmali firmaya gonderildi.
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4. BULGULAR

4.1. ARI EKMEGi ORNEKLERININ DNA KALITESI

Ekstre edilen DNA'nin safligi, NanoDrop spektrofotometrede A260/A280 ve A260/A230 UV

absorpsiyon oranlarinin l¢iilmesiyle degerlendirildi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: Canakkale ve Kiyikdy DNA 6rneklerinin NanoDrop ile 6l¢iim sonucu.

Ornekler DNA konsantrasyonu (ng/uL) Aaz60/280 Az601230
Canakkale 223.2 2.15 2.22
Kiyikoy 465.7 2.17 2.29

Canakkale 6rnegi igcin A260/A280 oranmi 2.15 ve A260/A230 orani 2.22 oldugu i¢cin DNA
kalitesi iyi olarak degerlendirildi. Kiyik0y ornegi igin A260/A280 oran1 2.17 ve A260/A230
orani 2.29 oldugu i¢in DNA Kkalitesi iyi olarak degerlendirildi. Canakkale 6rneginin DNA
konsantrasyonu 223.2 ng/uL ve Kiyikoy 6rneginin DNA konsantrasyonu 465.7 ng/uL olarak
bulundu. Her iki 6rnek i¢in de DNA konsantrasyonlarinin yeterli olduguna karar verildi. DNA

ornekleri agaroz jel elektroforezi ile incelendi ve jel goriintiileri Sekil 4.1°de verildi.

(A) (B)

Kiyiky Canakkale Kiyikdy Canakkale

10000 bp

3000 bp

1500 bp

1000 bp

Sekil 4.1: DNA orneklerinin elektroforezden sonra agaroz jeldeki goriintiisii (A) DNA izolasyonu
sonrasi, (B) PCR sonrasi.
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4.2. ARI EKMEGIi ORNEKLERININ YENIi NESIL DiZILEME ANALIiZi

Bu calismada Canakkale ve Kiyikdy olmak iizere iki farkli bolgeden toplanan ari ekmegi
orneklerinden laktik asit bakterilerinin izolasyonu yapilarak 16S rRNA geni V3-V4 bolgeleri

[llumina NGS y6ntemi kullanilarak dizi analizi yapildi.

Canakkale ilinden toplanan ar1 ekmegi 6rneklerinde belirlenen laktik asit bakterilerine ait 16S

rRNA geni dizileme sonuglarina gore;

Lactobacillus %77.7°lik oranla en baskin mikrobiyal grup olarak belirlendi. Bu grupta 92 farkli
operasyonel takson birimi (OTU) belirlenmistir. Bu OTU'larin 427-428 baz ¢ifti (bp) boyunca
yapilan dizilemelerinde %99-100 benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Ayrica, bu grup iginde 72
siniflandirilamayan Lactobacillus susu ile birlikte Lactobacillus alvei, Lactobacillus
helsingborgensis, Lactobacillus kimbladii, Lactobacillus kullabergensis, Lactobacillus
kunkeei, Lactobacillus mellis, Lactobacillus melliventris, Lactobacillus panisapium ve

Lactobacillus rhamnosus gibi diger Lactobacillus tiirleri de belirlenmistir.

Bifidobacterium %214.7’lik oranla ikinci en baskin mikrobiyal gruptur. Bu grupta 5 farkli OTU
belirlenmistir. Bu OTU'larin 404 baz ¢ifti (bp) boyunca yapilan dizilemelerinde %99-100
benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Bu grupta smiflandirilamayan Bifidobacterium suslari ile

birlikte Bifidobacterium asteroides tiirii de belirlenmistir.

Bacillus coagulans %3.5’lik oranla tiglincii en yaygin tiirdiir. Bu grupta 6 farkli OTU
belirlenmistir. Bu OTU'larin 428 baz ¢ifti (bp) boyunca yapilan dizilemelerinde %99-100

benzerlik gosterdigi goriilmiistiir.

Bacillus %2.1’lik oranla dordiincii sirada yer alan mikrobiyal gruptur. Bu grupta 4 farkli OTU
belirlenmistir. Bu OTU'larin 428 baz ¢ifti (bp) boyunca yapilan dizilemelerinde %99-100
benzerlik gosterdigi gorilmistiir. Bu grupta smiflandirilamayan Bacillus suslar1 ile birlikte

Bacillus coagulans tiirii de belirlenmistir.

