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OZET

SIYAH NOHUT MAYASI iLE FERMENTE EDIiLEN HAMURLARDA
EKZOPOLISAKKARIT URETIMININ INCELENMESI

Son yillarda, ¢esitli endiistriyel uygulamalar icin dogal polimerlere olan talebin artmasi,
mikroorganizmalarin ekzopolisakkarit (EPS) {iretimine olan ilginin artmasina neden olmustur.
Ekzopolisakkaritler, tipki hidrokolloidler gibi hem glutenli hem de glutensiz {iriinlerin gelistirilmesinde,
ozellikle de glutensiz iiriinlerin iiretimi ile ilgili zorluklarin ortadan kaldirilmasinda biiyiilk dnem
tastmaktadir. Nohut mayasi, ekmege kendi aromasini veren, lezzetini arttiran ve sahip oldugu
mikrofloradan dolay1 unlu mamullerde bayatlamay1 geciktirici geleneksel bir maya g¢esididir. Nohut
mayasinin Uretiminde; iilkemizde bolgesel olarak bilinen fakat igerdigi besin degerleri nedeniyle
gidalarda yaygin olarak kullanilma potansiyeline sahip bir {irlin olan siyah nohut kullanilmistir. Bu
amagla ¢alismada oncelikle nohut mayasinin hazirlanmasinda kullanilan nohutlarin partikiil boyutu,
nohut-su orani, kullanilan su kaynagi ve su sicakligi, fermantasyon sicakligi ve siiresi parametrelerinin
siyah nohut mayasinin fiziksel 6zellikleri iizerine etkileri incelenmistir. Siyah nohut mayasi, 37°C’de
18 saat fermente edilmis ve hamurlarin hazirlanmasinda kullanilmistir. Hamurlarin {iretimi i¢in tepki
ylizey yontemi ile merkezi kompozit tasarimi kullanilarak ii¢ degisken ve bes diizeyde deney tasarimi
olusturulmustur. Fermantasyon sicaklig1 (25°C, 35°C), sakkaroz miktari (%5, %15) ve hamur verimi
(200, 300) parametreleri bagimsiz degiskenler olarak, pH, toplam titrasyon asitligi (TTA) ve EPS
miktarlar1 yanit olarak secilmistir. Hamurlarin fermantasyon siiresi sabit tutulmustur. Deney tasariminda
verilen degerler kullanilarak hamur tiretimleri gergeklestirilmistir. En yiiksek EPS verimine sahip
hamurda ve kullanilan nohut mayasinda laktik asit bakteri sayis1 belirlenmigtir. Ayrica, Siyah nohut
mayasinin mikrobiyotasini ve hamurda tiretilen EPS’nin hangi mikrobiyal ¢esitlilikten kaynaklandigini
belirlemek icin metagenomik analizler uygulanmistir. Uretilen EPS, Fourier doniisiimlii kizilotesi
(FTIR) spektrofotometresi kullanilarak karakterize edilmistir.

Calismada, pH, TTA ve EPS miktar1 yanitlarinin timii i¢in Onerilen modeller anlamli
bulunmustur (p<0.05). Fermantasyon sicakligi ve hamur verimi (HV)’nin EPS miktarin1 6nemli
derecede etkiledigi (p<0.05), buna karsin sakkaroz miktarinin EPS miktar1 tizerinde 6nemli bir etkisinin
olmadigt (p>0.05) goriilmiistiir. En yiiksek EPS verimine sahip hamurun fermantasyon sicakliginin
25°C, sakkaroz miktarinin %15 ve HV’nin 200 oldugu belirlenmistir. Uretilen hamurun pH degeri 4.93,
TTA degeri %1.73 (laktik asit) ve EPS miktar1 % 2.64 bulunmustur. Yapilan metagenomik analizlerde,
siyah nohut mayasinda ve hamurda mikrobiyal ¢esitliligin oldukga fazla ve maya yogunlukta oldugu
goriilmiistiir. Yapilan ITS analizlerinde, nohut mayasinda baskin cinsler Kluyveromyces ve
Saccharomyces, hamurda ise Aspergillus olarak tanmimlanmustir. Yapilan 16S rRNA analizlerinde,
hamurda tanimlanan baskin tiirler arasinda LAB cinsine ait Lactobacillus (L.) delbrueckii tiiriiniin nohut
mayasinda tanimlanan baskin tiirler arasinda olmadigi, fermantasyon sonucu miktarinin arttig
belirlenmistir. FTIR sonucu ise dondurularak kurutulmus tirtiniin polisakkarit oldugunu dogrulamustir.

Anahtar Kelimeler: Siyah nohut, nohut mayasi, ekzopolisakkarit, metagenom.

Damisman: Dog. Dr. Aylin ALTAN METE, Mersin Universitesi, Gida Miihendisligi Anabilim Dalz,
Mersin.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF EXOPOLYSACCHARIDE PRODUCTION IN DOUGHS
FERMENTED WITH BLACK CHICKPEA YEAST

In recent years, the increasing demand for natural polymers for various industrial applications
has led to an increased interest in the production of exopolysaccharide (EPS) by microorganisms.
Exopolysaccharides, like hydrocolloids, are of great importance in the development of both gluten-
containing and gluten-free products, especially in eliminating the difficulties associated with the
production of gluten-free products. Chickpea yeast is a traditional type of yeast that gives bread its own
aroma, enhances its flavor and delays staling in bakery products due to its microflora. In the production
of chickpea yeast; black chickpea, which is a regionally known product in our country but can potentially
be used in a wide variety of foods due to its nutritional values, was used. For this purpose, the effects of
particle size, chickpea-water ratio, water source and water temperature, fermentation temperature and
time parameters on the physical properties of chickpea yeast were investigated. Black chickpea yeast
was fermented at 37°C for 18 hours and used in the preparation of doughs. Three variables and five
levels of experimental design were created by using the reaction surface method and the central
composite design for the production of doughs. Fermentation temperature (25°C, 35°C), sucrose amount
(5%, 15%) and dough yield (200, 300) parameters were chosen as independent variables, pH, total
titration acidity (TTA) and EPS content were selected as response. The fermentation time of the doughs
was kept constant. Dough samples were produced according to the experimental design and the dough
with the highest EPS yield was determined. The number of lactic acid bacteria was determined in dough
with the highest EPS yield and in the chickpea yeast. In addition, metagenomic analyzes were applied
to determine the microbiota of black chickpea yeast and from which microbial diversity the EPS
produced in the dough originated. The produced EPS was characterized using Fourier transform infrared
(FTIR) spectrophotometer.

The models found for all responses, pH, TTA and EPS content were significant (p<0.05).
Fermentation temperature and dough yield (HV) significantly affected EPS content (p<0.05), but
sucrose content had no significant effect on EPS content (p>0.05). The dough with the highest yield of
EPS was obtained at fermentation temperature of 25°C, 15% sucrose content and 200 HV. The pH value
of the dough produced was 4.93, the TTA value was 1.73% (lactic acid) and the EPS amount was 2.64%.
In the metagenomic analysis, microbial diversity was found to be quite high in black chickpea yeast and
dough, and this was mostly yeast. In the ITS analysis, the dominant genera were Kluyveromyces and
Saccharomyces in chickpea yeast and Aspergillus in dough. In the 16S rRNA analysis, the dominant
species identified in the dough was Lactobacillus (L.) delbrueckii belonging to the LAB genus. It was
not among the dominant species identified in chickpea yeast and its amount increased as a result of
fermentation. The FTIR results confirmed that the freeze-dried product was a polysaccharide.

Keywords: Black chickpea, chickpea yeast, exopolysaccharide, metagenome.

Advisor: Assoc. Prof. Aylin ALTAN METE, Department of Food Engineering, Mersin University,
Mersin.
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Anil ALPER, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2022

1. GIRIS

Gida tiiketiminde, unlu mamullerin tiiketimi tiim diinyada énemli bir paya sahiptir. Strateji ve
Biitce Baskanlig1 (2007-2013) Gida Sanayi Ozel Ihtisas Komisyonu raporuna gore gida sanayisinin
%65’ini un ve unlu mamuller olusturmaktadir (SBB, 2021a). Yine Strateji ve Biit¢e Bagkanligi (2019-
2023) Tarmm ve Gidada Rekabetci Uretim Ozel Ihtisas Komisyonu raporuna gére Gida ve Igecek
Sanayinde en fazla isletmenin firin ve unlu mamuller imalatinda oldugu belirtilmistir (SBB, 2021b).

Unlu mamuller, mayal1 ve mayasiz olmak iizere iki sekilde iiretilmektedir. Mayal1 iiriinlerde yas
maya (Saccharomyces cerevisiae), aktif kuru maya ve instant maya gibi ticari mayalar ile eksi ve tath
dogal mayalar kullanilmaktadir (Cebi, 2009). En eski biyoteknolojik iiriinlerden biri olan eksi hamur,
modern firmncilikta ticari mayanin alternatifidir. Eksi hamur, ekmek hamurunun hazirlanmasinda,
teknolojik 6zelliklerin (6rnegin; gelistirilmis hamur islenebilirligi), besinsel 6zelliklerin (6rnegin; fitat
hidrolizi yoluyla), organoleptik 6zelliklerin (6rnegin; ekmek hacmi, kirint1 dokusu ve tadi) ve depolama
Ozelliklerinin (raf omrii) desteklenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Eksi hamur taze olarak
firinlarda tretilmekte veya ticari tedarikgilerden (canli, sivi eksi hamur veya kurutulmus, fermente
olmayan eksi hamur) temin edilebilmektedir (De Vuyst ve Neysens, 2005; Arict vd., 2018). Tatli maya
olarak bilinen nohut mayasi ise eksi hamur gibi, ekmege kendine 6zgii aromasini veren geleneksel bir
maya ¢esididir. Nohut mayasi, lilkemizde basta Ege ve Akdeniz Bolgesi olmak tizere farkli yorelerde
ekmek, simit, pogaca vb. unlu mamullerin tiretiminde, Yunanistan’da ise “eftazymo” olarak bilinen
nohut ekmeginin tiretiminde kullanilmaktadir (Hatzikamari vd., 2007a; Kasim, 2014).

Nohut (Cicer arietinum L.) protein, diyet lifi, karbonhidratlar, folat ve eser mineraller (Fe, Mo,
Mn) acisindan zengin, 6zellikle tropikal ve subtropikal bolgelerde olmak iizere diinyadaki en eski ve en
cok tiiketilen baklagillerden biridir (Alajaji ve El-Adawy, 2006; Aguilar vd., 2015). Nohut (Cicer
arietinum L.), desi ve kabuli tipi olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir. Desi tipi nohutlarin rengi saridan
siyaha kadar degismektedir. Tohumlar1 daha kii¢iik ve daha piiriizlii bir yiizeye sahiptirler. Kabuli tipi
nohutlarin rengi ise daha agik ve tohumlar1 daha biiyiiktiir (Singh vd., 1991). Siyah nohut, kabugu siyah,
ici sar1, kii¢iik taneli bir nohut ¢esididir. Kii¢iik boyutlu ve dis kabuk rengi koyu oldugu i¢in goriintii
itibariyle desi tipi nohut grubunda yer almaktadir.

Nohut mayasinin ekmek iiretiminde kullanimi, ekmegin somun hacmini arttirarak, ekmegin
bayatlamasinin geciktirmekte ve ekmegin besinsel 6zelliklerini zenginlestirmektedir (Sayaslan ve
Sahin, 2018). Nohut mayasinin ve hamurunun sahip oldugu mikroflora (laktik asit bakterileri, asetik asit
bakterileri vb.) fermantasyon boyunca pH’1 diisiirerek asitligi arttirmakta, ortamda istenmeyen
mikroorganizmalarin gelismesini dnleyerek hamura belirgin bir tat ve aroma vermektedir (Baykara,
2006).

Laktik asit bakterileri, sekerleri, proteinleri, yaglar1 ve organik asitleri tipik aroma ve tat
bilesenlerine donistiirmektedir. Laktik asit bakteri suslari, ekzopolisakkaritlerin sentezi yoluyla

fermente triinlerin yapisini ve viskozitesini iyilestirmeye katkida bulunmaktadir (Ruas-Madiedo vd.,

1
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2002). Ekzopolisakkaritler, mikroorganizmalar tarafindan salgilanan, ticari olarak kullanilan
hidrokolloidlere alternatif, temiz etiketli polimerlerdir. Ekzopolisakkaritlerin hamur ve ekmek ig¢in
sagladig1 yararl etkileri; hamurun su emilimini arttirmasi, daha iyi hamur reolojisi saglamasi, ekmek
yapisinin korunmasi, somun hacmi ile ekmek i¢i yumusakligin artmasi ve ekmek bayatlamasini
geciktirerek ekmegin raf mriiniin uzamasina katki saglamaktir (Lynch vd., 2018). Mikroorganizmalarin
iirettigi ekzopolisakkarit miktar1 ve tiirii, mikrobiyal ¢esitlilige gore degiskenlik gostermektedir.
Bununla birlikte, bu bilesiklerin veriminde kritik rol oynayan fizikokimyasal faktorler, pH,
fermantasyon sicaklig1 ve siiresi ile ortam bilesenleridir (karbon, azot ve katyon kaynaklari) (Nwodo
vd., 2012).

Yapilan tez c¢alismasi kapsaminda, Oncelikle siyah nohut mayasinin iiretim kosullarim
belirlemek i¢in farkli parametreler kullanilarak fermantasyonlar gerceklestirilmis ve fiziksel 6zellikler
degerlendirilmistir. Uretim kosullar belirlenen siyah nohut mayasi kullanilarak hazirlanan hamurlarda;
fermantasyon sicakligi, sakkaroz miktar1 ve hamur verimi (HV) degiskenlerinin, pH, TTA ve EPS
miktar1 yanitlari izerindeki etkilerinin anlamli olup olmadigi istatiksel olarak yorumlanmistir. Ardindan
en yliksek EPS verimine sahip hamur belirlenmis ve yeniden iiretimi gergeklestirilmistir. En yiiksek
EPS verimine sahip hamurda ve iiretiminde kullanilan siyah nohut mayasinda mikrobiyolojik ve
metagenomik analizler yapilmistir. Boylelikle {iretilen EPS’nin hangi mikrobiyal ¢esitlilikten
kaynaklandigi yorumlanmistir. Son olarak tretilen EPS’nin karakterizasyonu i¢in ATR-FTIR analizi

uygulanmstir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Fermantasyon

Fermente gidalarin iiretimi, bilinen en eski gida isleme teknolojilerinden biridir. Gegmisten

glinimiize kullanilan fermantasyon isleminde, gidalar1 fermente etmekteki asil amag¢ gidalarn

korumaktir. Bununla birlikte, 6zellikle Bat1 Diinyasinda son zamanlarda yaygin olarak kullanilan bir¢ok

alternatif gida koruma teknolojisinin gelistirilmesiyle, fermantasyonun bu 6zelligi geri planda kalmistir.

Bu nedenle giiniimiizde fermente {iriinlerin raf dmriiniin yan1 sira, {iriinlerin benzersiz tadi, aromasi ve

dokusu tiiketiciler tarafindan begenildigi i¢in fermente gidalarin tiretimi olduk¢a 6nemlidir (Caplice ve

Fitzgerald, 1999). Fermente gidalarin iiretimi sirasinda gerceklesen doniisiimler Sekil 2.1.”de verilmistir.

Ham Maddeler

Peptitler
Lezzet ve
Aroma Ekzopolisakkaritler
Kendiliginden Doku Vitaminler
Backslopping Anaerobik Gorinis Fenolikler
Starter Kiiltiir Aerobik Muhafaza Nérotransmiterler
\ ] | J J\ J
Y f f f
Fermgntasyon Cevre Ozellikler Biyoaktifler
Organizmalari
Fermente Gidalar
Enzimler Kimyasallar indirgeme Uriinler
: A )\ Vg )\ A
Malt Tuz Fitatlar Etanol
Kimozin Nitrit, nitrat Alerjenler Laktat, asetat
Koji Siilfitler FODMAPler  Karbondioksit
Mantar
Hayvan
Mikrobiyal

Sekil 2.1. Ham maddeden fermente gidaya kadar gegen siirede fermente gidada gergeklesen

doniigiimler (Marco vd., 2017).

Hammaddeler, ilgi ¢ekici ve arzu edilen gidalarin tiretimi igin belirli kosullarda fermente

edilmektedir. Fermantasyon islemi sirasinda, saglik agisindan faydali ve yeni bilesikler olusurken,

sagligi olumsuz etkileme potansiyeline sahip bilesikler ortadan kalkmaktadir (Marco vd., 2017).
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Mikroorganizmalarin biyolojik aktivitesi, gida iiriinlerinde patojenik mikrofloranin biiyiimesini ve
hayatta kalmasini engelleyerek koruyucu etkiye sahip bir dizi metabolit iretmektir (Borresen vd., 2012).

Fermantasyon, hammaddelerin ¢evre kosullarinin etkisiyle kendiliginden fermantasyonu, yeni
bir hammaddeyi asilamak i¢in bitmek iizere olan fermente gida {iriiniiniin bir kisminin kullanilmasi
(backslopping) ile veya bir starter kiiltiiriin hammadedeye asilanmasi ile olmaktadir (Vuyst ve Leroy,
2020).

Fermente gidalar, diinya capinda gesitli tiretim teknikleri ile cesitli mikroorganizmalar ve
hammaddeler kullanilarak tretilmektedir (Blandino vd., 2003). Gida fermantasyonlarinda yer alan
yaygin mikroorganizma gruplar1 bakteriler, mayalar ve kiiflerdir (Ray ve Joshi, 2014). Her fermente
gidada gelisen bakteri florasinin tiirii, pH, sicaklik, su aktivitesi, tuz konsantrasyonu ve gida matrisinin
bilesimine bagli olarak degismektedir (Blandino vd., 2003). Fermente gidalarda en sik bulunan
mikroorganizmalar, laktik asit bakterileridir (LAB) (Ray ve Joshi, 2014). Laktik asit bakterileri,
gidalarda yaygin olarak goriilmeleri ve kullanim ge¢misglerinin gegmis yillara dayanmasi nedeniyle
insan tiiketimi i¢in GRAS (generally recognised as safe) yani “Genel olarak giivenli olarak taninan”
kategorisinde kabul edilmektedir (Kwon vd., 2014; Ray ve Joshi, 2014).

Gidalarin fermantasyon yoluyla korunmasi, fermantasyonun son {irlinlerinden olan organik
asitler, karbondioksit (CO;) ve alkolii olusturmak i¢in karbonhidratlarin ve ilgili tiirevlerinin
oksidasyonu ilkesine baglidir. Hamurun fermantasyonu sirasinda hamurda meydana gelen en 6nemli
olay mayanin karbonhidratlar1 kullanmasi sonucu CO; ve alkol a¢iga ¢ikmasidir. Olugsan CO,, hamurun
icinde birikerek hamurun kabarmasini saglamaktadir. Organik asitler, alkoller, aldehitler ve ketonlar
gibi agiga cikan cok sayida bilesik ise son iiriiniin aromasini ve tadini etkileyerek, basta ekmek olmak
tizere unlu mamullerin tiiketiciler tarafindan en gok talep goren gidalar olmasini saglamaktadir (Caplice
ve Fitzgerald, 1999; Kalkisim vd., 2012). Mayalarin ve laktik asit bakterilerinin tirettigi asitler, hamurda
az miktarda birikmelerine ragmen, hamurun lezzetine ve reolojisine onemli katkilar saglamaktadir.
Ornegin, diisiik pH, glutenin su baglama kapasitesini ve sismesini gelistirerek hamuru daha elastik ve
esnek hale getirmektedir (Hutkins, 2006).

