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OZET

DOGAL EKSi HAMURLARDAN LAKTIK ASIT
BAKTERILERININ iZOLASYONU VE TANIMLANMASI iLE
BAZI PROBIYOTIK OZELLIKLERININ SAPTANMASI

Gizem KEZER

Doktora, Gida Miihendisligi Bolumii
Tez Damismani: Prof. Dr. Sait Aykut AYTAC
Aralik 2019, 84 sayfa

Ekmek yapiminda starter kullanimi gerekli ve Onemli bir asamadir. Bu amagla
kullanilan ticari starterler zaman tasarrufu saglamakla birlikte ekmekler aligilagelmis
ozelliklerden farkli olabilmektedir. Son zamanlarda katki maddelerinde GDO bulunmasi
ozellikle tiiketicilerde ciddi kaygilara neden olmus ve bu durum ekmek iireticilerini de
etkilemistir. Sunulan tez kapsaminda iilkemizin degisik bolgelerindeki firinlardan alinan
7 farkli eksi hamur 6rneginden ve hem yurt i¢ci hem de yurt disindan olmak iizere farkl
degirmenlerden temin edilen 18 adet un 6rnegiyle "Dogal Eksi Hamurlardan Laktik Asit
Bakterilerinin ve Mayalarin izolasyonu ve Ekmek Kalitesi {izerine Etkilerinin
Belirlenmesi* projesi kapsaminda hazirlanan eksi hamurlardan laktik asit bakterilerinin
(LAB) izolasyonu amaglanmistir. Toplanan eksi hamur 6rneklerinden 10, hazirlanan
hamur Orneklerinden izole edilen 143 adet olast LAB izolatinin MALDI-TOF Kiitle
Spektrometresi ile 6n tanimlamasi yapilmistir. Analiz sonucunda toplanan 7 hamur
orneginden elde edilen verilere gore mikroflorada Lactobacillus sanfranciscensis gibi
tiirlerin tespit edilmesi hamurda ticari kiiltliir kullanilmis oldugu olasiligini arttirmistir.

Bu sebeple hamur oOrnekleri yerine farkli bolgelerden toplanan un Orneklerinden



hazirlanan eksi hamurlar iizerinden ¢alismaya devam edilmistir. MALDI-TOF Kiitle
Spektrometresi ile izolatlarin 106 tanesi tanimlanabilmistir. On tanimlamas: yapilan
izolatlarin i¢inden eksi hamurlarda en yaygin olarak bulunan ve daha iyi teknolojik
ozellikler gosteren Lactobacillus plantarum (57 adet) ve Lactobacillus brevis (20 adet)
tiirleri secilmistir. Ornek/mikroorganizma ¢esidi seklinde gruplandirma yapilarak
iclerinden 10 adet Lactobacillus plantarum ve 7 adet Lactobacillus brevis tiirii olan
izolat ileri analizlerde kullanilmistir. 17 izolatin Gergek-Zamanli PZR ile molekiiler
dogrulamas1 ve ardindan 16S rRNA dizi analizi ile molekiiler diizeyde tanimlamasi
yapilmistir. PZR sonuglari ile 16S rRNA dizi analizi sonuglar1 birbiriyle % 100 uyum
gostermistir. Ayrica izolatlarin bazi probiyotik Ozellikleri (asit toleransi ve safra
tolerans1) incelenmistir. 17 adet izolat asit ve safra toleransi bakimindan istatistiksel
olarak ©6nemli farkliliklar gostermistir (p<0.01). lzolatlar icinde Wz3 kodlu
Lactobacillus plantarum tiirii olan izolat asit uygulamasina karsi en dayanikli, C4 kodlu
Lactobacillus plantarum tiirii olan izolat ise en dayaniksiz izolat olarak tespit edilmistir.
Safra toleranst bakimindan A1 kodlu Lactobacillus brevis tiirii olan izolat en dayanikli,
TB6/4 kodlu Lactobacillus plantarum tiirii olan izolat ise en dayaniksiz izolat olarak
tespit edilmistir. Buna ek olarak izolatlarin timi hem safra hem de asit uygulamasina
kars1 direng gostermis ve canli kalmislardir. Bu izolatlarin toplanan unlardan hazirlanan
hamurlardan elde edilmesi sebebiyle ticari kiiltiir olma olasiliklarinin zayif oldugu ve bu
nedenle ticari preparatlara gore probiyotik ozellikler bakimindan daha iistiin 6zelliklere
sahip olduklar1 diisiiniilmektedir. Yapilan analizler 1s18inda 17 izolatin eksi hamur
eldesinde starter olarak kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu ve ayrica probiyotik
olan bakterilere benzer 6zellikler gosterdigi saptanmistir. Bu ¢alisma ile elde edilen 17
adet susun ileri asamalarda teknolojik Ozelliklerinin arastirilmasi ile ekmekgilikte
alternatif kiiltiir olarak degerlendirilmesi hususunda yapilacak caligmalara 151k tutmasi

beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Eksi Hamur, Laktik Asit Bakterileri, Starter Kiiltiir, GDO,
MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi, Ger¢ek-Zamanli PZR.
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The use of starters in bread making is an essential and important step. Commercial
starters used for this purpose provide saving of time and breads have different properties
as compared to conventional breads. Recently, presence of GMOs in additives has
caused serious concerns especially in consumers and this situation has also affected
bread producers. The aim of this thesis was to isolate lactic acid bacteria (LAB) from 7
different sourdough samples provided from bakeries located in various regions of our
country and sourdoughs prepared within the scope of the project called “Isolation of
Lactic Acid Bacteria and Yeasts from Natural Sourdoughs and Determination of Their
Effects on Bread Making Quality” using 18 flour samples obtained from different mills
both domestic and abroad. Firstly, 10 possible LAB isolates from collected sourdough
samples and also 143 possible LAB isolates from the prepared sourdough samples were
pre-identified by MALDI-TOF Mass Spectrometer. According to the data obtained from
7 dough samples collected, the identification of the species such as Lactobacillus
sanfranciscensis in microflora increased the possibility that commercial culture was
used in the dough. Therefore, instead of dough samples, sourdoughs prepared from the

flour samples collected from different regions continued to work. 106 of the isolates
iii



could be identified by MALDI-TOF Mass Spectrometer. Among the pre-identified
isolates, Lactobacillus plantarum (57) and Lactobacillus brevis (20) strains, which are
the most commonly found in the sourdoughs and show better technological properties,
were selected. 10 Lactobacillus plantarum and 7 Lactobacillus brevis isolates were
selected by grouping as sample/microorganisms types. Molecular confirmation and then
molecular identification of 17 isolates was made by Real-Time PCR and 16S rRNA
sequence analysis, respectively. PCR results and 16S rRNA sequence analysis showed
100% harmony with each other. In addition, some probiotic properties (acid tolerance
and bile tolerance) of the isolates were researched. 17 isolates showed statistically
significant differences in terms of acid and bile tolerance (p <0.01). Among the isolates,
Lactobacillus plantarum isolate coded as Wz3 was found to be the most resistant to acid
application, while C4-coded Lactobacillus plantarum was determined as the most
vulnerable isolate. In terms of bile tolerance, the Al-coded Lactobacillus brevis isolate
was the most resistant, while the TB6 / 4-coded Lactobacillus plantarum was identified
as the most susceptible isolate. In addition, all isolates showed resistance to both bile
and acid applications and they were able to survive. Since these isolates are obtained
from the doughs prepared from the collected flours, it can be concluded that they are
less likely to be commercial cultures and have superior probiotic properties as compared
to the commercial preparates. In the light of analyzes, it was determined that 17 isolates
had the potential to be used as starter in sourdough and also showed similar properties
to probiotic bacteria in terms of resistant to the bile and acids. It is expected that 17
strains obtained from this study will be based on the studies that will be carried out in

order to evaluate their breadmaking quality as an alternative culture in bakery.

Keywords: Sourdough, Lactic Acid Bacteria, Starter Culture, GMO, MALDI-TOF
Mass Spectrometer, Real Time PCR.
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1. GIRIS

Ekmek, ge¢misten giinlimiize kadar siiregelen beslenme kiiltiirlimiizde hem temel bir
gida maddesi olmasi hem de iyi bir enerji kaynagi olmasi sebebi ile iizerinde siirekli
arastirmalar yapilmaktadir (Mentes ve ark., 2004). Insanhigin ekmegi tanimasinin ve
pisirmesinin temeli oldukca eski donemlere dayanmaktadir. Eskilerde bugdayin ezilip
su ile karistirilmasi, ardindan kizgin taglarda haslanip pisirilmesi ile iiretimi yapilan
ekmek, glinlimiizde gelisen teknoloji ile ileri tekniklerden yararlanilarak {iretimi yapilan
Oonemli bir gida iiriinii haline gelmistir. Yapilan arastirmalar 1s1ginda ekmek iiretiminin
tarihini anlatan eserlerin 7800 yillik bir ge¢misinin oldugu tespit edilmistir. Asya
kitasinin farkli bolgelerinde ve Catalhdyiik‘te M.O. 5900-5700 yillar1 arasinda tas ve
topraktan insa edilmis bazi firinlara ait kalintilar bulunmustur. Misirlilarin ise M.O.
3000-2700 tarihleri arasinda ekmekgilik noktasinda olduk¢a mesafe katettigi ve ayrica
M.O. 2000°li yillarda birbirinden farkli 16 cesit ekmek iirettikleri ortaya ¢ikmustir
(Ciftei, 2017).

Endiistriyel olarak ekmek {iretimi yapilirken meydana gelen duyusal ozelliklerin
kaybedilmesi, bununla iliskili olarak tiiketici tercihlerinin degismesi, bayatlama ve
mikrobiyolojik bozulmalardan kaynakli ekonomik kayiplarin artmasi gibi mevzularin
onlenmesi 6nem kazanmistir. Ayrica glinlimiizde geleneksel {irlinlere karsi artan talep,
tiiketicilerin koruyucu icermeyen, uzun raf dmriine sahip, daha besleyici ve daha lezzetli
tirtin ¢esitleri istemesi ile iliskili olarak eksi hamur ekmeklerine olan ilgi de artmustir
(Lotong ve ark., 2000). Daha iyi teknolojik 6zelliklere sahip, duyusal 6zellikler ve besin
kalitesi agisindan daha iyi iriin iretiminin saglanmasi ve dogal iiretim teknolojilerini
tercih eden tiiketicilerin memnun edilmesi amaciyla arastirmalar eksi hamur tiretimi

tizerine yogunlasmistir (Decock ve Cappelle, 2005).

Tirkiye’de tahila dayali beslenme onemini korurken, 6zellikle beslenmede ilk sirayi
ekmek almaktadir. Farkli bolge, yas ve gelir gruplarina gore degisen ekmek tliketimi
tilkemizde giinde 100-800 gram arasinda olup, ortalama 400 gramdir (Anonim a, 2019).

Kaliteli ve taze olan ekmekler genel olarak toplum tarafindan sevilerek tiiketilmektedir.

Ekmegin kabuk rengi, ekmek i¢i tekstiirii ve yumusaklig: tiiketiciler tarafindan ekmegin
1



degerlendirilmesinde kabul edilebilirlik kriterleri olarak bilinmektedir. Hafif nemli,
slingerimsi yapiya sahip olan bir ekmek, liretim sonrasi yavas da olsa bozulmakta ve bu
bozulmaya bayatlama adi verilmektedir. Ekmek sahip oldugu karmasik ve degisken
yapiya bagh olarak dayanikliligi oldukca az olup, cabuk bayatlama egiliminde olan bir
gidadir. Genel olarak ekmegin bayatlamasi firindan ¢iktiktan sonra ekmekte meydana

gelen tiim degisiklikler olarak tanimlanabilir (Akgiin, 2007).

Ekmegin bayatlamasi sonucu ekmek bilesimi ve besin degerleri agisindan herhangi bir
degisiklik goriilmez ancak duyusal oOzellikler bakimindan tiiketiciler tarafindan
degerlendirme dis1 birakilmakta ve buna bagl olarak ekmek ziyan edilmektedir. Ulke
geneli goz Oniine alindiginda biiyiik boyutlara varabilecek ziyani/israfi onleyebilmek
ancak kaliteli ve standart dzelliklere sahip bugday eldesine baglidir. Her zaman kaliteli
ekmek diretimine imkan veren bugday temini miimkiin olmadiginda; ekmegin
fizikokimyasal Ozelliklerini iyilestirmek, raf Omriinii uzatmak ve Kkaliteli {irlin
tiretebilmek amaciyla gesitli katki maddeleri (malt unu, mikrobiyel enzimler, soya unu,
emiilgatorler, kat1 yaglar, siit tiriinleri, patates unu) kullanilmaktadir. Hamurun asitligini
arttirmak, bayatlamay1 geciktirmek, ekmek hatalarini ve hastaliklarini diizeltmek, hacim
artist saglamak gibi amagclarla kullanilan katki maddeleri ise tiiketicilerde bazi

¢ekincelere neden olmaktadir.

Giintimiizde tiiketiciler dogal, koruyucu igermeyen, uzun raf omriine sahip, daha
besleyici ve lezzetli 6zellikleri olan {iriin ¢esitlerini talep etmektedirler. Mayalanmamis
hamurdan yapilan ekmeklere kiyasla mayalanmis hamurdan yapilan ekmekler tat, lezzet
ve aroma bakimindan daha zengindir. Ayrica yliksek randimanl kepekli undan yapilan
ekmeklerin, kepegi aritilmis olan beyaz undan yapilan ekmeklere gére mineral madde
ve vitamin yoniinden daha zengin oldugu yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir. Bunlara
ek olarak hamurun fermantasyonu sirasinda ekmekgilik mayasi1 olan Saccharomyces
cerevisiae kullanmak yerine eksi mayanin kullanilmasi durumunda ekmek kalitesinde
ve teknolojik degerinde daha iistiin 6zelliklerin olustugu goézlenmistir (Aksoy, 2009).
Eksi hamurdan hazirlanan ekmeklerin daha fazla hacim artigi, daha giiglii aroma, daha
iyl ekmek i¢i yapist ve uzun raf omrii gibi pek ¢ok istiinliigiiniin bulundugu yapilan

caligmalarla kanitlanmistir (Bircan ve ark., 2017).



Her gecen giin tiiketicilerin tercihlerinin dogal ve geleneksel iirlinlere dogru kaymasi
sebebiyle eksi hamur kullanilarak elde edilen ekmeklere olan ilgi de artmaktadir. Bu
taleplere baglh olarak tireticiler endiistriyel olarak ekmek iiretiminde ekmegin kalitesini
gelistirmek ve yeni Ozellikler kazandirabilmek amaciyla farkli teknolojilerle birlikte

cesitli eksi hamur prosesleri uygulamaktadirlar.

Eksi hamur; bugday veya ¢avdar unu ve su karigiminin laktik asit bakterileri (LAB) ve
mayalarla fermente edilmesi sonucu elde edilmektedir (Randazzo ve ark., 2005).
Bakteriler ve mayalar eksi hamur mayasinda beraber calisarak dogal floray1
olusturmaktadirlar. Eksi hamur mayasinda bulunan laktik asit bakterilerinin meydana
getirdigi asidifikasyon (nisastanin mikrobiyel hidrolizi ve proteolitik aktivite), ekmegin
depolanmasi sirasinda olusan fizikokimyasal degisiklikleri meydana getirmektedir. Eksi
hamurda bulunan mayalarin laktik asit bakterilerine orani1 1:100’diir (De Vuyst ve

Neysens, 2005).

Ekmek yapiminda eksi hamur kullanilmasi ekmegin hacmini, yapisini ve duyusal
kalitesini gelistirir. Ayrica ekmegin sertlesme ve bayatlama siiresinin gecikmesi iizerine

pozitif etki yaparak hem fiziksel hem de mikrobiyolojik olarak raf dmriinii uzatir.

Eksi hamur prosesi tahil {irlinlerinin mayalanmasinda en eski biyoteknolojik
proseslerden biridir (Galli ark., 2018). Eksi hamur yontemi yaklasik olarak 5000 yillik
bir gegmise dayanmaktadir. Yillik 3 milyon tondan fazla miktarda {iriiniin iiretilmesinde
kullanimiyla iligkili olarak endiistriyel Oonemini hala korumaktadir (Vogel ve ark.,
2011). Eksi hamurda mayalar ve bakteriler beraber faaliyet gostermektedir. Dogal
floraya sahip olan eksi hamur ekmeginin; uygun hacim, giiglii aroma, iyi bir ekmek igi
yapisi ve uzun raf dmriine sahip olmasi nedeniyle tercih nedeni oldugu bildirilmektedir

(Gogmen, 2001).

Eksi hamurun florasinda dogal olarak bulunan laktik asit bakterilerinin 6nemli bir kism1
probiyotik 6zellikte oldugu icin eksi hamurdan hazirlanan ekmek probiyotik bir {iriin
haline gelmektedir. Ayrica eksi hamurdan hazirlanan ekmeklerin glisemik indeksinin
oldukc¢a diisiik olmasi, beta glukanin korunmus olmasi, olusan asitler nedeniyle fitat
iceriginin azaltilarak Dbiyolojk yararlihgin arttirilmas: gibi sebeplerle de tercih

nedenidirler (Bircan ve ark., 2017).



Ekmegin bayatlamasina bagli olarak kokusunda ve lezzetinde baz1 6nemli degisiklikler
meydana gelmektedir. Yapilan ¢alismalara bagli olarak ekmekte lezzet ve aroma veren
maddelerin bayatlama ile orantili olarak azaldig1 bildirilmektedir. Ornegin taze ekmegin
ucucu madde orani 179-275 mikroekivalan iken, 24 saat sonrasinda bu oran 40 kat
azalarak 4.4-6.8 mikroekivalana diismektedir. Eksi maya kullanilarak hazirlanan eksi
hamurlardan hazirlanan ekmeklerin daha geg bayatladigi tespit edilmistir, bunun sebebi
olarak da kiiltiirii olusturan laktik asit bakterileri ve mayalarin faaliyetleri sonucu olusan
laktik asit, asetik asit, diger ugucu olan ve olmayan bilesiklerin varlig1 gosterilmektedir.
En 6nemli aroma maddesinin olusumu pisirme sirasinda meydana gelmekte olup buna
ornek olarak bugday ekmeginin kizarmasi sirasinda olusan ve ekmegin i¢ kisminda tipik
bir kokunun olusumunu saglayan bir aroma olan 2-acetyl-1-pyrroline maddesi
gosterilebilir. Eksi hamur fermantasyonunun yapilmasi ile hazirlanan ekmeklerde elde
edilen kalite ile kimyasal olarak asitlendirilen ekmeklerin kalitesi arasinda 6nemli

farkliliklar bulunmaktadir (Aksoy, 2009).

Son zamanlarda starter kiltiir c¢aligmalarinda tanimlanan metabolik Ozellikler ile
ekmeklerin saglik acisindan faydalarini arttirmak hedeflenmektedir. Eksi hamur
fermantasyonunun sadece mayalanmig triinlerin kalitesini arttirmakla yetinmedigi
ayrica insan sagligi tizerine de olumlu etkileri bulundugu bildirilmistir (Galli ark.,

2018).

Cogu firinlarda normal ekmek {iiretiminde, insan saghigna zararli mikotoksinlerin
olugsmamasi i¢in ekmege fungal etkiyi durdurucu maddeler ilave edilmektedir. Yapilan
calismalarda eksi hamur kullanilarak hazirlanan ekmeklerde laktik asit bakterilerinin
dogal olarak trettigi laktik ve asetik asit, karbondioksit, di-asetil, hidrojen peroksit,
kaproik asit, 3-hidroksi yag asitleri, fenil laktik asit, siklin dipeptitler, roterin ve
fungisinler gibi antifungal bilesiklerin ekmekte mikotoksin olusumununu O6nledigi

gorilmustiir (Aksoy, 2009).

Tiikketim aligkanligi bakimindan toplumumuz i¢in vazgegilmez bir iiriin olan ekmek,
eksi hamur kullanilarak iiretildigi takdirde yiiksek kaliteli uzun raf omiirlii olacaktir,

buna bagli olarak da israfin niine gecilecektir.