Actinobacteria %2.0 ile, ar1 ekmegi 6rneginde tespit edilen mikrobiyal gruplar arasinda besinci
sirada ve en az temsil edilen gruptur. Bu grup icerisinde 404 baz ¢ifti (bp) boyunca yapilan

dizilemelerde %100 benzerlik gdsteren bir operasyonel takson birimi (OTU) belirlenmistir. Bu
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OTU, 30 siniflandirilamayan Bifidobacterium suslari ile birlikte Bifidobacterium asteroides ve

Schaalia odontolytica gibi diger taksonomik birimleri igerir (Tablo 4.2).

Actinobacteria, genis bir filumdur; bu mikroorganizmalar bal arilarinin midesinde, toprak ve
bitki ylizeylerinde yaygin olarak bulunurlar. Ar1 ekmegi 6rnegindeki varliklari, arilarin
cevreleriyle temas ederken bu bakterileri topladiklarini ya da ar1 ekmegi liretim siirecinde armin
midesinden gelmis olabilecegini diisiindiirebilir. Ayn1 zamanda bu mikroorganizma grubu ar1
ekmeginin fermantasyon siirecinde 6nemli bir rol oynayabilir. Ancak, daha fazla arastirma ve

analiz yapilmasi gerekmektedir.

Sonuglara gore, en yaygm mikrobiyal grup Laktobasillerdir. Canakkale’den toplanan ari
ekmegi Orneginde Lactobacillus tiirleri daha baskindir. Ayrica, daha disiik oranlarda
Bifidobacterium, Bacillus coagulans, Bacillus ve Actinobacteria gibi diger mikrobiyal gruplar
da tespit edilmistir.

Tablo 4.2: Canakkale ilinden toplanan ari1 ekmegi Orneginde bulunan laktik asit bakterilerinin %
oranlart.

Canakkale ar1 ekmegi 6rnegi | % Oram
Lactobacillus:

Lactobacillus alvei

Lactobacillus helsingborgensis

Lactobacillus kimbladii

Lactobacillus kullabergensis

Lactobacillus kunkeei % 77.7
Lactobacillus mellis

Lactobacillus melliventris

Lactobacillus panisapium

Lactobacillus rhamnosus

Bifidobacterium: % 14.7
Bifidobacterium asteroides

Bacillus coagulans % 3.5
Bacillus %2.1
Actinobacteria:

Bifidobacterium asteroides, % 2.0

Schaalia odontolytica
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Kiyikoy yoresinden toplanan ar1 ekmegi 6rneklerinde belirlenen laktik asit bakterilerine ait 16S

rRNA dizileme sonuglarina gore;

Lactobacillus orant %71.9 olarak bulunmus ve en yaygin goriilen mikroorganizma grubunu
olusturmustur. Bu grupta 84 farkli operasyonel takson birimi (OTU) belirlenmistir. Bu
OTU'larn 427-428 baz c¢ifti (bp) boyunca yapilan dizilemelerinde %99-100 benzerlik
gosterdigi goriilmiistiir. Bu grup i¢inde Canakkale 6rneginde oldugu gibi 72 siniflandirilamayan
Lactobacillus susu ile birlikte Lactobacillus alvei, Lactobacillus helsingborgensis,
Lactobacillus kimbladii, Lactobacillus kullabergensis, Lactobacillus kunkeei, Lactobacillus
mellis, Lactobacillus melliventris, Lactobacillus panisapium ve Lactobacillus rhamnosus gibi

diger Lactobacillus tiirleri de belirlenmistir.

Bifidobacterium %23.9’luk oranla ikinci en yaygin mikrobiyal grup olarak belirlenmistir. Bu
grupta 8 farkli OTU belirlenmistir. Bu OTU'larin 404-405 baz ¢ifti (bp) boyunca yapilan
dizilemelerinde %99-100 benzerlik gosterdigi gériilmiistiir. Bu grup i¢inde smiflandirilamayan

Bifidobacterium suslar1 ile birlikte Bifidobacterium asteroides tiirii belirlenmistir.

Actinobacteria %3.9’luk oranla iiglincii en yaygin goriilen mikrobiyal grubu olusturur. Bu
grupta 3 farkli OTU belirlenmistir. Bu OTU'larin 404 baz c¢ifti (bp) boyunca yapilan
dizilemelerinde %99-100 benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Bu grup iginde de Canakkale
ornegindeki gibi 30 smiflandirilamayan Bifidobacterium suslari ile Bifidobacterium asteroides

ve Schaalia odontolytica gibi taksonomik birimler de belirlenmistir (Tablo 4.3).