Unlu mamullerde kullanilan mayalar i¢in temel gereksinimler, kisa bir gecikme fazina (lag faz1)
sahip olmak ve hamurda hizli bir sekilde karbondioksit liretmektir. Sert yapida ve agir bir hamurun
siingerimsi, elastik ve gozenekli bir malzemeye doniistiiriilmesinden esas olarak sorumlu olan CO»,
ekmek fermantasyonunun en belirgin ve en 6nemli son {irtiniidiir. Hamurun igindeki CO; gazinin bir
kismi, gluten proteinlerinin esnemesine neden olmaktadir. Boylelikle CO, gazinin ¢ogu hamurda
tutulmakta ve hamurun matrisi i¢inde hapsolmaktadir. Bu siire¢ mayalanma olarak bilinmektedir.
Tutulan CO, hamurda toplanarak homojen olmayan, heterojen bir sekilde dagilan biiyiik diizensiz gaz
hiicrelerini olusturmaktadir. Bu, fermantasyon sirasinda hamurlarin yogrulma nedenlerinden biridir.
Hamurlarin yogrulmasi gazi yeniden dagitmakta ve daha kiigiik, daha diizenli ve esit olarak dagilmig
gaz hiicrelerini olusturmaktadir. Bu islemden sonra gazin yaklasik %45'i kaybolmaktadir. Ancak

yogrulma esnasinda hamurun yeniden karistirilmasi, maya hiicrelerinin ve sekerlerin hamur iginde

4
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yeniden dagilmasina neden olmaktadir. Béylece mayaya daha fazla substrat saglanmakta ve bir miktar
daha CO; olusabilmektedir (Hutkins, 2006).

Fermente hamurlarda, gaz iiretimi ile gaz tutmay birbirinden ayirmak 6nemlidir. Gaz tiretimi,
maya fermantasyonunun dogal bir sonucu olarak karbondioksit gazi olusumunu ifade etmektedir.
Hamurdaki maya hiicrelerinin canli kalmasi ve maya i¢in yeterli substrat olmasi kosuluyla gaz tiretimi
devam etmekte, ancak hamurun genlesmesi karbondioksit gazinin hamurda tutulmasiyla
gerceklesmektedir. Hamurun islenmesi ve pisirilmesi asamalarindan firina girme stirecine kadar iiretilen
CO; gazinda kayiplar olmaktadir. Hamurda tutulacak oran, hamurun iginde genisleyen gazin
tutunabilecegi uygun bir gluten matrisinin gelistirilmesine baglidir. Bu nedenle, hamurlarda gaz
tutulmasi, meydana gelen hamur gelisiminin derecesi ile yakindan baglantilidir ve bu nedenle, zorunlu
olarak birbirinden bagimsiz olmayan ¢ok sayida bilesenden ve isleme parametresinden etkilenecektir
(Cauvain, 1998).

Gida fermantasyonu, tiretilen birincil metabolitlere gore birkag alt kategori icermektedir:

(a) birincil iirlinlerin etanol ve CO> oldugu ve mayalar tarafindan yiiriitiilen alkol fermantasyonu,

(b) birincil iriiniin asetik asit oldugu ve Acetobacter cinsi bakteriler tarafindan yiriitiilen asetik asit
fermantasyonu,

(c) laktik asidin ana metabolik iriin oldugu ve laktik asit bakterilerinin (LAB) fermente edici
mikroorganizmalar oldugu laktik asit fermantasyonu,

(d) proteinli substratlarin farkli Bacillus ve Fungi tiirleri ile amonyak veya alkali fermantasyonu.

Bu fermantasyon c¢esitlerinin ortak yonleri, mikroorganizmalarin, ekzojen oksitleyici ajanlarin
yoklugunda organik bilesiklerden enerji elde etmek i¢in kendi metabolik yollarini kullanmalaridir. Bu
kapsamda, organik bilesikler iceren herhangi bir hammadde, ilgili karbon kaynaklarinin bozunmasi igin

gerekli enzimatik sistemlere sahip mikroorganizmalar tarafindan fermente edilebilir (Tsafrakidou vd.,

2020).

2.1.1. Laktik Asit Fermantasyonu

Laktik asit fermantasyonu, bircok hayvansal ve bitkisel gidanin ve igecegin hijyen, reoloji,
duyusal ve raf omrii Ozelliklerini saglamak ve fonksiyonel/besin degerlerini gelistirmek igin en
geleneksel, dogal, siirdiiriilebilir ve etkili yontemdir (Gobbetti vd., 2019).

Laktik asit, kimyasal sentez veya karbonhidrat fermantasyonu yoluyla iiretilmektedir ve her iki
yontemde ge¢miste laktik asidin ticari tiretimi i¢in kullanilmistir (Datta ve Henry, 2006). Ticari 6lgekli
laktik asit fermantasyonu proseslerinde genellikle glikoz veya sakkaroz, maliyet, ulasilabilirlik, saflik
ve Uriin geri kazanim kolayligi nedeniyle tercih edilen ham maddelerdir. Amerika Birlesik
Devletleri'nde, misirin yas 6giitme isleminde iiretilen asit veya enzimle hidrolize edilmis muisir

nisastasindan elde edilen glikoz, ticari 6lgekli islemler i¢in hammadde kaynagi olmustur. Basta Avrupa
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ve Brezilya olmak {izere diger iilkelerdeki iireticiler, bu bolgelerde maliyet ve bulunabilirlik agisindan
sakkaroz (kamis veya pancar sekeri) kullanmayi tercih etmislerdir (Litchfield, 1996).

Laktik asit bakterileri, gida endiistrisinde, et, siit ve sebze gibi gidalarin fermantasyonunda,
mayalar ise sarap, bira gibi baz1 alkollii igeceklerin iiretiminde ve ekmegin mayalanmasinda 6nemli rol
oynamaktadirlar (Unliitiirk ve Akbulut, 1984; Canbas, 1986; Ross vd., 2002).

Laktik asit bakterileri, gram pozitiftirler: Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus,
Leuconostoc,  Oenococcus,  Carnobacterium,  Pediococcus,  Streptococcus,  Vagococcus,
Tetragenococcus ve Weissella. LAB, solunum yoluyla ATP sentezleyemeyen ve sekerlerin
fermantasyonunda son ana {riin olarak aciga c¢ikan, ¢ubuk goriiniime sahip laktobasiller ve
karnobakteriler disinda koklardir. LAB'larin ¢ogu fakiiltatif anaerobiktirler, katalaz negatiftirler,
hareketsizdirler ve spor olusturmazlar (Hofvendahl ve Hahn-Hagerdal, 2000). Laktik asit bakterileri
genellikle mezofiliktirler, ancak 5°C kadar diisiik veya 45°C kadar yiiksek sicakliklarda biiyiiyebilir.
Benzer sekilde, suslarin gogu pH 4.0-4.5'te biiyiirken, bazilar1 pH 9.6'da, bazilar1 pH 3.2'de aktiftirler.
Asit toleranslar onlara diger bakterilere gore rekabet avantaji saglamaktadir. Suslar genellikle zayif
proteolitik ve lipolitiktirler ve biiytimeleri igin piirin ve pirimidin bazlari, amino asitler ve B vitaminleri
gerekmektedir (Litchfield, 1996; Caplice ve Fitzgerald, 1999; Hofvendahl ve Hahn-Hégerdal, 2000).

LAB tiirlerinin koruyuculugu, besin rekabeti ve bakteriyel inhibitér iiretimi ile patojenik
mikroorganizmalarin biiyiimesini bloke etme yeteneklerinden gelmektedir. Inhibitdrlerin bazilart
organik asitler, hidrojen peroksit ve bakteriyosinlerdir. Bir dizi LAB susu, antimikrobiyal bilesik olan
bakteriyosin iiretmektedir. Fermente gidalarda bakteriyosinin varligi, hiicre duvari biyosentezinin
interferansina ve patojenik mikroorganizmalarin, &zellikle de endospor olusturan gram pozitif
bakterilerin hiicre duvarlarinda gézeneklerin olusmasina neden olmaktadir (Borresen vd., 2012).

Laktik asit fermantasyonu sirasinda glikolizden elde edilen piruvat molekiilleri laktata
doniistiirilmektedir. Laktik asit bakterileri, esas olarak sekerlerden laktat {iretme kabiliyetine sahip,
fermantasyonlarinin son {irlinline gére homofermentatif ve heterofermentatif laktik asit bakterilerinden
olusmaktadir. (Chilton vd., 2015). Homofermentatif ve heterofermentatif laktik asit fermantasyonlar

Sekil 2.2.’de verilmistir.
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Sekil 2.2. Homofermentatif ve heterofermentatif laktik asit fermantasyonlari. LDH= laktat
dehidrogenaz, P=Fosfat, BP=Bifosfat, NADH=nikotinamid adenin diniikleotidi- indirgenmis hal,
ATP= adenozin trifosfat, CO,=Karbondioksit (Caplice ve Fitzgerald, 1999; Hofvendahl ve Hahn-

Héagerdal, 2000).

Homofermentatif laktik asit bakterileri, glikoz fermantasyonunun ana iiriinii olan laktik asiti
tiretirler. Homofermentatif laktik asit bakterileri, aldolaz enzimine sahiptirler ve heterofermentatif laktik
asit bakterilerine kiyasla glikozu dogrudan laktik aside fermente edebilirler. Heterofermentatif laktik
asit bakterileri ise laktik asidin yani sira, glikoz fermantasyonundan karbondioksit, asetik asit ve etanol
olmak tizere birgok iirlin iiretirler. Bu lezzet arttirici iirlinlerden dolay1 heterofermentatif laktik asit

bakterileri siit endiistrisinde siklikla kullanilmaktadir (Carr vd., 2002).

2.1.2. Ekzopolisakkaritler

Ekzopolisakkaritler, arke, maya, bakteri ve kiif gibi gesitli organizma gruplar tarafindan
iiretilmektedir. Ekzopolisakkaritlerin fiziksel, kimyasal, biyolojik ve reolojik ozellikleri besin yiikii,
karbon kaynagi, sicaklik, pH ve mikroorganizmalarin dogasina gore degismektedir (Ergene ve Avci,
2016; Thakur vd., 2018).

Laktik asit bakterilerinin iirettigi mikrobiyal polisakkaritler, hiicreye olan konumlarina gore

siiflandirilmaktadir. Hiicreler arasi polisakkaritler, karbon veya enerji kaynagi olarak kullanildiklar:
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hiicrelerin ayrilmaz parcalaridir. Bu da hiicreler arasi polisakkaritlerin hiicre biyokiitlesinden ayrilmasini
ve izole edilmesini zorlagtirmaktadir. Hiicre duvarinin disinda iiretilen veya tamamen g¢evre ortama
salinan polisakkaritler ise ekzoselliiler, hiicre dis1 polisakkaritleri veya ekzopolisakkaritler olarak
bilinmektedir. Ekzopolisakkaritler, minimum kontaminasyonla hiicrelerden kolayca izole edilebilirler
(Ruas-Madiedo vd., 2002; Daba vd., 2021).

Ekzopolisakkaritler, gidalarda katki maddesi olarak kullanilan hidrokolloidlere en dogal
alternatiflerdir. Hidrokolloidler, tamamen veya kismen ¢6ziinebilen, kolay bir sekilde dagilabilen ve
suda sismeye egilimli, cesitli uzun zincirli polimerler grubudur. Yapisinda bulunan bir¢ok hidroksil
grubu, hidrokolloidleri hidrofilik hale getiren suya baglanma afinitelerini belirgin bir sekilde
arttirmaktadir. Hidrokolloidlerin gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilmasinin baslica nedenleri, su
ile baglanmasi ve gidalarin duyusal 6zelliklerini gelistirmeye yardimei olmasidir (Li ve Nie, 2016).
Karragenan, gellan, ksantan, guar zamki, ke¢iboynuzu zamki, karaya zamki, pektinler, aljinik asit ve
sodyum aljinat gidalarda kullanilan hidrokolloidlerden bazilaridir (Hansen, 1994). Hidrokolloidler
gidalarda stabilizasyon i¢in, jellesme igin, kivam arttirici, kabarmaya yardimci ve nem tutucu madde
olarak kullanilmaktadirlar (Houben vd., 2012; Li ve Nie, 2016).

Hidrokolloidlerin unlu mamullerde kullanimi, hamur stabilitesini olumlu yonde etkilemekte ve
su emme kapasitesini arttirmaktadir (Rosell vd., 2001; Kohajdova ve Karovicova, 2008). Ayrica
hidrokolloidler, iiriinleri stabilize etme ve yapilarimi iyilestirme Ozelliklerinden dolay1 glutensiz
tirtinlerin tiretiminde gluten ikame maddesi olarak kullanilmaktadir (Gambus vd., 2007; Lazaridou vd.,
2007; Sciarini vd., 2010; Sabanis ve Tzia, 2011; Mir vd., 2016). Kimyasal yapilar1 polisakkaritlere
benzemektedir. Glutensiz iiriinlerde kullanilan hidrokolloidler, bitkilerden ve bitki tohumlarindan
(pektin, kegiboynuzu zamki ve guar zamki) veya kimyasal sentetik kaynaklardan elde edilmektedirler.
Ancak bakteriler tarafindan iiretilen ekzopolisakkaritler gibi hidrokolloid benzeri molekiillerde
mevcuttur (Houben vd., 2012; Valerio vd., 2020). Ekzopolisakkaritlerin laktik asit bakterileri tarafindan
yerinde sentezlenmesi (in situ), ilave katki maddesi kullanimin1 engelleyerek maliyetin diistiriilmesine
olanak tanimakta ve tiiketicilerin “temiz etiketli”” gida talebini karsilamaktadir (Galle ve Arendt, 2014).

Bakteriler tarafindan iiretilen ekzopolisakkaritler, gida iirlinlerinde baglayici ajan olarak, saglik
ve ilag sektoriinde farmasotik bilesenler olarak insan yasaminda oldukga 6nemli bir role sahiptirler
(Malaka, 2021). Ayrica, LAB tarafindan {retilen baz1 ekzopolisakkaritlerin tiiketicilere
immiinomodiilator, antitiimor, antibiyofilm ve antioksidan aktivite gibi sagliga yararli etkiler
saglayabilecegi one stiriilmektedir (Wang vd., 2014).

EPS genellikle konumlarina bagl olarak iki formda bulunmaktadir. Bunlar; bakteri yiizeyine
sitki sikiya yapisan hiicreye bagli ekzopolisakkaritler (c-EPS) ve cevreleyen ortama salinan

ekzopolisakkaritlerdir (r-EPS) (Wang vd., 2014).
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Sekil 2.3. Homopolisakkaritlerin ve heteropolisakkaritlerin zincir tiplerini gosteren sematik gosterim
(Daba vd., 2021).

Bakteriyel ekzopolisakkaritlerin  ¢esitliligi, ekzopolisakkaritlerin kimyasal yapilari,
islevsellikleri ve baglar ile kategorize edilmektedir. Ekzopolisakkaritlerin monomerik bilesime dayali
kimyasal  yapisi  incelendiginde, ekzopolisakkaritler  heteropolisakkaritler ~ (HePS) ve
homopolisakkaritler (HoPS) olmak {izere ikiye ayrilmaktadir (Sekil 2.4.). Homopolisakkaritlerin cogu
notr iken heteropolisakkaritlerin ¢ogu polianyoniktir. HoPS, bir tip monosakkarit (D-glikoz veya D-
fruktoz) icermektedir. Baslica HoPS, a-D-glukanlar, B-D-glukanlar ve fruktanlardir. Homopolisakkarit
(HoP) grubuna ait polimerler arasinda pullulan, curdlan, dekstran, seliiloz, skleroglukan vb.
bulunmaktadir. Curdlan ve seliiloz, sirasiyla 1,3 B-glukan ve 1,4 B-glikosidik baglarina sahip lineer
homopolisakkarittir. Skleroglukan gibi dall1 HoPS 1,3 - ve 1,6 B-glikosidik baga sahipken, pullulan 1,3
a- ve 1,6 a- bagina sahiptir. HePS ise iki veya daha fazla monosakkaritten olugmakta ve tekrarlayan D-

glukoz, D galaktoz, L-ramnoz vb. birimleri icermektedir (Rana ve Upadhyay, 2020, Prete vd., 2021).
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Ekzopolisakkaritler

(EPS)
1
v v
Homopolisakkaritler Heteropolisakkaritler
(HoPS) (HePS)
! l
v v VoV v v
D-Glukanlar D-Fruktanlar Digerleri Yaygin sekerler Nadir sekerler Karbonhidrat
+—I—+ iniilin (poligalaktanlar) D-glukoz L-Ramnoz, Olmayanlar
a-D Glukanlar -D Glukanlar [B-D-fructose(2,1)] D-galaktoz Arabinoz,

Dekstran Levan Mannoz,
[a-D-Gle(1,4] [B-D-fructose(2,6)] Rellor
Mutan L-Fukoz
[a-D-Glc(1,3)] vb.
Alternan

[a-D-Glc(1,6)/
[a-D-Gle(1,3)]

Reuteran
[a-D-Glc(1,4)/
[a-D-Glc(1,6)]

Sekil 2.4. Ekzopolisakkaritlerin siniflandirilmasi (Daba vd., 2021; Malaka 2021).

2.1.2.1. Ekzopolisakkaritlerin Gida Endiistrisindeki Uygulamalari

Mikrobiyal EPS'ler, gida bilesenleri ile etkilesimleri nedeniyle gida islemede, reolojik ve
duyusal gida oOzelliklerinin iyilestirilmesine katki saglayan fonksiyonel etkilere sahiptir. EPS'ler
monomer bilesimine, baglarin tipine, yan zincirlerin sayisina ve uzunluguna, molekiiler agirliga bagh
olarak gidalarin viskoelastik Ozelliklerini farkli sekillerde degistirebilirler. Ayrica EPS’ler, ortam
sicakligina, pH'ma ve iyonik giicline bagl olarak stabilizator, kivam arttirict veya emiilgator olarak islev
gormektedir. Suyu bagladiklar1 ve iiriin icinde nemi tuttuklar1 i¢in katki maddesi olarak kullanilan
hidrokolloidlerin yerine veya kullanimini azaltmak igin kullanilmaktadirlar (Abarquero vd., 2021).
HoPS ve HePS tipi ekzopolisakkaritlerin baz1 temsilcileri ve bunlarin gida endiistrisindeki uygulamalar

Tablo 2.1.'de listelenmistir.

10



Anil ALPER, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2022

Tablo 2.1. Ekzopolisakkaritlerin gida endiistrisindeki uygulamalar1 (Ates ve Oner, 2017; Angelin ve
Kavitha, 2020; Prete vd., 2021).

ksiloz

EPS Monomerik  Ureticiler Endiistriyel Uygulamalar
Birimler
Dekstran  Glikoz Leuconostoc mesenteroides,  Emiilgator ve stabilizator, unlu
Lactobacillus casei, mamullerde yumusakligin, ekmek
Lactobacillus reuteri, ici dokusunun ve somun hacminin
Lactobacillus fermentum, iyilestirilmesi, sekerlemelerde
Lactobacillus sakei, nem tutma ve viskozitenin
Lactobacillus parabuchneri  iyilestirilmesi
Alternan  Glikoz Leuconostoc mesenteroides, Sekerlemelerde tatlandirici,
Leuconostoc citreum stabilizator, emiilgator ve
prebiyotikler
Reuteran  Glikoz Lactobacillus reuteri Firincilik sektori
Kurdlan  Glikoz Agrobacterium spp., Starter kiiltiir, jellestirici ajan,
Rhizobium spp., immobilizasyon matrisi
Cellulomonas spp.
vy | Pullulan  Glikoz Aureobasidium pullulans Kivam arttirici, stabilize edici,
3 tekstiir iyilestirici, jellestirici ajan
I
Seliiloz Glikoz Alfa-proteobakteriler, Beta-  “Nata de coco” iiretiminde
proteobakteriler, Gamma- jellestirici ajan
proteobakteriler, gram-pozitif
bakteriler
Levan Fruktoz Halomonas smyrnensis Kivam arttirici, emiilgator,
AADG', Zymomonas mobilis, stabilizator, kapsiilleyici ajan,
Bacillus subtilis, gida ve yem katki maddesi,
Streptococcus salivarius, osmoregiilator ve kriyoprotektor
Streptococcus mutans
Iniilin Fruktoz Streptococcus mutans, Seker ve yag ikame maddesi, az
Lactobacillus reuteri yagli siit tirtinlerinde tekstiir
iyilestirici, kremsiligi arttirict
Glikoz ve galaktoz Lactobacillus plantarum, Fonksiyonel gidalarda ek gida
Enterococcus faecium, olarak, giiclii emiilsifiye edici ve
Streptococcus thermophilus  topaklastirict ajan
Arabinoz, mannoz, Lactobacillus plantarum Cesitli gida maddelerinin tekstiir
glikoz ve galaktoz ve reolojik 6zelliklerinin
iyilestirilmesi
& | Glikoz, arabinoz, Bacillus tequilensis Stabilizatér ve kivam arttiric
f galaktoz, mannoz ve

Glikoz, mannoz,

galaktoz, ramnoz ve az

miktar fukoz

Lactobacillus gasseri

Antioksidan ajan, viskoz ajan ve
antimikrobiyal ajan

Arabinoz, ramnoz, fukoz,
ksiloz, mannoz, fruktoz,

galaktoz ve glikoz

Lactobacillus plantarum

Dogal antioksidan veya
fonksiyonel katki maddesi
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Mantarlarin {irettigi ekzopolisakkaritler, yiiksek degere sahip biyomolekiiller olarak kabul
edilmektedirler. Bu EPS’ler gida, tip, kozmetik ve ila¢ endiistrilerinde ¢esitli uygulamalara sahiptirler.
Mantarlarin iirettigi ekzopolisakkaritler arasinda kitin, kitosan, pullulan, ploran, skleroglukan, sizofilan,
lentinan, elsinan, grifolan vb. bulunmaktadir. Mantarlardan izole edilen bu ekzopolisakkaritler gida
dokusunu degistirme, gidadaki tadi ve besin degerini artirma yetenegine sahiptir. Ayrica
immiinomodiilator, antioksidan, antitiimdr ve antimikrobiyal 6zellikler gibi ¢esitli 6zelliklere sahiptirler
(Selvasekaran vd., 2021).