Eksi hamurdan iretilen ekmeklerin son yillarda daha fazla tercih edilmesine bagh
olarak eksi hamur ekmeginin geleneksel {iiretimden endiistriyel iiretime gegisi
hizlanmistir (Kiiglikguban, 2012). Eksi hamurun hakim florasin1 maya ve laktik asit
bakterilerinin olusturmasi sebebiyle, fermantasyonun kontrol edilebilmesi ve giivence
altina alinabilmesi i¢in, saf laktik asit bakterilerinden olusan starter kiiltiir kullanimina

gidilmistir (Hansen ve ark., 1989).

Laktik asit bakterileri yogurt, peynir, tursu, eksi hamur gibi fermente gidalarin
tiretiminde kullanilmakta olup bu bakterilerin irettikleri laktik asit ve asetik asit eksi
hamurdaki mikroorganizmalar {izerinde inhibitor etkiye sahiptir (Messens ve De Vuyst,
2002). Ayrica laktik asit bakterilerinin insan ve hayvanlarin gastrointestinal
sistemlerinde normal floraya olumlu katkilarinin oldugu, patojen mikroorganizmalara

karsi1 ise savasci etkiler gosterebildigi bilinmektedir (Klaenhammer ve ark., 2002).

Eksi hamur floras1 ilizerine yapilan caligmalarda Lactobacillus cinsi bakteriler ile
Saccharomyces ve Candida cinsi mayalarin daha baskin oldugu bildirilmistir (Di Cagno
ve ark., 2007). Tipik bir eksi hamurdan siklikla L. sanfranciscensis, L. plantarum ve L.
brevis tiri laktik asit bakterileri izole edilmektedir. Bunlarin disinda ise;
Carnobacterium divergens, L. amylophilus, L. sake, L. acetotolerans, Pediococcus
pentosaceus, P. acidilactici ve Tetragenococcus halophilus tiirii laktik asit bakterilerinin
de izole edildigi bildirilmistir (Ur-Rehman ve ark., 2006).

Laktik asit bakterilerinin sahip oldugu metabolik 6zelliklerden olan organik asit tiretimi,
proteolitik aktivite, ugucu bilesenlerin sentezi ve antifungal o&zellikler ekmekte
bayatlamay1 geciktirici ve aromay: gelistirici etkilere sahiptir. Ayrica daha giivenli
ekmek iiretimine de katkida bulunmaktadirlar (Kii¢likguban, 2012).

Bunun yani sira laktik asit bakterilerinin proteolitik aktivitelerine bagli olarak glutenin
hidrolizi ve bununla iligkili olarak da yogurma siiresinin kisaldigi, hidrokolloidal
yapidaki mikrobiyel ekzopolisakkarit iiretimiyle su kaldirma kapasitesinin arttigir ve
diisiik pH ile viskozitenin azaldig1 saptanmistir. Eksi maya hamurlarindan hazirlanan
ekmeklerde ise ekmek i¢inin daha yumusak oldugu,.gaz tutma kapasitesinin

gelismesiyle ekmek hacminin arttigi ve mikrobiyel ekzopolisakkaritlerin yardimiyla



nisasta retrogradasyonunun engellendigi dolayisiyla bayatlamanin geciktigi goriilmiistiir

(Giil, 2005).

Yapilan ¢alismalar sonucunda eksi maya fermantasyonunun ilk iki giiniinde hizli bir
sekilde {iretilen organik asidin patojen mikroorganizmalarin gelismelerini onledigi,
ayrica florada bulunan laktik asit bakterilerinin 1siya ve aside karsi dayanikli
antimikrobiyel bakteriyosin ile kiif gelisimini engelleyen fenil laktik asit tirettikleri ve
sinme etmeni Bacillus subtilis tiiri mikroorganizmalarin gelisimini zayiflattiklari,
bunun sonucunda da eksi maya hamuru ile hazirlanan triinlerin mikrobiyel kalitesinin

iyilestigi tespit edilmistir (Ekmekgi, 2014).

Bir arastirma sonucuna bagli olarak Lactobacillus plantarum susunun bugday
ekmegindeki Fusarium spp. gelisimini engelledigi, bunun sebebi olarak da
olusturduklart laktik ve fenil laktik asit bilesiklerinin oldugu bildirilmistir. Bunlarin
disinda farkli eksi hamurlardan izole edilen LAB’ nin iirettigi organik asit disinda
bavaricin.A ve plantaricin ST31 bakteriyosinleri ile BLIS C57 adli bakteriyosin. benzeri
inhibitér maddeler ve reutericyclin adli antibiyotigin antibakteriyel olarak varligi ifade
edilmektedir. Yapilan c¢alismalar sonucunda L. sanfranciscensis, L. bavaricus ve L.

plantarum’un bakteriyosin sentezledigi ispat edilmistir (Yagmur, 2013).

Gida patojeni olan Listeria monocytogenes, Bacillus subtilis ve Staphylococcus aureus
gibi bakterilerin ekmekte laktik asit bakterilerinin (LAB) iirettigi bakteriyosinler
tarafindan gelismesinin engellendigi bildirilmistir. Yapilan c¢aligmalar sonucunda
bakteriyosin benzeri inhibitor maddenin laktisin 3147 oldugu ve eksi hamur
fermantasyonu esnasinda LAB tarafindan dretildigi  belirtilmigtir. ~ Ayrica
bakteriyosinlerin gida endiistrisinde kimyasal koruyucular yerine kullanilabilecegi de
ifade edilmistir (Aksoy, 2009).

Ekzopolisakkaritler (EPS) degisik fonksiyonlara sahip olup, toksik veya zorlu ¢evre
kosullari, rakip organizmalar, antibiyotikler ve faj saldirilari gibi etmenlere karsi
koruyucu olarak biyofilm olusturabilme yetenegindedirler. Tiiketicilerin diisiik maliyetli
tirtinlerin yani sira dogal, katkisiz ve fonksiyonel gidalar tiiketme egiliminde olmalarina
bagl olarak giivenilir kabul edilen (GRAS) laktik asit bakterilerinin eksi hamurda
kullanimiyla katki ilavesine gerek kalmadan LAB’lerinin olusturdugu EPS’ler ile
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koruyuculuk saglanabilir. LAB tarafindan olusturulan EPS’ler, homopolisakkarit
(HoPS) ve heteropolisakkarit (HePS) olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir (Kaditzky ve
ark., 2007).

Leuconostoc mesenteroides’ten elde edilen dekstran ve Xanthomonas campestris’ten
iiretilen ksantan endiistriyel olarak mikrobiyel EPS iiretimine en iyi Ornektir.
Hidrokolloid olmasiyla iligkili olarak yiiksek miktarda suyu baglayabilmektedir ayrica
yiiksek hamur veriminde son {iriiniin tazeligini de daha uzun siire korumaktadir.
Bunlarin yani sira dekstranlar, hamur stabilitesini ve glutenin gaz tutma o6zelligini
gelistirmektedirler. Ayrica L. sanfranciscensis LTH2590 tarafindan iiretilen levan
prebiyotik 6zelliklere sahip bir HoPS’tir. EPS’lerin gastrointestinal sistemde daha uzun
stire kalarak probiyotik bakterilerin kolonizasyonunu arttirmalart sebebiyle saglik
acisindan faydali olduklari, antitimér ve bagisiklik sistemini uyarict etkilere sahip
olduklar1 ve kandaki kolesterolii diisiirdiikleri de ifade edilmektedir. Bu sebeple LAB
tarafindan TUretilen EPS’ler, ekmek yapisin1 iyilestirmek amaciyla daha pahali

hidrokolloidlerin yerine ikame olarak kullanilabilir (Kaditzky ve ark., 2007).

Sonu¢ olarak ekmek tiretiminde laktik starter kullanimi sonucu asagidaki faydalar
saglanmaktadir (G6¢men, 2001):

« [stenen kalite ve miktarda iiriin eldesi,

» Uretim zamanindan, yerden ve is¢ilikten tasarruf saglanmast,

* Farkl1 partilerde gergeklestirilen iirlinler arasinda tekdiizelik saglanmasi,

* Yeni iiriin gelisimi,

* Daha gii¢lii aroma olusumu,

* Ekmek i¢i yapisinin iyilestirilmesi,

* Ekmek hacminin arttirilmasi,

» Raf dmriniin uzamasi,

* Bozucu mikroorganizmalarin etkisini ortadan kaldirarak {liretim giivencesi Saglanmasi.

Bu tez calismasinda, farkli bolgelerden temin edilen eksi hamur 6rneklerinden laktik
asit bakterilerinin izolasyonu ve matriks yardimli lazer iyonizasyon kiitle spektrometresi
(Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-
TOF)) ile 6n tanimlamasi yapilmistir. On tanimlamasi yapilan suslarin molekiiler

yontemlerle (PZR gibi) dogrulanmasi yapilmis olup bazi probiyotik 6zellikleri (asit
7



direngliligi, safra toleransi gibi) incelenmistir. Farkli bolgelerden elde edilen yabani
tirdeki laktik asit bakterilerinin benzerlikleri ve farkliliklar1 tizerinde durularak,
teknolojik acgidan en uygun niteliklere sahip laktik asit bakterisi suslar1 belirlenmeye

calisiimustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Eksi Hamur Tarihcesi
Gilinlimiizde diinya genelinde birgcok farkli tipte ekmek tiretimi gerceklestirilmektedir.
Ekmegin formiilasyonu ve liretiminde kullanilan teknolojiler hem {ilkeler arasinda hem
de {ilke genelinde farklilik goOstermektedir. Bunun sebebi olarak geleneksel ve
teknolojik farkliliklar gosterilebilir. Bu farkliliklarin temeli olarak;

1) Ulkede hangi tiir geleneksel tahillarin yetistirildigi ve bu tahillarin ekmek

iiretimine uygunlugu

2) Geleneksel beslenmede ekmegin yeri ve 6nemi

3) Yasam tarzindaki degisiklikler ve yasam standartlari

4) Beslenme aligkanliklarindaki kiiresellesme

5) Yeni tiir ekmek yapim ekipmanlarina yatirim yapmak i¢in gerekli ekonomik

imkanlarin durumu gosterilebilir.

Temel olarak ¢ogu ekmegin iiretiminde hammadde olarak un, su, tuz ve maya
kullanilmaktadir. Bu temel karisima tiiketici tercihlerine baglh olarak diger tahil unlari
ve seker, yag, malt unu, siit ve siit tiriinleri, emiilgator ve gluten gibi katki maddeleri

eklenebilir (Narvhus ve Sorhaug, 2012).

Eksi hamur, binlerce yildir ekmek iretiminde hamurun 6zelliklerini, duyusal
karakterini, besin degerini ve ekmegin raf dmriinli gelistirmek, iyilestirmek amaciyla

kullanilan geleneksel bir {iriindiir (Paramithiotis ve ark., 2007).

Eksi hamur teknolojisi ekmek yapimindan kek yapimina kadar genis bir alanda
kullanilmaktadir. Bugday eksi hamuru Italyan ekmekgilik iiriinlerinde % 30’dan daha
fazla oranda kullanilmaktadir. Almanya, Polonya, Rusya ve Iskandinavya iilkelerinde
ise ekmek iiretiminde ¢cavdar unundan yapilan eksi maya kullanilmaktadir (Corsetti and

Settanni 2007).

Avusturya, Fransa, Almanya ve Isvigre’de eksi hamurun ne olduguna dair kismen yasal
niteligi olan birtakim resmi tanimlamalar yapilmistir. Bu ulusal diizenlemeler farkli
pazarlar i¢in eksi hamur {riinleri gelistirilirken dikkate alinmalhidir. Tim bu
tanimlamalarin ortak 6zelligi goz oniline alindiginda eksi hamur, hamurun laktik asit

bakterileri ve/veya mayalar tarafindan fermente edilmesi ile meydana gelmektedir.



Almanya’da toplam asitlik iizerine etkisi olan kimyasal maddelerin kullanimina izin
verilmemektedir. Buna ek olarak eger eksi hamurdan hamur asitlendirici ajanlarin
ayrilmasi gercgeklestirilebilirse, eksi hamura un ve su ilave edilerek yeni bir eksi hamur
fermantasyonu baglatilabilir. Buna karsin Fransa’da eksi hamurun mayalama ajani
olarak fonksiyon gosterdigi belirtilmistir. Avusturya ise eksi hamur starter kiiltiirleri igin
farkli tanimlamalarin oldugu, eksi hamur varliginin korundugu tek {iilkedir (Brandt,

2007).

Eksi hamur ekmek iiretiminde 5000 yili askin bir siiredir kullanilmaktadir. Geleneksel
eksi hamur bir dnceki tiretimdeki hamurdan kii¢iik bir parganin alinarak un, tuz ve su ile
karistirtlmasi yolu ile iiretilmektedir. Alinan hamur pargasinin saklanmasi sirasinda
unda bulunan laktik asit bakterileri tarafindan laktik asit fermantasyonu
gerceklestirilmektedir. Buna ek olarak undan mayalarin da gegmesi ile laktik asit
bakterileri ve mayalar CO; iiretimine bagl olarak ekmegin mayalanma kapasitesinde rol
oynarlar. Mayalanmis eksi hamur ekmeklerinin M.O. 3000’li yillarin baslarinda
Misir’da  yapildign  bilinmektedir.  Ibraniler Misir’da  iken ekmek yapmayi
ogrenmiglerdir, ancak Misir’dan giderken yanlarinda firinlar1 gotiiremedikleri icin
kacislar1 sirasinda diiz, mayasiz ekmek yemek zorunda kalmislardir. Yunanlilar
geleneksel eksi hamur ekmegi {liretimini bilmiyorlardi. Yunan tarih¢i Herodot mevcut
durumu, Misirhilarin eksi hamurlarmi ¢ilirtiyene dek bir kenara koyarak gerceklesen
siireci memnuniyetle izledigi, diger insanlarin ise kalan son yiyeceklerinin
clirimesinden korktuklar1 seklinde aciklamistir. Pliny the Elder mayali eksi hamur
ekmegi iiretiminin M.O. 168 yilinda Roma’da gelismeye basladigimi ifade etmistir.
Roma Imparatorlugu tarafindan eksi hamur ekmegi iiretimi geleneginin diger Avrupa
tilkelerine yayildigi bilinmektedir. Company kelimesi (com panis = ekmek ile) o
donemlerde ekmegini/yemegini paylasmak durumunda olan bir grup askere verilen
addir. Eksi hamur ilavesi ile gergeklestirilen ekmek {iiretimi gelenegi halen daha
Akdeniz ve Orta Dogu iilkeleri ile A.B.D.’de San Fransisco korfezinde yaygin olarak
devam etmektedir (Hansen ve Schieberle, 2005).

20. yy’1n baslarinda ekmekg¢ilik mayasinin taninmaya baglamasiyla eksi hamurun maya
olarak kullaniminda azalmalar meydana gelmistir. Bunun sebebi olarak da ekmekg¢ilik
mayasinin ekmek iiretiminde daha hizli mayalanmaya olanak saglamasi gosterilebilir

(Carnevali ve ark., 2007).
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Avrupa’da kisi basina diisen yillik firincilik trtinleri tiikketim miktar1 50-85 kg olup
bunun % 20’si bugday ya da cavdar unlariyla yapilan eksi hamur fermantasyonu

tirtinlerini kapsamaktadir (Vogel ve ark., 2011).

Cavdar eksi hamurlar1, daha ¢ok ¢avdarin yogunlukla yetistigi Kuzey, Orta ve Dogu
Avrupa iilkelerinde kullanilmaktadir (Hansen ve Schieberle, 2005).

Eksi hamurda beklentilere bazen ililkeden iilkeye bazen de iilke iginde degisiklik
gosterebilmektedir. Orta, Kuzey ve Dogu Avrupa’da ¢avdar ekmegi iiretiminde yiiksek
asitlikteki eksi hamurlar tercih edilirken, bugday ekmegi tiiketimi daha ¢ok olan Giiney
Avrupa’da dusiik asitlikteki eksi hamurlar tercih edilir (Brandt, 2007).

Uygun fiyath liiks ve geleneksel iiriinlere olan talebin artmasi sebebiyle bugday eksi
maya ekmegine olan ilgi A.B.D.’de de her gecen giin artmaktadir. Tiiketiciler koruyucu
ilavesi olmaksizin uzun raf Omiirlli, yogun bir tada sahip ve besleyici degeri yiiksek
cesitli gidalarin dretimini talep etmektedirler (Lotong ve ark., 2000). Kuskusuz ki bu
sebeple modern eksi maya ekmeginde karakteristik aromanin iyilestirilmesi ve raf

Omriiniin uzatilmasi en Onemli hedefler olarak karsimiza g¢ikmaktadir (Hansen ve

Schieberle., 2005).

Wu ve ark. (2012) yaptiklar1 bir ¢alismada Kuzey Cin stili olan buharla pismis
ekmeklerde eksi hamur fermantasyonunun etkisini incelemislerdir. Calisma sonunda
eksi hamur starteri ilavesi ile ekmek hacminin ve i¢i yumusakliginin arttigini, hamurun

su absorpsiyonunun ve gelisme siiresinin azaldigini tespit etmislerdir.

Tahillarin fermantasyonunda laktik asit bakterilerinin ilk kesfinden itibaren (Henneberg
1904), ¢ok cesitli calismalar yiiriitilmiistiir. Yiriitiilen caligmalara gore 40’tan fazla
LAB, 20’den fazla maya tiirii tespit edilmistir. Laktik asit bakterilerinden en ¢ok
Lactobacillus tiirlerinin, mayalardan da Saccharomyces ve Candida tiirii mayalarin

baskin tiirler oldugu tespit edilmistir (Cagno ve ark., 2007).

2.2. Eksi Hamurun Genel Kompozisyonu

2.2.1. Eksi Hamur Tipleri

Eksi hamurlar, uygulanan teknolojiye bagli olarak 3 gruba ayrilmaktadir.
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e Tip | : Bir onceki fermantasyondan bir par¢a alinip kullanilarak hazirlanan eksi
hamurdur.

e Tip II : Genellikle yar1 akigkan formdaki hamur eksiticilerdir.

o Tip Il : Kurutulmus eksi hamur

Tip I hamurlarin aksine Tip II ve Tip III hamurlar i¢in mayalama ajani olarak firincilik

mayasinin (S. cerevisiae) ilavesi gerekmektedir (Rollan ve ark., 2010).

Farkli iilke veya bdolgelerin tiretim imkanlarina ve tat-aroma tercihlerine bagli olarak
oldukca ¢esitli eksi hamur {irlinleri gelistirilmistir. Cizelge 2.1.’de piyasadaki eksi

hamur {iriin ¢esitleri ve hamur asitlendiricileri gosterilmektedir (Brandt, 2007).

Cizelge 2.1. Piyasadaki Eksi Hamur Uriin Cesitleri ve Hamur Asitlendiricileri

Uriinler Hammaddeler Toplam asitlik Una ilave
(mL) edilme
orani (%)
Kurutulmus eksi Cavdar, bugday, durum, yulaf, 40-220 1-6
hamurlar karabugday, malt unu vb.
Macun kivamli eksi Cavdar, bugday, malt unu, 25-100 3-30
hamurlar hidrokolloidler vb.
Stvi eksi hamurlar Cavdar, bugday, durum, yulaf 30-150 1-10
unu vb.
Toz hamur Prejelatinize unlar, organik <1000 0.5-15
asitlendiriciler asitler, bazen kurutulmus eksi
hamur
Sivi/macun kivaml Cavdar veya bugday unu, <400 0.5-3

hamur asitlendiriciler  organik asitler, hidrokolloidler,

bazen eksi hamur

2211 . Tip |

Geleneksel olarak elde edilen hamurlar olup oda sicakligi kosullarinda (20-30 °C)
araliksiz olarak yayilim gdsterirler (Messen ve Vuyst, 2002). Proses genellikle 30°C’nin
altindaki sicakliklarda gergeklesir. Bu yontemle hazirlanan ekmeklere 6rnek olarak San
Francisco eksi mayali Fransiz ekmegi, panetton ve ii¢ asamali eksi hamur cavdar
ekmegi gosterilebilir. Cavdar ekmeklerinin endiistriyel anlamda {iretilmesine bagh
olarak Tip II eksi hamurlar1 gelismeye baslamistir (Meroth ve ark., 2003a). Genel olarak

baskin olan mikroorganizmalar L. brevis, L. paralimentarius, L. plantarum, L. Rossiae
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ve L. Sanfranciscensis olup bu mikroorganizmalar diigiik sicakliklarda inkiibe olabilme

ve siirekli ¢ogalabilme 6zellikleri ile karakterize edilirler (Minerini ve ark., 2011).