Bifidobacterium sp. %0.3’liik oranda ve az temsil edilen gruptur. Bir OTU bulunmustur. Bu
OTU, 404 baz cifti boyunca %100 benzerlik gosteren bir Bifidobacterium tiiriinii temsil

etmektedir.
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Tablo 4.3: Kiyikdy yoresinden toplanan ar1 ekmegi 6rneginde bulunan laktik asit bakterilerinin %
oranlari.

Kiyikdy ar1 ekmegi 6rnegi | % Oram
Lactobacillus:

Lactobacillus alvei

Lactobacillus helsingborgensis

Lactobacillus kimbladii

Lactobacillus kullabergensis

Lactobacillus kunkeei % 71.9
Lactobacillus mellis

Lactobacillus melliventris

Lactobacillus panisapium

Lactobacillus rhamnosus

Bifidobacterium: % 23.9
Bifidobacterium asteroides

Actinobacteria:

Bifidobacterium asteroides %3.9

Schaalia odontolytica
Bifidobacterium sp. % 0.3
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5. TARTISMA VE SONUC

Ar1 ekmegi, siiper gida olarak kabul edilen bir ar1 iiriiniidiir (Kafantaris ve dig., 2021). Ar1
ekmegi, polen, nektar ve arilarin salgiladig: tiikiiriik bezlerinin karigimidir (Jaya ve dig., 2020).
Arilar tarafindan peteklerde, polen, balmumu ve bal ile kaplanarak anaerobik bir ortam
olusturulur ve ardindan laktik asit bakterileri ve mayalar tarafindan dogal olarak fermente edilir.
(Mohammad ve dig., 2021; Barta ve dig., 2022). Bu nedenle, ar1 ekmegi, probiyotiklerin yani
sira ¢oklu doymamis yaglar, karbonhidratlar, tiim esansiyel amino asitler ve fenolik bilesikler
gibi besleyici maddeler igerir (Dranca ve dig., 2020; Didaras ve dig., 2020; Zuluaga-Dominguez
ve Fuenmayor, 2022). Ayrica, fermente polen olan ar1 ekmegi, fermente olmayan polene gore
daha kolay sindirilebilir. Ar1 ekmeginin bilesimi cografi ve bitki kokenine bagl olarak degisir,
clinkii is¢i arilar topladiklar1 bitki polenlerini kovana tasir. Ar1 ekmeginde bulunan
mikroorganizmalar, polenlerden veya arilarin bagirsak mikrobiyotasindan kaynaklanir. Ari
ekmeginde genellikle Streptococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc ve Weissella
gibi mikroorganizmalar bulunur (Zuluaga-Dominguez ve Fuenmayor, 2022). Ari1 ekmegi,
Lactobacillus ve Bifidobacterium cinslerine ait bakteriler basta olmak tizere c¢esitli
mikroorganizmalar1 igermektedir. Ancak, baskin bakteri florasini olusturan baslica grup
Lactobacillus cinsine ait bakterilerdir. Bu mikroorganizmalarin yaklasik iki hafta siiren
fermantasyon stireci, pH diisiist, lipid i¢eriginin artisi, laktik asit i¢eriginin artis1 ve amino asit
bilesiminin degisimi gibi biyokimyasal 6zellikleri etkiler. Lactobacillus kunkeei gibi faydali
probiyotikler, ar1 ekmeginin antimikrobiyal etkisini arttirir (Vasquez ve Olofsson, 2009;

Zuluaga-Dominguez ve Fuenmayor, 2022).

Bir c¢alismada, sarmasik ¢iceklerindeki, taze toplanmis ari1 polenindeki, kovan iginde
depolanmis ar1 ekmegindeki ve bal aris1 gastrointestinal sistemindeki laktik asit bakterileri
arastirilmistir ve RAPD-PCR analizi yoluyla tiplendirme yapilmustir (Di Cagno ve dig., 2019)
(Tablo 5.1). Cigekler ve taze ar1 poleni 6nemli bir mikrobiyal ¢esitlilik sergilese de, laktik asit
bakteri tiirlerinin ¢ogu ar1 ekmegi olgunlagmas siirecinde kaybolmus ve uzun siire depolanmis
ar1 ekmegi ve ar1 kovaninda Lactobacillus kunkeei ve Fructobacillus fructosus'un baskin hale
gelmesine yol agmustir. Laktik asit bakterilerinin adaptasyonu, temel olarak tiire 6zgii ve daha