Ekzopolisakkaritler, gesitli gida sektorlerinde, 6zellikle fermente siit tiriinleri, siit {irtinleri
icermeyen, firincilik ve et endiistrisi alanlarinda ¢esitli kullanimlara sahiptirler.

EPS, geleneksel olarak yogurt, kefir, kiiltiirlii krema, siit bazli tatlilar ve peynir gibi ¢esitli
fermente siit Urlinlerinin iiretiminde kullanilmaktadir. EPS iireten LAB’nin, 6zellikle yag igeriginin
azaltilmasinin {irtin 6zelliklerini olumsuz etkiledigi yagi azaltilmis veya diigiik yagl {irlinler s6z konusu
oldugunda, cesitli gidalarin dokusal ve duyusal 6zelliklerini iyilestirdigi bilinmektedir. Ayrica EPS
sinerezisi azaltabilir. Bu da siit iirtinlerinin iglenmesinde avantaj saglayan bir 6zelliktir (Korcz ve Varga,
2021).

Et endiistrisinde, et tiriinlerinin kalite 6zelliklerini gelistirmek i¢in hidrokolloidler ve fosfatlar
kullanilmaktadir. Ancak yapilan son arastirmalar, isleme sirasinda yerinde EPS iiretebilen LAB
kullaniminin ilging bir alternatif olabilecegini ortaya koymaktadir (Loeffler vd., 2020). Et iiriinlerinin
tilketimi, yliksek yag icerigi nedeniyle cogu zaman insan sagligi iizerindeki olumsuz etkilerle
iligkilendirilmekte ve birgok hastaligin gelismesine yol agmaktadir. Bu nedenle et iiriinlerinde EPS
uygulamasi tiiketicilerin saglikli tirlin talebini karsilamak i¢in bir alternatif olabilir (Celligoi vd., 2021).

Laktik asit bakterileri, sekerleri, proteinleri, organik asitleri ve yaglar tipik aroma ve lezzet
bilesenlerine doniistiiriirler. Baz1 laktik asit bakteri suslari, ekzopolisakkaritlerin sentezi ile fermente
rtinlerin dokusunu ve viskozitesini gelistirmeye katkida bulunurlar (Ruas-Madiedo vd., 2002).
Ekzopolisakkaritler, firmcilik endiistrisinde hamurun dokusunu, hacmini, reolojisini ve ekmegin raf
omriini iyilestirmek ic¢in kullanilan hidrokolloidlerin kullanim ihtiyacin1 degistirme veya azaltma
potansiyeline sahiptirler (Tieking ve Génzle, 2005; Daba vd., 2021). Ticari hidrokolloidlere kiyasla,
ekmek tiretiminde hamurlara levan ilave edilmesi ekmek hacmini arttirmaktadir (Seitter vd., 2019).
Dekstran kullaniminin ise ekmegin hacmi ve dokusu {izerinde biiyiik etkiye sahip olmasina ragmen,
dekstran firincilik alaninda yaygin olarak kullanilmamaktadir (Lacaze vd., 2007).

Bugday hamurunun laktik asit bakterileri (LAB) ile fermantasyonu sonucunda, hamur
ozellikleri ve ekmek kalitesi iyilegsmektedir. Buna ek olarak, bugday kullanilarak iiretilen ekmekte eksi
hamur kullanim1 ekmegin dokusunu ve hacmini iyilestirmekte ve ekmegin raf dmriinii uzatmaktadir.
Ekmekte gozlenen bu etkiler, organik asitlerin, aroma bilesiklerinin ve ekzopolisakkaritlerin tiretimi
dahil olmak iizere, eksi hamur fermantasyonu sirasinda LAB'nin metabolizmasi ile
iliskilendirilmektedir. Ozellikle sakkaroz kullamlarak iiretilen EPS, hamur reolojisini ve ekmek

dokusunu iyilestirme potansiyeline sahiptir (Galle vd., 2012b). Glutensiz ekmeklerde ise glutenin
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yoklugundan kaynaklanan diisiik su baglama, kotii ekmek i¢i 6zellikleri, ekmek hacminde azalma ve
zayif stabilite gibi kusurlar, hamura EPS ireten LAB eklenerek ortadan kaldirilabilmektedir (Korcz ve
Varga, 2021).

2.2. Mayalar

Unlu mamiillerde kullanilan mayalarin islevleri:
i.  Maya, un ile karistirilip hamur haline getirildiginde karbondioksit agiga ¢ikarmakta ve
hamurun kabarmasina yardimeci olmaktadir.
ii.  Maya, unlu mamullerin doku ve lezzetini gelistirmektedir.
iii.  Maya, hamurun (gluten) karbondioksit gazinin basinci altinda esnemesinde ve hamurun
iiriinlerin yapisimi olusturacak yeterli yumusakliga ulasmasinda biiyiik paya sahiptir
(Ashokkumar, 2012).

2.2.1. Ticari Mayalar

Ekmek iretimi igin kullanilan maya, genellikle basitge firinct mayasi olarak anilan
Saccharomyces cerevisiae'dir. Hamurda bulunan fermente olabilen sekerleri ana firiinlere yani
karbondioksit ve etanole doniistiirmektedir (Codina ve Voica, 2010).

Ticari ekmek mayasi sivi, kremsi veya sikistirilmis (yas pres) formlarda ve aktif kuru maya
formunda tiiketime sunulmaktadir (Tablo 2.2.). En ¢ok kullanilan ticari ekmek mayas1 yas pres ekmek
mayasidir. Aktif kuru maya, mayalama giiciine sahip canli kurutulmus maya hiicrelerinden olusurken,
instant kuru maya genellikle kullanimdan 6nce rehidrasyon gerektirmeyen ince parcaciklardan
olusmaktadir. Inaktif kuru maya, aktif kuru mayadan farkli olarak, kabartma o6zelligi olmayan,
firinlamada hamur 6zelliklerinin kondisyonlanmasi veya karakteristik aroma gelisimi i¢in kullanilan bir
tirtindiir (Bekatorou vd., 2006).

Mayanin ekmek yapimi i¢in fermentatif aktivitesi, esas olarak, hamuru biiyiitmek ve hacimli
ekmek i¢in gerekli olan gaz iiretme kapasitesi ile belirlenmektedir. Genellikle %4 ile %8 arasinda
degisen nem icerigine sahip aktif kuru maya, birka¢ ay boyunca yliksek hacim verme giiciinii
koruyabilmektedir. Aktif kuru maya, yas pres maya ile karsilastirildiginda, daha az yer kapladigi igin ve
agirligi cok daha diisiik oldugu igin aktif kuru mayanin nakliyesi ve depolanmasi daha kolaydir (Gélinas,
2019).
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Tablo 2.2. Ticari ekmek mayalarinin bilesimleri ve raf dmiirleri (Kulp, 2003).

Aktif Kuru maya

Pres Maya Krem Maya Regular Protected Instant
Nem (%) 70 82 7-8 5-6 4-55
Protein, - kuru g4 60 38-48 40-42 39-415
bazda
Raf Omiirleri
Buzdolabinda
2-4,5°C 3-4 hafta 3-4 hafta G6ay?/1yill®  9ay? 1 yildan fazla®
(35-40°F)
Oda
Sicakliginda a b a a
21°C Hizli bozulur ~ Hizli bozulur  3ay?/ 1 yil 6 ay 1yl
(70°F)

a=vakum veya inert atmosfer altinda paketlenmemis variller veya torbalar, b=vakum veya inert atmosfer altinda

paketlenenler.

2.2.2. Dogal veya geleneksel Mayalar

2.2.2.1. Eksi Maya

Eksi hamur fermantasyonu, mayali unlu mamiillerin duyusal, yapisal, besinsel ve raf omrii
ozellikleri lizerindeki etkisi nedeniyle iizerinde calisilan ve yakin zamanda yeniden kesfedilen en eski
gida biyoteknolojilerinden biridir (Gobbetti vd., 2014). Geleneksel eksi hamur iiretiminde, baslangicta
unun bir kismi, maya ve yeterli miktarda su mayali kabarik hamur formuna ulasmak i¢in birkag saat
(genelde gece boyunca) fermantasyona birakilmaktadir. Daha sonra mayali kabarik hamur kalan un, su,
tuz ve yag ile uygun bir kivama gelinceye kadar karistirilmakta ve firinlanmadan 6nce kisa bir siire son
mayalanmaya birakilmaktadir. Mayali hamurun havadaki kontaminasyon yoluyla bakteriyel
cksimesiyle veya bir starter kiltiir olarak onceki hamurdan %2-5 mayali hamur eklenmesiyle daha
lezzetli bir ekmek tiretilmektedir (Paterson ve Piggott, 2006).

Tahil fermantasyonu sirasinda, tipik olarak orta sicakliklarda 24 saate kadar, mevcut
mikroorganizmalarin metabolik aktivitesi tahil bilesenleri ile etkilesim halindedir. Laktik asit
bakterileri, ortamin pH degerini 5'in altina diislirerek laktik asit ve asetik asit iiretirler. Mayalar ise

karbondioksit ve etanol iiretirler. Mayalar ve laktik asit bakterileri arasindaki etkilesimler, eksi mayanin
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metabolik aktivitesi i¢in énemlidir (Poutanen vd., 2009). Eksi hamurlarda aroma-aktif bilesikler LAB
ve mayalar tarafindan ayri ayri ve birbirleriyle etkilesimleri yoluyla iiretilmektedir (Damiani vd., 1996)
(Sekil 2.5.). Eksi hamurlarda genellikle heterofermentatif tiirler baskin olmakla birlikte, diger gida
fermantasyonlarindan farkli olarak hem homofermentatif hem de heterofermentatif LAB tiirleri
bulunmaktadir (Dertli vd., 2016). Heterofermentatif LAB, esas olarak etil asetat, bazi1 alkoller ve
aldehitler iiretirken, homofermentatif LAB, diasetil ve diger karbonilleri sentezlemektedir. izo-alkoller
ise maya fermantasyonlarinin tirlinleridir. Ancak izo-alkollerin ekmek lezzetine katkis1 oldukga azdir
(Damiani vd., 1996). Eksi hamur fermantasyonunun mikrobiyatasi, endojen (unun kimyasal ve enzim
bilesimi) ve eksojen (sicaklik, redoks potansiyeli, hamur verimi ve fermantasyon siiresi) faktorlere bagl

olarak degismektedir (Gobbetti vd., 2008).

Eksi Maya
|

\

[ Gluten Proteolizi (Maillard

<+

LAB Gelisimi Reaksiyonuna katilan amino Mayalarin Gelisimi
Qrganik Asit asi'tlerin se.rbes.t l.nrakllmas.l] 5 < Etanol Uretimi
Uretimi Nisasta Hidrolizi ve <

Lipidlerin Oksidasyonu =T
T rating (Ucucu bilesiklerin salinimi) g = .
COz Uretimi - € g COz Uretimi —

—— Heteroferman —p Artan Hacim ve Yumusaklk g >
tatif LAB

e
EPS Uretimi Artan I¢ Nemi glu).epolama = =
Sirasinda Sertligi Azaltma) I~
W=
- w
_ Antifungal — Mantar Gelisiminin Azaltilmasi
Uretimi \ w
<
[~
Z 2
fogl Patojenik Bakteri Gelisiminin o«
Bakteriyosin  __ jent thelisiminin_ 1 = <
T Uretimi Azaltilmasi < 0

Sekil 2.5. Eksi mayanin dokusunu, aromasini ve raf émriinii etkileyen hamurdaki temel degisiklikler
(Siepmann vd., 2018).

Eksi maya fermantasyonu, fitik asit miktarin1 azaltarak ekmegin besinsel Ozelliklerini
gelistirmektedir. Eksi hamur fermantasyonunda fitik asit miktarinin azalmasi pH degisimi ile
iliskilendirilmektedir (Leenhardt vd., 2005). Fitik asit, molekiiler yapisi nedeniyle anti-besinsel bir
bilesiktir (Siepmann vd., 2018). Bugdaydaki fitik asidin varligi, sindirim rahatsizligi ve sigkinligin
baslica nedenidir (Sakandar vd., 2019). Tahillar, potasyum, fosfat, magnezyum ve ¢inko gibi
minerallerler bakimindan zengin 6nemli besin kaynaklaridir. Ancak minerallerden yararlamim, fitik

asidin varligi ile smirlanmaktadir. Eksi maya kullanimi ile fitik asit hidrolizini arttirarak mineral
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biyoyararlanimi arttirilabilmektedir. Ayrica eksi maya kullanimi, nisasta sindirilebilirligini azaltarak,
diisiik glisemik indeksli ekmeklerin tiretimine katkida bulunmaktadir (Katina vd., 2005).

Eksi mayali ekmek yapimi eski bir biyoteknolojik yontemdir ve birgok iilkede kullanimi igin
cesitli protokoller uygulanmaktadir. FEksi hamurlar uygulanan teknolojiye gore {i¢ tipte
gruplandirilmaktadir.

Tip I; bir 6nceki fermantasyonun bir kismi kullanilarak yeniden baglatilan eksi hamurdur.
Genellikle, mayali hamuru pisme asamasina getirmek i¢in 24 saat boyunca ii¢ beslemeye dayanan ii¢
asamali bir protokol uygulanmaktadir. Her adim, belirli bir hamur verimi, fermantasyon sicaklig1 ve
siiresi ile karakterize edilmektedir. Fermantasyonun {igiincii agamasmin son adiminda, mayalama
maddesi olarak eksi hamur kullanilmaktadir. Bu nedenle eksi hamur bircok mikrobiyal susu iceren dogal
bir starter kiiltiir olarak kabul edilmektedir.

Tip II; 15-20 saatlik fermantasyon siirecinin ardindan giinlerce saklanarak elde edilen eksi
hamurlardir. Tip II eksi hamurlar genellikle hamur mayalanmasi i¢in uygun degildir, ancak hamurun
asitligini arttirarak eksi mayali unlu mamiillerin karakteristik 6zelligi olan aroma ve lezzet bilesikleri ile
zenginlestirmek i¢in ve hamur gelistirici olarak kullanilmaktadir. Tip II eksi hamurlar genellikle sividir
(DY yaklasik 200) ve 30°C'yi asan kontrollii bir sicaklikta biyoreaktorler veya tanklar kullanilarak
endiistriyel diizeyde tretilirler.

Tip III; hazirlandiktan sonra kurutulan/stabilize edilen Tip II siv1 eksi hamurlar, tip III eksi
hamurlar olarak adlandirilir. Tip I eksi hamurla karsilastirildiginda kaliteleri daha sabit oldugundan ve

daha az zaman aldigindan endiistriyel diizeyde kullanilirlar (Corsetti, 2013).

2.2.2.2. Nohut Mayasi

Nohut mayasi, bir miktar kirilmis nohut ve suyun (distile su/cesme suyu ve kaynatilmig 100 °C
su/kaynatilmis ve 50 °C sogutulmus su) belirli bir sicaklikta (32-42 °C araliginda) ve siirede (16-24 saat
araliginda) fermantasyonu sonucu, nohut kiriklarinin siiziilerek uzaklastirilmasiyla elde edilen kopiiklii
stvidir (Katsaboxakis ve Mallidis, 1996; Hatzikamari vd., 2007a; Boyac1 Giindiiz, 2018; Giil vd., 2018;
Aydin ve Cebi, 2019). Nohut mayasi1 geleneksel bir maya cesidi oldugu i¢in yapiminda kullanilan
hammaddeler (tuz, sakkaroz vb.) ve parametreler degiskenlik gostermektedir. Sekil 2.6 da gorildigi
gibi, fermantasyona birakilan sivinin iizerinde 1-2 cm yiiksekligindeki kopiik olusumu, fermantasyonun

gergeklestigini gostermektedir.
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Sekil 2.6. Nohut Mayasi

Eksi mayanin yani sira fermente nohut sivisi, geleneksel olarak ekmek yapiminda kullanilan bir
tiir mayalama iiriiniidiir ve “tathh maya” olarak bilinmekte, ondan yapilan ekmege ise “tatli ekmek” ad1
verilmektedir. Son zamanlarda tiiketicilerin saglikli beslenme aliskanliklarina yonelmesi, yiiksek besin
icerigi nedeniyle tiiketicilerin nohut ve nohut iiriinlerine olan ilgilerini arttirmistir. Bu nedenle, cesitli
geleneksel gidalarin hazirlanmasinda nohut kullanimi giderek artmistir. Nohut mayasindan iiretilen
ekmekte bunlardan biridir. Saglikli beslenme bilincine sahip tiiketiciler arasinda, karakteristik renk, tat
ve dokularindan dolay1 geleneksel ekmeklerin tiiketimine yonelik talebin giderek arttig1 gortilmektedir.
Unlu mamul tiiketicileri i¢in hem lezzetli hem de saglikli iirlinler 6ncelik arz etmeye devam etmektedir.
Bu nedenle firincilik sektorii, yeni, bilingli tiiketicileri ¢ekebilmek igin iiriin yelpazesini genisletecek
yenilikler yapmak zorundadir. Nohut mayali ekmek geleneksel bir tat sunsada, iiretimi sirasinda daha
fazla dikkat gerektirdigi i¢in ve mayalanma siiresinin daha uzun olmasi nedeniyle daha genis bir
endiistriyel tiretim diizeyine ulasamamistir (Giil vd., 2018).

Tiirkiye, Makedonya ve Yunanistan gibi baz1 Akdeniz {ilkelerinde “nohut mayas1” kullanilarak
ekmek hamuru yapilmakta ve ekmekler Trakya, Akdeniz ve Orta Anadolu'nun bazi yorelerinde evlerde
ve firmlarda ticari olarak iiretilmektedir (Tangiiler, 2014). Nohut tohumlarinin suda fermantasyonu
dogal bir siiregtir ve baska hicbir katki olmadan gelisen mikroflora, Yunanistan ve Kibris'ta
'Eptazymo/Eftazymo' adi verilen geleneksel ekmek cesidinin iiretimi i¢in kullanilan dogal bir starter
kiiltiirdiir (Katsaboxakis ve Mallidis, 1996; Hatzikamari vd., 2007a). Ulkemizdeyse nohut mayasi,
ekmek, pogaca vb. unlu mamiillerin iiretiminde kullanilmaktadir (Baykara, 2006; Narlioglu, 2013;
Kasim, 2014; Demiray vd., 2015; Erginkaya vd., 2016; Giil vd., 2018; Sayaslan ve Sahin, 2018).

Beyaz bugday ekmeginin yapiminda nohut mayasi kullanimi, somun hacmini ve yiiksekligini
arttirirken, ekmegin nem igerigini azaltmaktadir (Giil vd., 2018). Glutensiz ekmeklerde kullanim ise

kismen ekmegin hacmini arttirici ve bayatlamay1 geciktirici etki gostermekte, ekmegin besleyicilik
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degerini arttirmaktadir (Sahin vd., 2018). Nohut mayasi ile yapilan ekmeklerin, ticari mayalar ile yapilan
ekmeklere kiyasla kendine o6zgli farkli tat ve aromasi nohut mayasinda gelisen mikrofloradan

kaynaklanmaktadir (Ozkaya, 1992).