2.2.1.2. Tip 1l

Endiistriyel Tip II eksi hamurlar, Tip I eksi hamurlara gore daha yiiksek sicaklik, daha
uzun fermantasyon siiresi ve daha yiiksek su icerigiyle karakterize edilirler (Minervini
ve ark., 2011). Cavdar ekmegi tiretimi endistrisinde ve hizli, daha etkin, kontrol
edilebilir, genis capli eksi hamur fermantasyonu prosesi i¢in endiistriyel talepler
dogrultusunda yar1 akiskan formdaki Tip II eksi hamur iiretimi gergeklestirilmektedir
(De Vuyst ve Neysens, 2005). Temelde hamur asitlendirici olarak kullanilirlar.
Genellikle 30 °C’nin {izerindeki sicakliklarda uzun siiren periyotlarda (5 giine kadar)
fermente edilirler. Ayrica yliksek hamur verimi hamurun kolay bir sekilde

pompalanmasina izin verir (Meroth ve ark., 2003a).

Tip II hamurlar genellikle endiistriyel proseslerde kullanilir. Cogu zaman fermantasyon
stvist hamur eksitici katkis1 ve aroma tastyici olarak kullanilir. Bu tip hamurlarda baskin
mikroorganizmalar L. panis, L. pontis, L. reuteri, L. johnsonii, L.sanfranciscensis, L.
fermentum. L. delbrueckii, L. acidophilus, L. brevis, L. amylovorus ve L. frumentii’dir
(Vuyst ve ark., 2002). Cinslere baglh olarak Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Streptococcus ve Weisella cinslerine ait tiirler daha az sikhkta izole
edilmektedir (Minervini ve ark., 2011).

2.2.1.3. Tip Il

Tip III eksi hamur mayalar1 kurutulmus olan toz formundaki hamurlardir ve asitlendirici
katkilar, aroma vericiler olarak kullanilirlar. Tip II eksi hamurlarinda oldugu gibi Tip III
eksi hamurlarindan da ekmek iretimi yapilirken mayalama ajani olarak ekmekgilik

mayasi takviyesi kullanimi gerekmektedir (Meroth ve ark., 2003a).

Tip III eksi hamurlar1 geleneksel yontemlerle hazirlanan hamurlarin dondurularak
kurutulmasi ya da akiskan yatakli reaktorde kurutulmasi yolu ile elde edilirler (Messens

ve Vuyst, 2002).

Bu gruptaki eksi maya hamurlarinda genellikle kurutmaya dayanikli olabilen ve toz
formda yasayabilen laktik asit bakterileri bulunmaktadir. Bunlara Ornek olarak

heterofermentatif Lactobacillus brevis, fakiiltatif heterofermantatif Pediococcus
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pentosaceus ve Lactobacillus plantarum tiirli mikroorganizmalar gosterilebilir (De
Vuyst and Neysens, 2005).

2.3. Eksi Hamur Floras:
Eksi hamura has tat ve aromanin olusmasinda heterofermentatif laktik asit bakterilerinin

tirettigi asetik asit ve laktik asit oldukca etkilidir (De Vuyst ve Neysens, 2005).

Eksi hamur fermantasyonu sirasinda laktik asit {iretimi yapan Lactobacillus,
Streptococcus, Pediococcus ve Leuconostoc tiirii mikroorganizmalar gesitli ¢aligmalar
sonucunda aragtirmacilar tarafindan izole edilmis ve bu mikroorganizmalar ile liyofilize
formdaki ticari kiiltiir preparatlar1 hazirlanarak farkli tiirde ekmekgilik tirtinleri eldesi
gerceklestirilmistir. Siklikla izole edilen L. delbrueckii, L. brevis ve L. plantarum starter
kiiltiirlerine iligskin baz1 6zellikler Cizelge 2.2.’de verilmistir (Ciftci, 2017).

Cizelge 2.2. Siklikla izole Edilen Laktik Asit Bakterilerine Ait Gelisme ve
Biyokimyasal Ozellikler

Kiiltiir L. brevis L. plantarum L. delbrueckii
Gelisme
Min. Sic. 10 °C 10 °C 10 °C
Opt. Sic. 37°C 37°C 37°C
Maks. Sic. 45 °C 45 °C 45 °C
pH arah@ 3.6-7 3.6-7 3.6-7
Tuz
% 2.5 Hafif inhibisyon Hafif inhibisyon Hafif inhibisyon
%5 Giglii inhibisyon Giglii inhibisyon Giiglii inhibisyon
Genel
Glikoz Heterofermentatif Homofermentatif Homofermentatif
Fruktoz + + +
Maltoz + + +
Laktoz + - +
Sakkaroz - - +
Nisasta - - +
Ana doniisiim DL-laktik asit, L(+)-laktik asit DL-laktik asit
iiriinleri asetik asit, etanol,

COs

L. brevis ekmekgilik sektoriinde kullanilan heterofermentatif bir mikroorganizma tiirii
olup laktik asit, asetik asit, etanol ve diger bazi aromatik bilesikler olusturmaktadir.

Olusturduklan asetik asit bu tiir mikroorganizmalara koruyucu 6zellik vermekte olup
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kiiltiirlerinde asetik asit:laktik asit orani yaklasik olarak 1:4’tiir. L. plantarum ise hafif
eksimsi tada sahip, yumusak formdaki ekmek ¢esitleri i¢cin uygun olup hizli asit iiretme
yetenekleri ile hafif eksimsi tada sahip ekmeklerin {iretimi i¢in kullanilmaktadir. Bu
tiirdeki kiltiir ile yapilan galigmalar sonucunda Tiirk tipi ekmegi iiretiminde istenilen tat
ve aromayi sagladigi tespit edilmistir. L. delbruecki ise ekmek iiretiminde yumusak ve
hos bir aroma olusturmasinin yani sira beslenme agisindan degerli olan L(+)-laktik asit
olusturmaktadir. Ayrica buna ek olarak diisiik FN’nin (diisme sayisi1) degerli cavdar

unlarinda asitlendirme i¢in uygun oldugu tespit edilmistir (Ciftgi, 2017).

Tahil unlari mikrobiyolojik agidan steril degildirler. 10*-10° kob/g oraninda bakteri,
maya ve kiif icermektedirler. Mikroflora eksi hamur fermantasyonu sirasinda
degismektedir. Laktik asit bakterilerinin dnemli bir 6zelligi de saedece anabolik ve
katabolik yollarla degil, ayn1 zamanda c¢evresel degisimlere bagh olarak da degisiklik
gostermesidir. Bunun yani sira eksi hamurlarda laktik asit bakterilerinin varligi eksi
hamur iiretimi sirasinda kullanilan teknolojiye de baghdir. Mikrobiyel etkilesimler,
unun tipi, besin maddelerinin disiikligli ve degiskenligi, proses sirasindaki ¢evresel
stresler ve teknolojideki degisimler laktik asit bakterilerinin biyokimyasal ve fizyolojik
tepkilerini etkileyen baglica faktorlerdir ve hamurdaki mikrobiyel toplulugun
dayanikliligin1 belirler. Eksi hamurda mayalar laktik asit bakterileri ile etkilesim
icindedirler ve genel olarak mayalarin laktik asit bakterilerine oranlari 1:100°diir
(Rollan ve ark., 2010). Olgunlasmis eksi hamurda LAB oran1 1x10°-3x10° kob/g
arasinda mayalar ise 1x10° - 5x107 kob/g arasinda degismektedir (Arendt ve ark., 2007).

Hem LAB’leri ile ilgili temel arastirmalarda hem de onlarin endiistriyel gida
fermantasyonu uygulamalarinda laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi igin giivenilir ve
basit metodlar gerekmektedir. Ciinkii ¢cogu laktik asit bakterisi benzer beslenme ve
biiylime gerekliligine sahip oldugu icin onlarin klasik metodlarla tanimlanmasi oldukca
zordur (Klijn ve ark., 1991). 16S ribozomal RNA (rRNA) sekanslamasi, rastgele
gliclendirilmis polimorfik DNA (RAPD) analizi ve diger PZR temelli teknikleri iceren
molekiiler teknikler karmasik ekosistemlerin taksonomik agidan arastirilmasi igin
gereklidir. Bu tarz polifazik yaklagimlar Lactobacillus pontis, Lactobacillus panis ve
Lactobacillus frumenti gibi yeni tiirlerin tanimlanmasina izin vermistir (Vuyst ve ark.,

2002).
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Eksi hamur fermantasyonunun mikrobiyel ekolojisi bazi ekolojik faktorler tarafindan
belirlenmektedir. i¢sel faktdrler hamurun kimyasal ve mikrobiyolojik bilesenleri yolu
ile, digsal faktorler ise sicaklik ve atmosfer yolu ile belirlenir. Mikroflora hamur verimi,
miktar1 ve starterin bilesimi ile ¢ogaltim asamalarinin sayis1 ve fermantasyon siiresi gibi
proses parametreleri tarafindan giiclii bir sekilde etkilenmektedir. Devamli gerceklesen
eksi hamur iiretimi sirasinda bu parametrelerin etkileri laktik asit bakterileri ve

mayalardan olusan karakteristik mikrofloranin dagilimi iizerinde etkilidir (Meroth ve
ark, 2003).

Giicli bir asidifikasyon tarafindan karakterize edilen eksi hamurlarda daha ¢ok
Lactobacillus panis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus
brevis, Weisella ve Lactococcus lactis gibi asite dayanikli tiirler mikrofloraya
hakimdirler (Catzeddu ve ark., 2006).

Spontan eksi hamur fermantasyonlarinda ortamda baskin mikrofloraya sahip olan laktik
asit bakterileri ve mayalar disinda fermantasyona onemli katkida bulunan, diisiik sayida
yasamlarini siirdiiren ikincil bir mikroflora bulunmaktadir. Bu ikincil mikroflora L.
alimentarius, L. acidophilus, L. fructivorans, L. fermentum, L. reuteri ve L. pontis gibi
LAB tiirlerini ve S. exiguus, C. krusei ve C. milleri gibi maya tiirlerini igermektedir.
Ikincil mikrofloradaki tiirler direkt ya da dolayli olarak baskin mikroflora iizerinde bir
etkiye sahiptirler. Yapilan calismalar 1s1¢inda ¢alisilan tim eksi hamurlarda S.
cerevisae, L. sanfranciscensis ve L. brevis stabil bir olusum gostermislerdir. Bunun yani
sira Pichia membranifaciens ve Yarrowia lipolytica gibi maya tirleri ile L.
paralimentarius, Weissella cibaria, Pediococcus pentosaceus ve Enterococcus faecium
gibi laktik asit bakteri tiirleri diisiik sayida izole edilmis olup ikincil mikroflora olarak

tanimlanmiglardir (Paramithiotis ve ark., 2006).

Almanya, Avusturya, Rusya, Finlandiya, Isve¢’te hazirlanan ¢avdar eksi hamurlarindan
laktik asit bakterileri izole edilip karakterize edilmistir. Izole edilen mikroorganizmalar
zorunlu homofermentatif tiirlerden Lactobacillus acidophilus, L. delbrueckii ve L.
farciminis, fakiiltatif heterofermentatif tiirlerden L. alimentarius, L.casei spp. casei,
L.casei spp. Rhamnosus ve L. plantarum, zorunlu heterofermentatif tiirlerden L. brevis,
L. viridescens, L. fructivorans, L. fermentum, L. buchneri ve L. sanfrancisco’dur. En sik
izole edilen tiirler ise L. sanfranciscensis, L. plantarum ve L. brevis’tir (Rosenquist ve
Hansen, 2000).
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Italyan bugday ve ¢avdar eksi hamurlarinda baskin mikroorganizma tiirii L. plantarum
ve L. alimentarius ile iliskili olan L. sanfranciscensis’tir, Altamura ekmegi, Portekiz
eksi hamurlar1 ve pizza hamurlarinda bulunmasina ragmen L. paracasei oldukg¢a nadir
goriilen bir tiirdiir. L. sanfranciscensis ve L. brevis ise Alman ¢avdar eksi hamurlarinda
siklikla en ¢ok izole edilen tiirlerdir. Rus ¢avdar eksi hamurlarinda L. plantarum, L.
brevis ve L. fermentum baskin rol oynarken Finlandiya ¢avdar eksi hamurlarinda L.
acidophilus ve L. plantarum en sik izole edilen tiirlerdir. Isve¢ ¢avdar eksi hamurlarinda
ise L. fermentum siklikla izole edilmektedir. Bazen eksi hamurlarda degisik tiirlerin bir
arada bulundugu oldukca kompleks bir yapi ile karsilasilabilmektedir. Ornegin Italyan
Pugliese eksi hamurlar1 L. plantarum, L. brevis, L. fermentum ve L. fructivorans tiirii
mikroorganizmalari, Foggia eksi hamuru ise L. brevis, L. sanfranciscensis, Leuconostoc
citreum ve W. confusa tiirii mikroorganizmalar1 i¢ermektedir. Bugday veya ¢avdar unu
olmasi, diger bilesenler ve uygulanan proseste kullanilan teknolojideki degisiklikler eksi
hamurlarin mikrobiyel kompozisyonunda farkliliklara sebebiyet verir. Ayrica son

tirlinde karakteristik 6zelliklerin olusumuna neden olur (Vuyst ve ark., 2002).

Genel olarak, gida fermantasyonlarinda maya/laktik asit bakterilerinin birlikteliginin
stabilitesi i¢in gerekli karbon kaynagi agisindan yarismaci olmayan bir ortam baslica 6n
kosullardan biridir. Eksi hamurda spesifik mikrobiyel birlikteligin stabilitesi bu
mikroorganizmalarin undaki mono ve disakkaritleri fermente edebilmesine baglhdir
(Paramithiotis ve ark, 2007). Yapilan caligmalara bagli olarak heterofermantatif laktik
asit bakterilerinin karbon kaynagi olarak glikoz, maltoz ve friiktozu, elektron alicisi
olarak ise oksijen ve fruktozu kullandiklar1 ayrica bu sayede de homofermantatif laktik

asit bakterilerine kars1 iistiinliik sagladiklar tespit edilmistir (Ganzle ve ark., 2007).

Eksi hamur florasinda en sik rastlanan mikroorganizma tiirleri Lactobacillus tiiri
mikroorganizmalar olup bunlarin diginda ayrica Leuconostoc, Weissella, Pediococcus,
Lactococcus, Enterococcus ve Streptococcus tiirli mikroorganizmalar da tespit
edilmektedir. Eksi hamur florasi iizerine yapilan bazi baska c¢alismalar asagida

Ozetlenmistir.

Hamad ve ark. (1997), Sudan sorgum unu ve sorgum eksi hamurunun bakteriyel
florasinin karakterizasyonu lizerine yiriittiikleri bir calismada Sudan ev halkinin Sudan

sorgum unundan siirekli tekrarlayan sekillerde {irettigi spontan fermente eksi
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hamurunun ve uzun vadeli eksi hamurun mikroflorasini aragtirmiglardir. Sorgum
ununun baskin mikroorganizmalarinin; sayis1 yaklasik olarak 10° kob/g olan Gram-
negatif, katalaz-pozitif ve ¢omak seklindeki bakteriler oldugunu tespit etmislerdir.
Spontan olarak hazirlanan eksi hamurlar Gram-negatif ve katalaz-pozitiften
Enterococcus faecalis, Lactococcus lactis, Lactobacillus fermentum ve Lactobacillus
reuteri’ye kadar mikrobiyel bir dizilim gostermektedir. Calismanin 42. saatinde toplam
bakteri say1s1 10'° kob/g’a ulasirken, pH seviyesi ise 6.4’ten 3.35’e diismiistiir. Bu fazda
geriye 1:1 oraninda olacak sekilde sadece 2 tiir (L. fermentum ve L. reuteri) baskin
olarak kalmistir. Uzun vadeli mayalanan Sudan eksi hamurundan ise baskin floray1
tanmimlar sekilde 7 Lactobacillus tiirii izole edilmistir. izole edilen mikroorganizmalar
16S rRNA gen sekanslarina gore siiflandirilmig olup 5°i L. vaginalis, 2’si L. helveticus

olarak tespit edilmistir.

Corsetti ve ark. (1998) yiiriittiikkleri bir calismada eksi hamurda bulunan laktik asit
bakterilerinin ekmegin gevreklik ve bayatlama o6zellikleri iizerine etkilerini
incelemislerdir. L. sanfrancisco CB1, L. fructivorans DD10, L. plantarum DC400, L.
farciminis A80, S. cerevisiae 141, ve S. exiguus M14 tiirii mikroorganizmalar farkli
kombinasyonlar seklinde eksi hamur 6rneklerine ilave edilmistir. Baslangi¢ta mayalarin
ve laktik asit bakterilerinin konsantrasyonlar1 sirasiyla 10 — 108 kob/g iken eksi hamur
fermantasyonunun sonunda bu oranlar azalarak sirastyla 1-5.3x10° kob/g, 4.5- 8.1x10’
kob/g seviyesine gelmistir. Eksi hamura laktik asit bakterilerinin ilave edilmesi sonucu
olusan eksime, proteoliz ve amiloliz tepkimelerinin gevreklik ve bayatlama siiresini
uzattigini, sadece maya ile hazirlanan ekmeklere oranla daha iyi depolama 6zelliklerine

sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Gobbetti (1998), eksi hamurdan siklikla izole edilen laktik asit bakterilerinin L.
sanfranciscensis, L. plantarum ve L. brevis oldugunu, ayrica baslica bulunan maya
tirtiniin Saccharomyces cerevisiae oldugunu bildirmistir. Buna ek olarak; S. exiguguus,
C. krusei, Pichia norvegensis ve Hansenula anomala tiirii mayalarin varligimin tespit

edildigini belirtmistir.

Rosenquist ve Hansen (2000), geleneksel ve organik olarak yetistirilen ¢avdarlarla
yapilan 2 eksi hamur 6rneginin mikrobiyel dayanikliligini inceledikleri ¢aligmada eksi

hamurun laktik asit bakteri sayisin1 8.43-9.14 logio kob/g, mayalarin sayisini ise 6.00-
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8.04 logio kob/g olarak tespit etmislerdir. Fermantasyon siiresi uzadik¢a mayalarin

sayisinin azaldigini, laktik asit bakterilerinin sayilarinin ise arttigini belirtmislerdir.

Meignen ve ark. (2001) yaptiklari bir ¢aligmada ekmek mayasi ve L. brevis’i kullanarak
eksi hamur fermantasyonunu optimize etmislerdir. L. brevis ve ekmek mayasi
(Saccharomyces cerevisiae) igeren ticari kiiltiirleri karisim ya da sade olarak hamur
fermantasyonunda kullanmiglardir. Starterler karistirildiginda hamurda maya gelisimi
ve etanol liretimi azalirken, normale gore daha ¢ok gliserol (% 80) ve asetik asit (% 55)
olusmus, laktik asit miktar1 ise sabit kalmigtir. Ayrica karigik kiiltiir kullanildiginda
daha ¢ok aroma bileseninin iiretildigi bildirilmistir. Once sade sonrasinda karisik kiiltiir
kullanilip fermantasyon siireci % 25 arttirildiginda tipik eksi hamur aromasinin sade
veya karisik sekilde kullanilarak yapilan hamurlara gore daha gelismis oldugunu
kaydetmislerdir. Sade kiiltiir kullanildiginda 20 saatlik inkiibasyon sonucunda L. brevis
sayisinin 1x10”den 92x10”’ye, maya sayisiin ise 1x109°dan 30x10%°ya cikarken
karigik kiltir kullanildiginda 20 saatlik inkiibasyon sonucunda L. brevis sayisinin

1x10”°den 93x10"°ye, maya sayisinin ise 1x10%°dan 5x10%’ya ciktigini tespit etmislerdir.

Bello ve ark. (2006) yaptiklar1 bir ¢alismada in vitro kosullarda Lactobacillus
plantarum FST 1.7 susunun antimikrobiyel aktivitesini goriintiilemisler ve gidalarin
kiiflenmesine karsi etkilerini incelemislerdir. Calisma sonunda Lactobacillus plantarum
FST 1.7 susunun ekmeklerde bozulma etmeni olan Fusarium culmorum ve Fusarium
graminearum’un gelisimini geciktirdigini tespit etmiglerdir. Ayrica Lactobacillus
plantarum FST 1.7 susunun ekmegin raf omriinii iyilestirici 6zelliklerinin oldugunu

bildirmislerdir.