derinlemesine incelendiginde, susa 0zgli Ozelliklere baglidir. Ari1 ekmeginin korunmasi,
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Ozellikle bazi L. kunkeei suslari tarafindan iiretilen bakteri metabolitlerine bagl gibi
goriinmektedir ve bu metabolitler muhtemelen laktik asit bakterilerinin diger mikrobiyal
gruplarla rekabet edebilmesini saglamaktadir. L. kunkeei suslar1 ve Hanseniaspora uvarum
kullanilarak ar1 poleninin fermantasyonunu dogal olarak taklit eden bir fermantasyon protokolii
gelistirilmistir, fermente ar1 poleninde dogal olarak bulunan besin maddeleri ve biyoaktif
bilesiklerin sindirilebilirlik 6zelliklerinin ve biyoaktivitelerinin arttigi gériilmiistiir (Di Cagno
ve dig., 2019).

Tablo 5.1: Sarmasik ¢igeklerinde, ar1 poleninde, 15 giin kovanda depolanan ar1 ekmeginde ve 30 giin
kovanda depolanan ar1 ekmeginde tanimlanan laktik asit bakteri tiirleri (Di Cagno ve dig., 2019).

Kaynak Tiir
Sarmasik cicekleri Lactococcus lactis
Ar1 Poleni Fructobacillus fructosus

Lactobacillus kunkeei
Lactobacillus curvatiis

15 giin kovanda depolanmis ar1 ekmegi L. kunkeei
Lactobacillus plantarum
F. fiuctosus
Leuconostoc citreunt
Leuconostoc citreum
L. curvatius

30 gtin kovanda depolanmis ar1 ekmegi L. kunkeei
F. fructosus

Yapay ar1 ekmegi iiretimi ile insanlar i¢in besinsel degeri yiiksek, istikrarl, giivenli ve
standartlastirilmis bir fermente iiriin elde edilebilir. Yapay ar1 ekmegi iiretiminin iyilestirilmis
besinsel ve fonksiyonel 6zelliklerini dogrulamak amaciyla ileride daha fazla deneyler yapilmasi

gerekmektedir.

Bal aris1 {irlinleri ve bal arilarinda (Apis mellifera) immiinoglobulin A (IgA) tiretimini tesvik
eden laktik asit bakteri izolatlarini tanimlamak i¢in bir ¢aligma yiiriitiilmistiir (Asama ve dig.,
2015). Bal aris1 tiriinleri ve bal arilarinin mikrobiyotasinin pyro dizileme analizi, bal, ar1 poleni,
art ekmegi ve ar1 siitiinde Lactobacillus kunkeei'nin baskin oldugunu ortaya koymustur.
Lactobacillus kunkeei, ar1 poleni, ar1 ekmegi ve ar1 midesinden izole edilmis ve IgA iretimi
tizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Ar1 poleninden elde edilen YB38 ve YBS83 izolatlari, fare

Peyer patch hiicrelerinde IgA iiretimini artirmustir. 11 saglkli yetiskin iizerinde yapilan bir 6n
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calisma, 1000 mg/giin dozunda 4 hafta boyunca alinan YB38'in tiikiiriik IgA (SIgA)
konsantrasyonlarint ve salgismi artirdigini ve herhangi bir olumsuz etkisi olmadigini

gostermistir (Asama ve dig., 2015).

Laktik asit bakterileri (LAB) konusunda, Gilliam (1979) polen ve ar1 ekmeginde Bacillus
cinsine ait mikroorganizmalarin, 6zellikle Bacillus subtilis'in baskin oldugunu bulmustur.
Genel olarak, Bacillus, 6zellikle ar1 ekmeginde oldugu gibi diisiik pH gibi zorlu ortamlara
dayanabilir ve glukozu ve daha az miktarda ksilozu, mannitolu, arabinozu ve trehalozu fermente

etme yetenegine sahiptir.

Vasquez ve dig., (2012) Malezya, Tayland, Isvec, Kenya ve Meksika'dan farkli ar1 tiirlerinde
[Apini (bal ar1s1) ve Meliponini (ignesiz arilar)], 16S rRNA genlerini dizileyerek Lactobacillus
kunkeii tarafindan domine edilen bir mikroorganizma popiilasyonuna sahip olmak tizere 50'den

fazla farklit LAB tespit etmistir.