2.3. Nohut

Nohut (Cicer arietinum L.), Tirkiye'nin giineydogusunda ve Suriye'nin bitisiginde ortaya
¢iktigina inanilan, kendi kendine tozlasan eski bir baklagil mahsuliidiir (Singh, 1997). Diinya’da yillik
nohut {iretiminde basta 9 milyon 937 bin ton ile Hindistan, ikinci sirada yillik 630 bin ton ile Tiirkiye ve
tigiincii sirada ise yillik 506 bin ton ile Rusya gelmektedir (FAO, 2021). 2019 verilerine gore, Tiirkiye’de
nohut ekimi yapilan alan 520595 ha ve Tiirkiye'de nohutun yillik iiretimi 630 bin tondur (TUIK, 2021).

Besin degeri nedeniyle tiiketicilerin nohuta olan talepleri giderek artmaktadir. Yar1 kurak
tropikler bolgelerde nohut, hayvansal proteinleri karsilayamayan veya tercihe gore vejeteryan olan
bireylerin diyetlerinin 6nemli bir bilesenidir. Nohut, diger bakliyatlara kiyasla toplam kuru tohum
kiitlesinin yaklasik %80'i karbonhidrat ve protein olan 6nemli bir besin kaynagidir. Nohut kolesterol
icermez ve iyi bir diyet lifi, vitamin ve mineral kaynagidir (Jukanti vd., 2021). Olaganiistii beslenme
ozellikleri, bu tiriini geligmekte olan iilkelerdeki insanlar igin yiiksek kaliteli bir protein kaynagi ve
gelismis iilkelerde nutrasotik gida islevi goren bir gida haline getirmektedir (Millan vd., 2015).

Nohut ¢esitleri, desi ve kabuli olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Desi tipi nohutlar genellikle
kiigiik ve koyu renkli olup, bitki kisimlar1 genellikle pembe veya mor c¢icekler tasiyan antosiyanin
pigmentlidir. Desi tipi nohutlarin yiizeyleri, kabuli tipi nohutlara gore daha piiriizliidiir. Buna karsilik,
kabuli tipi nohutlar genellikle agik renkli kabuklu ve biiyiik tohumludur. Bitkinin tst kisimlari, beyaz
ciceklerle antosiyanin pigmentasyonu olmayan yesil renklidir (Singh, 1991; Purushothaman vd., 2014).
Diinya genelinde nohut tiretiminin yaklasik olarak %801 desi tipi nohutlara aittir (Sonmez ve Kumlay,
2021). Kabuli tiirleri esas olarak Akdeniz iilkelerinde yetistirilirken, desi tiirleri Hindistan alt kitasinda
yetistirilmektedir (Singh, 1991).

2.3.1. Siyah Nohut

Siyah nohut; yiiksek lif igerigi, pisirilmesi ve hazirlanmasindaki zorluklar nedeniyle gecmiste
daha ¢ok hayvan beslemede kullanilmistir. Giiniimiizde ise siyah nohutlarinda dahil oldugu pigmentli
nohutlar, icerdikleri yiiksek diyet lifi, antosiyaninler ve karotenoidler gibi yiiksek miktarda biyoaktif
bilesikler ve yiiksek diizeyde ¢oklu doymamis yag asitleri nedeniyle besleyicilik anlaminda degerli
bakliyatlar olarak kabul edilebilirler (Summo vd., 2019).
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Sekil 2.7. Kogbasi nohut ve siyah nohut

Siyah nohut, yerel aksanlara gore “gara nohut, siyah nohut, mukager” gibi ¢esitli yerel isimlerle
anilmaktadir (Kahraman, 2019). Siyah nohut Tirkiye’de Malatya, Hatay, Elazig, Elazig/Gezin,
Diyarbakir/Dicle, Igdir, Mardin gibi bolgelerde bazi ciftciler tarafindan iiretilmekte, niifusun belli bir
kesimi tarafindan tiiketilmekte ve ¢ok yiiksek fiyatlara alict bulmaktadir. Siyah nohut tiiketilirken ya
kaynatilarak yemegin icine konulmaktadir ya da belirli islemlerden gecirildikten sonra yarmaca
(Malatya bolgesi) veya mekaser (Diyarbakir-Dicle bolgesi) olarak tiiketilmektedir (Togay vd., 2019).

Siyah nohutlar, agik renkli nohutlara kiyasla daha yiiksek lif, daha diisiik yag ve daha az seker
icerigine sahiptirler. A¢ik renkli ve siyah nohutlar, siyah nohutta biraz daha yiiksek olan in vitro protein
sindirilebilirligi disinda benzer beslenme 6zelliklerine sahiptirler (Rossi vd., 1984). Koyu renkli, yiiksek
renk yogunluguna sahip nohutlarin toplam polifenol ve flavanoid igerikleri ile antioksidan aktiviteleri
acik renkli nohutlardan daha yiiksektir. Bu nedenle, renkli nohutlar geleneksel rollerine ek olarak diyet
proteinleri ve diyet lifleri icerdikleri i¢in potansiyel olarak fonksiyonel gida grubuna dahil edilebilirler
(Segev vd., 2010). Ayrica siyah nohut, iyi bir biyoaktif bilesik, 6zellikle izoflavon kaynagidir (Dulce-
Maria vd., 2021). Siyah nohut yiiksek protein ve diisiik yag icerigine sahip olmakla birlikte, kalsiyum,
demir ve ¢inko acisindan zengindir. Bu sayede beslenme programlarinda yer alarak, hak ettigi yeri
yeniden kazanmasi olduk¢a onemlidir (Togay vd., 2019).

Siyah nohutun o6giitiilerek un haline getirilip ekmek formiilasyonlarinda kullanimi ile daha
yliksek biyoaktif bilesik icerigine ve gelismis antioksidan aktiviteye sahip ekmekler iiretilmektedir.
Unlu mamullere nohut unu eklemek, beslenme agisindan etkili bir strateji ve baklagil tiiketimini artirmak

icin ileriye dogru atilmis dnemli bir adimi temsil etmektedir (Pasqualone vd., 2019).

2.4. Hamurlarda Ekzopolisakkarit Uretimi ile ilgili Yapilan Calismalar
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Kaditzky ve Vogel (2008) tarafindan yapilan calismada, sakkarozdan glukan sentezleyen
Lactobacillus reuteri TMW 1.106 ile eksi hamur fermantasyonunda yerinde (in situ) tretilen
ekzopolisakkaritlerin verimleri, fermantasyon parametrelerinden DY, pH, sakkaroz igerigi ve
fermantasyon substrati degisimleri ile incelenmistir. Calismada, bir giinliik fermantasyondan sonra,
hamur verimi yiiksek olan (daha yumusak) hamurlarin EPS miktarlari, hamur verimi daha diisiik olan
(daha sert) hamurlara gore daha yiiksek bulunmustur. Sivi ortamda EPS sentezi i¢in optimum olan pH’1n
4.7°lik sabit bir degere ayarlanmasiyla hamurda EPS iretiminin arttigi gozlenmistir. Ayrica
fermantasyon sirasinda kesikli-beslemeli sakkaroz ile EPS veriminin arttigi gézlenmistir (Kaditzky ve
Vogel 2008).

Vasilean ve arkadaslar1 (2010) tarafindan yapilan ¢aligmada, laktik asit bakterilerinin alt1 starter
susunun eksi hamurlarda HoPS {iiretme yetenekleri arastirllmistir. MIUG koleksiyonundan dort starter
susu Lactococcus lactis ssp. Lactis (UGALZ2), Lactobacillus plantarum (15GAL), Weissella confusa
(UGAL1), Lactobacillus brevis (16GAL) ve iki hazir sug Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus
brevis (DIPROX MTTX) ve Lactobacillus helveticus (LH-B02) kullanilmistir. Ayrica herhangi bir
starter olmadan kontrol eksi hamurlari hazirlanmistir. Calismada, 15GAL ve 16 AL suslari diginda, test
edilen diger tiim laktik asit bakterilerinin, HoPS {irettigi belirlenmis ve tam c¢avdar unu i¢in HoPS
seviyelerinin, 0.88 ila 1.75 mg/g arasinda degistigi bildirilmistir (Vasilean vd., 2010).

Rithmkorf ve arkadaglar1 (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, Lactobacillus animalis TMW
1.971, Lactobacillus reuteri TMW 1.106 ve Lactobacillus curvatus TMW 1.624 igin unlarin, hamur
veriminin, hiicre miktarimin, sakkaroz konsantrasyonunun ve kesikli-beslemeli sakkarozun etkileri
arastirllmigtir. Caligmanin sonuglar1 degerlendirildiginde, eksi hamurlarda yiiksek EPS verimi elde
etmek icin ¢esitli parametreler kullanarak optimizasyon adimlarimin uygulanmast gerektigi
vurgulanmistir (Rithmkorf vd., 2012).

Wolter ve arkadaslar1 (2014) tarafindan yapilan ¢alismada, bugday unu ve glutensiz unlardan
(karabugday, yulaf, kinoa ve teff) hazirlanan eksi hamurlarda Weissella cibaria MG1 tarafindan tiretilen
EPS miktarlar1 belirlenmistir. Eksi hamurlar, hem sakkaroz olmadan hem de unun %10’luk kismi
sakkaroz ile degistirilerek fermente edilmistir. Organik asit iiretimi, karbonhidratlar ve fermantasyon
sirasindaki reolojik degisiklikler, sakkaroz eklenmemis EPS negatif kontrol ile karsilastirilmistir.
Karabugday ve kinoa eksi hamurlarinda diisiik miktarlarda oligosakkaritlere karsilik, yiiksek
miktarlarda EPS bulunmustur. Bugday eksi hamurlarinda ise EPS {iretimi olmamig ancak panoz serisi
oligosakkaritler (PSO) tespit edilmistir. Karabugday, teff ve kinoa unlarindaki fermente edilebilir
karbonhidratlar Weissella cibaria biiytimesini desteklerken; yulaf eksi mayasinda susun biiytimedigi
gbzlenmistir. Sonuglar degerlendirildiginde Weissella cibaria MG1’in karabugday, kinoa ve teff unu ile
yapilan eksi maya fermantasyonlari igin uygun bir starter kiiltiir oldugu bildirilmistir (Wolter vd., 2014).

Gezginc ve Kara (2018) tarafindan yapilan ¢alismada, EPS iireten Lactobacillus plantarum
suslariin eklenmesinin eksi maya ve bugday ekmegi kalitesine etkisi belirlenmistir. Eksi hamurdan

izole edilen 40 farkli Lactobacillus plantarum’un ekzopolisakkarit {iretimleri incelenmis ve 3 farkl

20



Anil ALPER, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2022

seviyede (diislik, orta, yiiksek) EPS fiireten izolatlar segilmistir. Ekmek yapiminda farkli kalite
ozelliklerine sahip iki tip un, ticari maya ve segilen EPS {iretici suglar kullanilarak on farkli hamur ve
ekmek numunesi hazirlanmistir. Panelistler tarafindan yapilan duyusal degerlendirmede eksi mayali ve
EPS iiretici suslar ile hazirlanan ekmekler tercih edilmistir. Calismada, EPS fiireten Lactobacillus
plantarum ve eksi hamur kullanimimin ekmek hacmi disinda ekmek kalite kriterleri {izerinde olumlu
etkileri oldugu belirlenmistir (Gezginc ve Kara, 2018).

Franco ve arkadaglar1 (2020) tarafindan yapilan calismada, kinoa ununun kendiliginden
(herhangi bir starter kullanmadan) fermantasyonunun karakterize edilmesiyle ekzopolisakkarit {ireten
bakterilerin izolasyonu amaglanmistir. Bu amagcla, dort farkli tip kinoa kullanilarak hazirlanan 36 kinoa
unu fermantasyonunun hamur verimi, mikrobiyota bilesimi ve fermantasyon biyokimyasi belirlenmistir.
Fermantasyon biyokimyasi, yliksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) analizi, pH 6l¢iimil ve
titrasyon asitligi ile takip edilmistir. Mikrobiyotadaki degisiklikler, deMann Rogosa ve Sharp 5 agar
(MRSS), yeast mannitol agar (YMA) ve metagenetik analiz ile takip edilmistir. Segilen LAB
izolatlarinda EPS iiretme yetenekleri arastirilmigtir. Calismada, fermantasyonda organik asitlerin
tiretiminin pH'1 4.0 £ 0.3'e disiirdigi belirlenmistir. Mikrobiyatanin Lactobacillus, Enterococcus,
Leuconostoc, Lactococcus, Pediococcus ve Weissella’dan olustugu ve Pediococcus pentosaceous,
Leuconostoc citreum ve Weissella cibaria’nin nisasta agisindan zengin bir ortamda EPS {iretebildigi
bildirilmistir. Ayrica Weissella cibaria daha yiiksek EPS verimine ve hizl asitlestirme kinetigine sahip
oldugu i¢in ve hamur pH'n1 4.0'n altindaki degerlere diisiirmeyi bagardigi icin kinoa eksi mayasinin
tiretiminde potansiyel bir aday olabilecegi vurgulanmistir (Franco vd., 2020).

Abedfar ve arkadaslar1 (2020) tarafindan yapilan ¢alismada, farkli seviyelerde mikrobiyal EPS
iceren ve kendiliginden fermente olan bugday kepegi eksi hamurlarinin reolojik, termal ve mikroyapisal
ozellikleri incelenmistir. Calismada, baskin olan LAB’nin Lactobacillus plantarum oldugu, iiretilen tiim
eksi hamur numunelerinin psddoplastik davranis gosterdigi ve en yiiksek viskoziteye %1,5 EPS'de
ulagildigi bildirilmistir. Ayrica %1 ve %2,5 EPS iceren hamurlarin kivam katsayist degerlerinin EPS
icermeyen hamura gore 6nemli dlgiide diisiik bulundugu bildirilmistir. Calismada, bugday kepegi eksi
hamurunda mikrobiyal ekzopolisakkaritlerin varliginin hamurun reolojik, termal ve mikroyapisal
ozelliklerini 6nemli 6l¢iide degistirdigi sonucuna varilmigtir (Abedfar vd., 2020).

Hamurlarda EPS iiretimi ile ilgili yapilan ¢aligmalar incelendiginde, hamurlarin kendiliginden
ve starter kiiltlir kullanilarak fermantasyonunda EPS iiretimi, EPS iiretimini etkileyen parametreler ve
EPS iiretiminin son firiine etkileri konularinin tiizerinde duruldugu goériilmiistiir. Yapilan tez
caligmasinda starter kiiltiir olarak kullanilan siyah nohut mayas: ile ilgili literatiirde herhangi bir
caligmaya rastlanmamis olup bu ¢aligsma ile siyah nohut mayasi kullanilarak fermente edilen hamurlarda
EPS iiretimlerini etkileyen parametreler belirlenmis, bagimsiz degiskenler segilmis ve hamurlarin EPS
iiretimleri incelenmistir. Uretilen EPS’lerin hangi mikrobiyal cesitlikten kaynaklandigini belirlemek
icinde siyan nohut mayasi ve en yiiksek EPS verimine sahip hamurda metagenomik analizler

uygulanmustir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Siyah nohut, Okurlar Gida Tarim San. Tic. Ltd. Sti ‘den temin edilmistir. Nohutlarin bir kismi
hamurlarin hazirlanmasinda kullanilmak iizere degirmende un haline getirilmis (Sekil 3.1.), kalan kismi
nohut mayasi i¢in ayrilmistir. Siyah nohut mayasi hazirlanirken kullanilan igme suyu ise yerel

marketlerden temin edilmistir.

Sekil 3.1. Siyah nohut unu

3.2. Siyah Nohut Mayasi

3.2.1. Nohut Mayasinin Hazirlanmasi

Tez ¢aligmasi kapsaminda kullanilan siyah nohut, nohut mayasi yapiminda kullanilacak yeni bir
hammadde oldugu igin, kogbasi nohut ile hazirlanan nohut mayasinda kullanilan parametrelerden;
nohutlarin partikiil boyutu, nohut-su orani, su kaynagi ve su sicakligi ile fermantasyon sicakligi ve
fermantasyon siiresi parametrelerinin siyah nohut mayasinda meydana getirdigi fiziksel degisiklikler
incelenmistir. Fermantasyon sonunda, siyah nohut mayasinda elde edilen fiziksel degisikliklerin
kiyaslanabilir olmasi igin siyah nohutlarla es zamanli olarak kogbasi nohut kullanilarak nohut mayalar
hazirlanmigtir. Sonuglar, kavanozlardaki kdpiik olusumu, goriintii ve koku parametreleri kiyaslanarak

yorumlanmustir. Tez ¢alismasinda, her kavanoz ve kapak steril edilerek kullanilmistir (Halkman, 2005).

3.2.1.1. Nohutlarin Partikiil Boyutu
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Nohutlarin partikiil boyutlarinin belirlenebilmesi i¢in 1mm’lik elek kullanilmistir. Kullanilan
nohut-su miktari, kullanilan su kaynagi ve su sicakligi ile fermantasyon siiresi ve sicakligi sabit
tutularak, nohutlar ii¢ farkl biiyiikliikte olacak sekilde; hi¢ kirilmadan, kirillan ve 1 mm elegin iizerinde
kalan nohutlar ve elegin altinda kalan nohutlar kullanilarak {i¢ ayr1 kavanoz hazirlanmistir. Siyah
nohutlarla es zamanli olarak, aynm1 parametrelerle, kogbast nohut kullanilarak da nohut mayalari

hazirlanmustir.

3.2.1.2. Nohut-Su Oram

Su kaynagi ve su sicakligi ile fermantasyon siiresi ve sicakligl sabit tutularak, 3.2.1.1°de
belirlenen partikiil boyutu ile 3 farkli kavanoz hazirlanmistir. {1k kavanozda 50 g nohut ve 400 mL su
(1:8; a:h), ikinci kavanozda 50 gram nohut ve 300 mL su (1:6; a:h), son kavanozda ise 50 g nohut ve
250 mL su (1:5; a:h) kullanilmistir. Siyah nohutlarla es zamanh olarak, ayni parametrelerle, kogbasi

nohut kullanilarak da nohut mayalar1 hazirlanmistir.

3.2.1.3. Su Kaynagi ve Su Sicakhgi

Partikiil boyutu, suyun sicakligi ile fermantasyon siiresi ve sicakligi sabit tutularak, 3.2.1.2.’de
belirlenen nohut-su orani ile saf su, siselenmis su ve musluk suyu kullanilarak 3 kavanoz nohut mayasi
hazirlanmistir. Siyah nohutlarla es zamanli olarak, ayni parametrelerle, kogbasi nohut kullanilarak da

nohut mayalar1 hazirlanmustir.