Ventimiglia ve ark. (2015), yiiriittiikleri caligmada Bati Sicilya’da hazirlanan 15 adet
eksi hamurun fizikokimyasal 6zelliklerini ve LAB diizeylerini arastirmiglardir. 33 adet
LAB susu tespit etmislerdir. Bunlar Lactobacillus plantarum, Lactobacillus curvatus ve
Lactobacillus graminis’tir. izole edilen suslardan en yiiksek asitlik iiretenin L.
plantarum PON100148 oldugunu bildirmislerdir. i¢lerinde L. plantarum PON100148
susunun da bulundugu 11 adet susun ekstraseliiler proteaz aktivitesinin pozitif
oldugunu, farkl suslar i¢in bakteriyosin benzeri inhibitor bilesiklerin iiretimi ve kiif
olusumunu onleyici aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Ancak en iyi eksi hamur
ozelligi gosteren son iriin eldesinin L. plantarum PON100148 susunun varliginda elde

edildigini bildirmislerdir.
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Todorov ve ark. (1999), yaptiklari ¢alismada eksi hamurdan izole ettikleri Lactobacillus
plantarum ST 31 susu tarafindan hazirlanan yeni gelistirilen antibakteriyel bilesenlerin
tespitini ve karakterizasyonunu incelemiglerdir. Bu susun iirettigi antimikrobiyel
bilesenin Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Bacillus ve bazi gida

kaynakl1 patojenlerin gelisimini engelledigini tespit etmislerdir.

Corsetti ve ark. (2003), genotipik yontemler ile eksi hamurdaki laktik asit bakterilerinin
karakterizasyonunu tespit edebilmek amaciyla yiiriittiikleri ¢alismalarinda Italya’nin
orta bolgeleri ve giiney bolgelerinden topladiklar1 45 eksi hamur 6rneginden 6ncelikli
olarak 150 adet laktik asit bakterisi izole etmisleridir. Bunlarin 57 tanesinin L.
sanfranciscensis, 3 tanesinin L. fermentum, 28 tanesinin L. brevis, 24 tanesinin L.
alimentarius, 9 tanesinin L. farciminis, 17 tanesinin L. plantarum, 6 tanesinin L.

fructivorans ve 4 adedinin W. confusa oldugunu tespit etmislerdir.

Meroth ve ark. (2003a), degisik laktik asit bakterisi tiirlerini igeren 3 farkl ticari eksi
hamur starteri ve ekmek mayasini kullanarak 4 farkli eksi hamur (A, B, C, D) iiretmisler
ve bu calisma kapsaminda eksi hamur fermantasyonu prosesindeki bakteri popiilasyonu
dinamigini PZR-DGGE teknigiyle izlemislerdir. Geleneksel yontemlerle cavdar
unundan yapilan A eksi hamurunda L. sanfranciscensis ve yeni bir tiir olan L. mindensis
tespit edilmistir. Yine cavdar unundan yapilan ancak proses sicakliginda farkliliklar
olan B eksi hamurunda L. crispatus ve L. pontis, C eksi hamurunda ise L. crispatus, L.
panis ve L. frumenti baskin tiir olarak tespit edilmistir. D eksi hamuru ise gavdar
kepeginden iretilmis olup L. johnsonii ve L. reuteri tiirii mikroorganizmalarca zengin
olarak tespit edilmistir. Izolatlardan L. sanfranciscensis ve L. fermentum tiirii
mikroorganizmalarin RAPPD-PZR analizi sonucuna bagli olarak ticari kiiltlir ve ekmek

mayast orjinli oldugu bildirilmistir.

Meroth ve ark. (2003b), eksi hamur fermantasyon siirecinde mayalarin PZR-DGGE
teknigiyle tanimlanmasi iizerine yaptiklar: bir ¢alismada 3 adet ticari eksi hamur starteri
ve ekmek mayasi ile 4 farkli hamur liretmislerdir. Geleneksel yontem kullanilarak
cavdar unundan hazirlanan A eksi hamurunda C. humilis baskin mikroorganizma olarak
tespit edilmistir. Cavdar unundan yapilan ve sirastyla 30 °C ve 40 °C’de fermente
edilmis olan B ve C eksi hamurlarinda baskin floranin S. cerevisae oldugu tespit

edilmistir. Cavdar kepeginden hazirlanan D eksi hamurunda ise C. krusei baskin
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mikroflora olarak bulunmustur. Ayrica A, B ve C eksi hamurlarinda Saccharomyces
servazii, S. uvarum, Dekkera bruxellensis ve Epicoccum nigrum tiiri

mikroorganizmalarin varligini da tespit etmislerdir.

Wick ve ark. (2003), yaptiklar1 bir ¢alismada cesitli proses parametrelerinin (starter
kiltir, eksi hamur tazeleme, hamur verimi, icerikteki maddeler) eksi hamur
fermantasyonu tizerine etkisini arastirmiglardir. Arastirma pH ve gaz basincinin siirekli
olarak &lgiilmesi esasina dayanmaktadir. Ik olarak eksi hamuru 30°C sicaklikta 8
saatlik periyotlarla un ve su ile tazelemisler, tazelemenin asidifikasyon ve gaz basincina
olan etkilerini degerlendirmis olup her iki parametrenin de arttigin1 tespit etmislerdir. %
2 oraninda NaCl ilavesinin mayalar1 inhibe ederek daha diisiik gaz olusturma giiciine

neden oldugunu bildirmislerdir.

Mentes ve ark. (2004), Ankara, Bursa ve Trabzon’dan topladiklari 20 farkli eksi hamur
orneginden Lactobacillus tiri  mikroorganizmalart izole etmisler ve bu
mikroorganizmalari tanimlayarak temel endiistriyel oOzelliklerini incelemislerdir.
Calisma sonucunda izole ettikleri 150 adet laktik asit bakterisinin en baskin gelenlerini
L. alimentarius (31 adet) ve L. plantarum (21 adet), en az rastlanilan tiirlerini ise L.
amylovorus (1 adet) ve L. agilis (1 adet) olarak tespit etmislerdir. Bu
mikroorganizmalarin 37 °C’de 24 saat siire sonunda olusturdugu pH diizeyinin 3.56-
4.11 arasinda degistigini, ayrica 63 adetinin ise yiiksek proteolitik aktiviteye sahip

oldugunu bildirmislerdir.

Pepe ve ark. (2004), dogal yollarla fermente edilen eksi hamurlardan L. plantarum
suslarin1 izole etmisler ve bu mikroorganizmalarin teknolojik ve molekiiler
farkliliklarini incelemislerdir. Calisma kapsaminda Giiney Italya’dan 14 eksi hamur
ornegi toplamiglar ve bu orneklerden 30 adet L. plantarum susu izole etmislerdir.
Hamurlarda laktik asit bakteri sayisinin 3-8.7 log kob/g, maya sayisinin ise 5.2-8 log
kob/g oldugunu bulmuslardir 16S rRNA sekanslama ve amilaz, proteaz, fitaz ile
antirope  aktivitesi  gibi  teknolojik  Ozelliklerdeki  farkliliklara  dayanarak
tamimlamiglardir. Calisma sonucunda L. plantarum tiirii mikrooganizmanin suslarinin

farkli olmasina bagh olarak hamurun kalitesinin etkilendigini bildirmiglerdir.

Pulvirenti ve ark. (2004), geleneksel yontemle hazirlanmis eksi hamurlardaki baskin

maya tiirlerini tanimlamak amaciyla Sicilya’nin farkli bolgelerinden 35 eksi hamur
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ornegi toplamiglardir. PZR yontemi ile izole edilen mikroorganizmalari tanimlamiglar
ve fenotipik testlerle verileri dogrulamislardir. Calisma sonucunda elde edilen verilere
gbre maya tlirlinden baskin mikrofloranin S. cerevisiae, onu takiben ise C. milleri, C.

humilis, S. exiguus ve Issatchenkia orientalis oldugunu bildirmislerdir.

Vernocchi ve ark. (2004), cografi isarete sahip tipik bir italyan ekmegi olan Ferrara
ekmeginin iiretimindeki maya popiilasyonunun karakterizasyonunu belirleme {izerine
bir ¢alisma yiiriitmiigler ve irettikleri eksi hamur 6rneginden izole etikleri mayalari
RAPD-PZR teknigi kullanarak tanimlamiglardir. Heterofermentatif laktik asit
bakterilerinin varlig1 sebebiyle eksi hamurdaki yliksek asetik asit icerigine (3 g/kg) baglh
olarak cogu laktik asit bakterisi ve maya eksi hamurda varliginmi siirdiiremezken C.
milleri’nin dayanikli olmasini maya tiiriiniin Ferrara ekmegi iiretiminde esas maya
oldugu anlamina geldigi yoniinde agiklamiglardir. Eksi hamurlarda LAB/maya orani
normal sartlarda 1:1000 ile 1:10 arasinda degisirken, ¢alismada ana hamurda bu oranin
1:1 ¢ikmasinin sebebi olarak iiretimi sirasindaki diisiik fermantasyon sicakligini (18°C)

gostermislerdir.

Gl ve ark. (2005), Isparta’daki farkli firinlardan 14 adet eksi hamur 6rnegi toplamislar,
ardindan izole ettikleri laktobasiller ve S. cerevisiae ile eksi hamur ekmegi iretimi
gerceklestirmiglerdir. Laktik asit bakterisi olarak L. divergens (% 6.1), L. brevis (%
15.1), L. amylophilus (% 6.1), L. sake (% 6,1), L. acetotolerans (% 6.1), L. plantarum
(% 3), P. pentosaceus (% 6.1), P.acidilactici ( %6,1) ve P. halophilus (% 3) tiirlerini,
maya olarak ise S cerevisiae (% 27), S. delbrueckii (% 2.7), T. holmii (%10.8) ve T.
unisporus (% 2.7) tiirlerini izole etmislerdir. Izole ettikleri laktik asit bakterilerini ve
mayalari farkli kombinasyonlarda kullanarak eksi hamur ekmegi yapmislardir. En iyi
reolojik 6zellikleri % 1.5 L. amylophilus ve % 1.5 S. cerevisiae ilave edilen ekmeklerde
elde ederlerken, % 1.5 laktik asit bakterisi karisimi ve % 1.5 S. cerevisiae ilavesi ile

hazirlanan ekmeklerin en kotii 6zellige sahip oldugunu bildirmislerdir.

Randazzo ve ark. (2005), yaptiklar1 ¢aligma kapsaminda Sicilya’nin farkli bolgelerinde
geleneksel yontemlerle hazirlanan eksi hamur 6rneklerinden 45 adet laktik asit bakterisi
izole edip fenotipik ve molekiiler yontemlerle tanimlamiglardir. 45 adet LAB izolatinin
tanimlama sonucunu 17 tanesi L. sanfranciscensis, 14 tanesi L. pentosus, 5 tanesi L.
plantarum, 4 tanesi L. kimchii / L. alimentarius ve 3 tanesi de L. casei olarak

bildirmislerdir. izole ettikleri mikroorganizmalar arasinda siklikla Avrupa eksi
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hamurlarindan izole edilen L. fermentum, L. brevis ve L. paralimentarius tiiri

mikroorganizmalara rastlayamadiklarini belirtmislerdir.

Ricciardi ve ark. (2005), Giiney Italya’da bulunan Apulia’da hazirlanan geleneksel
durum bugday ekmegi olan Altamura ekmegi hamuru, farkli iireticilerden olmak iizere
toplam 7 adet 6rnek temin etmislerdir. Eksi hamur 6rneklerinin tiimiinde laktik asit
bakterilerinin sayismin 107-10® kob/g arasinda degistigini bildirmislerdir. izole edilen
mikroorganizmalarin % 88’inin fakdltatif heterofermentatif laktik asit bakterisi (L.
plantarum, L. paracasel, L. casei), %12’sinin ise heterofermantatif laktik asit bakterisi

(L. brevis, Leu. mesenteroides) oldugunu tespit etmislerdir.

Catzeddu ve ark. (2006), Sardinya’dan (italya) topladiklari 25 farkli eksi hamurdan
olast 210 adet laktik asit bakterisi izole etmisler ve RAPD-PZR teknigini kullanarak
molekiiler tanimlamalarin1 yapmiglardir. Tanimlama sonucuna bagli olarak 12 farkh
tiire ayrilan izolatlardan en sik elde edilenleri L. pentosus (% 38.3), L. plantarum (%
10), L brevis (% 10), W. confusa (% 12) L. sanfranciscensis (% 11) ¢ dir. Digerleri ise L.
casei, L. zeae, P. pentosaceus, L. sakei,L. alimentarius, L. farciminis ve Leu.

citreum’dur.

Paramithiotis ve ark. (2006), yaptiklari bir ¢alismada eksi hamurda laktik asit bakterileri
ve S. cerevisiae’nin birbirleriyle olan etkilesimlerini incelemislerdir. Starter olarak S.
cerevisiae, L. sanfranciscensis, L. brevis, W. cibaria, L. paralimentarius, P.
pentosaceus ve E. faecium tiiri mikroorganizmalar1 kullanmiglardir. Laktik asit
bakterilerini hem tek olarak, hem de maya ile kombine ederek bugday unundan eksi
hamur {retmislerdir. HPLC analizi ile eksi hamurlardaki metabolik riinler tespit
edilmistir. Ortamda laktik asitin varligt S. cerevisiae’nin finalde hiicre verimini
etkilememis ancak maksimum spesifik gelisme oranini ve etanol {iretimini negatif

yonde etkilemistir.

Simsek ve ark. (2006), eksi hamur prosesleri i¢in laktik starter kiiltiirleri izole ederek
antimikrobiyel aktivitelerini incelemislerdir. Bu amagla Usak’taki farkli firinlardan 60
adet eksi hamur Ornegi toplamislardir. Hamurlarin kimyasal ve mikrobiyolojik
Ozelliklerini incelemislerdir. Antimikrobiyel aktiviteye sahip laktik asit bakterisi
suslarini izole edip tanimlamiglardir. Secgilen suslarin metabolik 6zelliklerini (toplam

asitlik, organik asit, diasetil {iretimi, proteolitik ve amilolitik enzim aktivitesi 6zellikleri)
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tespit etmislerdir. Eksi hamur starteri olarak en iyi o6zelliklere sahip olan suslari L.
brevis ssp. lindneri 2103, L. viridenscens 241, 242, Pediococcus sp. E5 ve L.

delbrueckii F5 olarak tespit etmislerdir.

Corsetti ve ark. (2007), Italya’nin Abruzzo bélgesinden topladiklart 6 eksi hamurdan
olas1 21 adet laktik asit bakterisini izole edip fenotipik ve genotipik karakterizasyonunu
incelemislerdir. Calisma sonucunda E. faecium ve P. pentosaceus tiirii
mikroorganizmalarin baskin flora oldugunu ve bu suslarin hamurlarda hizli bir

asidifikasyon gerceklestirdigini tespit etmislerdir.

Scheirlinck ve ark. (2008), Belgika’nin farkli yerlerinden topladiklar: 39 geleneksel eksi
hamurlardan izole ettikleri bakterilerin taksonomik yapisim1 ve dayanikliliklarini
incelemislerdir. Analizler sonucunda gelencksel Belgika eksi hamurlarinda L.
sanfranciscensis, L. paralimentarius, L. plantarum ve L. pontis tiri

mikroorganizmalarin baskin mikroflora oldugunu ifade etmislerdir.

Robert ve ark. (2009), Fransiz bugday eksi hamurlarindaki laktik asit bakterilerinin
biyogesitliligini molekiiler yontemlerle tespit etmek amaciyla yiiriittiikleri bir calismada
Gilineybati1 Fransa’dan 9 farkli bugday eksi hamuru temin ederek 290 adet laktik asit
bakterisi izole etmisler ve PZR ile tanimlamislardir. Calisma sonucunda 6 cins bakteri
tespit edilmistir. Bunlar; Lactobacillus (% 39, 8 tiir), Pediococcus (% 38, 1 tiir),
Leuconostoc (% 17, 2 tiir), Weisella (% 4, 2 tiir), Lactococcus (% 1, 1 tiir) ve
Enterococcus (<% 1, 1 tiir)’dur. Tanimlamas1 yapilan 15 tiir ise; L. plantarum, L.
curvatus, L. paracasei, L. sanfranciscensis, L. pentosus, L. paraplantarum, L. sakei, L.
brevis, P. pentosaceus, L.mesenteroides, L. citreum, W. cibaria, W. confusa, L. lactis ve
E. hirae’ dir.

Hiitner ve ark. (2010), yaptiklar ¢alismada yulaf eksi hamurundan izole ettikleri laktik
asit bakterilerini tanimlayarak onlarin  yulaf ekmegi kalitesini iyilestirme
potansiyellerini aragtirmislardir. Calisma sonucunda yulaf ekmeginde baskin
mikrofloray1 olusturan mikroorganizmalar1 Leu. argentinum, P. pentosaceus, W. cibaria
ve L. coryniformis’in tiirleri olarak bildirmislerdir. Yulaf eksi hamurlarindan izole
edilen laktik asit bakterilerinin bugday ve ¢avdar eksi hamurlarindan izole edilenlere
gore farkli olduklarmi belirtmisler, heterofermentatif laktik asit bakterileri ile gaz

dretimi  konusunda kombinasyon yapilmasi durumunda hamurun yumusakligi ve
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nisastanin yapisma Ozelliklerinde degisikliklere yol agarak farklilik yaratacagim

bildirmislerdir.

Minervini ve ark. (2011), geleneksel italyan ekmeklerinin iiretiminde kullanilan eksi
hamurlardaki laktik asit bakterisi ve mayalarin mikrobiyel g¢esitliliginin hamurun
bilesenleriyle olan etkilesimini inceledikleri bir ¢alismada 19 adet eksi hamur 6rnegi
toplamislardir. Orneklerden bakterileri izole ederek toplamda 20 adet laktik asit
bakterisi, 4 adet de maya tanimlamislardir. Oran olarak laktik asit bakterileri i¢inde en
sik izole edilen tiir L. sanfranciscensis (% 28) olup onu L. plantarum (% 16) ve L.
paralimentarius (% 14) izlemistir. Bunlardan farkli olarak W. cibaria, W. confusa, Leu.
citreum, L. sakei, Leu. mesenteroides ssp. mesentoridies, P. pentosaceus, L.
gallinarum, Lc. lactis ssp. lactis, P. inopinatus, L. casei, L. brevis, P. argentinicus, L.
rossie, W. paramesenteroides, L. spicheri, L. namurensis ve E. durans tiirii laktik asit
bakterilerini de izole etmislerdir. 19 6rnegin 16’sinda Saccharomyces cerevisiae
gozlenirken, onun disginda Candida humilis, Kazachstania barnettii ve Kazachstania
exigua tiirii mayalar da tespit edilmistir. Calisma sonucunda bilesenler, kullanilan unun
cesidi, mikrobiyel topluluk ve eksi hamurun biyokimyasal ozellikleri arasinda bir

korelasyonun oldugunu bildirmislerdir.

2.4. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri Gram-pozitif, katalaz-negatif, spor olusturmayan, uzunluklari 1.5-
5 wm arasinda degisen, cubuk sekilli bakteriler olarak tanimlanmaktadir. Cogu
laktobasil mezofilik olmasma ragmen az da olsa psikotropik, termodurik ya da
termofilik tiirii bakteriler de icermektedir. Optimum gelisebilme sicakliklart 30-45 °C
arasinda degismekte olup bazi tiirleri tuz, ozmotik basing ve diisiik su aktivitesine karsi
oldukga yiiksek tolerans gostermektedir. Aside dayaniklilik tiim laktobasiller i¢in ortak
bir ozellik olup pH 4.4’in altinda gelisebilme yetenegine sahiptirler. Ancak
gelisebilmeleri i¢in optimum pH 5.5-6.5’tir. Bazi tiirleri etanol ve safra toleranshdir.
Cogu tiirler oksijene toleransli iken bir kismi ise mutlak anaerobik sartlara ihtiyag

duymaktadir (Gerekova ve ark., 2011).