Yapilan calismalar insan bagirsak mikrobiyotasmin aktivitesi ile saglik arasinda bir baglanti
oldugunu gostermektedir, 6zellikle kardiyovaskiiler ve sinir sistemindeki etkileri ile bagisiklik
ve metabolik aktivite tizerindeki etkileri iyi bilinmektedir. Bazi1 bakteriler, 6rnegin farkli
Lactobacillus tiirleri, patojenik bakterilere kars1 bagirsak bariyer fonksiyonunu iyilestirmede
daha fazla faydali etki gostermistir (Karczewski ve dig., 2010; Xue ve dig., 2017). Lactobacillus
ve Bifidobacterium bakterileri, antikanser etkiler gostermis, laktoz intoleransini azaltmistir
(Almeida ve dig., 2012). Ayrica antialerjik etkilere sahip oldugu, bagisiklik sistemini
gliclendirdigi, ila¢ tedavilerini destekledigi bulunmustur. Konsantrasyonu, hafizay1 ve sindirim
sisteminin iglevini iyilestirmistir. Ayrica kolesterol icerigini ve kan lipid seviyelerini

diizenlemistir (Kieliszek ve dig., 2018).

Laktik asit bakterilerinin bir diger faydasi da B-galaktozidaz iretimiyle laktoz sindiriminde
iyilesme saglanmasi ve konjuge linoleik asit, biyoaktif peptitler ve fenolik bilesiklerin
seviyelerini artrmasidir (Marco ve dig., 2017). Diger bir etkisi ise kolesterol diisiiriici,
antidiyabetik, antioksidan ve immiinomodiilator 6zelliklere sahip ekzopolisakkaritlerin
tiretiminde rol almasidir (Nampoothiri ve dig., 2017). Bu tiir ekzopolisakkaritlerin fermente
tirtinlerin reolojik 6zelliklerinin degisimine neden oldugu bildirilmistir (Hassan, 2008; Behare
ve dig., 2009).
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Endo ve dig. (2012) ar1 poleninde 16S rRNA gen dizileme yontemi ile Fructobacillus
fructosus'un yaygim olarak bulundugunu tespit etmistir. Disayathanoowat ve dig. (2020) farkl
ar1 ekmegi orneklerinde Acinetobacter ve L. kunkeii tiirlerini 16S rRNA gen dizi analizi

yontemiyle tespit etmistir.

Filannino ve dig. (2016) polen ve ar1 ekmegi drneklerinde L. kunkeii, F. fructosus, L. plantarum
ve L. fermentum'un bulundugunu bildirmistir. Bu mikroorganizmalarin siklikla bulunmasindan
dolayi, evrimsel birliktelik ve konakgilarla karsilikli etkilesim olabilecegi iddia edilmistir (Endo
ve Salminen, 2013).

Tang ve dig. (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada Cin’de T. pagdeni’ye ait ar1 ekmegi
orneklerinde yapilan analizlere goére, Lactobacillus bakteri cinsinin en baskin oldugu
goriilmiistiir ve toplam popiilasyonun %39.94 ila %92.26'sin1 olusturmustur. Bunun yaninda,
Carnimonas cinsinden daha kiiciik bir popiilasyon (%1.20 ila %15.18) bulunmustur.
Lactobacillus, Carnimonas, Escherichia-Shigella ve Acinetobacter cinsleri tiim ar1 ekmegi

orneklerinde bulunmustur.

Yapilan bir ¢alismada, Tiirkiye'nin farkli bolgelerinden (Marmara, Ege ve Akdeniz) elde edilen
iic Anadolu ar1 ekmegi 6rneginin bakteriyel ve postbiyotik potansiyeli ve insan tiiketimi i¢in
sunulan o6zellikleri arastirilmistir. Anadolu ar1 ekmeginde en sik bulunan familyalar
Lactobacillaceae, Oscillospiraceae, Bacteroidaceae, Prevotellaceae ve Lachnospiraceae’dir.
Lactobacillus delbruckeii olduk¢a yaygin bulunurken, aymi zamanda Prevotalla copri,
Faecalibacterium prausnitzii ve Akkermansia muciniphila gibi yeni nesil probiyotikler olarak
bilinen diger faydali bakteriler de ar1 ekmeginde bulunmustur. Yag asidi bilesimi, ar1 ekmegi
orneklerinde postbiyotik olarak kisa zincirli bir yag asidi olan butirik asidin bulundugunu
gostermektedir. Ayrica, alfa-linolenik asit ve eikozadienoik asit gibi ¢oklu doymamis yag
asitleri de bulunmaktadir. En yiiksek miktarda bulunan yag asitleri palmitik asit (~30%), stearik
asit (~17%) ve alfa-linolenik asit (~12%)’tir. Orneklerden biri Staphylococcus aureus'a karsi

antimikrobiyal aktivite gostermistir (Kahraman-Ilikkan, 2023).