3.2.1.4. Fermantasyon Sicakhig1 ve Fermantasyon Siiresi

Partikiil boyutu ve nohut-su miktar1 sabit tutularak, 3.2.1.3.’te belirlenen su sicaklig1 ve kaynagi
ile hazirlanan karisimlar, daha 6nceki ¢alismalarda uygulanan 37°C’de 18 saat, 40°C’de 16 saat, ve
42°C’de 16 saat fermantasyon kosullari (Kasim, 2014; Boyaci Giindiiz, 2018; Aydin ve Cebi, 2019)
kullanilarak sogutmali inkiibatérde (ThermoStable IR-150, Daihan Scientific, Korea) fermente
edilmistir. Siyah nohutlarla es zamanli olarak, ayn1 parametrelerle, kogcbasi nohut kullanilarak da nohut

mayalar1 hazirlanmistir.
3.2.2. Nohut Mayasinda pH Ol¢iimii
Hazirlanan nohut mayasi karigiminin fermantasyon oncesi ve sonrasinda pH degerleri uygun

elektroda sahip pH metre (S220-K, Mettler Toledo, Switzerland) ile dlgiilmiistiir. Ol¢iimler ii¢ paralel
halinde yapilmistir.
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3.3. Deney tasarimi

Hamurlarin hazirlanmasinda, 3.2.°de belirlenen parametrelerle hazirlanan siyah nohut mayalari
ve siyah nohut unu kullanilmistir. Hamurlar, Tepki Yiizey Yontemi ile merkezi kompozit tasarimi
kullanilarak ti¢ degisken ve bes diizeyde olusturulan, Tablo 3.2.’de verilen deney tasarimindaki sakkaroz
miktarlar1 ve hamur verimleri kullanilarak hazirlanmistir. Deney tasariminda kullanilan bagimsiz
degiskenler; fermantasyon sicakligi, sakkaroz miktari (un bazinda) ve HV’dir. Yapilan 6n denemelerde
7 saati agan fermantasyon siirelerinde iiretilen hamurlarin formlarinda bozulma gozlendigi i¢in EPS
iiretimini etkileyen diger bir bagimsiz degisken olan fermantasyon siiresinin sabit tutulmasina karar
verilmistir. Bu nedenle, hamurlarin fermantasyon siirelerinin 7 saat olmasina karar verilmistir. Ayrica,
EPS veriminin genellikle uzun fermanstasyon siirelerine baglh olarak degistigi (Kaditzky ve Vogel,
2008) ve hamur fermantasyonlarinda EPS’nin ilk 24 saatlik fermantasyon siiresinde olustugu
diisiiniiliirse (Rithmkorf vd., 2012), yapilan ¢aligmada nohut mayasinin 18 saatlik fermantasyon siiresine
ek olarak hamurlarin 7 saatlik fermantasyon siiresinin daha 6nce dogrulanan siireler i¢inde yeterli geldigi
diisiiniilmiistiir. Sakkaroz miktarinin EPS olusumu tizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in sakkaroz
miktar1 maksimum %15 secilmistir (Galle vd., 2012a; Galle vd., 2012b; Rithmkorf vd., 2012).

Hamur verimi, Esitlik 3.1. kullanilarak hesaplanmistir (Kaditzky ve Vogel, 2008).

Hamur Agirlig: 1.
= # x100 (3 1 )
Un Agirligi

Design-Expert (versiyon 7.0, Statease Inc., Minneapolis, MN, USA) programi ile hazirlanan

deney tasariminin proses degiskenleri ve deneme deseni Tablo 3.1. ve Tablo 3.2.°de verilmistir.

Tablo 3.1. Merkezi kompozit tasarimi proses degiskenleri

Degisken Diizey Kodlari
Kod -1.68 -1 0 +1 +1.68
Fermantasyon A 21.59 25 30 35 38.41
sicakligi (°C)
Sakkaroz B 1.59 5 10 15 18.41
miktar1 (%)
Hamur verimi  C 165.91 200 250 300 334.09
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Tablo 3.2. Deney tasarimi

Kod Degerleri Gergek Degerler

DENEME A B C Sicaklik Sakkaroz Hamur
(°O) miktar1 (%) verimi

1 0 0 0 30.00 10.00 250.00
2 -1 -1 +1 25.00 5.00 300.00
3 +1 -1 -1 35.00 5.00 200.00
4 0 0 0 30.00 10.00 250.00
5 0 0 0 30.00 10.00 250.00
6 0 0 0 30.00 10.00 250.00
7 +1 -1 +1 35.00 5.00 300.00
8 0 0 0 30.00 10.00 250.00
9 0 0 +1.68 30.00 10.00 334.09
10 -1.68 0 0 21.59 10.00 250.00
11 0 -1.68 0 30.00 1.59 250.00
12 +1.68 0 0 38.41 10.00 250.00
13 -1 -1 -1 25.00 5.00 200.00
14 -1 +1 -1 25.00 15.00 200.00
15 0 0 0 30.00 10.00 250.00
16 -1 +1 +1 25.00 15.00 300.00
17 0 0 -1.68 30.00 10.00 165.91
18 0 +1.68 0 30.00 18.41 250.00
19 +1 +1 +1 35.00 15.00 300.00
20 +1 +1 -1 35.00 15.00 200.00

3.4. Hamurlara Uygulanan Analizler

3.4.1. pH

Hazirlanan hamurlarin fermantasyon oncesi ve sonrasinda pH degerleri uygun elektrota sahip

pH metre (S220-K, Mettler Toledo, USA) ile dl¢iilmiistiir. Olgiimler ii¢ paralel halinde yapilmistir.

3.4.2. Kuru Madde Miktar1

Deneme deseninde (Tablo 3.2.) goriildiigi lizere, siyah nohut mayasiyla hazirlanan hamurlarin
hamur verimleri farklidir. Bu nedenle hamurlarin TTA degerleri ve EPS miktarlarinin hesaplanmasi,
kuru madde miktarlari tizerinden yapilmstir.

Hamurlarin nem igerikleri, nem tayin cihazi (Moisture Analyzer Excellence Plus HX204,
Mettler Toledo, Switzerland) kullanilarak belirlenmistir. Olgiimler iki paralel halinde yapilmistir. Kuru

madde miktarlari ise Esitlik 3.2. kullanilarak hesaplanmistir (Rundla vd., 2018).

Kuru Madde Miktar1 (%) = 100-Nem Miktari (3.2.)
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3.4.3. Toplam titrasyon asitligi (TTA)

Hamurlar 7 saat fermentasyona tabi tutulduktan sonra, hamurlardan 10 gram almarak 90 mL
distile su igerisinde homojen hale getirilmistir. Hazirlanan karisimin pH 8.5 olana kadar 0.1 N NaOH
ile titre edilmistir (Galle vd., 2012a). Toplam titrasyon asitligi, esitlik 3.3. kullanilarak % laktik asit
cinsinden hesaplanmistir (Hor vd., 2021). Sonuglar, kuru madde bazinda % (laktik asit) olarak

verilmistir. Olgiimler ii¢ paralel halinde yapilmstir.

Vx0.009%100 (3.3)

m

% (Laktik asit) =

Esitlik 3.3°te, V: titrasyonda kullanilan 0.1 N NaOH ¢6zeltisi (mL) ve m: titrasyonda kullanilan hamurun
kuru madde miktaridir(g).

3.4.4. Ekzopolisakkaritlerin Hamurlardan izolasyonu

Hamurlardan ekzopolisakkarit elde edebilmek icin dncelikle hamur:su orami 2:1 (a:h) olacak
sekilde karigim homojen hale getirilmistir. Karisim 6000 rpm’de 20 dakika santrifiijlenmistir.
Siipernatant kismi alinarak tizerine 2 kat1 hacmi kadar sogutulmus %95 etanol eklenmistir. Ardindan

4°C’de 3 saat inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.2.).

Sekil 3.2. EPS’lerin 3 saat inkiibasyondan sonra goriiniimii

Karisim tekrar 4°C, 6000 rpm’de 20 dakika santrifiijlendikten sonra olusan ¢okelti alinmistir.
Cokelti distile suda ¢ozdiiriiliip, 4°C’de 24 saat diyalizasyona tabi tutulmustur. Elde edilen EPS, bir gece
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dondurulduktan sonra liyofilizatorde (Cryodos 50, Telstar, Spain) kurutulmustur (Sekil 3.3.) (Korakli
vd., 2001). EPS iiretimleri {i¢ paralel halinde yapilmistir. EPS miktarlari, gravimetrik yontemle kuru
madde bazinda belirlenmis (Galli vd., 2020) ve (g EPS/g kuru madde)*100 olacak sekilde
hesaplanmigtir. Hamurlarin EPS miktarlar karsilastirilmis, en yiiksek EPS verimine sahip hamur

belirlenmistir.

Sekil 3.3. Hamurlardan elde edilen EPS’ler

3.5. Nohut Mayasinda ve EPS Verimi En Yiiksek Hamurda Uygulanan Mikrobiyolojik Analizler

3.5.1. Toplam Mezofilik Aerobik Bakteri Sayimi1 (TMAB)

Toplam bakteri sayimi igin peptonlu su ve nohut mayasi ile 10*"’e kadar uygun seri diliisyonlar
hazirlanmigtir. Hazirlanan diliisyonlarin ekimleri Plate Count Agar (PCA) igeren petri plakalarina
dokme plak yontemiyle yapilmigtir. Ekimler {i¢ paralel halinde yapilmigtir. Ekimi yapilan petriler 30
°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 15-300 arasinda koloni veren

petrilerde sayim yapilmistir (Halkman, 2005).

3.5.2. Laktik Asit Bakterisi Sayim1 (LAB)

Laktik asit bakteri saymmi i¢in peptonlu su ve nohut mayasi ile 10*"e kadar uygun seri
diliisyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan diliisyonlarin ekimleri de Man Rogosa Sharpe Agar (MRS agar)
iceren petri plakalarma dokme plak yontemiyle yapilmistir. Ekimler ti¢ paralel halinde yapilmistir.
Ekimi yapilan petriler 30°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir (Korakli vd., 2001). Inkiibasyon
sonunda 15-300 arasinda koloni veren petrilerde sayim yapilmistir (Halkman, 2005). Ekimler {i¢ paralel
halinde yapilmustir.
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3.6. Nohut Mayasinda ve EPS Verimi En Yiiksek Hamurda Uygulanan Metagenom Analizleri

3.6.1. 16S rRNA Analizi

En yiiksek EPS verimine sahip hamur ve kullanilan nohut mayasinin DNA izolasyonlari, sekans
analizleri ve biyoinformatik analizleri BM Laboratuvar Sistemleri A.S. (Ankara) tarafindan yapilmustir.
Metagenomik calismalar genellikle 1500 baz uzunlugunda ve dokuz degisken bolge iceren
prokaryotik 16S ribozomal RNA (16S rRNA) geninin analiz edilmesiyle gerceklestirilir. 16S rRNA'nin
degisken bolgeleri, filogenetik siniflandirmalarin tiir tespitinde kullanilan 6zel bolgelerdir. Bu

bolgelerle, genis mikrobiyal popiilasyon araliginda her bir tiiriin ayr1 ayr1 tespiti yapilabilmektedir.

3.6.1.1. Nohut Mayasi ve Hamur Orneklerinin DNA Izolasyonu

Izolasyonu yapilacak drneklerin DNA miktarmin ve kalitesinin metagenom calismalari igin belli
standartlara uygun olmasi1 gerekmektedir. DNA miktar tespiti, Victor 3 florometre cihazi kullanilarak
cift zincirli floresan temelli Picogreen boyasi ile yapilmistir. Normal spekstroskopik metodlarda, RNA
kalintilar1 veya diger kontaminantlar konsantrasyonun normalden fazla gériinmesine yol agmaktadirlar.
Bunlar, yalniz ¢ift zincirli DNA’ya baglanan Picogreen boyasi ile etkilesme gostermemekte ve bu
sayede daha dogru sonuglar elde edilmektedir.

Orneklerin DNA izolasyonunda EurX GeneMATRIX Tissue & Bacterial DNA Piirifikasyon

kiti kullanilmustir. izolasyon, Kit firmasinin prosediirii kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.6.1.2. PCR

DNA izolasyonundan sonra, PCR ile gen ¢cogaltma yapilmaktadir. 16S rRNA geninin V3 ve V4
bolgeleri, tiir tespitinde en sik kullanilan degisken bolgelerdir. Amplikon kiitiiphanesi hazirligi sirasinda
yeni nesil dizileme okumasindan 6nce, PCR ile 6rnegin V3 ve V4 bdlgeleri cogaltilmaktadir. Bu
bolgelerin ¢ogaltilmasi icin, yaklasik 460 bazlik bir bolgeyi ¢cogaltan ileri ve geri yonlii primer dizileri
asagida verilmistir:
16S Cogaltma PCR {leri Yonlii Gen Dizisi = 5'
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG
16S Cogaltma Geri Yonli Gen Dizisi = 5'
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC
PCR analizi i¢in, toplamda 25 pL olacak sekilde, 2.5 pL microbial DNA (5 ng/pl), 12.5 pL 2X KAPA
HotStart PCR Mix, 5 pL. Forward Primer (1 pM) ve 5 pl Reverse Primer (1 pM) ve kullanilmistir. Elde
edilen 6rnekler i¢in uygulanan PCR kosullar ise:

e 95°C’de 3 dakika,
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e Takip eden 25 dongii i¢in; 95°C’de 30 saniye, 55°C’de 30 saniye, 72°C’de 30 saniye,
e 72°C’de 5 dakikadir.
Ardindan 6rnekler 4°C’de saklanmisgtir.
PCR Uriin Temizligi;
Primer dimerler ve serbest primerler, AMPure XP (Beckman Coulter) manyetik boncuklar kullanilarak
uzaklastirilmistir. Uzaklagtirma islemi iki agamadan olusmaktadir.
1. AMPure XP manyetik boncuktan her érnege 20 uL eklenmistir ve pipetlenmistir. Istenilen PCR
tirtinleri i¢in manyetik stand kullanilarak tiriinlerin manyetik boncuklara tutunmasi saglanmstir.
2. Manyetik boncuk ekli ornekler, 200 pL %380’lik etanol ile 2 kere yikanmistir. Yikama

isleminden sonra saf PCR iiriinii, 50 puL 10 Mm pH 8.5 Tris soliisyonunda saklanmastir.

3.6.1.3. indeks PCR

PCR iiriinlerine, farkli 6rneklerin yeni nesil dizileme okunurken ayirt edilebilmesi ve tek
okumada birden fazla 6rnekten sonug alabilmek igin 6zel baz dizileri (“indeks barkod” gérevli) ve yeni
nesil dizileme cihazinda bulunan baglanma bolgelerine PCR firiinlerinin tutunmasini saglayan “adaptor”
dizileri eklenmistir. Bu islemde Nextera XT indeks kiti kullanilmistir. Her 6rnege 2 indeks barkod
bolgesi baglanmistir. Bu iglem igin; toplamda 50 pl olacak sekilde, 10 puL su, 5 uL DNA, 5 pL Nextera
XT Indeks Primer 2 (S5xx), 5 uL Nextera XT Indeks Primer 1(N7xx) ve 25 uL 2X KAPA HotStart PCR
Mix kullanilmigtir. Elde edilen 6rnekler igin uygulanan PCR kosullari ise:

e 95°(C’de 3 dakika,
e Takip eden 8 dongii i¢in; 95°C’de 30 saniye, 55°C’de 30 saniye, 72°C’de 30 saniye,
e 72°C’de 5 dakikadir.
Ornekler 4°C’de saklanmustir.
PCR Uriin Temizligi 2;
Primer dimerler ve serbest primerler, AMPure XP (Beckman Coulter) manyetik boncuklar kullanilarak
uzaklastirilmistir. Uzaklagtirma islemi iki agamadan olusmaktadir.
1. AMPure XP manyetik boncuktan her drnege 56 uL eklenmistir ve pipetlenmistir. Istenilen PCR
tiriinleri i¢in manyetik stand kullanilarak iiriinlerin manyetik boncuklara tutunmasi saglanmustir.
2. Manyetik boncuk ekli ornekler, 200 pL %380’lik etanol ile 2 kere yikanmustir. Yikama

isleminden sonra saf PCR iiriinii, 25 pL. 10 Mm pH 8.5 Tris soliisyonunda saklanmistir.

3.6.1.4. Kiitiiphane Miktar Tayini, Normalizasyon ve Birlestirilmesi

[llumina Novaseq 6000 cihazi kullanilarak yiiksek kaliteye sahip verilere ulasabilmek igin

optimum kiimelenmeyi cihazdaki her akiskan hiicrede saglamak gerekmektedir. Bu sebeple
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kiitiphanelerin kantifikasyonu, daha hassas kiitiiphane miktar tayini i¢in Real Time PCR teknigi
(spektroskopi yerine) kullanilarak gergeklestirilmistir.

Normalizasyon asamasi, kiitiiphaneler birlestirilmeden 6nce ayni oranda temsili i¢in, manyetik
boncuklar ile yapilmistir. Her 6rnek, manyetik boncuklara ait kiitiiphaneye tutunma kapasiteleri benzer

oldugu i¢in kiitliphaneler birlestirilince ayni1 oranda temsil edilmistir.

3.6.1.5. Novaseq Okumasi

Birlestirilmis kiitliphanenin akis hiicresine (flow cell) eklenmesi Novaseq cihazinda
gergeklestirilmistir. Akis hiicresinin i¢inde, kiitiiphanedeki adaptdr dizilerine tamamlayici dizileri,
yilizeye yapisik olan oligolar olusturmaktadir. Koprii amplifikasyonu ile her fragmentin, klonlanmig
kiimeler halinde (clustering) ve ayri ¢ogalmasi saglanmistir. Kalip DNA, kiimelenme bittikten sonra
dizilenmeye hazir olmaktadir.

Her bazin tespiti, [llumina’nin “Sequencing by Synthesis” teknolojisiyle, DNA kalib1 iizerinde
dizileme esnasinda eklenirken yapilmistir. Dizileme sirasinda kullanilan ANTP’ler terminator bagli, 6zel
tersinir ANTP’lerdir. Kullanilan bu dNTP’ler, 6zel kimyasal yapilar: sayesinde her dizileme dongiistinde
yanlis baz eklenme olasiligin1 ve hata paymi diisiirmektedir. Boylelikle her bazda elde edilen sonug
yiiksek dogruluga sahiptir.

Ayn1 zamanda, homopolimer DNA dizileri ya da kalip DNA {izerinde tekrar eden bolgeler,
okumanin bu noktalarda bitmesine ya da diger dizileme tekniklerinde yanlis okumalara yol agmaktadir.
Bu 6zel dNTP’ler ve Sequencing by Synthesis teknolojisi sayesinde tekrar bolgeleri ya da homopolimer

DNA dizileri sikintisiz okunmaktadir.

3.6.1.6. Okuma Sonuclar1 ve Analizi

[Nlumina Novaseq cihazi, okuma goriintiilerini Novaseq Control Software programiyla
islemistir. Real Time Analysis v1.18 programi ile bazlar tayin edilmistir. Baz okumalar1 bel2fastq
(v1.8.4) programi kullanmilarak FASTQ formatima g¢evrilmistir. Spesifik olmayan adaptdr dizilerini
okuma sonuglarindan ¢ikartmak i¢in Sickle ve Scythe (v0.994 BETA) programlari kullanilmigtir. Temiz
bir veri analizi igin 36 bazdan kisa okuma sonugclari ¢ikartilmistir. Biyoinformatik analiz ile 6rneklerin
taksonomik siniflandirilmasi, operasyonel taksonomik birim tespiti, referans dizilere gore hizalama ve

tiirlerin benzerliklerine gore gruplandirilmasi gergeklestirilmistir.

3.6.2. ITS Analizi

En yiiksek EPS verimine sahip hamur ve kullanilan nohut mayasinin DNA izolasyonlari, sekans

analizleri ve biyoinformatik analizleri BM Laboratuvar Sistemleri A.S. (Ankara) tarafindan yapilmastir.
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Metagenomik caligmalar genellikle 700-900 baz uzunlugundaki prokaryotik Internal transcribed
spacer (ITS) geninin analiziyle yapilmaktadir. ITS geni 6karyotik organizmalarda ITS1 ve ITS2 olmak
iizere iki bolgeden olusmaktadir. ITS2 gen bolgesinin u¢ kisimlarinda cesitli tiirlerde korunmus ortak
diziler belirlenerek aralarinda bulunan degisken bdlgeler, filogenetik siniflandirmalarin tiir tespitinde
kullanilmaktadir. Bu boélgelerle, genis mikrobiyal popiilasyon araliginda her bir tiiriin ayr1 ayri tespiti

yapilabilmektedir.

3.6.2.1. Nohut Mayasi ve Hamur Orneklerinin DNA izolasyonu

Nohut mayasi ve hamur Orneklerinin DNA izolasyonu, 3.6.1.1.°de verilen sekilde

gergeklestirilmistir.