Laktik asit bakterileri, laktik asit fermantasyonunun gerekli oldugu siit iiriinleri (yogurt
ve peynir), fermente sebzeler (zeytin, tursu), fermente etler (salam) ve eksi hamur

ekmegi gibi gidalarin liretiminde olduk¢a 6nemli bir role sahiptirler (Tannock, 2004).
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Laktobasiller fermentatif bakteriler olup sekeri fermente etme yeteneklerine gore
homofermentatif ve heterofermentatif olmak {izere temelde 2 farkli gruba ayrilmaktadir.
Baz: tiirler ise hem fizyolojik hem de fizyolojik kapasite agisindan sekerleri her iki
sekilde de fermente edebilme yetenegine sahiptir ve bu tiirler fakiiltatif

heterofermentatif bakteriler olarak siniflandirilirlar (Gerekova ve ark., 2011).

Eksi hamur fermantasyonu ile iligkili ya da fermente eksi hamurda bulunan

Lactobacillus tiirleri Cizelge 2.3.’te verilmistir (Corsetti ve Settanni, 2007).

Cizelge 2.3. Eksi Hamur Fermantasyonu ile iliskili ya da Fermente Eksi Hamurda

Bulunan Lactobacillus Tiirleri

Zorunlu Fakiiltatif Zorunlu

Heterofermentatif Heterofermentatif Homofermentatif

L. acidifarinae L. plantarum L. amylovorus

L. brevis L. pentosus L. acidophilus

L. buchneri L. alimentarius L. delbruecki ssp.
delbrueckii

L. fermentum L. paralimentarius L. farciminis

L. fructivorans L. casei L. mindensis

L. frumenti L. crispatus

L. hilgardii L. johnsonii

L. panis L. amylolyticus

L. pontis

L. reuteri

L. rossiae

L. sanfranciscensis

L. siliginis

L. spicheri

L. zymae

Laktik asit bakterilerinin gelisimi sirasinda gerceklesen asidifikasyon ve enzimatik
prosesler, fermente gidalarin c¢esitliligi i¢in gerekli aroma, tekstiir ve koruyucu
ozelliklerinin temelini olusturur. Laktik asit bakterilerinin endiistriyel uygulamalar
temelde yararli ve patojen olmayan 6 farkli tiir ile gerceklestirilmektedir. Bunlar
Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Oenococcus oeni Ve
Streptococcus thermophilus’tur. Laktik asit bakterilerinin diger tiyeleri, ozellikle
laktobasiller, insan ve hayvanlarin gastrointestinal sistemlerindeki 6nemli bosluklari
doldurdugu ve gosterdigi probiyotik 6zelliginden dolay1 genel sagliga 6nemli etkileri

oldugu bildirilmigtir. Normal mikroflora {izerindeki etkileri, patojenlerle yarigarak

26



onlart disarida birakmalart ve mukozal bagisikligin uyarilmasi1 gibi etkileri bu
bakterilerin faydalarin1 gostermektedir. Ayrica laktik asit bakterileri endiistriyel
kimyasallarin ve biyolojik tiriinler olan biyopolimerler (Leuconostoc spp.), enzimler
(Lactobacillus brevis), etanol ve laktik asitlerin (Lactobacillus casei, lactis, delbrueckii,

brevis) tiretiminde kullanilmaktadir (Klaenhammer ve ark., 2002).

L. sanfranciscensis (L. brevis spp. lindneri), L. plantarum ve L. brevis eksi hamurlardan
siklikla izole edilen laktobasillerdir (Gobbetti, 1998). Bunlarin disinda eksi hamurlarda
Carnobacterium divergens (L. divergens), L. amylophilus, L. sake, L. acetotolerans, P.
pentosaceus, P. acidilactici ve Tetragenococcus halophilus (P. halophilus) tiiri

mikroorganizmalara da rastlanilmaktadir (Rehman ve ark., 2006).

Eksi hamur tiretiminde kullanilan tahil ¢esidi ve uygulanan fermantasyon kosullarina
bagl olarak laktik asit bakterileri tiirlerinde biiyiik bir ¢esitlilik ortaya c¢ikmaktadir.

Yapilan ¢aligmalara bagl olarak farkli orjinli eksi hamurlardan izole edilen laktik asit

bakterilerinin biyogesitliligi Cizelge 2.4.’te verilmistir (De Vuyst ve Neysens, 2005).

Cizelge 2.4. Farkli Orjinli Eksi Hamurlardan Izole Edilen Laktik Asit Bakterileri

Ulke Uriin Laktik Asit Bakteri Tiirii
Belgika Bugday/cavdar eksi L. brevis, Lactobacillus spp. a, L. plantarum, L.
hamuru sanfranciscensis, L. paralimentarius, P.
pentosaceus, L. helveticus
Danimarka Cavdar eksi hamuru L. reuteri, L. panis, L. amylovorus
Finlandiya Cavdar eksi hamuru L. acidophilus, L. plantarum, L. casei
Fransa Bugday ekmegi L. plantarum, L. casei, L. delbrueckii ssp.
delbrueckii, L. acidophilus, L. brevis, Leuc.
mesenteroides ssp. mesenteroides, Leuc.
mesenteroides ssp. dextranicum, P. pentosaceus, L.
curvatus
Almanya Bugday eksi hamuru L. delbrueckii, L. plantarum, L. casei, L. fermentum,
L. buchneri, L. brevis
Cavdar ekmegi L. acidophilus, L. farciminis, L. alimentarius, L.

Cavdar eksi hamuru

Bugday eksi hamuru
(panettone, bugday
ekmegi)

Cavdar kepegi

casei, L. plantarum, L. brevis, L. sanfranciscensis,
L. fructivorans, L. fermentum, L. buchneri

L. acidophilus, L. casei, L. plantarum, L. farciminis,
L. alimentarius, L. brevis, L. buchneri, L.
fermentum, L. fructivorans, L. sanfranciscensis,
Pediococcus spp., L. amylovorus, L. pontis, L.
frumenti, L. reuteri

L. plantarum, L. casei, L. farciminis, L.
homohiochii, L. brevis, L. hilgardii (spontaneous);
L. sanfranciscensis, L. brevis, L. hilgardii, W.
viridescens (masa madre)

L. sanfranciscensis, L. mindensis (type I rye
sourdough); L. crispatus, L. pontis, L. panis, L.
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Sudan

Isveg
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Umbrian eksi hamuru
Pizza

Verona eksi hamuru
Lombardian ana
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hamuru

Sangak
Pozol
Geleneksel eksi hamur

starteri
Civik bugday hamuru

Broa

Cavdar eksi hamuru
Bugday eksi hamuru

Kisra

Cavdar/Bugday

Cavdar eksi hamuru
San Francisco eksi
hamuru Fransiz
ekmegi

fermentum, L. frumenti (type 11 rye sourdough);

L. johnsonii, L. reuteri (type Il rye bran sourdough)
L. sanfranciscensis, L. brevis, Lactobacillus spp. a,
L. paralimentarius, W. cibaria

L. brevis, L. plantarum, L. sanfranciscensis, L.
fermentum, Leuc. mesenteroides, Pediococcus spp.
L. sanfranciscensis, L. plantarum, L. farciminis

L. sakei, L. plantarum, Leuc. gelidum, Leuc.
Mesenteroides

L. sanfranciscensis

L. sanfranciscensis

L. sanfranciscensis, L. alimentarius, L. brevis, Leuc.
citreum, L. plantarum, L. lactis ssp. lactis, L.
fermentum, L. acidophilus, W. confusa, L.
delbrueckii ssp. bulgaricus

Leuc. mesenteroides, L. plantarum, L. brevis, P.
cerevisiae

L. lactis, S. suis, L. plantarum, L. casei, L.
alimentarius, L. delbrueckii

L. plantarum, L. brevis, L. buchneri, L. casei, Leuc.
mesenteroides, Pediococcus sp

L. plantarum, L. delbrueckii, L. buchneri, L. casei,
L. sanfranciscensis, Leuc. mesenteroides, P.
pentosaceus

Leuconostoc spp., L. brevis, L. curvatus, L.
delbrueckii, L. lactis ssp. lactis, E. casseliflavus, E.
durans, E. faecium, S. constellantus, S. equinus

L. plantarum, L. brevis, L. fermentum

L. brevis, L. plantarum, L. cellobiosus, Leuc.
Mesenteroides

L. fermentum, L. reuteri, L. amylovorus, E. faecalis,
L. lactis, L. fermentum, L. reuteri, L. vaginalis, L.
helveticus

L. fermentum, L. delbrueckii, L. acidophilus, L.
plantarum, L. rhamnosus, L. farciminis, L.
fermentum, L. sanfranciscensis, L. brevis, W.
viridescens

Lactobacillus sp., P. pentosaceus

L. sanfranciscensis

2.5. MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi
MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi koloni halinde Petri kutularinda gelismis halde

bulunan bakteri ve mayalarn dakikalar i¢inde tanimlayabilmektedir. Bu metodun

giivenilirligi ve dogrulugu yapilan sayisiz c¢aligma ile ispatlanmigtir. Prensibi

kristallesmis 6rnek materyalinin kisa lazer darbeleri ile iyonizasyonuna dayanmaktadir.

Iyonlar hizlandirilir ve vakumlu ugus tiirii icinde ugus siireleri olgiiliir. MALDI-TOF

Kiitle Spektrometresi proteinlerin ve peptidlerin kiitlelerinin tespiti ve buna ek olarak
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ayrica daha oOnce tanimlanmamis proteinlerin tanimlanmasi konusunda yapilan
calismalarda bagarili bir yontemdir. Sekil 2.1.’de MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi

analiz basamaklar1 sematik olarak gosterilmistir (Wieser ve ark., 2012).

Mormmlized pesk helghts
& @ -

4000 8000 12000 16000 maz 2000 £000 10.000 14.000
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Sekil 2.1. MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi Analiz Basamaklar1

A Kiiltiir kolonilerinden alinip target iizerine yayilir.

B Ornekler matrix soliisyonu ile kaplanir ve hava akimi ile kurutulur.

C MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi cithazina yiiklenir

D Analiz edilen 6rnege 6zgii bir kiitle spektrumu elde edilir.

E Veritabaninda bulunan spektrumlarla analiz sonucu elde edilen spektrum eslestirilerek

tanimlama yapilmis olur.

MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi klinik uygulamalarda bazi uygun patojenleri de
iceren mikroorganizmalarin tanimlanmasi ve karakterize edilmesi amaciyla gelistirilmis
sistemlerdir. Cogu parametre (6rnegin hazirlanmasi, kiiltiirin sartlari, iyonlarin kiitle
aralig1 vb.) kiitle spektrumunun tekrarlanabilirligini etkilemektedir. Cihazin kiitiiphane
verilerinin gelistirilmesi amaciyla oldukca farkl: tiir iceren 1000’lerce degisik spektrum

kaydedilmektedir (Angeletti, 2017).

Sekil 2.2.°de 5 farkli bakteri tiirline ait spektral parmak izleri gosterilmektedir
(Carbonnelle ve ark., 2011).
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Sekil 2.2. 5 Farkli Bakteri Tiiriine Ait Spektral Parmak Izleri

Gliniimiizde ticari olarak 4 tip MALDI-TOF sistemi kullanilmaktadir. Bunlar MALDI
Biotyper (Bruker Daltonics, Bremen, Almanya), Saramis (AnagnosTec, Potsdam,
Almanya), Andromas (Andromas, Paris, Fransa) ve Vitek MS (bioMérieux, Marcy
I'Etoile, Fransa). Spektrum analizlerinin yapilabilmesi amaciyla cihazlara ilave olarak

bir bilgisayar programi gerekmektedir (Angeletti, 2017).

Barreau ve ark. (2013) klinik mikrobiyolojide MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi
yontemiyle anaerobik mikroorganizmalarin tanimlanmasinin tyilestirilip
tyilestirilemeyecegini arastirmiglardir. Calisma sonucunda 1325 adet anaerobik
mikroorganizma MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi ile analiz etmislerdir. % 92.5’1 tiir
diizeyinde dogru tanimlanmistir. Ayrica ¢ogu tanimlanamayan ya da nadir rastlanan
tiirler tespit edilmistir. Sonuglara bagh olarak bu teknigin rutin olarak klinik anaerobik

mikroorganizmalarin tanimlanmasinda basarili bir teknik oldugunu ifade etmislerdir.

Duskova ve ark. (2012) yaptiklar1 bir ¢alismada gidalardan izole edilen laktobasilleri
PZR analizi, ¢ogaltilmis rDNA geni Restriksiyon Analizi (16S-ARDRA) ve MALDI-

TOF Kiitle Spektrometresi analizi olmak tizere 3 farkli metod ile tanimlamislardir.
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Tanimlama sirasinda bu 3 metodu birbirleriyle kiyaslamislardir. Tiir diizeyinde
tanimlama basar1 oranin1 PZR analizi i¢in % 77, MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi
analizi i¢in ise % 93 olarak tespit etmislerdir. Birbirleriyle yakin iliskili Lactobacillus
tiirleri arasindaki farki tespit ederken daha dogru sonuglar elde edebilmek i¢in MALDI-
TOF Kiitle Spektrometresi yonteminin genotipik yontemlerle birlikte kullanilmasinin

daha iyi sonuglar verecegini bildirmislerdir.

Doan ve ark. (2012), Kuzey Vietnam’daki bazi1 geleneksel fermente gidalardan izole
ettikleri 119 adet laktik asit bakterisi susunun MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi ile
hizl1 siniflandirma ve tanimlanmasini dogrulamak amaciyla bir ¢alisma yiiriitmislerdir.
Calisma sonucunda MALDI-TOF Kiitle Spektrometresinin gii¢lii, hizli, giivenilir ve

maliyetli bir yontem oldugunu bildirmislerdir.

2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

1971 yilinda H. Gobind Khorona 2 primerin kullanilmasiyla DNA molekiiliiniin belli
bir bolgesinin ¢ogaltilabilecegi prensibini bulmasina ragmen bunu uygulamaya
aktaramamistir. Kary B. Mullis ise 1983 yilinda termofilik bir bakteri olan Thermus
aquaticus’tan termostabil DNA polimeraz (Taq DNA polimeraz) izole etmistir.
Sonrasinda ise giiniimiizdeki adiyla PZR yontemi olarak bilinen Khorana’nin
prensibinde elde ettigi termostabil DNA polimerazi kullanarak DNA molekiiliiniin tek
zinciri boyunca belli bolgelerde polimeraz aktivitesini baglatip sonlandirabilmistir.

Boylelikle molekiiler tanimlama alaninda olduk¢a biiylik bir gelisme saglamistir
(Taban, 2007).

PZR yontemi in vitro kosullarda bir DNA zinciri istlinde tespit edilen ilgili hedef
niikleik asit dizisinin ¢ogaltilmas1 esasina dayanan molekiiler bir tekniktir. Hassas,
spesifik ve tekrarlanabilir sonuglar vermesi sebebiyle tercih edilmektedir (Saiki ve

ark.,1988).

PZR yonteminin temeli DNA replikasyonuna dayanmakta olup in vitro kosullarda

uygulanabilmesi i¢in gerekli karisimin igerigi Cizelge 2.5.’te verilmistir (Aslan, 2016).
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Cizelge 2.5. In Vitro Kosullarda PZR Yontemini Uygulayabilmek Icin Gereken

Karisimin Igerigi

Bilesen Ozellik

Kalip DNA Cogaltilmak istenen DNA bolgesini igerir

2 adet primer Cogaltilmak istenen bolgenin baslangi¢ ve bitis noktalarina

(oligontikleotid) baglanir

DNA polimeraz enzimi  Polimerizasyon ile ¢ogaltilmak istenen bolgeyi kopyalar,
1stya dayaniklidir

Deoksiniikleotid trifosfat Kalip DNA’dan yeni zinciri sentezlemek igin gereken

(dNTPs: dATP, dTTP, bazlari igerir

dGTP, dCTP)

Tampon ¢ozelti

Mg*? iyonu Polimeraz enzimi icin kofaktor gorevi gorerek bazlarin
polimeraz enzimi tarafindan taninmasini saglar

PZR yontemi ile PZR tiipii i¢indeki reaksiyon karisiminda bulunan spesifik DNA
dizisinin ¢ogaltilmasi islemi farkli sicaklik sartlarinda ¢alisan 3 basamakli bir asamanin
dongii halinde tekrarlanmasiyla gergeklesmektedir. PZR yonteminin basamaklar1 Sekil
2.3.‘te gosterilmektedir (Anonim b, 2019).
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Sekil 2.3. PZR Yontemi Basamaklari

Sekil 2.3.’te goriildiigii lizere her bir PZR dongii asamasi denatiirasyon, baglanma
(annealing) ve uzama (sentez) olmak iizere 3 basamaktan olusmaktadir. Ik basamak
olan DNA’nin denatiirasyon asamasinda sicaklik 93-96 °C’ye kadar ¢ikartilarak cift
zincirli sarmal bir yapiya sahip olan DNA’y1 bir arada tutan bazlar arasindaki zayif
hidrojen baglar parcalanir. Boylelikle sarmal yap1 bozulmus ve 2 adet tek zincirli DNA
elde edilmis olur. ikinci basamak olan baglanma asamasinda sicaklik 55-65 °C’lere

kadar diisiirtiliir ve tek zincir haline getirilen DNA’nin hedef bolgelerindeki 3’ uglarina
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Ozglin primerlerin baglanmasi saglanir. Bu islem sirasinda uygulanan sicaklik
primerlerin baglanma sicakligi olarak adlandirilir, ayrica analizde kullanilan primerlerin
baz igerigine gore degisir. Bu baglanma sicakliginin primerlerin erime sicakliginin (Tnm)
yaklasik olarak 5 °C altinda olmas1 gerekmektedir. Primerler kendilerine 6zgii bolgelere
ne kadar iyi baglanirsa kalip DNA ve primer arasndaki bag o derece giiglii olur. Ugiincii
basamak olan uzama asamasinda kalip DNA’ya baglanan primerlerin niikleotidlerin
eklenmesiyle uzatilmasini saglayan 1siya dayanikli Thermus aquaticus (Taq) polimeraz
enziminin DNA’ya tutunmasmi gerceklestirir ve bdylelikle son basamak da
tamamlanmis olur. Son basamakta Taq polimeraz enziminin ¢alisma sicakligr 72 °C

oldugu i¢in ortam sicakliginin bu derceye ayarlanmis olmasi gerekmektedir (Giasuddin,
1995).

1980’11 yillardan giiniimiize kadar gelisen teknolojiye bagl olarak pek ¢cok PZR teknigi
ortaya ¢ikmustir. Bunlar arasinda en yaygmn kullanilanlart Gergek-Zamanli PZR,
Kantitatif PZR, Ters Trankriptaz PZR, Nested PZR ve Multiplex PZR’dir (Carhan ve
ark., 2016).

2.6.1. Ger¢ek-Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Gergek zamanli PZR yontemi kontaminasyon riskinin en aza indirgenmesi, analiz
sonuclarinin daha hizli ve spesifik olarak elde edilmesi, kantitatif analiz yapilmasinin

miimkiin oldugu ¢ok sayida 6rnekle ¢alismaya imkan tanir (Zhou ve ark., 2013).