Ar1 ekmegi, insanlar tarafindan tiiketilen degerli bir ar1 {irlinlidiir. Ancak ticari olarak temin

edilebilen ar1 ekmegi drneklerinin icerdigi mikrobiyal gruplar hakkinda kapsamli bir sekilde
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aragtirma yapilmamistir. Bununla birlikte, bu ar1 iiriiniiniin insanlar tarafindan tiiketildigi géz

oniine alindiginda, mikrobiyal gruplarmn analizinin 6nemli oldugu diistiniilmektedir.

Bu ¢alisma, Canakkale ili ve Kiyikdy beldesinden toplanan ticari ar1 ekmegi 6rneklerinden elde
edilen laktik asit bakterilerini tanimlamak ve mikrobiyal cesitliliklerini belirlemek amaciyla
gergeklestirilmistir. Iki farkli ar1 ekmegi Ornegi kullanilarak 16S rRNA geninin V3-V4
bolgesinde yapilan dizileme analiziyle mikrobiyal topluluklar incelenmistir. Elde edilen veriler,
ar1 ekmeginde yaygin olarak bulunan laktik asit bakterilerini ortaya ¢ikarmis ve mikrobiyal
cesitlilikteki farkliliklar1 gostermistir. Literatiirdeki benzer c¢aligmalara bakildiginda ar1
iirlinlerinde bulunan laktik asit bakterilerinin tanimlanmasinda 16S rRNA gen dizileme yontemi
siklikla kullanilmistir; bu yontem ile taksonomik olarak cins ve tiir diizeyinde tiplendirme
yapilabilmektedir. Bu calismada elde edilen sonuglar, literatiirdeki benzer caligsmalarla

uyumludur.

Kiyikdy ar1 ekmegi 6rnegi, Canakkale ar1 ekmegi 6rnegine kiyasla farkli bir laktik asit bakterisi
profilini temsil etmektedir (bkz. Tablo 4.2 ve Tablo 4.3). Her iki 6rnekte de Lactobacillus cinsi
en yiiksek oranda bulunmustur. Kiyikdy 6rneginde diisiik oranda "Bifidobacterium sp."” olarak
tanimlanan bir operasyonel takson birimi (OTU) bulunmustur, ancak bu mikroorganizma
Canakkale 6rneginde tespit edilmemistir. Ayn1 zamanda Bacillus cinsi bakteriler ve Bacillus
coagulans tiirii Canakkale Orneginde bulunmasina ragmen Kiyikdy Orneginde tespit
edilememistir. Farkli ar1 kolonileri veya kaynaklar, farkli mikroorganizma profillerine sahip
olabilir. Ayrica, ¢evresel faktorler ve diger etkileyici faktdrler de mikrobiyal topluluklarin

farklilik gostermesine neden olabilir.

Bu sonuglar, ar1 ekmegi 6rneginin mikrobiyal cesitliliginin farkli oldugunu ve laktik asit
bakterileri agisindan bir Ornekten digerine degisebilecegini gostermektedir. Ornegin,
Lactobacillus Canakkale 6rneginde %77.7'lik bir oranla temsil edilirken, Kiyikdy 6rneginde
%71.9'luk bir orana sahiptir. Ayrica bu grup igerisinde siniflandirilamayan Lactobacillus
suslari ile birlikte Lactobacillus alvei, Lactobacillus helsingborgensis, Lactobacillus kimbladii,
Lactobacillus kullabergensis, Lactobacillus kunkeei, Lactobacillus mellis, Lactobacillus
melliventris, Lactobacillus panisapium ve Lactobacillus rhamnosus gibi farkli Lactobacillus

tiirleri belirlenmistir. Ar1 ekmegi, arilar tarafindan 6zel bir fermantasyon stireciyle iiretilir ve
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bu siirecte laktik asit bakterileri 6nemli bir rol oynar. Bu bakteriler, ar1 ekmeginin karakteristik

ozelliklerine katkida bulunan metabolik aktiviteleriyle bilinirler.