3.6.2.2. PCR

DNA izolasyonundan sonra, PCR ile gen c¢ogaltma yapilmaktadir. Yeni nesil dizileme
okumasindan 6nce, amplikon kiitiiphanesi hazirliginda PCR ile 6rnekte bulunan ITS3 ve ITS4 bolgeleri
cogaltilmaktadir. Bu bdlgelerin ¢ogaltilmasi i¢in, yaklasik 390 bazlik bir bolgeyi ¢cogaltan ileri ve geri
yonlii primer dizileri:

ITS3 Cogaltma PCR ileri Yonlii Gen Dizisi = 5'
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG GCATCGATGAAGAACGCAGC
ITS4 Cogaltma Geri Yonlii Gen Dizisi = 5'
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTCCTCCGCTTATTGATATGC
PCR analizi i¢in, toplamda 25 pL olacak sekilde, 2.5 pL microbial DNA (5 ng/ul), 12.5 L 2X KAPA
HotStart PCR Mix, 5 puL. Forward Primer (1 uM) ve 5 pl Reverse Primer (1 uM) kullanilmistir. Elde
edilen 6rnekler i¢in uygulanan PCR kosullart ise:
e 95°C’de 3 dakika,
e Takip eden 25 dongii i¢in; 95°C’de 30 saniye, 55°C’de 30 saniye, 72°C’de 30 saniye,
e 72°C’de 5 dakikadir.
Ardindan 6rnekler 4°C’de saklanmuistir.
PCR Uriin Temizligi;
Primer dimerler ve serbest primerler, AMPure XP (Beckman Coulter) manyetik boncuklar kullanilarak
uzaklastirilmistir. Uzaklastirma iglemi iki asamadan olugsmaktadir.
1. AMPure XP manyetik boncuktan her drnege 20 uL eklenmistir ve pipetlenmistir. istenilen PCR
iiriinleri i¢in manyetik stand kullanilarak {iriinlerin manyetik boncuklara tutunmasi saglanmistir.
2. Manyetik boncuk ekli &rnekler, 200 pL %380’lik etanol ile 2 kere yikanmigtir. Yikama

isleminden sonra saf PCR tirlinti, 50 uL 10 Mm pH 8.5 Tris soliisyonunda saklanmustir.
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3.6.2.3. indeks PCR

Indeks PCR analizi, 3.6.1.3.’te verilen adimlar kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.6.2.4. Kiitiiphane Miktar Tayini, Normalizasyon ve Birlestirilmesi

Kiitiphane miktar tayini, normalizasyon ve birlestirilmesi, 3.6.1.4.’te verilen sekilde

gergeklestirilmistir.

3.6.2.5. Novaseq Okumasi

Novaseq okumasi, 3.6.1.5.’te verilen sekilde gergeklestirilmigtir.

3.6.2.6. Okuma Sonuclari ve Analizi

Okuma sonuglar1 ve analizi, 3.6.1.6.’da verilen sekilde gergeklestirilmistir.

3.7. Azaltilmis Toplam Yansitma-Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektrofotometre Analizi (ATR-

FTIR)

En yiiksek EPS verimine sahip hamura ait dondurularak kurutulmus EPS ile ticari dekstran
(Dextran from Leuconostoc mesenteroides, Sigma Aldrich) ve ticari pullulanin (Pullulan from
Aureobasidium pullulans, Megazyme) kimyasal yapilarin1 belirlemek i¢in, elmas kristale sahip ATR-
FTIR spektrofotometresi (Jasco FT/IR-6700 Easton, USA) kullanilmistir. Her spektrum, 400-4000 cm-
L araliginda ve 4 cm™ spektral ¢oziiniirliikte 16 tarama ile kaydedilmistir. ATR-FTIR analizi, Cukurova
Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvar1 (CUMERLAB)’ nda gergeklestirilmistir.

3.8. istatiksel Analiz

Ekzopolisakkarit verimini etkileyen parametrelerden olan fermantasyon sicakligi, sakkaroz
miktar1 ve fermantasyon siiresi parametreleri tepki yiizey yontemi, kompozit merkezi tasarimi igin
proses degiskenleri olarak kullanilmis ve deneme deseni olusturulmustur. Calismada kullanilan deneme
deseninin belirlenmesinde, istatiksel analizde ve tepki yiizey grafiklerinin olusturulmasinda Design
Expert (versiyon 7.0, Statease Inc., Minneapolis, MN, USA) programi kullanilmistir. Programda ikinci
dereceden (kuadratik) model kullanilmistir. Olusturulan modeller ve deneme deseni kullanilarak elde
edilen yanitlar ile bagimsiz degiskenler arasindaki dogrusal, ikinci dereceden ve etkilesimli iligkileri

varyans analizi (ANOVA) kullanilarak agiklanmistir. Elde edilen yanitlar ile model uyumlulugu
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belirlilik (regresyon) katsayisi, (R?), diizeltilmis belirlilik katsayis1 (R%q), F ve p degerleri, uyum
eksikligi (Lack of fit), yeterli tahminleme (Adeq. Precision) ve varyasyon katsayist (CV) ile
belirlenmistir.

Tyi bir model, yanitlardaki degisimin hepsini aciklamaktadir. Belirlilik (regresyon) katsay1s1 (R?)
bu kistas icin 6nemli bir degerdir. R degeri her zaman 0 ile 1 arasinda degismektedir ve R? degeri 1’e
ne kadar yakinsa, model o kadar gii¢liit ve modelin deneysel verilere uyumu o kadar iyi demektir
(Pansuriya ve Singhal, 2010; Klinpratoom vd., 2015; Nuralin vd., 2017). Rzadj degeri ise dnemsiz model
terimlerinin ortadan kaldirilmasindan sonra R? icin diizeltilmis degerdir. R%q; degerinin R? degerinden
oldukea kiiclik olmasi, modelde anlamli olmayan bir¢ok terimin bulundugu anlamina gelmektedir. Bu
nedenle, R%g degerinin R? degerine yakin olmas1 beklenmektedir (Belhachat vd., 2018). F degerinin
yiiksek ve buna karsin p degerinin de diisiik olmas1 modelin uygunlugunun arttigin1 gostermektedir.
Yeterli tahminleme degeri ise sinyal (tepki)/giiriiltii (sapma) oranini ifade etmektedir (Kutluk, 2021).
Onerilen modelin uyumlulugu igin yeterli tahminleme degerinin 4’ten biiyiik olmas1 beklenmektedir.
Modelin uyumlulugu, yeterli tahminleme degeri 4’ten uzaklastikca daha da kuvvetlenmektedir
(Belhachat vd., 2018; Kutluk, 2021). Varyasyon Kkatsayisi (CV) degerinin ise 10’dan az oldugu
durumlarda modelin tekrarlanabilir oldugu ve bu nedenle CV (%) degerinin %10’un altinda ve daha
diistik oldugu degerler, deneysel sonuglarin daha giivenilir oldugunu gostermektedir (Belhachat vd.,
2018).
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Siyah Nohut Mayasi

Nohut mayas: genellikle kogbasi nohut ile yapilmakta olup, siyah nohut mayasinin optimize
edilmesinde kog¢basi nohut ile hazirlanan mayalarda kullanilan parametreler ayr1 ayr1 incelenmistir. Bu
kapsamda incelenen parametreler, kullanilan nohutlarin partikiil boyutu, nohut-su orani, su kaynagi ve
su sicakligr ile fermantasyon sicaklifi ve fermantasyon siiresidir. Fermantasyon sonunda nohut
mayalarinin fiziksel 6zellikleri degerlendirilmistir.

Nohutlarin partikiil boyutlarinin fermantasyona etkisi incelenirken, farkli boyutlardaki
nohutlarin fermantasyon sonrasinda kopiik olusumu, goriintii ve koku parametrelerine etkileri
degerlendirilmis ve sonuglar Tablo 4.1.’de verilmistir. Farkli boyutlarda kogbasi ve siyah nohutlar ile
hazirlanan nohut mayalarinin fermantasyon sonunda goriintiileri Sekil 4.1.°de verilmistir. Hig
kirilmayan nohut ile gergeklesen fermantasyonda, kopiik olusumu yok denecek kadar az oldugu igin bu
boyut kullanilarak hazirlanacak mayalarin uzun fermantasyon siirelerine ihtiyag duyacagi
diisiiniilmektedir. Nohutlarin partikiil boyutlarinin degerlendirilmesinde 1mm’lik elek kullanilmigtir. 1
mm’lik elegin altinda kalan, un formuna yakin olan nohutta, fermantasyon sonunda olusan kdpiikte un
formunda pargaciklar oldugu ve oldukca bulanik bir formda oldugu goézlenmistir. 1 mm’lik elegin
tstlinde kalan iri nohut parcalar1 kullanilarak hazirlanan siyah nohut mayasi sivisimin fiziksel
Ozelliklerinin diger parametrelerden daha iyi oldugu goriilmiistiir. Sekil 4.1. incelendiginde, kogbast
nohut kullanilarak hazirlanan nohut mayalarinin ve ayni parametreler kullanilarak hazirlanan siyah
nohut mayalarinin benzer 6zelliklere sahip oldugu goriilmiistiir. Parametreler degerlendirildiginde, siyah
nohut ile nohut mayasi yapiminda iri pargalar halinde kirilmis nohutlarin kullanilmasina karar

verilmistir.
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Sekil 4.1. Farkl1 boyutlarda kogbas1 nohut ve siyah nohut ile hazirlanan nohut mayalar1

(1, 2: 1 mm elegin altinda kalan un formuna yakin nohutlar ile hazirlanan kogbasi ve siyah nohut
mayalari; 3, 4: 1 mm elegin listiinde kalan nohutlar ile hazirlanan siyah ve kogbagi nohut mayalari; 5,

6: kirtlmamig(biitiin) nohutlar ile hazirlanan siyah ve kogbasi nohut mayalari)

Tablo 4.1. Farkli boyutlarda nohutlarin siyah nohut mayasina etkileri

Partikiil Boyutu  Kopiik Olusumu  Goriintii Koku
Hi¢  kirilmayan Merkezde:Yok En az bulanikliga sahip, istten Belirgin bir koku
nohutlar Kenarda:0,1 cm goriiniimde aralikli kopiikler meveut  yok

1 mm elegin Merkezde:1,4 cm Bulanik, istten goriinimde homojen Mayanin kendine
iistiinde kalan Kenarda:1,4 cm beyaz kopiik meveut has nohut kokusu
nohutlar

I mm elegin Merkezde: 1,4cm, Cok bulanik, iistten goriiniimde képiik Mayanin kendine
altinda kalan Kenarda: 1,4cm  nohutun un formuyla karigmig ve rengi  has nohut kokusu
nohutlar beyazdan kahverengiye donmiis

Nohut-su oraninin fermantasyona etkisi incelenirken, nohut-su oraninin fermantasyon
sonrasinda kopiik olusumu, goriintii ve koku parametrelerine etkileri degerlendirilmis ve sonuglar Tablo
4.2.°de verilmistir. Tablo 4.2.”de verilen kopiik olusumu parametresi sonuglar1 karsilastirildiginda, en
fazla kopiigiin 1:5 (a:h) oraninda hazirlanan nohut mayasinda oldugu goriilmektedir. Fakat koku
parametresi sonuglar1 karsilastirildiginda, 1:5 oraninda hazirlanan nohut mayasinin en kotii kokuya

sahip oldugu gorilmektedir. 1:6 ve 1:8 (a:h) oranlarinda hazirlanan nohut mayalarinda kopiik
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olusumunun hemen hemen ayn1 miktarda oldugu gozlenmistir. Koku parametresi sonuglar
karsilastirildiginda, 1:8 (a:h) oraninda hazirlanan nohut mayasinin kokusu daha iyi oldugu igin siyah
nohut ile nohut mayasi yapiminda 1:8 (a:h) oraninin kullanilmasina karar verilmistir. Sekil 4.2.
incelendiginde, kogbasi nohut kullanilarak hazirlanan nohut mayalarinin ve ayni parametreler

kullanilarak hazirlanan siyah nohut mayalarinin benzer 6zelliklere sahip oldugu goriilmiistiir.

Sekil 4.2. Farkli kogbas1 ve siyah nohut-su oranlari ile hazirlanan nohut mayalari

(1, 2: 1:8 (a:h) oran ile hazirlanan kogbasi nohut ve siyah nohut mayalari; 3, 4: 1:5 (a:h) oran ile
hazirlanan kog¢basi nohut ve siyah nohut mayalari; 5, 6: 1:6 (a:h) oran ile hazirlanan kogbasi nohut ve

siyah nohut mayalar1)

Tablo 4.2. Nohut-su oraninin siyah nohut mayasina etkileri

Nohut-Su Oram Kopiik Olusumu Goriintii Koku

1:5 (a:h) Merkezde: 1,8 cm, Hafifbulamik Kotii koku
Kenarda: 1,8 cm

1:6 (a:h) Merkezde: 1,6 cm, Hafifbulantk Mayanin kendine has,
Kenarda: 1,66 cm nohut kokusu

1:8 (a:h) Merkezde: 1,6 cm, Hafifbulanik Ug degisken iginde en iyi koku

Kenarda:1,63 cm

Su kaynaginin fermantasyona etkisi incelenirken, kullanilan suyun fermantasyon sonrasinda
kopiik olusumu, goriintii ve koku parametrelerine etkileri degerlendirilmis ve sonuglar Tablo 4.3.’te

verilmigtir. Tablo 4.3. incelendiginde, siselenmis su ile hazirlanan nohut mayasinin fermantasyon
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sonunda daha iyi bir kokuya sahip oldugu goriilmektedir. Kopiik olusumu parametresinin sonuglari
karsilagtirlldiginda, ¢esme suyu ile hazirlanan nohut mayasmin en fazla kopiige sahip oldugu
goriilmektedir. Ancak calismada kullanilmasi planlanan ¢esme suyu ile hazirlanan nohut mayalarinda
alinan her ¢esme suyu Orneginin ayni icerige sahip olmayacagn diisiiniilerek, hazirlanan nohut

mayalarinin igeriklerinin daha stabil olmasi igin siselenmis su kullanilmasina karar verilmistir.

Sekil 4.3. Farkli su kaynaklar ile hazirlanan kogbasi nohut ve siyah nohut mayalari

(1, 2: saf su ile hazirlanan kogbasi ve siyah nohut mayalari; 3, 4: gesme suyu ile hazirlanan kogbasi ve

siyah nohut mayalar1; 5, 6: siselenmis su ile hazirlanan kogbasi ve siyah nohut mayalar)

Tablo 4.3. Su kaynaginin siyah nohut mayasina etkileri

Su Kopiik Olusumu Goriintii Koku
50 g nohut + 400 mL distile su Merkezde: 1,6 cm, Hafifbulanik  Cesme suyuna gore
Kenarda: 1,73 cm daha iyi

50 g nohut + 400 mL siselenmis Merkezde: 1,6 cm, Hafifbulanmik  Cesme suyuna gore
su Kenarda: 1,6 cm daha iyi

50 g nohut + 400 mL ¢esme suyu Merkezde: 2,2 cm, Hafifbulamk  Nohut kokusu
Kenarda: 2,03 cm

Kasimm (2014) tarafindan yapilan ¢alismada, nohut mayasinin hazirlanmasinda kaynatilmis su
(100°C) kullaniminin, nohutta bulunan mikrobiyal floraya zarar verecegine deginilmistir (Kasim, 2014).
Kullanilmasi planlanan suyun siselenmis su olmasi ve siselenmis sularin {iretiminde belirli prosediirlerin
uygulanmasi, kaynatilma islemine olan ihtiyaci ortadan kaldirmis bdylelikle kullanilan suyun oda

sicakliginda olmasina karar verilmistir.
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Fermantasyon siiresinin ve sicakligin fermantasyona etkisi incelendiginde, 37°C’de 18 saat,
40°C’de 16 saat ve 42°C’de 16 saat fermente edilen nohut mayalarinin {iglinde de kopiik olusumu
gozlenmistir. Koku parametresinin sonuglari karsilagtirildiginda, 42°C’de 16 saat fermente edilen nohut
mayasinin en kotii kokuya sahip oldugu belirlenmistir. Kopiik olusumu parametresi karsilastirildiginda
ise 37°C’de 18 saat fermantasyona birakilan nohut mayasinda, 40°C’de 16 saat fermantasyona birakilan
nohut mayasindan daha fazla kopiik gozlendigi i¢in siyah nohut ile nohut mayas: yapiminda, 37°C’de

18 saatlik fermantasyonun kullanilmasina karar verilmistir.
4.1.1. Siyah Nohut Mayasinda pH Ol¢iimii Sonuclar

Siyah nohut mayalar1, 4.34-4.43 pH araligina ve benzer fiziksel 6zelliklere sahiptir.
4.2. Hamurlara Uygulanan Analizlerin Sonuclari

Hamurlarin kuru madde miktarlar1 %30.16 ile %59.24 araliginda bulunmustur.
42.1. pH

Deney tasariminda verilen bagimsiz degiskenler; fermantasyon sicakligi, sakkaroz miktart ve
HV kullanilarak hazirlanan hamurlarin pH degisimleri incelenmistir. Hamurlarin pH degerleri 4.32 ile
5.06 araliginda bulunmustur. pH verileri i¢in ikinci dereceden modele ait ANOVA sonuglar1 Tablo

4.4.’te verilmistir.

Tablo 4.4. pH verilerinin ikinci dereceden modele ait ANOVA sonuglart

pH

Model terimi F-degeri p-degeri
Model 10.95 0.0004*
A 17.92 0.0017*
C 59.97 < 0.0001*
C? 10.18 0.0042*
Uyum eksikligi 18.96 0.0029*
R? 0.9079

R? adj 0.8249

Yeterli Tahminleme 11.413

CV (%) 2.12

pH=4.47-0.11*A-0.20*C+0.095C?

A, Sicaklik (°C); C, Hamur Verimi; *, p<0.05’de 6énemli

Tablo 4.4.’te verilen ANOVA sonuglari incelendiginde, onerilen modelin p degerinin 0.0004

oldugu goriilmiis ve Onerilen model anlamli bulunmustur. Fermantasyon sicakligi ve HV’nin pH
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degerini 6nemli derecede etkiledigi (p<0.05), buna karsin sakkaroz miktarinin pH degeri lizerine 6nemli
bir etkisinin olmadigi (p>0.05) goriilmiistiir. Modelin pH yaniti i¢in uyum eksikliginin 6énemli diizeyde
oldugu belirlenmistir (p<0.05). Birbirlerine yakin degerlerde olmasi beklenen R? ve R? adj degerleri,
0.9079 ve 0.8249 olarak belirlenmistir. Bunlara ek olarak, yeterli tahminleme degerinin 11.413 (Adeq
Precision>4), CV degerinin 2.12 (CV<%10) oldugu goriilmiistiir.

Tablo 4.4.’te verilen model denklemine gore, sicaklik ve HV’nin dogrusal (A ve C) olarak
artmas1, pH degerini azaltmistir (p<0.05). HV nin ikinci dereceden etkisine (C?) gore; HV arttikga pH
degerinin arttig1 belirlenmistir (p<0.05). pH’in, fermantasyon sicakligi ve HV ile degisiminden elde
edilen tepki ylizey grafigi Sekil 4.4.’te verilmistir.

200.00 25.00

250.00 30.00

275.00 32.50

Hamur Verimi Sicaklik (°C)

300.00 35,00

Sekil 4.4. Hamur verimi ve sicakligin, sabit sakkaroz miktarinda (%10) pH degerine etkisinin tepki
yiizey grafigi

HV, hamurun su aktivitesi ve asitligi {izerinde dogrudan etkilidir. Disiik HV’de gézlenen pH
artig1, daha diisiik su igerigi ve boylelikle ortamdaki organik asitlerin daha diisiik difiizyonuyla ilgilidir
(Valerio vd., 2020). Bu nedenle, ¢alismada diisiik hamur verimine sahip hamurlarin pH degerlerinin
daha yiiksek olmasi beklenmistir. Sekil 4.4. incelendiginde, diisiik hamur verimine sahip (sert yapida)
hamurlarin pH degerlerinin, yiiksek hamur verimine sahip (yumusak yapida) hamurlarin pH
degerlerinden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ek olarak, fermantasyon sicakligi arttikca, hamurlarin
pH degerlerinin azaldigi belirlenmistir. Bunun nedeni, diisiik sicakliklarda fermente edilen hamurlarda
asitlesme hizinin yavas olmasidir. Fermantasyon sicakligi arttik¢a asitlikte artacagindan hamurlarin pH

degerleri azalmaktadir (Tang vd., 2018).
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4.2.2. Toplam titrasyon asitligi (TTA)

Fermantasyon sicakligi, sakkaroz miktar1 ve HV degiskenleri kullanilarak hazirlanan hamurlara
ait TTA degerlerinin degisimleri incelenmistir. Hamurlarin TTA degerleri % (laktik asit) olarak
hesaplanmistir. Farkli HV’ne sahip hamurlarin TTA degerlerinin kendi aralarinda kiyaslanabilmesi i¢in
hamurlarin % (laktik asit) degerleri kuru madde bazinda hesaplanmistir. Hamurlarin TTA degerleri
%1.47 ve %3.10 araliginda bulunmustur. TTA verileri i¢in ikinci dereceden modele ait ANOVA

sonuclar1 Tablo 4.5.’te verilmistir.