Analiz sirasinda olusan {iriin miktarina bagli olarak floresan sinyal 6l¢iim sonucu artis
gostermektedir. Bu 6l¢lim sonucu analizle es zamanli olarak bilgisayar ekranindan takip
edilebilmektedir. Ayrica sinyali sayisal verilere doniistiirerek kantitatif sonuglar elde
etmeye de imkan tanimaktadir. Amplifikasyon sirasinda cihaz tarafindan tespit edilen
floresan 1giniminin esik degerini agtig1 dongii sayisi esik dongii degeridir (Ct). Ct degeri
amplifikasyon iirtiniindeki ilk anlamli artisin oldugu dongii sayisint gosterir (Navarro,
2015). Sekil 2.4.’te Gergek-Zamanli PZR amplifikasyon egrisi gosterilmektedir
(Anonim d, 2019).
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Sekil 2.4. Ger¢ek-Zamanli PZR Amplifikasyon Egrisi

Dongii sayis1 40 olan bir PZR analizinde C¢< 29 ise 6rnekteki hedef niikleik asit ¢oktur.
30 < Cy < 37 ise ornekteki hedef niikleik asit normal seviyededir. 38 < Ci < 40 ise

ornekteki hedef niikleikasit minimum diizeydedir ya da bir kontaminasyon riski vardir

(Aslan, 2016).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1.Materyal

3.1.1.Hamur Ornekleri

Calisma kapsaminda Kaynasli, Bolu, Eregli, Ak¢akoca, Bolu Dagi, Doganpinar ve
Edincik bolgelesi lokal firmlarindan toplanan 7 farkli hamur 6rnegi uygun sartlarda
Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii mikrobiyoloji laboratuvarina
getirilmistir. Eksi hamur 6rneklerinde izolasyon calismalari devam ederken, ornekler
izolasyon islemi sonuna kadar oda sicakliginda muhafaza edilmislerdir. Toplanan

hamur 6rneklerine ait bilgiler Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Alinan Hamur Orneklerinin Bélgelere Gore Dagilimi

Alindi: Yer Kodu Temin Tarihi
Kaynash K 29/03/2016
Bolu Bo 29/03/2016
Eregli Er 29/03/2016
Akgakoca Ak 29/03/2016
Bolu Dag1 Bd 29/03/2016
Doganpinar Do 29/03/2016
Edincik Ed 29/03/2016

3.1.2. Un Ornekleri

Calisma kapsaminda yurt i¢i ve yurt disgindan toplanan 18 farkli un Grneginden
laboratuvar kosullarinda eksi hamur tiretilmistir. Hazirlanan eksi hamur 6rnekleri uygun
sartlarda mikrobiyolojik analizlerin gerceklestirilecegi Hacettepe Universitesi Gida
Miihendisligi Boliimii  mikrobiyoloji laboratuvarma  getirilmistir. Eksi  hamur
orneklerinin izolasyon caligmalarina baslanmis, 6rnekler izolasyon islemi sonlanincaya
kadar oda sicakliginda muhafaza edilmislerdir. Toplanan un Orneklerine ait bilgiler

Cizelge 3.2.’de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Alinan Un Orneklerinin Bélgelere Gore Dagilimi

Alindigr Yer Kodu Cesidi Temin Tarihi
Cankiri C Tam bugday 30/12/2016
Etlik E Tam bugday 02/01/2017
Maykat M Tam bugday 30/12/2016
TARM* A Arpa 17/01/2017
TARM* B Tam bugday 17/01/2017
TARM* Cd Cavdar 17/01/2017
Bugday unu Byl Bugday 16/02/2017
Cavdar unu Cdl Cavdar 16/02/2017
Tam bugday unu Th5 Tam bugday 16/02/2017
Kastamonu S1 Siyez (kepek) 17/02/2017
Kastamonu S2 Siyez (tam bugday) 17/02/2017
Kalecik Th6 Tam bugday 16/02/2017
Gacemer Gc Bugday 06/06/2017
Cin Cn Bugday 06/06/2017
Hatap Hp Bugday 06/06/2017
Weizen Wz Bugday 02/10/2017
Biodinkel Bk Bugday 02/10/2017
[zmir Iz Bugday 02/10/2017
Toplam Ornek Sayisi 18

*TARM: T.C. Tarim ve Orman Bakanlig1 Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstittisii Midiirliga

3.1.3.Besiyeri ve Kimyasallar

3.1.3.1. Eksi Hamurlardan Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu
Eksi hamurlardan laktik asit bakterilerinin izolasyonunda kullanilan besiyeri ve

kimyasallar Cizelge 3.3.’te gosterilmistir.

Cizelge 3.3. [zolasyon Amaciyla Kullanilan Besiyerleri ve Kimyasallar

Kullamlan Besiyeri/Kimyasal/Malzeme Kullanim Amaci

Adi

MRS Broth (De Man Rogosa and Sharpe
Broth, Merck-Millipore, 1.10661.0500)
MRS Agar (De Man Rogosa and Sharpe
Agar, Merck-Millipore, 11.0660.0500)
Serum Fizyolojik (% 0.85 tuz)
Microbiology Anaerocult A (Merck-
Millipore, 1.13829.0001)

Lactobacillus spp. izolasyonu
Lactobacillus spp. izolasyonu
Diliisyon Hazirlama

Anaerobik inkiibasyon kosullarinin
saglanmasi

3.1.3.1.1. Besiyerlerinin Hazirlanmasi
Laktobasillerin izolasyonu ve tamimlamasi Oncesinde analizlerde kullanilacak

besiyerleri, hazirlanma protokollerine uygun olacak dl¢iilerde tartilarak saf su icerisinde
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¢oOziindiriiliir, ardindan belirtilen sicaklikta (121 °C’de 15 dak) otoklavda sterilize
edilir.

3.1.3.1.2. Serum Fizyolojik Hazirlanmasi
Saf suyun iginde oran1 % 0.85 olacak sekilde tuz ilave edilip karistirilir. Ornek sayisina

bagli olarak tiiplere 9’ar mL ve siselere de 225°er mL dagitilir.
3.1.3.2. izole Edilen Laktik Asit Bakterilerinin Tanmimlamasi

3.1.3.2.1. 1lzole Edilen Laktik Asit Bakterilerinin MALDI-TOF Kiitle
Spektrometresi ile On Tanimlamasi

Eksi hamurlardan izole edilen laktik asit bakterilerinin MALDI-TOF kiitle

spektrometresi ile 6n tanimlamasinda kullanilan kimyasallar Cizelge 3.4.’te verilmistir.

Cizelge 3.4. MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi ile On Tanimlamada Kullanlan

Kimyasallar
Kullanilan Kimyasal Adi Kullamim Amaci
Formik Asit Coziici
Asetonitril Coziict
Matrix MALDI-TOF ile tanimlama

3.1.3.2.2. lzole Edilen Laktik Asit Bakterilerinin Gercek-Zamanh PZR ile
Dogrulamas:

MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi ile 6n tanimlamasi yapilan izolatlarin DNA
izolasyonunda Geneall firmasimna ait DNA ekstraksiyon kiti (REF: 108-101)
kullanilmistir. DNA izolasyonu ve molekiiler tanimlamasi sirasinda kullanilan

kimyasallar ve malzemeler Cizelge 3.5.’te gosterilmistir.

Cizelge 3.5. DNA Izolasyonu ve Gergek-Zamanl PZR ile Tanimlamada Kullanilan
Kimyasallar ve Malzemeler

Malzeme Ad1
Lambda tamponu

Lizozim (10 mg/mL)
Proteinaz K soliisyonu
BL tamponu

Saf Etanol (>99.5%)

37



BW tamponu
TW tamponu
AE tamponu
PK tamponu
Toplama tiipleri
Filtre tipii

3.1.3.2.2.1. Lambda Tamponu Hazirlanmasi

1000 mL distile suya 5.8 g NaCl, 2 g MgS04.7H20, 50 mL 1 M Tris-HCI (pH 7.4), 0.1
g jelatin (% 0.01) tartilarak ¢oziindiiriilir ardindan 121 °C’de 15 dak. otoklavlanarak
sterilize edilir. Hazirlanan karisim oda sicakligi  kosullarinda muhafaza edilir
(Taban,2007).

3.1.3.2.2.2. Lizozim (10 mg/mL) Hazirlanmasi

Oncelikli olarak 1 M Tris-HCI (pH 7.4) ‘den 10 mM Tris-HCI stok ¢dzeltisi hazirlanir.
Ardindan Eppendorf tiipe 0.01 g liyofilize formdaki lizozimden tartilip, {izerine 1 mL
10 mM Tris-HCI eklenir ve vorteks yardimiyla homojen bir sekilde ¢6ziinmesi saglanr.

Lizozim ¢ozeltisi -18 °C’de muhafaza edilir.

3.1.3.2.2.3. Proteinaz K Soliisyonu (20 mg/mL) Hazirlanmasi
DNA ekstraksiyon kiti iginden ¢ikan PK tamponu ile toz formdaki proteinaz K

hesaplamalar sonucu ¢ikan oranlarda sulandirilarak hazirlanir ve -18 °C’de saklanir.

3.1.3.2.2.4. Oligoniikleotidler
Calismada Lactobacillus brevis ve Lactobacillus plantarum igin belirlenen tiire 6zel gen
bolgelerine ait Ozellikler Cizelge 3.6.’da verilmistir. BM Labosis A.S. tarafindan

hazirlanan primerler ve problarla ilgili bilgiler Cizelge 3.7.’de verilmistir.

Cizelge 3.6. Calismada Belirlenen Gen Bolgesinin Ozellikleri

Bakteri Ad1 Gen Bolgesinin Sembolii Gen Bolgesinin Adi

L. plantarum pInF Putative bacteria precursor
peptide Plan F

L. brevis recA Recombinant protein A
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Cizelge 3.7. Primerlerin ve Problarin Ozellikleri

Sekans 5' - 3! oD nmol Uzunluk Molekiill Tm
(nm) Agirhgr  (°C)
(Da)
L. plantarum- taattcacggtcacgcaaaa 260 26.1 20 6094 54
F
L. plantarum- tgttcgacatgttgttgatgc 260 25.1 21 6458 57
R
L. plantarum- 6famccacgaatgcctgcaact 260 6.3 23 8055 66
P gaaccbhql
L. brevis-F tcgcrgacggattgtagaaa 260 25.2 20 6198 57
L. brevis-R tcaatataggcggctgttcc 260 254 20 6108 58
L. brevis-P 6famcacgcagttgccgaggt 260 7.5 20 7195 75

ccabhqgl

3.1.3.2.2.5. Master Mix Hazirlanmasi

Hazirlanan master mix karigiminin standart kit protokolii Cizelge 3.8.’de verilmistir.

Gergek-zamanli PZR cihazinda gergeklesecek reaksiyonun olumsuz etkilenmemesi

adma master mix karigimi hazirlanirken olast pipet kayiplart dikkate alinir ve standart

kit protokiiliinde belirtilen miktarlarin % 10 oranminda fazlasi hazirlanir. Hazirlanan

master mix pipet ile karistirildiktan sonra Eppendorf tiiplere 15’er uL hacimde dagitilir.

Cizelge 3.8. Master Mix Karisimi Standart Kit Protokolii

Reaksiyon Konsantrasyon  Miktar (uL) Son Aciklama

Karisiminin icerigi Konsantrasyon

H-0, PCR Grade - 3.8 -

(Nuclease free

water) (Roche,

03315932001)

Primer (GOI) 20 uM 0.4 400 nM

forward

Primer (GOI) 20 uM 0.4 400 nM

reverse

UPL probe (GOI) 10 uM 0.4 200 nM

LightCycler® 480 2xkonsantrasyon 10.0 1xkonsantrasyon Fast start Taq

Probes Master DNA

(Roche, polimeraz

04707494001) reaksiyon
tamponu,
dNTP karigimi
ve 64 mM
MgCl,

Hedef DNA (Kalip - 5.0 -

DNA)

Toplam - 20.0 -
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3.1.3.3. izole Edilen Laktik Asit Bakterilerinin Bazi Probiyotik Ozelliklerinin
Belirlenmesi

izole edilen laktik asit bakterilerinin bazi probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi sirasinda

kullanilan kimyasallar Cizelge 3.9.’da gosterilmistir.

Cizelge 3.9. Bazi1 Probiyotik Ozelliklerin Belirlenmesinde Kullanilan Kimyasallar ve

Besiyerleri
Kullanilan Kimyasal Adi Kullanim Amaci
Oxgall (Oxoid, L 50) Safra toleransinin belirlenmesi
10 M HCI (Merck-Millipore, 100314) Besiyeri asitlik diizeyinin optimizasyonu
MRS Broth (De Man Rogosa and Sharpe Laktik asit bakterilerinin asit ve safra
Broth, Merck-Millipore, 1.10661.0500) toleransi ile muamele edilmesi
MRS Agar (De Man Rogosa and Sharpe Laktik asit bakterilerinin sayimi
Agar, Merck-Millipore,11.0660.0500)
Maximum Recovery Diluent (Merck- Diliisyon hazirlama
Millipore, 112535.0500)
Microbiology Anaerocult A (Merck- Anaerobik inkiibasyon kosullarinin
Millipore, 1.13829.0001) saglanmasi

3.1.4. Kullanilan Cihazlar

3.1.4.1. izole Edilen Laktik Asit Bakterilerinin MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi
ile Tammlamasi

[zolatlarin alt tiir diizeyinde 6n tanimlama islemleri MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi
(Brucker marka Microflex MALDI Biotyper, Brucker Daltonik GmbH, Bremen,
Almanya) tekniginden yararlanilarak yapilmistir. MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi
Plak Goriintlisii Sekil 3.1.’de (Anonim e, 2019), MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi
Cihazinin Goriintiisii Sekil 3.2.’de (Anonim f, 2019) gosterilmistir.
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Sekil 3.2. MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi Cihazi
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3.1.4.2. DNA Izolasyonu ve Saflastirma Islemi Deney Diizenegi

Calismada Hettich (Almanya), markali Mikro 200 santrifiij kullanilmistir. Bu cihaz
14.000 devir/dakika hizla calisabilen, 24 adet mikrosantrifiij tiip haznesi olup cihaza ait
goriintl Sekil 3.3.’te (Anonim g, 2019) verilmistir.

Sekil 3.3. Hettich Mikro 200 Santrifiij

3.1.4.3. izole Edilen Laktik Asit Bakterilerinin Gercek-Zamanlh PZR ile
Dogrulamas:

MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi ile 6n tanimlamasi yapilan laktik asit bakterilerinin
molekiiler dogrulamasinin yapilmasi i¢in Roche (Almanya) markali Lightcycler 1.5 ve
Applied Biosystems (A.B.D.) markali 7500 Real-Time PCR System cihazi
kullanilmigtir. Cihaza ait goriintiiler sirastyla Sekil 3.4. (Anonim h, 2019) ve Sekil
3.5.’te (Anonim 1, 2019) verilmistir.

Sekil 3.4. Lightcycler 1.5
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Sekil 3.5. 7500 Real-Time PCR System
3.2. Metot

3.2.1. Hamur Ornekleri
Toplanan hamur 6rnekleri uygun sartlarda mikrobiyoloji laboratuvarina getirilmistir.
Laboratuvara getirilen hamur 6rnekleri laktik asit bakterisi izolasyonunu yapabilmek

amaciyla analize alinmigtir.

3.2.2. Unlardan Elde Edilen Eksi Hamur Ornekleri

Hamur 6rneklerinden izole edilen olas1 laktik asit bakterisi izolatlarnin MALDI-TOF
Kiitle Spektrometresi ile 6n tanimlamasi sonucunda elde edilen verilere gore
mikroflorada Lactobacillus sanfranciscensis gibi  mikroorganizma tiirlerine
rastlanilmas1 hamura ticari kiiltiir ilave edilmis olma ihtimalini arttirmistir. Bu sebeple
calismanin yonii degistirilip sadece toplanan un 6rneklerinden hazirlanan eksi hamurlar
tizerinden calismaya devam edilmistir. Proje kapsaminda Tiirkiye’nin c¢esitli illerinden
ve yurtdisindan toplamda 18 farkli un 6rnegi toplanmistir. Un Orneklerinden “Dogal
Eksi Hamurlardan Laktik Asit Bakterilerinin ve Mayalarin izolasyonu ve Ekmek
Kalitesi tizerine Etkilerinin Belirlenmesi” isimli proje kapsaminda laboratuvar

kosullarinda eksi hamur {iretimi gerceklestirilmistir.

3.2.3. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu ve Stok Kiiltiir Hazirlanmasi
Eksi hamur florasin1 belirlemek amaciyla oncelikli olarak 25 g eksi hamur Ornegi,
iginde 225 mL steril serum fizyolojik bulunan kapakli siseye aseptik sartlar altinda

aktarilmis ve homojen bir sekilde karismasi saglanmistir. Ardindan bu karisgmdan 1 mL
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ornek alinarak % 0.85°lik serum fizyolojik ile 10%e kadar ardisik seyreltmeler
yapilmustir. Seyreltilmis 6rneklerden 100 L alinarak MRS (de Man, Rogosa ve Sharpe)
agar besiyerine yayma yontemi ile ekim islemi gergeklestirilmis ve anaerobik

kosullarda 30 °C’de 48 saat siire ile inkiibe edilmislerdir.

Inkiibasyon siiresi sonunda farkli morfolojik goriiniise sahip koloniler MRS broth
besiyerine aktarilarak anaerobik kosullarda, aynmi sicaklik ve siirede inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda gelisme gozlenen tiiplerden MRS agara tek koloni diisiirme
yontemi kullanilarak inokiilasyon yapilmis ve yine ayni kosullarda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda saflastirilan kiiltiirler MALDI-TOF Kiitle Spektrometresinde
tanimlamalari yapilmak {izere gliserollit MRS broth ( % 50 gliserol - % 50 MRS broth)

iceren ortamda, -70 °C’de saklanmiglardir.

3.2.4. Laktik Asit Bakterilerinin Tanimlamasi ve Dogrulamasi

Elde edilen LAB’si izolatlarinin tanimlama ve dogrulama islemleri sematik olarak Sekil

3.6.’da gosterilmistir.

MALDI-TOF Kiitle

Spektrometresi
Analizi
izolat Sivi Besiyerinde Gergek Zamanli PZR
Canlandirma Analizi

16S rRNA dizi
Analizi

Sekil 3.6. Laktik Asit Bakterilerinin Tanimlama ve Dogrulama Asamalari

3.24.1. Laktik Asit Bakterilerinin  MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi ile
Tanimlamasi

Saflastirilan LAB suslari MALDI-TOF kiitle spektrometresi (Matrix-assisted laser

desorption ionization-time of flight mass spectrometry) yontemi ile tanimlanmistir.
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MALDI-TOF MS

gosterilmektedir.

ile

bakterilerin tanimlanmasinin basamaklar

LAB (24 saatlik geng kiiltiir)

4

MALDITOF Plaklart
Kuyucuklarma Kiiltiirlerin
Aktarimi

4

0.5 uL Formik Asit ilavesi

4

0.5 pL Matriks Tlavesi

4

MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi
Analizi

4

Kiitle Spektrumu Elde Edilmesi

4

Veri Tabani ile Kargilastirma

Sekil

3.7.°de

Sekil 3.7. MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi ile Laktik Asit Bakterilerinin Tanimlama

Islemi Basamaklari

MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi analizinde plak kuyucuklarina kiirdan yardimi ile

MRS agarda tek tip koloni seklinde gelisen LAB suslar1 aktarilmistir. Kuyucuklara 0.5

uL formik asit ilave edilerek 2-3 dakika oda sicakliginda kurutulmus ve ardindan 0.5 pL

matriks ilave edilmistir. Matriks ilavesinden sonra yine 2-3 dakika siire ile oda

sicakliginda kurutulan plak cihaza yerlestirilerek okuma yapilmis ve cihaz

kiitiiphanesinde bulunan veriler ile karsilastirma yaparak sonuclari tablo seklinde

vermistir.
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3.2.4.2. Laktik Asit Bakterilerinin Ger¢ek-Zamanh PZR ile Dogrulamasi

3.2.4.2.1. Laktik Asit Bakterilerinin DNA izolasyonu

-70 °C’de muhafaza edilen LAB izolatlar1 MRS brothta aktif hale getirilmis ve MRS
agara cizilerek 30 °C’de 48 saat anaerobik sartlarda inkiibe edilmistir. Ardindan Geneall
firmasma ait DNA ekstraksiyon kiti (REF: 108-101) kullanilarak DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. Bakterilerden DNA izolasyonu ve saflastirma islemi akis semasi

Sekil 3.8.’de verilmistir.