Benzer sekilde Bifidobacterium Canakkale 6rneginde %14.7 bulunurken Kiyikoy 6rneginde bu
oran %?23.9'a yiikselmistir, Kiyikdy 6rneginde Bifidobacterium ve Actinobacteria gruplarinin
Canakkale 6rnege gore daha yliksek oranda bulundugu gézlemlenmistir. Actinobacteria grubu
da Kiyikdy orneginde %3.9 oraninda bulunmustur. Bu grup i¢cinde Bifidobacterium asteroides

ve Schaalia odontolytica gibi taksonomik birimler belirlenmistir.

Bu durum, farkli ar1 ekmegi Orneklerindeki mikrobiyal cesitlilikteki dogal farkliliklari
yansitabilir. Bu farkliliklarm nedeni gesitli faktorler olabilir. Ornegin, ar1 kolonisinin konumu,
cevresel kosullar, c¢icek cesitliligi, beslenme ve diger faktorler mikrobiyal ¢esitlilik iizerinde
etkili olabilir. Ayrica, arilarin dogal mikrobiyal popiilasyonlari, kovanin i¢indeki ve disindaki
mikroorganizmalarla etkilesim halinde oldugundan, bu da mikrobiyal ¢esitlilikte farkliliklara

yol agabilir.

Canakkale, cografi konumu nedeniyle gecis iklimi 6zellikleri gosteren bir bdlgede yer
almaktadir ve genel olarak Akdeniz ikliminin karakteristik 6zelliklerini tasir. Iklim kosullari,
bitki Ortiisiiniin varligmi etkilemistir ve Canakkale ili arilar i¢in zengin bir beslenme alani
saglamaktadir. 11 yiizél¢iimiiniin %55'1 ormanhk alandir, geri kalan alanlar ise ¢ayir, mera ve
tarim arazileridir. Kizilgam, kestane, ithlamur, piiren, defne, hayit, ¢esitli makiler, kocayemis,
mersin ve ¢esitli ¢icekli caliliklar gibi Akdeniz iklimine 6zgii bitki tiirleri il genelinde yaygin
olarak bulunmaktadir. Ormanlarda karma otsu ve odunsu bitki topluluklar1 da goriiliir.
Kizilgam, karagam, kdknar, mese, kayin gibi agac tiirlerinden olusan ormanlar Canakkale'de
cogunluktadir. Canakkale'de bal liretimi i¢in en yaygin nektar kaynaklar1 arasinda ak ve kirmizi
iicgiil, aycicegi, yonca, misir, ¢esitli meyve agaglari, piiren, cam, kekik, geven, hardal, melisa,

akasya, igde, sogiit ve kestane gibi bitkiler bulunmaktadir (Ilgar, 2018).

Kiyikdy bitki ortiisii ¢cogunlukla agaclardan olusmaktadir. Bu ormanlik alandaki agaglarin
cogunlugunu mese (Quercus sp.) ve kara ¢cam (Pinus nigra), kaym (Fagus orientalis), kizilagag
(Carpinus betulus), disbudak (Fraxinus ornus) ve thlamur (Tilia sp.) gibi agaglar olusturur.

Kiyikdy, Y1ldiz Daglar1 ve Istranca Ormanlari ile ¢evrili oldugu i¢in ¢ok sinirli bir alana sahiptir
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ve tarim sadece kisith alanlarda yapilmaktadir. Bolgede ayrica aromatik bitki yetistiriciligi ve

organik aricilik yapilmaktadir (Kiper ve dig., 2016).

Bolgedeki ormanlik alanlar, dis budak, mese, kizilagag, kavak, karaagag, kizilcik, ihlamur,
stitlegen, kusburnu, kocayemis, sarmasik ve bakirtas gibi agag tiirlerini de igermektedir. Orman
acikliklarinda sar1 su siimbiilleri, yaygin ¢uha ¢icegi ve kardelen gibi bitkiler bulunurken, orman
zemininde siklikla ¢igdemler ve orkide tiirleri gozlemlenmektedir. Ayrica, sahil kumullarinda
beyaz kirpikotu ve ¢uha ¢igegi gibi bitkiler goriilebilirken, sahil kumullarinin arkasindaki alan
ve sahil kumullari ile batakliklar arasindaki gegis bolgesinde ise alig, kizilcik, karaagag, zeytin
ve mese agaglar1 ile kuskonmaz gibi bitki tiirleri bulunmaktadir. Bu bitki ¢esitliligi sayesinde

bdlge zengin bir floristik bilesime sahiptir (Kiper ve dig., 2016).