Tablo 4.5. TTA verilerinin ikinci dereceden modele ait ANOVA sonuglari

TTA (%)

Model terimi F-degeri p-degeri
Model 64.15 <0.0001*
A 80.30 <0.0001*
B 69.30 < 0.0001*
C 371.23 < 0.0001*
B2 8.95 0.0135*
c? 4414 <0.0001*
Uyum eksikligi 1.82 0.2630"™
R? 0.9830

R? adj 0.9676

Yeterli Tahminleme 31.687

CV (%) 3.20

TTA=2.44+0.18*A-0.17*B+0.38*C-0.058*B*-0.13*C?

A, Sicaklik (°C); B, Sakkaroz Miktar1 (%); C, Hamur Verimi
*, p<0.05’de 6nemli; ", 6nemli degil (p>0.05)

Tablo 4.5.’te verilen ANOVA sonuglar incelendiginde, 6nerilen modelin “p degeri< 0.0001”
oldugu goriilmiis ve Onerilen model anlamli bulunmustur. Bagimsiz degiskenlerin tiimiiniin
(fermantasyon sicakligi, sakkaroz miktari ve HV) TTA degerini 6nemli derecede etkiledigi goriilmiistiir
(p<0.05). Modelin TTA yanit1 i¢in uyum eksikliginin 6nemsiz oldugu belirlenmistir (p>0.05). Uyum
eksikligi degerinin 6nemsiz ¢ikmasi, ikinci dereceden modelin deneysel verilerle fazlasiyla uyumlu
oldugunu géstermektedir. Birbirlerine yakin degerlerde olmasi beklenen R? ve R? adj degerleri, 0.9830
ve 0.9676 olarak belirlenmistir. R? degerinin 1’e yakin olmasi, modelin giiglii oldugunu ve modelin
deneysel verilerle uyumunun oldukga iyi oldugunu gostermistir. Ayrica R%gj degerinin R? degerine yakin
olmasi, anlamli olmayan terimlerin 6nerilen modelde bulunmadigini1 gostermistir. Bunlara ek olarak,
yeterli tahminleme degerinin 31.687 (Adeq Precision>4), CV degerinin 3.20 (CV<%10) oldugu
goriilmiistiir. Yeterli tahminleme degerinin 4’ten oldukga biiylik olmas1 da modelin uyumlulugunun ne
kadar iyi oldugunu gostermistir.

Tablo 4.5.’te verilen model denklemine gore, sicakligin ve HV’nin dogrusal (A ve C) olarak

artmasi, TTA degerini arttirmistir (p<0.05). Sakkaroz miktarinin dogrusal (B) olarak artmasi ise TTA
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degerini azaltmistir (p<0.05). Sakkaroz miktar1 ve HV nin ikinci dereceden etkisine (B? ve C?) gore;
sakkaroz miktar1 ve HV arttikga TTA degerinin azaldigi belirlenmistir (p<0.05).

Tablo 4.4.’te verilen model denklemine gore, sicaklik ve HV dogrusal (A ve C) olarak arttiginda
pH degerinin azaldig1; Tablo 4.5.°te verilen model denklemine gore, sicaklik ve HV dogrusal (A ve C)
olarak arttiginda TTA degerininde artti1 goriilmiistiir. Sonuglar degerlendirildiginde, hamurlarin pH
degerlerinin azaldikca TTA degerlerinin arttigi belirlenmistir. TTA’nin, fermantasyon sicakligi ve

sakkaroz miktari ile degisiminden elde edilen tepki ylizey grafigi Sekil 4.5.’te verilmistir.

35.00 LILELRKS 5.00
Q&
Q%K

27.50 12.50

Sicaklik (°C) Sakkaroz Miktar1 (%)

25.00 15.00

Sekil 4.5. Sicaklik ve sakkaroz miktarinin, sabit hamur veriminde (250) TTA degerine etkisinin tepki
ylizey grafigi

Disiik fermantasyon sicakligi, hamurlarda asit olusumunu geciktirmektedir. Bu nedenle, diisiik
sicakliklarda fermente edilen hamurlarin TTA degerlerinin, yiiksek sicaklikta fermente edilen
hamurlardan daha az olmasi beklenmektedir (Tang vd., 2018). Sekil 4.5.’te, diisiik sicaklikta fermente
edilen hamurlarin TTA degerlerinin beklendigi gibi, yiiksek sicakliklarda fermente edilen hamurlarin
TTA degerlerinden daha diisiik oldugu gorilmiistir. Buna ek olarak, sakkaroz miktar1 arttikea,
hamurlarin TTA degerlerinin azaldig1 belirlenmistir. Galle ve arkadaglar1 (2012a) tarafindan yapilan
calismada, eksi hamurlara EPS’nin yerinde iiretimi i¢in %15 sakkaroz eklendigi, Weissella cibaria ile
fermente edilen eksi hamurlarin haricinde, eksi hamurlarin TTA degerlerinin sakkaroz ilavesiyle 6nemli
olgiide arttign (p < 0.05), Weissella cibaria ile fermente edilen eksi hamurlarda ise sakkaroz ilavesinin
higbir biiyiik degisiklige yol agmadig1 ve hatta TTA'y1 hafifce azalttig: bildirilmistir (Galle vd., 2012a).

Sonuglar degerlendirildiginde, bulunan farkliliklarin kullanilan hammaddelerin ve starter kiiltiirlerin
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farkl1 olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. TTA’ nin, sakkaroz miktar1 ve hamur verimi ile

degisiminden elde edilen tepki ylizey grafigi Sekil 4.6.’da verilmistir.

300.00
5.00

10.00 250.00

225.00

Sakkaroz Miktar1 (%) 12.50 Hamur Verimi

15.00 200.00

Sekil 4.6. Sakkaroz miktar1 ve hamur veriminin, sabit sicaklikta (30°C) TTA degerine etkisinin tepki
ylizey grafigi

Sekil 4.6. incelendiginde, yiiksek hamur verimine sahip (yumusak yapida) hamurlarin TTA
degerlerinin, diisiik hamur verimine sahip (sert yapida) hamurlarin TTA degerlerinden daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. HV ne kadar yiiksek olursa, iiretilen organik asitlerin ¢evreye daha iyi difiizyonu

nedeniyle asitlenme o kadar hizli ger¢eklesir (Chavan ve Chavan, 2011).

4.2.3. Ekzopolisakkarit Miktari

Fermantasyon sicakligi, sakkaroz miktar1 ve HV degiskenleri kullanilarak hazirlanan
hamurlarin EPS igerikleri %1.160 ve %2.87 araliginda bulunmustur. Farkli HV’ne sahip hamurlarin
EPS miktarlarinin kendi aralarinda kiyaslanabilmesi i¢in hesaplama yaparken hamurlarin kuru madde
agirliklart kullanilmigtir. EPS verileri i¢in ikinci dereceden modele ait ANOV A sonuglar1 Tablo 4.6.’da
verilmistir. Tablo 4.6.’da verilen ANOVA sonuclart incelendiginde, onerilen modelin “p degeri<
0.0001” oldugu goriilmiis ve onerilen model anlamli bulunmustur. Fermantasyon sicakligi ve HV nin
EPS miktarin1 6nemli derecede etkiledigi (p<0.05), buna karsin sakkaroz miktarinin EPS miktari
iizerinde 6nemli bir etkisinin olmadig1 (p>0.05) gorilmiistiir. Modelin EPS yanit1 i¢in uyum eksikliginin

onemsiz oldugu belirlenmistir (p>0.05). Uyum eksikligi degerinin énemsiz ¢ikmasi, ikinci dereceden
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modelin deneysel verilerle uyumlu oldugunu gostermektedir. Birbirlerine yakin degerlerde olmasi
beklenen R? ve R? . degerleri, 0.9503 ve 0.9057 olarak belirlenmistir. Bunlara ek olarak, yeterli
tahminleme degerinin 16.573 (Adeq Precision>4), CV degerinin 7.82 (CV<%10) oldugu goriilmiistiir.
Yeterli tahminleme degerinin 4’ten biiyiik olmasi da Onerilen modelin verilerle uyumlu oldugunu

gostermistir.

Tablo 4.6. EPS verilerinin ikinci dereceden modele ait ANOVA sonuglari

EPS

Model terimi F-degeri p-degeri
Model 21.26 <0.0001*
A 48.31 <0.0001*
C 122.15 <0.0001*
c? 10.18 0.0096*
Uyum eksikligi 0.65 0.6764"™
R? 0.9503

R? adj 0.9057

Yeterli Tahminleme 16.573

CV (%) 7.82

EPS=1.77-0.26*A-0.42*C+0.12C?

A, Sicaklik (°C); C, Hamur Verimi
* p<0.05’de 6nemli; ", 6nemli degil (p>0.05)

Tablo 4.6.’da verilen model denklemine gore, sicakligin ve HV’nin dogrusal (A ve C) olarak
artmas1, EPS miktarini azaltmistir (p<0.05). HV nin ikinci dereceden etkisine (C?) gore; HV arttikga
EPS miktarinin arttigi belirlenmistir (p<0.05). EPS miktarimin, HV ve fermantasyon sicakligi ile

degisiminden elde edilen tepki ylizey grafigi Sekil 4.7.’de verilmistir.
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EPS (%)

25.00

250.00 30.00

Hamur Verimi 275.00 3250 g caklik (°C)

300.00 35.00

Sekil 4.7. Hamur verimi ve sicakligin, sabit sakkaroz miktarinda (%10) EPS miktarina etkisinin tepki
ylizey grafigi

Sekil 4.7. incelendiginde, diisitk hamur verimine sahip (sert yapida) hamurlarin EPS miktarlari,
yiiksek hamur verimine sahip (yumusak yapida) hamurlarmn EPS miktarlarindan daha yiiksek oldugu
goriilmistiir. Rithmkorf ve arkadaslar1 (2012) tarafindan yapilan ¢aligmada, yiiksek HV degerine sahip
hamurlarin diigitk EPS verimine sahip oldugu belirlenmistir. Bunun nedeni, azalan ozmotik strese
baglanmigtir. Bu duruma da daha diisiik HV degerine sahip (diisiik su aktivitesi) olanlarin etkisinin, daha
yiiksek HV degerine sahip (yiiksek su aktivitesi) olanlarin etkisinden daha fazla olduguna deginilmistir
(Rithmkorf vd., 2012). Kaditzky ve Vogel (2008) tarafindan yapilan ¢alismada, HV arttikga EPS
miktarimiinda arttig1 belirlenmistir (Kaditzky ve Vogel, 2008). Sonuglar degerlendirildiginde, HV ve
EPS arasinda bulunan artan-azalan iliskisinin, Rithmkorf ve arkadaglar1 (2012) tarafindan yapilan
calismayla benzerlik gosterdigi fakat Kaditzky ve Vogel (2008) tarafindan yapilan ¢alismadan farkli
oldugu goriilmiistiir. Nedeninin kullanilan hammaddelerin ve parametrelerin farkli olmasindan ve buna
baghh olarak ortamda baskin olan mikrobiyal ¢esitlililigin farkli olmasindan kaynaklandigi
diistintilmektedir.

Fermantasyon sicakligi arttik¢a, hamurlarin EPS miktarlarinin azaldig gortilmiistiir (Sekil 4.7).
Tang ve arkadaglar1 (2018) tarafindan yapilan calismada, sakkaroz katkili eksi hamurlarda,
fermantasyon sicakligi azaldik¢a EPS miktarinin arttig1 bildirilmistir. Bunun, ortama hakim tiiriin diisiik
fermantasyon sicakliginda, stres direncini ve hiicre canliligini arttirmak igin yiiksek miktarda EPS
iiretmesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Calismada, hiicrelerin kuruma, diisiik ve sifirin altindaki

sicakliklar ve hipertonik ortamlar gibi ¢evresel stresler altinda kendini koruma bigimi olarak, EPS
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olusumunu tetikledigi belirtilmistir (Tang vd., 2018). Fermantasyon sicakligi-EPS arasinda bulunan
artan-azalan iliskisi, Tang ve arkadaslar1 (2018) tarafindan yapilan ¢alismayla benzerlik gostermistir.
Sakkaroz miktarinin, EPS miktar1 tizerinde ©nemli bir etkisinin olmadigi (p>0.05)
belirlenmistir. Rithmkorf ve arkadaslar1 (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, %3.75’ten %15’e kadar
artan sakkaroz miktar1 ile segilen ii¢ sus tarafindan iiretilen EPS miktarlarininin arttig1 belirlenmistir.
Fakat calismada, olusan metabolitler ve eksi hamurlarda bulunan kalint1 sakkaroz nedeniyle sakkaroz
miktarinin %7.5’1 gegmemesi gerektigi, daha yiiksek sakkaroz konsantrasyonlarinda EPS iiretiminin
doyma egrisi izledigi belirtilmistir. Yiiksek sakkaroz konsantrasyonlarinda EPS verimlerinin
doygunlugunun, suslarin biiyiimelerinin yiiksek sakkaroz miktarlarinda bozulmasi ile aciklanmigtir
(Rithmkorf vd., 2012). Rithmkorf ve arkadaslar1 (2012) tarafindan yapilan ¢alisma ve mevcut ¢calismada
hammaddelerin farkli olmasindan kaynakli, %15'e kadar ¢ikan sakkaroz miktarinin ortamda bulunan
tiirlerin biiylimesini baskiladigi, bu nedenle sakkaroz miktarmin EPS miktar1 iizerinde onemli bir

etkisinin olmadigi diisiiniilmektedir.

4.3. Nohut Mayasinda ve EPS Verimi En Yiiksek Hamurda Uygulanan Mikrobiyolojik

Analizlerin Sonuclari

4.3.1. Toplam Mezofilik Aerobik Bakteri Sayimi (TMAB)

TMAB, gida maddelerinin genel hijyenik kalitesini ve mikrobiyolojik yiikiinii degerlendirmek
icin kullanilmaktadir. Ayrica iriiniin raf 6mrii veya organoleptik 6zelliklerdeki degisiklikler ile ilgili
degerlendirmeleri yapmak i¢in kullanilmaktadir (Nosa-Obamwonyi ve Antai, 2018). En yiiksek EPS
verimine sahip hamurda ve kullanilan nohut mayasinda TMAB sayimi sonuglar1 Tablo 4.7.’de
verilmistir. Tablo incelendiginde, 18 saat sonunda nohut mayasinda PCA agar kullanilarak yapilan
TMAB saymmi sonucu 7.43 log kob/mL bulunmustur. Saymmi yapilan nohut mayas1 kullanilarak
hazirlanan hamurun (25°C, %15, 200) fermantasyon oncesi (t=0) TMAB sayimi sonucu 7.10 log kob/g,
fermantasyon sonrasi (t=7 saat) TMAB saymmi sonucu ise 8.95 log kob/g bulunmustur. Sonuglar
incelendiginde, nohut mayasi1 kullanilarak hazirlanan hamurun TMBA sayisinin, nohut mayasinin
TMBA sayisindan daha diisiik oldugu ve TMBA sayisinin 7 saat fermantasyon sonrasi yiikseldigi
goriilmiistiir. Hamur hazirlanirken HV 200 olacak sekilde siyah nohut unu ve nohut mayasi
kullanilmistir. Bu nedenle, nohut mayasi kullanilarak hazirlanan hamurun TMBA sayisinin, nohut
mayasinin TMBA sayisindan daha diisiik oldugu diistiniilmektedir. Fermantasyon sonrasinda hamurun
TMBA sayisinin artmasi ve bu sayimin nohut mayasinin TMBA sayisindan daha yiiksek olmasinin,
hamurun 7 saat fermente edilmesi ve bu siirecte ortamdaki bakteri sayisinin artmasindan kaynaklandigi

distiniilmektedir.
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Tablo 4.7. Nohut mayasinda ve en yiiksek EPS verimine sahip hamurda toplam mezofilik aerobik
bakteri sayim1 (TMAB) sonuglar1 (*, saat; **, log kob/mL; *** log kob/g)
Toplam mezofilik aerobik bakteri (TMAB)

Ornek Zaman* Sonuclar
Nohut Mayasi 18 7.43**
Hamur 0 7.10%**
Hamur 7 8.95%**

Katsaboxakis ve Mallidis (1996) tarafindan yapilan galismada, nohut mayalarinin iiretiminde
nohut (20 g) ve suya (sterilize edilmis musluk suyu, 200 mL) ek olarak tuz (%0.5) kullanilmistir. Nohut
mayalar1 32°C, 37°C ve 42°C’de 30 saat fermente edilmistir. Calismada, 30 saatlik fermantasyon
siiresinin, PCA agar kullanilarak yapilan toplam mezofilik aerobik bakteri sayisin1 énemli Olciide
etkilemedigi goriilmiistiir. Verilen grafikler incelendiginde, 37°C’de, 15. ve 20. saatler arasinda yapilan
toplam mezofilik aerobik bakteri sayimimin yaklasik olarak 8 log kob/mL oldugu goriilmiistiir
(Katsaboxakis ve Mallidis, 1996).

Hatzikamari ve arkadaslar1 (2007b) tarafindan yapilan ¢alismada, nohut (nohut ve su orani;
2:10) ve su (kaynatilmig su) kullanilarak iiretilen nohut mayas1 37°C’de 18 saat ve hamur 37°C’de
yaklagik 2 saat fermente edilmistir. Nohut mayasi ve hamurunda, PCA agar kullanilarak yapilan
mezofilik aerobik bakteri sayimlari sirasiyla 7.94 log kob/ml ve 7.63 log kob/ml bulunmustur
(Hatzikamari vd., 2007b).

Kasim (2014) tarafindan yapilan ¢alismada, farkli nohut gesitleri kullanilarak hazirlanan nohut
mayalarinin, PCA agar kullanilarak yapilan mezofilik aerobik bakteri sayimlari 8.34-8.52 log kob/mL
araliginda bulunmustur (Kasim, 2014).

Boyaci Giindiiz (2018) tarafindan yapilan ¢aligmada, iki farkli zamanda, farkli firinlardan
toplanan 6 nohut mayasi ve 6 nohut mayali hamur 6rnekleri i¢in PCA agar kullanilarak yapilan toplam
mezofilik aerobik bakteri sayimlar1 sirasiyla 3.45-7.11 ve 4.20-8.08 log kob/g araliginda bulunmustur.
Ayrica, ¢calismada nohut (kogbasi ¢esidi, 50 g) ve su (kaynatilip 50°C’ye sogutulmus musluk suyu, 400
mL) kullanilarak, laboratuvar kosullarinda da nohut mayasi ve hamurlarinin iiretimi yapilmistir. Nohut
mayalar1 32°C ve 37°C’de olacak sekilde iki farkli sicaklikta 18’er saat ve hamurlarda ayni sicakliklarda
4’er saat fermente edilmistir. Nohut mayalarmin 32°C ve 37°C’de fermantasyonunda, PCA agar
kullanilarak yapilan toplam mezofilik acrobik bakteri sayimlart her iki sicaklik i¢inde 9 log kob/mL’nin
tizerinde bulunmustur. Hamurlarin 32°C ve 37°C’de fermantasyonunda, PCA agar kullanilarak yapilan
laktik asit bakteri sayimlari sirasiyla 9.40 log kob/g ve 9.95 log kob/g bulunmustur (Boyaci Giindiiz,
2018).