Oncelikli olarak iginde 200 uL lambda tamponu bulunan 1.5 mL’lik Eppendorf tiiplere
kiiltiirlerden eklenmis ve 1 dakika siire ile 11.700 rpm’de santrifiijlenmistir.
Santrifiijleme islemi sonrasi sivi kisim pipet yardimi ile uzaklastirilmistir. Pellete 180
uL lizozim eklenerek 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Bu asamada hiicre duvarlari
zayiflatilarak etkili bir hiicre parcalanmasi gergeklestirilmistir. Inkiibasyon sonunda 20
uL proteinaz K soliisyonu ile 200 uL BL tamponu eklenerek vortekste ya da pipet ile
homojen hale getirilmistir. Once 56 °C’de 30 dakika, ardindan 70°C’de 30 dakika siire
ile inkiibe edilmis, inkiibasyon sonrasi oda sicakligina sogutulmustur. Tiip yavas bir
sekilde asag1 cevrilerek herhangi bir sivinin kalip kalmadigi kontrol edilmistir. 200 pL
saf etanol eklenerek vortekste karistirtlmistir. Tiim karisim SV columne dikkatli bir
sekilde aktarilarak 8010 rpm hizda 1 dakika siire ile santrifiijlenmis, sonrasinda
collection tiip yenisiyle degistirilmistir. 600 nL. BW tamponu ilave edilerek 8010 rpm
hizda 1 dakika siire 1ile santrifiijlenmis, sonrasinda collection tiip yenisiyle
degistirilmistir. Ardindan 700 uL TW tamponu eklenerek 8010 rpm hizda 1 dakika siire
ile santrifiijlenmis, santrifiij sonrasi collection tiip yenisiyle degistirilmistir. 11.700
rpm’de 1 dakika siire ile santrifiijlenerek varsa kalan sivi uzaklastirilmigtir. 200 pL AE
tamponu eklenmis ve oda sicakhiginda 1 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda arka arkaya 2 defa olacak sekilde 11.700 rpm’de 1 dakika siire ile tiipler
santrifiijlenmis ve bdylelikle DNA izolasyonu islemi tamamlanmistir. Izolatlar

kullanilana dek -20 °C de muhafaza edilmistir.
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Hedef bakteri + 200 uL

\ 4

11700 rpm 1 dakika

Pellet + 180 pL lizozim

Lambda tamponu santrifiij > ¢ozeltisi
A4
37°C’de 30 dakika < 1200uL BL tamponu + 56°C’de 30 dakika,
inkiibasyon > 20 pL Proteinaz K 2| ardindan 70 °C’de 30
¢ozeltisi dakika inkiibasyon
A\ 4
2.0 mL’lik yiiksek 8010 rpm, 1 dakika
+200 pL saf etanol y pm,
" —> saflikta filtre tiipiine > santrifiij
aktarma
v
Filtreyi bagka bir 4600 uL. BW tamponu 8010 rpm, 1 dakika
toplama tiipiine —> # P —> santrifiij
yerlestirme
. . . 8010 rpm, 1 dakika
Filtreyi baska bir +700 ul. TW tamponu
toplama tiipiine _> : P > santrifiij
yerlestirme
\ 2
Filtreyi bagka bir 11700 rpm, 1 dakika n
toplama tiipiine —_— santrifii > 200 uL AE tamponu
yerlestirme
A4
Oda sicakliginda 1 \ 11700 rpm, 1 dakika Filtreyi, 1.5 mL’lik steril
dakika inkiibasyon 2 santrifiij > Eppendorf tiipiine
yerlestirme

Sekil 3.8. Bakterilerden DNA Izolasyonu ve Saflastirilmas:
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3.2.4.2.2. Hedef DNA’min Eklenmesi

Roche markali Ger¢ek-Zamanli PZR cihazi ile galismalar1 yiiriitirken master mix
dagitilan Eppendorf tiiplere her bir 6rnek i¢in hedef DNA’dan 5’er pL ilave edilmistir.
Pipet yardimiyla master mix ve drnegin iyice karismasi saglandiktan sonra LightCycler
kapiler tliplere aktarimi gerceklestirilmistir. Aktarim sirasinda kapilerler iginde
olusabilecek hava kabarciklarinin uzaklastirilmasi amaciyla 3975 rpm’de 2 dakika siire
ile santrifij islemi gergeklestirilmis ve ardindan kapiler tipler diske dizilmistir.
LightCycler 1.5 PZR cihazina diskin yerlestirilmesinden sonra Cizelge 3.10.’da verilen

PZR programina gore cihaz ¢alistirilmistir.

7500 Real-Time PCR System ile galisirken plaka kuyucuklarina master mix dagitilip,
tizerlerine her bir 6rnek i¢in hedef DNA’dan 5’er pL ilave edilmistir. Maksimum 1500
rpm olacak sekilde 2 dakika siire ile santrifiij edilmis, santrifiij islemi sonras1 plaka

cihaza yiiklenmistir. Cizelge 3.10.’da verilen PZR programina gore cihaz ¢alistirilmustir.

Cizelge 3.10. Tanimlamada Belirlenen Programin Basamaklar1

Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
On inkiibasyon 95 10 dk. 1
Amplifikasyon 45
Denatiirasyon 95 10 sn
Baglanma 60 30 sn
Uzama 72 1sn
Soguma 40 30 sn 1

3.2.4.3. 16S rRNA Dizi Analizi

Izole edilen bakterilerin daha detayli molekiiler tanimlamasmi yapabilmek amactyla
hizmet alim1 yapilarak dizi analizi yapilmustir. Oncelikli olarak bakterinin DNA
izolasyonu gergeklestirilmistir. Ardindan 1s1l islem uygulanarak sarmal yap1 bozularak
tekli iplik hedef DNA kalib1 elde edilmistir. DNA kalibinin bulundugu 6rnek doérde
ayrilarak her biri igaretli bir primer, DNA polimeraz, 4 tip dNTP ile birlikte her bir
reaksiyon karisiminda, 4 farkli niikleotidin modifiye formu dideoksi dNTP’lerden
(ddNTP) birisi konulup inkiibe edilmistir. Yeni zincir sentezi primerlerde baslayarak
ddNTP gelinceye dek devam etmistir. ddNTP geldiginde sentez engellendiginden
rastgele olarak ara ara normal niikleotid yerine bir dANTP takilmistir. Sonug¢ olarak

farkli uzunluklara sahip bir seri isaretli zincir meydana gelmistir.
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Jel elektroforez yontemi ile DNA zincirleri ayrilarak olusan bantlar otoradyografi
uygulanarak belirlenmistir. Yeni sentezlenen zincirin dizisi otoradyograf tizerindeki
bantlardan direkt okunarak orijinal kalip zincirinin dizisi ¢ikartilmis, elde edilen sonug

veri tabanindaki bilgilerle karsilastirilarak tanimlamasi yapilmistir (Anonim c, 2019).
3.2.5. Laktik Asit Bakterilerinin Baz1 Probiyotik Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.5.1. Asit Toleransi

Suslarin diisiik pH’ya kars1 olan dayaniklilik yetenegi son pH’s1 2.5 olacak sekilde
ayarlanmis MRS Broth ile tespit edilir. Farkli tiirdeki laktik asit bakterileri 1 gecelik
inkiibasyon sonrasinda hacim olarak % 1 oraninda MRS Broth’a (pH 2.5) inokiile
edilerek 37 °C’ de 2 saat siire ile inkiibe edilmistir. Ardindan MRS agarli Petri
kutularina yayma yontemi ile inokiile edilmis ve 30 °C’de 48 saat siire ile anaerobik
sartlarda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sona erdiginde bakteri sayimi yapilarak

sonug tespit edilmistir (Manini ve ark., 2016).

3.2.5.2. Safra Toleransi

% 0.3 oraninda oxgall iceren MRS brotha hacimsel olarak % 1 oraninda
mikroorganizma ilavesi gerceklestirilir. 37 °C’de 24 saat siire ile anaerobik sartlarda
inkiibe edildikten sonra MRS agarli Petri kutularina yayma yontemi ile inokiile edilerek
30 °C’de 48 saat siire ile anaerobik sartlarda inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon siiresi

sona erdiginde canli kalan mikroorganizmalarin sayisi tespit edilir (Manini ve ark.,

2016).

3.2.6. Istatistiksel Analizler

Izole edilen laktik asit bakterilerinin asitlik (pH 2.5) ve safra tuzu (%0.3 oxgall)
toleransi ile ilgili uygulamalarinda bakteri sayis1 ve canli kalma oranlar1 bakimindan
Olcimlenen muameleler arasindaki farklilik tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile
arastirillmistir.  Analizler iki tekerriirli olarak gerceklestirilmistir. Gruplar arasi
farkliligin  hangi gruptan kaynaklandigini incelemek iizere Tukey HSD c¢oklu
karsilastirma testleri kullanilmistir. Istatistiksel analizler MINITAB istatistik paket
programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Analizlerde O6nemlilik diizeyi p<0.05 ve

p<0.01 olarak belirlenmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

4.1.1. Hamurlardan Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Calisma kapsaminda Kaynasli, Bolu, Eregli, Ak¢akoca, Bolu Dagi, Doganpinar ve
Edincik bolgelerinden toplanan 7 farkli hamur 6rneginden toplam 10 adet laktik asit
bakterisi oldugu diistiniilen izolat elde edilmis olup izolatlara ait bilgiler Cizelge 4.1.’de

verilmistir.

Cizelge 4.1. Hamurlardan izole Edilen Olas1 Laktik Asit Bakterilerine Ait Bilgiler

Alindig Yer Incelemeye Alinan Izolat Sayisi
Kaynasl 5
Bolu 2
Eregli -
Akgakoca -
Bolu Dag1 -
Doganpinar 1
Edincik 2

*Geligme gozlenmemistir.

4.1.2. Un Orneklerinden Hazirlanan Hamurlardan Laktik Asit Bakterilerinin
izolasyonu

Calisma kapsaminda yurt igi ve yurt dis1 olmak {izere farkli bolgelerden toplanan 18
farkli un Orneginden laboratuvar kosullarinda hazirlanan eksi hamur orneklerine ait
toplam 143 adet laktik asit bakterisi oldugu diisiiniilen izolat elde edilmis olup izolatlara

ait bilgiler Cizelge 4.2.’de verilmistir.

Cizelge 4.2. Un Orneklerinden Hazirlanan Hamurlardan Izole Edilen Olas1 Laktik Asit
Bakterilerine Ait Bilgiler

Alindigx Yer Cesidi Incelemeye Alinan izolat Sayisi
Cankari Tam bugday 4
Etlik Tam bugday 4
Maykat Tam bugday 4
Ankara tarim {iriinleri Arpa 9
Ankara tarim {rtinleri Tam bugday 9
Ankara tarim triinleri Cavdar 10
Bugday unu Bugday 10
Cavdar unu Cavdar 10
Tam bugday unu Tam bugday 7
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Kastamonu Siyez (kepek) 9

Kastamonu Siyez (tam 9
bugday)
Kalecik Tam bugday 10
Gacemer Bugday 8
Cin Bugday 8
Hatap Bugday 8
Weizen Bugday 7
Biodinkel Bugday 8
[zmir Bugday 9

4.2. MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi Sonuglari

4.2.1. Hamurlardan izole Edilen Laktik Asit Bakterilerinin MALDI-TOF Kiitle
Spektrometresi Sonuclari

Calisma kapsaminda Kaynasli, Bolu, Eregli, Ak¢akoca, Bolu Dagi, Doganpinar ve
Edincik bolgelerinden toplanan 7 farkli hamur 6rneginin sadece 4 tanesinden elde edilen
olas1 10 adet laktik asit bakterisi izolatinin MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi analizi
ile 6n tanimlamasi yapilmistir. MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi analizi ile yapilan 6n

tanimlama sonuclar1 Cizelge 4.3.’te verilmistir.

Cizelge 4.3. Hamur Ornegi Izolatlarinin MALDI-TOF MS Sonucu

Ornegin Alindig1 Yer MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi Sonucu
Kaynasgh Lactobacillus kimchii

Lactobacillus kimchii

Lactobacillus kimchii

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum

Bolu Lactobacillus plantarum

Lactobacillus sanfranciscensis
Doganpinar Lactobacillus sanfranciscensis
Edincik Lactobacillus kimchii

Lactobacillus murinus

4.2.2. Un Orneklerinden Hazirlanan Hamurlardan izole Edilen Laktik Asit
Bakterilerinin MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi Sonuglari

Elde edilen 143 adet olasi laktik asit bakterisi izolatinin 6ncelikli olarak MALDI-TOF
Kiitle Spektrometresi analizi ile 6n tanimlamasi yapilmigtir. MALDI-TOF Kiitle

Spektrometresi analizi ile yapilan 6n tanimlama sonuglar1 Cizelge 4.4.’te verilmistir.
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Cizelge 4.4. Un Ornegi izolatlarn MALDI-TOF MS Sonucu

Ornegin Alindig1 Yer Cesidi MALDI-TOF MS Sonucu

Cankirt Tam Bugday Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Etlik Tam Bugday Lactobacillus kimchii
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Maykat Tam Bugday Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Ankara Tarim Uriinleri Arpa Lactobacillus brevis
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Ankara Tarim Uriinleri Tam Bugday Lactobacillus plantarum
Lactobacillus brevis
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus kimchii
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus kimchii
Lactobacillus plantarum
Ankara Tarim Uriinleri Cavdar Lactobacillus brevis
Lactobacillus paraplantarum
Lactobacillus brevis
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus brevis
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus kimchii
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus kimchii
Lactobacillus brevis
Bugday Unu Bugday Lactobacillus kimchii
Lactobacillus brevis
Lactobacillus brevis
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus brevis
Lactobacillus brevis
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus brevis
Lactobacillus plantarum
Cavdar Unu Cavdar Lactobacillus plantarum
Lactobacillus brevis
Lactobacillus kimchii
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus brevis
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Tam Bugday Unu

Kastamonu

Kastamonu

Kalecik

Gacemer

Hatap

Weizen

Biodinkel

Tam Bugday

Siyez (kepek)

Siyez (tam bugday)

Tam Bugday

Bugday

Bugday

Bugday

Bugday

Bugday

Lactobacillus paralimentarius
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus brevis
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus kimchii
Lactobacillus kimchii
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus kimchii
Lactobacillus brevis
Lactobacillus brevis
Lactobacillus brevis
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus coryniformis
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus paraplantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus kimchii
Lactobacillus kimchii
Lactobacillus kimchii
Lactobacillus brevis
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus paralimentarius
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus kimchii
Lactobacillus brevis
Lactobacillus kimchii
Lactobacillus kimchii
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus kimchii
Lactobacillus brevis
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus paralimentarius
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus kimchii
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus curvatus
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Lactobacillus curvatus

Lactobacillus curvatus
[zmir Bugday Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus curvatus
Toplam 106

Izolatlarim MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi sonucuna gére tiir diizeyinde
dagilimlarina ait veriler Sekil 4.1.’de gosterilmistir. 106 adet izolatin 57’sinin (% 53.8)
Lactobacillus plantarum, 20’sinin (% 18.9) Lactobacillus brevis, 18’inin (% 17.0)
Lactobacillus kimchii, 5’inin (% 4.7) Lactobacillus curvatus, 3’iniin (% 2.8)
Lactobacillus paralimentarius, 2’sinin (% 1,9) Lactobacillus paraplantarum, 1’inin (%

0.9) Lactobacillus coryniformis’e ait oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.1. Izolatlarin Tiir Diizeyinde Dagilim Oranlari

Un oOrneklerinden izole edilen farkli tiirdeki mikroorganizmalarin sayilarinin verildigi
Sekil 4.2.°de incelendiginde farkli lokasyonlardan temin edilen un 6rnekleri iginden
Kastamonu’dan getirilen un ile yapilan eksi hamurlarda 5 farkl tiirde (Lactobacillus
brevis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus coryniformis, Lactobacillus
paraplantarum, Lactobacillus kimchii) izolat tespit edilmistir. Cankiri, Maykat ve

Weizen 6rneklerinde ise sadece 1 tip (Lactobacillus plantarum) izolat tespit edilmistir.
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Cankirg; 1 Maykat; 1 WcTizen; 1 Kastamonu; 5

Tam Bu%

Unu; 2
Kalecik; 2
Ankara Tarim
. Uriinleri; 4
Izmir; 2

Biodinkel; 2

Bugday Unu; 3

Gacemer; 3

Sekil 4.2. Un Orneklerinden Izole Edilen Farkl1 Tiirdeki Mikroorganizmalarin Say1si

Sekil 4.3.’te Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus brevis’in lokasyonlara gore
dagilimi gosterilmektedir. Toplam 15 farkli lokasyondan alinan un orneklerinden
yapilan eksi hamurlarin tamamidan (% 100.0) Lactobacillus plantarum izole

edilirken, sadece 6 tanesinden (% 40.0) Lactobacillus brevis izole edilmistir.

a
-

Lactuhm:ﬂlus
p].,HI]t-HI'L:II'I'.I. Lﬂﬂtﬂhﬂﬂ]]luﬂ

brevis
Sekil 4.3. Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus brevis’in Lokasyonlara Gore

Dagilimi

Sekil 4.4.’te 18 farkli un 6rneginden Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus brevis
tiirli mikroorganizmalarin izole edilme oranlar1 gosterilmistir. Sekil 4.4.’te de goriildiigi
gibi toplam 18 farkli un 6rneginin 18’inden (% 100.0) Lactobacillus plantarum izole

edilirken, sadece 9’undan (% 50.0) Lactobacillus brevis izole edilmistir.
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Sekil 4.4. Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus brevis Tiirii Mikroorganizmalarin 18

Farkli Un Orneginden Izole Edilme Oranlar

Sekil 4.5.’te un gesitlerindeki farkliliklara bagli olarak Lactobacillus plantarum ve
Lactobacillus brevis tiirii mikroorganizmalarin bulunma diizeyi gosterilmistir. Sekil 4.5.
incelendiginde 6 farkli un ¢esidinin tamaminda mutlaka Lactobacillus plantarum ve

Lactobacillus brevis tiirii mikroorganizmalarin tespit edildigi goriilmektedir.
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Sekil 4.5. Un ¢esitlerine gore Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus brevis Tiiri

Mikroorganizmalarin Bulunma Diizeyi

Sekil 4.6.’da  Lactobacillus  plantarum ve Lactobacillus  brevis tiirii
mikroorganizmalarin un ornekleri tilirlerinden hangilerinde daha ¢ok tespit edildigine
iliskin veriler gosterilmistir. Sekil 4.6.’da goriildiigii tizere Lactobacillus plantarum tiirti
mikroorganizmalar ¢ogunlukla tam bugday (% 40.4) ve bugday (% 33.3) tiirii unlardan,
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Lactobacillus brevis ise ¢ogunlukla bugday (% 35.0) ve ¢avdar (% 35.0) tiirii unlardan

izole edilmistir.

Lactobacillus plantarum Lactobacillus brevis
Siyez Si Tam .
yez N Siyez
(kepek) / (tam Bugday (tam

4% bugday)

bugday)
5%

Arpa
9%

Cavdar
12%

Bugday
35%

Sekil 4.6. Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus brevis Tiirii Mikroorganizmalarin

Un Cesitlerinde Dagilimi

Sekil 4.7.’de tam bugday ¢esidi unlardan hazirlanan eksi hamurlardan Lactobacillus
plantarum ve Lactobacillus brevis tiiri mikroorganizmalarin izole edilme oranlari
verilmistir. Tam bugday tiiriinden toplamda izole edilen 24 adet izolattan 23’{iniin (%
95.8) Lactobacillus plantarum, sadece 1 tanesinin (% 4.2) Lactobacillus brevis oldugu
tespit edilmistir.

Lactobacillus
brevis; 1

Sekil 4.7. Tam Bugday Cesidi Unlardan Hazirlanan Eksi Hamurlardan Lactobacillus
plantarum ve Lactobacillus brevis Tiirii Mikroorganizmalarin izole Edilme

Oranlan

57



4.3. Gercek-Zamanh PZR Sonuclar:
MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi On tanimlamasi yapilan 106 adet laktik asit
bakterisinin ig¢inden Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus brevis suslar1 tespit

edilmis ve ardindan Gerg¢ek-zamanli PZR ile dogrulamasi yapilmustir.

Gergek-zamanli PZR ile dogrulama analizi yapilirken Cp degeri (geg¢is noktasi) 30’un
tizerinde olan ya da herhangi bir Cp degeri tespit edilemeyen sonuglar negatif sonug
olarak yani tanimlama yapilamadi seklinde belirlenmistir. Gergek-zamanli PZR ile
Lactobacillus plantarum olarak tanimlanan izolatlar Cizelge 4.5.’te, Lactobacillus
brevis olarak tanimlanan izolatlar ise Cizelge 4.6.’da verilmistir. Ayrica Lactobacillus
plantarum izolatlarinin ger¢ek-zamanli PZR ile tanimlama goriintiisii Sekil 4.8.°de,
Lactobacillus brevis izolatlarinin Gergek-zamanli PZR ile tanimlama goriintlisii ise

Sekil 4.9.’da verilmistir.