Bitki ortiisiindeki bu farkliliklar, ar1 ekmegi 6rneklerindeki laktik asit bakterilerinin mikrobiyal
cesitlilik acisindan farklilik gosterebilecegini ve ar1 kolonileri veya ar1 ekmegi kaynaklari
arasinda degisebilecegini gostermektedir. Ayrica, ¢evresel faktorlerin ve diger faktorlerin

mikrobiyal topluluklarin farklilik gostermesine katkida bulunabilecegi diistiniilmektedir.

Bu nedenle, farkli ar1 ekmegi 6rneklerinin mikrobiyal profilini tam olarak anlamak i¢in daha
fazla 6rnek analiz edilmeli ve gesitli faktorlerin mikrobiyal cesitlilik tizerindeki etkisi daha

ayrintili bir sekilde incelenmelidir.

Bu c¢alismada, ar1 ekmegi Orneklerindeki laktik asit bakterilerinin mikrobiyal c¢esitliligini
belirlemek i¢in genetik analizler kullanmistir. Elde edilen sonuglar, ar1 ekmegi 6rneklerinde
Lactobacillus tiirlerinin baskin oldugunu ve gesitli Lactobacillus tiirlerinin tanimlanabildigini
gostermektedir. Ayrica, Bifidobacterium ve Actinobacteria gibi diger mikrobiyal gruplarin da

ar1 ekmegi orneklerinde bulundugu belirlenmistir.

Calismamiz, ar1 ekmegi Orneklerindeki laktik asit bakterilerinin cesitliliginin anlasilmasi
acisindan 6nemli bir adimdir. Lactobacillus cinsi, ar1 ekmeginde bulunan ana mikrobiyal grup
olarak belirlenmistir ve bu grubun saglik tizerinde olumlu etkileri oldugu bilinmektedir. Bunun
yan1 sira, Bifidobacterium cinsi ve diger Actinobacteria gruplarnin da ar1 ekmegi
mikrobiyotasinda bulunmasi, bu ar1 irliniiniin probiyotik 6zelliklere sahip olabilecegi ve insan

saglhigma faydalar saglayabilecegi anlamina gelmektedir.
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Bununla birlikte, bu ¢alismanm smirlamalar1 da vardir. Ornegin, sadece belirli bir bolgeden
toplanan ar1 ekmegi Ornekleri kullanilmistir, bu nedenle elde edilen sonuglar genellemeler
yapmak icin sinirlt olabilir. Ayrica, sadece 16S rRNA geninin V3-V4 bolgelerine dayanan
genetik analizler kullanilmistir, dolayisiyla diger mikrobiyal genlerin ve islevlerin
incelenmedigi unutulmamalidir. Bu tiir dizileme c¢alismalari, mikrobiyal ¢esitliligi anlamak,
taksonomik smiflandirmalar1 giincellemek ve belirli Lactobacillus tiirlerini belirlemek igin
onemli bir aragtir. Hig siiphesiz ki, gelisen teknolojiye paralel olarak gelecekte yeni yontemlerle

daha detayl arastirmalar ve analizler yiiriitiilebilir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasi ar1 ekmegi 6rneklerindeki laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi
ve mikrobiyal ¢esitliligin anlasilmasina énemli bir katki saglamistir. Elde edilen sonuglar, ar1
ekmeginin mikrobiyal ¢esitlilik agisindan kompleks oldugunu ve ar1 kolonileri, cografi faktorler
ve diger cevresel etkilerin bu mikrobiyal cesitliligi etkileyebilecegini gostermektedir.
Ulkemizin degisik iklim ve floraya sahip farkli cografi bolgelerinden de toplanacak ar1 ekmegi
orneklerinin benzer sekilde incelenmesi, farkl biyolojik ve kimyasal icerige sahip ar1 ekmegi
orneklerinin sagliga yararl etkilerinin ¢esitli in vitro ve in vivo yontemlerle arastirilmasi yararl
olacaktir. Bu c¢alisma, ar1 ekmegi ile saglk arasindaki iliskiyi daha iyi anlamak ve yapay
fermente tirtinler iiretmek tizere gelecekte yiirtitiilecek arastirmalara temel olusturmus ve yararl

olabilecek 6nemli molekiiler veriler sunmustur.
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