Cizelge 4.5. Gerg¢ek-Zamanli PZR ile Lactobacillus plantarum Olarak Tanimlanan

Izolatlar
izolatin Kodu Alindigi yer
C4 Cankiri
E2 Etlik
A2 Ankara Tarim Uriinleri
B1 Ankara Tarim Uriinleri
Byl1/4 Bugday Unu
Cdin Cavdar Unu
Th6/4 Kalecik
Hp2 Hatap
Wz3 Weizen
izl [zmir
Pl hfz Hifzisithha

.o/ A2 Ee2 MiBy14 B2  BI
3.0
25

20

ARn

1.0
0.5 1

Cycle

Sekil 4.8. Lactobacillus plantarum izolatlarmin Ger¢ek-Zamanli PZR ile Tanimlama

Gortintlisi
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Lactobacillus plantarum izolatlarina ait PZR goriintiileri ayrintili olarak Ek-1’de

verilmistir.

Cizelge 4.6. Gergek-Zamanli PZR ile Lactobacillus brevis Olarak Tanimlanan izolatlar

izolatin Kodu Alindigi yer
Al Ankara Tarim Uriinleri
Cd1 Ankara Tarim Uriinleri
By1/3 Bugday Unu
Cd1/s Cavdar Unu
S1/3 Kastamonu
S2/9 Kastamonu
Gc3 Gacemer
Cn3 Cin
7 o
¢ A1 cn3 MEBy13 Bs1/3 B e

\ .\A
.5
\
\

W20 Boar  gds MG

ARN

- N W s

B [ 8 10 12 14 14 18 P = P > 28 X 2 M » £ 40

Cycle

Sekil 4.9. Lactobacillus brevis izolatlarinin Gergek-zamanli PZR ile Tanimlama

Goruntusu

Lactobacillus brevis izolatlarina ait PZR goriintiileri ayrintili olarak Ek-2’de verilmistir.

4.4. 16S rRNA Dizi Analizi Sonug¢lar:

MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi analizi ile 6n tanimlamasi yapilan ve Gergek-
Zamanl PZR ile molekiiler diizeyde tanimlanan 10 adet Lactobacillus plantarum ve 7
adet Lactobacillus brevis izolatinin 16S rRNA dizi analizi sonuglar1 Cizelge 4.7.’de
verilmistir. Ayrica 16S rRNA dizi analizi sonucunda tiir diizeyinde tanimlanan
izolatlarin Gen Bankasina veri girigleri yapilmis olup, Gen Bank numaralar1 yine

Cizelge 4.7.’de goriilmektedir.
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Cizelge 4.7. izolatlarm 16S rRNA Dizi Analizi Sonuglart

Izolatin Kodu Alindig yer Bakteri Tiirii Gen Bank No
Cc4 Cankir Lactobacillus plantarum MN826733
E2 Etlik Lactobacillus plantarum MN826737
Bl Ankara Tarim Uriinleri Lactobacillus plantarum MN826730
Byl/4 Bugday Unu Lactobacillus plantarum ~ MN826732
Cdl1/1 Cavdar Unu Lactobacillus plantarum MN826734
Th6/4 Kalecik Lactobacillus plantarum MN826744
Hp2 Hatap Lactobacillus plantarum MN826739
Wz3 Weizen Lactobacillus plantarum MN826745
iz1 [zmir Lactobacillus plantarum  MN826740
Pl hfz Hifzisihha Lactobacillus plantarum MN826741
Al Ankara Tarim Uriinleri Lactobacillus brevis MN826729
By1/3 Bugday Unu Lactobacillus brevis MN826731
Cd1/s Cavdar Unu Lactobacillus brevis MN826736
S1/3 Kastamonu Lactobacillus brevis MN826742
S2/9 Kastamonu Lactobacillus brevis MN826743
Gc3 Gacemer Lactobacillus brevis MN826738
Cn3 Cin Lactobacillus brevis MN826735

[zolatlarn DNA’larmin amplifikasyonu sonucunda elde edilen bantlar Sekil 4.10’°da

gosterilmistir.

Sekil 4.10. izolatlarn DNA’larinin Amplifikasyonu Sonucunda Elde Edilen Bantlar

16S rRNA dizi analizi sonuglarina gore olusturulan dendrogram Sekil 4.11.°de

verilmistir.
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Sekil 4.11. 16S rRNA Dizi Analizi Sonuglarina Gére Olusturulan Dendrogram

B1, Byl/4, Hp2, Cd1/1, Tb6/4, E2, C4 ve Wz3 kodlu izolatlar L. plantarum; Iz1 ve PI
hfz kodlu izolatlar ise L. plantarum ssp. plantarum olarak bulunmustur. Wz3, C4, E2 ve
Th6/4 kodlu suslaar bu referans tiirle birkag¢ baz farklilik (baz farkliliklart <%1'den daha
az) gostermektedir. Ikinci daldaki érnekler (By1/3, S1/3, Cd1/5, Cn3, Ge3, S2/9, Al)

ise referans susla tamamen benzerlik gosterip L. brevis olarak bulunmustur.

4.5. Laktik Asit Bakterilerinin Baz1 Probiyotik Ozellikleri

Izole edilen laktik asit bakterilerinin asitlik (pH 2.5) ve safra tuzu (% 0.3 oxgall)
toleranst ile ilgili uygulamalarinda bakteri sayisi ve canli kalma oranlar1 bakimindan
Ol¢iimlenen muameleler arasindaki farklilik tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile
arastirilmistir.  Analizler iki tekerrlirlii olarak gercgeklestirilmistir. Gruplar arasi

farkliligin hangi gruptan kaynaklandigim1 incelemek iizere Tukey HSD c¢oklu
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karsilastirma testleri kullanilmistir. Istatistiksel analizler MINITAB istatistik paket
programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Analizlerde Onemlilik diizeyi p<0.05 ve
p<0.01 olarak belirlenmistir. izole edilen mikroorganizmalarin asitlige (pH 2.5) ve safra
tuzuna (% 0.3 oxgall) tolerans: ile ilgili iki yonlii varyans analiz sonuglar1 Cizelge

4.8.’de verilmistir.

Cizelge 4.8. izole Edilen Mikroorganizmalarin Asitlik (pH 2.5) ve Safra Tuzuna (%0.3
Oxgall) Tolerans ile Ilgili iki Yénlii Varyans Analiz Sonuglart

Varyasyon Kayna Serbestlik ~ Kareler ~ Kareler o degeri "(")ne{n
Derecesi Toplam1 Ortalamasi Diizeyi (p)
Asitlige Dayamklilik 16 3.202 0.200 108.362 0.000
Hata 17 0.031 0.002
Genel 33 3.234
Safraya Dayanikhilik 16 15.928 0.996 235.217 0.000
Hata 17 0.072 0.004
Genel 33 16.000

izole edilen mikroorganizmalarin asitlige (pH 2.5) ve safra tuzuna (%0.3 oxgall)

tolerans1 Cizelge 4.9.’da verilmistir.

Cizelge 4.9. izole Edilen Mikroorganizmalarin Asitlik (pH 2.5) ve Safra Tuzuna (%0.3
oxgall) Toleransi

Asitlige
Kor (Log Dayamkhhk Safra Tuzuna
Bakteri Sus Bakteri Susu Kob/MI) (pH 2.5) (Log Dayamklhilik (%0.3
Kodu Tiiri (Ortalama + Kob/MI) Oxgall) (Log Kob/MI)
S.H.) (Ortalama + (Ortalama + S.H.)
S.H)
¢dinl L. plantarum 9.24+0.06 7.40+0.01 def 8.73+£0.09¢
Hp2 L. plantarum 9.37+£0.01 7.47 £0.01 efg 8.57 +0.12 def
Pl hfz L. plantarum 9.69+0.03 7.49 +0.04 fg 7.08+0.00b
Th6/4 L. plantarum 9.65+0.01 7.64+0.03 g 5.96+0.05a
E2 L. plantarum 9.40 £ 0.00 7.43 £0.03 ef 7.91+£0.02¢
B1 L. plantarum 9.36 £ 0.04 7.37£0.01 def 8.44+0.01 de
iz1 L. plantarum 9.54+0.08 7.38 + 0.04 def 8.36+0.02d
C4 L. plantarum 9.32+£0.06 6.73 £0.01 ab 8.42 +0.02de
By1/4 L. plantarum 9.46 £ 0.00 7.46 £ 0.01 ef 8.36+0.04d
Wz3 L. plantarum 9.02 £0.02 7.42+0.04 ef 8.44 +0.03 de
S2/9 L. brevis 9.39+0.03 7.24 £+ 0.04 cd 8.38 £0.02 de
Cn3 L. brevis 8.91+0.06 6.83 £ 0.08b 8.64 = 0.08 ef
Al L. brevis 8.88 £0.03 6.63+0.03 a 8.82+0.0l¢e
Cd1/5 L. brevis 8.94 £ 0.06 6.84+0.01b 8.39+0.03 de
S1/3 L. brevis 9.03 £ 0.05 6.83+0.01b 8.45+0.02 de
Gc3 L. brevis 9.40 £0.02 7.30 £ 0.00 de 8.58 £ 0.04 def
By1/3 L. brevis 9.28 +£0.00 7.08 +£0.04 ¢ 8.58 = 0.00 def

Ayni siitunda yer alan farkli harfler, Tukey Metoduna gore belirgin bir fark (P<0.05) olusturmaktadir.
Ayni siitunda farkl kiiciik harfi alan ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (p<0.01).

SH: Standart hata.
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Cizelge 4.8.°de tek yoOnlii varyans analizi ve Cizelge 4.9.°da bakteri sayilar1 igin
gergeklestirilen analiz sonuclar1 yer almaktadir. Tez calismasinda yer alan bakteri
suslar1 arasinda asitlige dayaniklilik ve safraya dayaniklilik bakimindan istatistiksel
acidan Onemli bir farklilik bulunup bulunmadigi arastirilmistir. Bakteri kiiltiirlerine
iliskin analiz sonuglar1, bakteri suslari arasinda gozlenen farklarin tiim laktik asit

bakterilerinde istatistiksel agidan 6nemli bir farklilik oldugunu géstermektedir (p<0.01).

Bakteri kiiltiirlerine iliskin kontrol gruplari i¢inde en yiiksek ortalama degerler Pl hfz
(9.69), en diisiik ortalama degerler ise Al (8.88) kodlu bakteri susunda; asitlige
dayaniklik uygulamasinda en yiiksek deger Tb6/4 (7.64) en diisiik deger ise Al (6.63)
kodlu bakteri susunda; safra tuzuna dayaniklilik uygulamasinda ise en yiiksek ortalama
deger Al (8.82), en diisik ortalama deger Tb6-4 (5.96) kodlu bakteri susunda
hesaplanmistir. Tukey ¢oklu karsilastirma testi sonuglarina gore asitlige dayaniklilik
bakimindan bakteri tiirleri arasindaki farklilhik A1, Cdl/5, S1/3 ve Byl/3 suslarindan
kaynaklanmaktadir. Safraya dayaniklilik bakimindan ise Tb6/4, Pl hfz, E2, izl, Cdl/1 ve

A1 suslar1 bakteri tiirleri arasindaki farklilik olusturmustur.

izole edilen mikroorganizmalarin asitlik (pH 2.5) ve safra tuzu (% 0.3 oxgall)
uygulamalarindan canli kalma oranm1 (%) ile ilgili iki yonlii varyans analiz sonuglari

Cizelge 4.10.’da verilmistir.

Cizelge 4.10. izole Edilen Mikroorganizmalarm Asitlik (pH 2.5) ve Safra Tuzu (% 0.3
oxgall) Uygulamalarindan Canli Kalma Oram (%) ile Ilgili iki Yonlii

Varyans Analiz Sonuglari

. nem
Varyasyon Kaynag Serbestll_k Kareler  Kareler F degeri c(l)iizeeyi
Derecesi Toplami Ortalamasi ©®)
Asitlige Dayamkhhik 16 171.270 10.704 25.141 0.000
Hata 17 7.238 0.426
Genel 33 178.508
Safraya Dayamkhihk 16 2624.493 164.031  342.101 0.000
Hata 17 0.479 0.479
Genel 33 2632.644

Izole edilen mikroorganizmalarin asitlik (pH 2.5) ve safra tuzu (% 0.3 oxgall)

uygulamalarindan canli kalma oran1 (%) Cizelge 4.11.’de verilmistir.
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Cizelge 4.11.

oxgall) Uygulamalarindan Canli Kalma Orani (%)

Izole Edilen Mikroorganizmalarin Asitlik (pH 2.5) ve Safra Tuzu (%0.3

Asitlize Asitlik canli Safratuzuna  Safra canli
Kér (o da amkghhk kalma orant dayaniklilik kalma
Kodu Tiird g Y (%) (%0.3 orant (%)
kob/mL)  (pH 2.5) (log 1 N N Ortal
kob/mL) (Ortalama oxgall) (log  (Ortalama
S.H) kob/mL) +S.H.)
80.03 £ 0.36 94.42 +
Cd1-1 L. plantarum 9.24 7.40 hi 8.73 0.31 hi
79.72 £0.19 91.46 £
Hp2 L. plantarum 9.37 7.47 ghi 8.57 1.18 efg
7734 73.10 £
Plhfz L. plantarum 9.69 7.49 0.21cdefg 7.08 0.19 b
79.21 £ 61.74 +
Th6-4 L. plantarum 9.65 7.64 0.27fgh 5.96 0.44 2
78.99 £0.27 84.15 =
E2 L. plantarum 9.40 7.43 efgh 7.91 0.21c
78.74 £ 0.44 90.17 £
Bl L. plantarum 9.36 7.37 defgh 8.44 0.49def
. 7731 + 87.64 £
Iz1 L. plantarum 9.54 7.38 0.28cdefg 8.36 0.53d
90.29 +
C4 L. plantarum 9.32 6.73 7221+ 0.36a 8.42 0.42def
78.81 £0.05 88.37 =
Byl-4 L. plantarum 9.46 7.46 defgh 8.36 0.42d
82.26 + 93.51 +
Wz3 L. plantarum 9.02 7.42 0.26defgh 8.44 0.07 gh
. 77.15 89.29 +
S2-9 L. brevis 9.39 7.24 0.63bcdefg 8.38 0.03de
. 76.61 + 96.97 +
Cn3 L. brevis 8.91 6.83 1.36bcdef 8.64 0.25i]
Al L. brevis 8.83 6.63 74.65x0.07 8.82 99.38 %
ab 0.39i
. 76.51 +£0.40 93.80 +
Cdi-5 L. brevis 8.94 6.84 bede 8.39 0.91 gh
. 75.58 £0.47 93.52 £
S1-3 L. brevis 9.03 6.83 be 8.45 0.35gh
. 77.70 £0.12 91.27
Gc3 L. brevis 9.40 7.30 cdefgh 8.58 0.52¢fg
. 76.24 £ 0.38 92.46 +
By1-3 L. brevis 9.28 7.08 bed 8.58 0.00 fgh

Aynu siitunda farkli kiigiik harfi alan ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (p<0.01).

Cizelge 4.10.’da tek yonlii varyans analizi ve Cizelge 4.11.’de canli kalma oranlari igin
gerceklestirilen analiz sonuglar1 yer almaktadir. Tez calismasinda yer alan bakteri
suslar1 arasinda asitlige dayamiklilik ve safraya dayaniklilik bakimindan istatistiksel
acidan onemli bir farklilik bulunup bulunmadigi arastirilmistir. Bakteri kiiltiirlerine
iliskin analiz sonuglari, bakteri suslar1 arasinda canli kalma oranlar1 bakimindan
gbzlenen farklarin tiim laktik asit bakterilerinde istatistiksel agidan 6nemli bir farklilik
oldugunu gostermektedir (p<0.01). Analizler kapsaminda incelenen bakteri tiirlerinin

asitlik canli kalma oranina ait ortalama en yiiksek deger Wz3 (% 82.26) en diisiik deger
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ise C4 (% 72.21) kodlu bakteri susunda; safra canli kalma oraninda ise en yiiksek
ortalama deger Al (% 99.38), en diisiik ortalama deger Tb6/4 (% 61.74) kodlu bakteri
susunda hesaplanmistir. Tukey c¢oklu karsilastirma testi sonuglarina gore asitlige
dayaniklilik bakimindan C4; safraya dayaniklilik bakimindan Tb6-4, Pl hfz, E2 ve Byl/4

suslarmin farklilig1 olusturan gruplar oldugu goriilmektedir.

Kontrol grubu ile asitlik ve safra uygulama karsilastirmasina ait veriler Cizelge 4.12.’de

gosterilmistir.

Cizelge 4.12. Kontrol Grubu ile Asitlik ve Safra Uygulama Karsilastirmasi

Ortalama+SH t p-value

Asitlige Dayaniklilik 7.2059+0.0536 -57.466 0.000*

Safraya Dayaniklilik 8.2397+0.1194 -7.013 0.000*
Kontrol 9.2856+0.2495

*p<0.01

Safra ve asitlik uygulamasindan Onceki ve sonraki canli kalma oranlar1 arasinda
istatistiksel acidan Onemli bir farklilik tespit edilmistir (p<0.01). Cizelge 4.12.
incelendiginde uygulamalar gergeklestirilmeden o©nceki ve sonraki canli kalma

oranlarinin farklilik gosterdigi belirlenmistir.
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5. YORUM

Sunulan tez kapsaminda 18 adet un 6rnegiyle hazirlanan eksi hamurlardan 143 adet
olas1 LAB izole edilmistir. izolatlarm MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi ile sadece
106 tanesi tanimlanabilmistir. On tanimlamasi yapilan izolatlarm iginden eksi
hamurlarda en yaygin olarak bulunan ve hizli asit iiretme, diisiik sicaklikta inkiibe
olabilme gibi daha iyi teknolojik 6zellikler gosteren 57 adet Lactobacillus plantarum ve
20 adet Lactobacillus brevis tiirii suslar elde edilmistir. Ornek/mikroorganizma ¢esidi
seklinde gruplandirma yapilarak iglerinden 10 adet Lactobacillus plantarum ve 7 adet
Lactobacillus brevis tiiri izolat secilmistir. 17 izolatin Gergek-Zamanli PZR ile
molekiiler dogrulamasi ve ardindan 16S rRNA dizi analizi ile molekiiler diizeyde
tanimlamasi1 yapilmistir. PZR sonuglari ile 16S rRNA dizi analizi sonuglari birbiriyle %
100 uyum gostermistir. Ayrica izolatlarin bazi probiyotik 6zellikleri (asit toleransi ve
safra toleransi) incelenmistir. 17 adet izolat asit ve safra toleranst bakimindan
istatistiksel olarak dnemli farkliliklar gdstermistir (p<0.01). Izolatlar i¢inde Wz3 kodlu
Lactobacillus plantarum tiirii olan izolat asit uygulamasina kars1 en dayanikli, C4 kodlu
Lactobacillus plantarum tiirii olan izolat ise en dayaniksiz izolat olarak tespit edilmistir.
Safra toleransi bakimindan A1 kodlu Lactobacillus brevis tiirii olan izolat en dayanikli,
TB6/4 kodlu Lactobacillus plantarum olan izolat ise en dayaniksiz izolat olarak tespit
edilmistir. Buna ek olarak izolatlarin tiimiiniin hem safra hem de asit uygulamasina
karst diren¢ gostermis olmasi ve canli kalmalari 6nemli bir bulgu olarak saptanmistir.
Bu izolatlarin toplanan unlardan hazirlanan hamurlardan elde edilmesi sebebiyle ticari
kiiltir olma olasiliklarinin zayif oldugu ve bu nedenle ticari preparatlara gore asite
dayaniklilik, hizli asit olusturma gibi bazi teknolojik agidan daha iistiin 6zelliklere sahip
olduklar1 diisiiniilmektedir. Yapilan analizler 15181inda 17 izolatin eksi hamur eldesinde
starter olarak kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu ve ayrica probiyotik olan
bakterilere benzer Ozellikler gosterdigi saptanmistir. Bu calisma ileride
gergeklestirilmesi disiiniilen bir projenin ilk basamagi olup ¢aligma sonucunda elde
edilen 17 adet susun ileri asamalarda teknolojik oOzelliklerinin arastirilmasi ile
ekmekgilikte alternatif kiiltlir olarak degerlendirilmesi hususunda yapilacak ¢alismalara

151k tutmasi beklenmektedir.
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EK 1 — Tammmlanan Lactobacillus plantarum suslarinin Gerg¢ek-Zamanh PZR
Goriintiileri
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EK 2 — Tammlanan Lactobacillus brevis suslarinin Gergek-Zamanh PZR
Goriintiileri
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