Yapilan ¢alismalarin sonuglart ve buldugumuz sonuglar degerlendirildiginde; sonuglarin bir
kisminin bizim sonuglarimizla benzerlik gosterdigi bir kismmin farklilik gosterdigi goriilmektedir.
Bunun oOncelikle nohut mayasinin yapiminda kullanilan nohut gesitlerinin farkli olmasindan ve

uygulanan kosullarin farkliligindan kaynaklandig diisiiniilmektedir.
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4.3.2. Laktik Asit Bakterisi Sayimi (LAB)

En yiiksek EPS verimine sahip hamurda ve kullanilan nohut mayasinda LAB sayimi1 sonuglar1
Tablo 4.8.’de verilmistir. Tablo incelendiginde, 18 saat sonunda nohut mayasinda MRS agar
kullanilarak yapilan LAB sayimi sonucu 7.34 log kob/mL bulunmustur. Sayim1 yapilan nohut mayasi
kullanilarak hazirlanan hamurun (25°C, %15, 200) fermantasyon 6ncesi (t=0) LAB sayim1 sonucu 8.00
log kob/g, fermantasyon sonrasi (t=7) LAB sayim1 sonucu ise 8.88 log kob/g bulunmustur. Sonuglar
incelendiginde, nohut mayasi kullanilarak hazirlanan hamurun LAB sayisinin, nohut mayasinin LAB
sayisindan daha diigiik oldugu ve LAB sayisinin 7 saat fermantasyon sonrasi yiikseldigi goriilmiistiir.
LAB saymi sonuglar1 arasindaki iliski, TMAB saymmi sonuglar1 arasindaki iligkiyle benzer
bulunmustur. Bu nedenle LAB sayimmi sonuglar1 arasindaki iliskinin, hamur hazirlanirken nohut
mayasina ek olarak siyah nohut unununda kullanilmasiyla ortamdaki LAB yogunlugunun diigmesinden
ve 7 saatlik fermantasyon sonrasinda bakteri sayisinin tekrar yiikselmesinden kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

Tablo 4.8. Nohut mayasinda ve en yiiksek EPS verimine sahip hamurda laktik asit bakterisi sayimi
(LAB) sonuglar (*, saat; **, log kob/mL; ***, log kob/g)
Laktik Asit Bakterisi (LAB)

Ornek Zaman* Sonuclar
Nohut Mayasi 18 7.34 **
Hamur 0 7 00***
Hamur 7 8.88***

Hancioglu-Sikili (2003), Ege Bolgesinden toplanan nohut mayasi ve hamurlarinda LAB
sayilarini sirastyla 6.85-9.45 log kob/g ve 5.32-7.49 log kob/g araliginda bildirmistir (Hancioglu-Sikili,
2003).

Cebi (2009) tarafindan yapilan ¢aligmada, nohut mayasi iiretiminde nohut (kogbasi ¢esidi, 100
g) ve suya (kaynatilmig ve 50°C sogutulmus, 350 mL) ek olarak tuz (1 g) kullanilmigtir. Nohut mayasi
40°C’de 16 saat ve hamur 40°C’de 4 saat fermente edilmistir. Calismada, MRS agarda yapilan LAB
sayimlar1 nohut mayasi i¢in 6.43 log kob/g, nohut mayasi hamuru i¢in 6.76 log kob/g bulunmustur.
Yapilan sayimlarda, MRS agarda M17 agara kiyasla daha fazla LAB sayildig1 ve bu nedenle nohut
mayasi ve nohut mayast hamurunda toplam LAB saymi i¢in MRS agarin daha uygun oldugu
bildirilmistir (Cebi, 2009).

Kasim (2014) tarafindan yapilan ¢alismada, nohut mayasi iiretiminde nohut (Hasanbey, Se¢kin
ve Menemen ¢esitleri, 100 g) ve suya (60°C, 550 mL) ek olarak tuz (1.5 g) kullanilmigtir. Nohut mayasi
42°C’de 16 saat ve hamur 42°C’de fermente edilmistir. Nohut mayasi ornekleri icin MRS agar
kullanilarak belirlenen laktik asit bakteri sayimlari 6.98-7.38 log kob/mL araliginda bulunmustur
(Kasim, 2014).
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Erginkaya ve arkadaglar1 (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, nohut mayasi iiretiminde nohut
(Meksika cesidi, 75 g) ve su (kaynatilmis musluk suyu, 400 mL) ek olarak tuz (%0.05) ve un (6.5 g)
kullanilmistir. 37°C‘de 18 saat fermente edilen nohut mayas1 ve yine ayni derecede 2 saat fermente
edilen hamurlarda MRS agar kullanilarak belirlenen laktik asit bakteri sayimlari sirastyla 8.07 ve 5.60
log kob/g bulunmustur (Erginkaya vd., 2015).

Boyaci Giindiiz (2018) tarafindan yapilan calismada iki farkli zamanda, farkli firinlardan
toplanan 6 nohut mayasi ve 6 nohut mayali hamur 6rnekleri igin mMRS’de belirlenen muhtemel laktik
asit bakteri sayimlar1 sirasiyla 1.60-7.18 ve 4.30-6.89 log kob/g araliginda bulunmustur (Boyaci
Gilindiiz, C.P. 2018). Ayrica, calismada nohut (kogbasi cesidi, 50 g) ve su (kaynatilip 50°C’ye
sogutulmus musluk suyu, 400 mL) kullanilarak, laboratuvar kosullarinda da nohut mayast ve
hamurlarinin tiretimi yapilmistir. Nohut mayalar1 32°C ve 37°C’de olacak sekilde iki farkli sicaklikta
18’er saat ve hamurlarda ayni sicakliklarda 4’er saat fermente edilmistir. Nohut mayalarinin 32°C ve
37°C’de fermantasyonunda, mMRS agar kullanilarak yapilan laktik asit bakteri sayimlari sirasiyla 5.70
log kob/g ve 5.35 log kob/g bulunmustur. Hamurlarin 32°C ve 37°C’de fermantasyonunda, mMRS agar
kullanilarak yapilan laktik asit bakteri sayimlari sirasiyla 8.95 log kob/g, 9.07 log kob/mL bulunmustur
(Boyac1 Giindiiz, 2018).

Yapilan ¢aligmalar incelendiginde benzer ve farkli sonuglar oldugu goriilmiistiir. Farkliligin
nedenlerinin nohut mayasi ve hamurlarinin yapiminda kullanilan hammaddelerin farkli olmasindan,
kullanilan nohut c¢esitlerinin farkli olmasindan, hamurlarin hamur verimlerinin farkli olmasindan,

fermantasyon sicakliklarinin ve siirelerinin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

4.4. Nohut Mayasinda ve EPS Verimi En Yiiksek Hamurda Uygulanan Metagenom Analizlerinin

Sonuglari

Bir¢ok bakteri, maya, arke ve kiif tiirlerinin mikrobiyel ekzopolisakkarit iiretme yetenekleri
bulunmaktadir. Ancak miktar ve ¢esit olarak incelendiginde en iyi EPS iireticilerinin bakteriler oldugu
bilinmektedir (Ergene ve Avci, 2016). Bu kapsamda hamurdan firetilen EPS’nin hangi mikrobiyal
cesitlilige bagli oldugunu belirlemek i¢in hamurda 16S rRNA ve ITS calismalar1 yapilmistir. Bunun
yani1 sira, hamurun liretiminde kullanilan siyah nohut mayasinin mikrobiyal ¢esitliliginin incelenmesi

icinde ayni analizler nohut mayasina da uygulanmistir.

4.4.1. 16S rRNA Sonuclar

4.4.1.1. Nohut Mayasi

EPS verimi en yiiksek hamurun iiretiminde kullanilan nohut mayasinda uygulanan 16S rRNA

analizlerinin sonuglari alem diizeyinde incelendiginde nohut mayasinin tamaminin (%100) bakterilerden
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olustugu goriilmiistiir. Nohut mayasinin 16S rRNA analiz sonucunun sube diizeyinde yiiksek

yogunluktan diisiik yogunluga dagilimi Sekil 4.8.”de verilmistir.

100% — . . .
Bacteria: Firmicutes

Bacteria: Bacteroidetes
90%% —
Bacteria: Proteobacteria
aaesial Bacteria: Tenericutes
Bacteria: Verrucomicrobia
70% —| Bacteria: Synergistetes
Bacteria; Spirochaetes

60°% —
Bacteria: Cyanobacteria

50% —

40% —

Goreceli Siklik(%)

30% —

20% —

10% —

0% —f

Nohut-16S |

Ornek

Sekil 4.8. Nohut mayasinin 16S rRNA analiz sonucunun sube diizeyinde yiiksek yogunluktan diisiik
yogunluga dagilimi

Sekil 4.8. incelendiginde, nohut mayasinda bulunan en baskin bakteri subesinin Firmicutes
(%98.520) oldugu, geri kalan kismmi Bacteriodes, Proteobacteria, Tenericutes, Verrucomicrobia,
Synergistetes, Spirochaetes ve Cyanobacteria subelerinin olusturdugu belirlenmistir.

Nohut mayasmin 16S rRNA analiz sonucunun cins diizeyinde yiiksek yogunluktan diisiik
yogunluga dagilimi incelendiginde, en fazla bakteri cinsinin Firmicutes subesinde tanimlandigi
goriilmistiir. Firmicutes subesine ait bakteri cinsleri yiiksek yogunluktan diisiik yogunluga dogru;
Clostridium, Paenibacillus, Bacillus, Faecalibacterium, Lactobacillus, Streptococcus, Lachnospira,
Coprococcus, Phascolarctobacterium, Dialister, Blautia, Oscillospira olarak tanimlanmustir.
Bacteriodes subesine ait bakteri cinsleri; Prevotella, Bacteroides, Parabacteroides, Paraprevotella
olarak tanimlanmustir. Proteobacteria subesine ait bakteri cinsleri; Sutterella, Succinivibrio olarak
tamimlanmustir. Verrucomicrobia subesine ait bakteri cinsi; Prosthecobacter olarak tanmimlanmustir.
Synergistetes subesine ait bakteri cinsi; Aminiphilus olarak tanimlanmustir. Spirochaetes subesine ait

bakteri cinsi; Treponema olarak tanimlanmustir.
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Sekil 4.9. Nohut mayasinin 16S rRNA analiz sonucunun tiir diizeyinde yiiksek yogunluktan diisiik
yogunluga dagilimi

Nohut mayasinin 16S rRNA analiz sonucunun tiir diizeyinde dagilimi Sekil 4.9.’da verilmistir.
Sekil 4.9. incelendiginde yiiksek yogunlukta olan bakteri tiirleri Clostridium (Cl.) aurantibutyricum, CI.
uliginosum ve CI. saccharoperbutylacetonicum olarak tanimlanmistir. Grafikte digerleri kisminda
bulunan bakteri tiirlerinden Lactobacillus cinsine ait bakteri tiirii Lactobacillus delbrueckii olarak
tanimlanmugtir.

Katsaboxakis ve Mallidis (1996) tarafindan yapilan galismada, kirilmis nohut, su ve %0.5 (a:h)
tuz kullamilarak hazirlanan ve ii¢ farkli sicaklikta; 32°C, 37°C ve 42°C’de fermente edilen sivilarin
mikroflorasi incelenmistir. Calismada, Clostridium tiirlerinin 6zellikle yiiksek sicakliklarda ortamda
hakim tiir oldugu ve fermantasyon sonucu ortamda biitirik asit ve CO. gazi olustugu bildirilmistir
(Katsaboxakis ve Mallidis, 1996).

Erginkaya ve arkadaslart (2016) tarafindan yapilan calismada, Meksika c¢esidi nohut
kullanilarak hazirlanan nohut fermantasyonunda maya ve laktik asit bakterileri disinda, ortama Bacillus
ve Clostridium tiirlerinin hakim oldugu belirlenmistir. Nohut mayasinin kendine has kotii kokusunun
pisirme ile kayboldugunu ve kotii kokunun yerini ekmek kokusunun aldigi bildirilmistir. Calismada
duyusal analiz yapilmamakla birlikte ¢aligmanin devaminda aerob ve anaerob spor yapan bakterilerle,
laktik asit bakterilerinin ve mayalarin tiir bazinda tanimlanmasinin gerekliligi vurgulanmistir (Erginkaya
vd., 2016).

Hatzikamari ve arkadaslar1 (2007b) tarafindan yapilan ¢aligmada, iki asamali geleneksel bir
hamur tretimi sirasinda ilk asama olan nohut suyu ekstraktinin fermentasyonunda, ortamda Bacillus,
ardindan Clostridium tiirlerinin yiiksek seviyelere ulagtigini ve nohuttan serbest kalan bilesenleri gaz
tretimi ile suya indirgedigi bildirilmistir. Fermantasyon sirasinda ortamda agirlikli olarak Bacillus
cereus ve Cl. perfringens tiirlerinin oldugu ve yapilan toksisite analizleri sonucu toksin tiretmedikleri
gozlenmistir. Calismada, uygun sekilde pisirilen ekmegin tiiketilmesinde herhangi bir olast saglik

tehlikesinin 6ngoriilmedigi belirtilmistir (Hatzikamari ve arkadaslari, 2007b).

50



Anil ALPER, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2022

Aydin ve Cebi (2019) tarafindan yapilan ¢aligmada, mayalama iiriinii olan fermente nohutlardan
laktik asit bakterileri izole edilmis ve fenotipik olarak tanimlanmistir. Orneklerde baskin tiir
Lactococcus lactis (%90) olarak bulunurken, bu tiirii Lactobacillus plantarum (%6.7) ve Lactobacillus
brevis (%3.3) tiirlerinin izledigi bildirilmistir (Aydin ve Cebi, 2019).

Boyaci Gunduz ve arkadaslar1 (2020) tarafindan yapilan ¢alismada, nohut fermantasyonlarinin
LAB biyogesitliligi degerlendirilmis ve secilmis starter kiiltiir ile laboratuvar kosullarinda nohut eksi
hamurunun iiretimi gergeklestirilmistir. Ayrica ¢aligmada, bazi firinlardan geleneksel nohut mayasi ve
hamuru 6rnekleri toplanmis ve mikrobiyolojik arastirmalar yapilmistir. Tiim 6rneklerde ortama hakim
tir Clostridium perfringens, ortama hakim LAB toplulugu Weissella olarak tanimlanmustir.
Ozellikle, Weissella confusa ve Weissella cibaria tiirlerinin ortamdan izole edilen toplam LAB
tirlerinin sirasiyla %47,8 ve %12,4inii olusturdugu belirtilmistir. Ortamda bulunan diger
tirler Enterococcus lactis, Enterococcus faecium, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis,
Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc mesenteroides subsp. Dextranium, Pediococcus pentosaceus,
Pediococcus acidilactici ve Streptococcus lutetiensis olarak bildirilmistir. Yiiksek izolasyon sikligi
nedeniyle deneysel nohut eksi hamurlarinin iiretiminde Weissella confusa susu starter kiiltiir olarak

kullanilmistir (Boyaci Gunduz vd., 2020).

4.4.1.2. Hamur

EPS verimi en yiiksek hamurda uygulanan 16S rRNA analizlerinin sonuglari alem diizeyinde
incelendiginde hamurun tamamina yakin kisminin bakterilerden (%99.886), geri kalan kisminin
arkelerden (%0.114) olustugu goriilmiistiir. Hamura ait 16S rRNA analiz sonucunun sube diizeyinde
yliksek yogunluktan diisiik yogunluga dagilimi Sekil 4.10.’da verilmistir. Sekil 4.10. incelendiginde,
hamurda bulunan en baskin bakteri subesinin Firmicutes (%64.164) oldugu, geri kalan kismini
Bacteriodes, Proteobacteria, Cyanobacteria, Actinobacteria, Tenericutes, Verrucomicrobia,
Planctomycetes, Chloroflexi, Fusobacteria, Spirochaetes, Chlorobi, Euryarchaeota,
Gemmatimonadetes, Acidobacteria, OP11, Thermi, Lentisphaerae, TM7, Synergistetes ve

Elusimicrobia subelerinin olusturdugu belirlenmistir.
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Sekil 4.10. Hamurun 16S rRNA analiz sonucunun sube diizeyinde yiiksek yogunluktan diisiik

S

r

J

Hamur-16S |

ek

Bacteria;Firmicutes
Bacteria;Bacteroidetes
Bacteria;Proteobacteria
Bacteria;Cyanobacteria
Bacteria;Actinobacteria
Bacteria; Tenericutes
Bacteria;Verrucomicrobia
Bacteria;Planctomycetes
Bacteria;Chloroflexi
Bacteria;Fusobacteria
Bacteria;Spirochaetes
Bacteria;Chlorobi
Archaea;Euryarchaeota
Bacteria;Gemmatimonadetes
Bacteria;Acidobacteria
Bacteria;OP11
Bacteria;[Thermi]
Bacteria;Lentisphaerae
Bacteria;TM7
Bacteria;Synergistetes

Bacteria;Elusimicrobia

yogunluga dagilimi

Hamurun 16S rRNA analiz sonucunun cins diizeyinde yiiksek yogunluktan diisiik yogunluga

dagilimi Sekil 4.11.’de verilmistir. En fazla bakteri cinsinin Firmicutes subesinde tanimlandigi

belirlenmistir. Firmicutes subesine ait yiiksek yogunlukta olan bakteri cinsleri Clostridium,

Faecalibacterium, Lactobacillus ve Paenibacillus olarak tamimlanmistir. Bacteriodetes subesine ait

yiiksek yogunlukta olan bakteri cinsleri Bacteriodes ve Prevotella olarak tanimlanmustir.
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Clostridium : %40.34

. . Bacteriodes : %9.72
Digerleri: %26.79 ——

Prevotella : %8.68

Paenibacillus : %296
Lactobacillus : %4.44 sl Faecalibacterium : %7.07

Sekil 4.11. Hamurun 16S rRNA analiz sonucunun cins diizeyinde yiiksek yogunluktan diisiik
yogunluga dagilimi

Hamurun 16S rRNA analiz sonucunun tiir diizeyinde dagilimi Sekil 4.12.”de verilmistir. Sekil
4.12. incelendiginde yiiksek yogunlukta olan bakteri tiirleri Clostridium (Cl.) uliginosum, CI.
saccharoperbutylacetonicum, Prevotella (P.) copri, Faecalibacterium (F.) prausnitzii, Bacteroides (B.)

vulgatus, Lactobacillus (L.) delbrueckii ve CI. aurantibutyricum olarak tanimlanmustir.

Cl. uliginosum:%27.96

__—ClL saccharoperbutylacetonicum:%9.63

P. copri:%8.03

F. prausnitzii:%7.07

Digerleri:%39.0 — ———— B. wulgatus:%3.14

- L. delbrueckii:%2.84
“CL aurantibutyricum:%?2.34

Sekil 4.12. Hamurun 16S rRNA analiz sonucunun tiir diizeyinde yiiksek yogunluktan diisiik
yogunluga dagilimi

4.4.2. ITS Sonuclari

4.4.2.1. Nohut Mayasi
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EPS verimi en yiiksek hamurda kullanilan nohut mayasina uyulanan ITS analizlerinin sonuglar1
alem diizeyinde incelendiginde tamaminin (%100) fungi olarak tamimlandigi goriilmiistiir. Nohut
mayasinin ITS analiz sonucunun sube diizeyinde yiiksek yogunluktan diisiik yogunluga dagilimi Sekil
4.13.’te verilmistir. Sekil 4.13. incelendiginde, nohut mayasinda en baskin fungi subesinin Ascomycota
(%86.039) oldugu, geri kalanin1 Basidiomycota (%13.771) ve Mucoromycota (%0.190) nin olusturdugu

belirlenmistir.

100% —

Fungi;:Ascomycota
20% Fungi;Basidiomycota

Fungi;Mucoromycota

603%: —

]

50%: —

40% —f

Géreceli Siklik(%

30%

Nohut-/TS-RD I

Ornek

Sekil 4.13. Nohut mayasinin ITS analiz sonucunun sube diizeyinde yiiksek yogunluktan diisiik
yogunluga dagilimi

Nohut mayasinin ITS analiz sonucunun cins diizeyinde yiiksek yogunluktan diisiik yogunluga
dagilimi Sekil 4.14.’de verilmistir. Sekil 4.14. incelendiginde, en fazla bakteri cinsinin Ascomycota
subesinde tanimlandig1 goriilmistiir. Ascomycota subesine ait bakteri cinsleri yiiksek yogunluktan diigiik
yogunluga dogru; Kluyveromyces, Saccharomyces, Candida, Neomicrosphaeropsis, Cladosporium,
Hanseniaspora, Torulaspora, Penicillium, Ascochyta, Fusarium, Aspergillus, Xenopolyscytalum,
Kurtzmaniella, Meyerozyma, Physconia, Phylliscum, Trichoderma, Botryotinia, Alpinaria,
Hormonema, Umbilicaria, Aequabiliella olarak tanimlanmigtir. Ascomycota subesini, i¢erdigi bakteri
cinsi miktarryla Basidiomycota subesi izlemektedir. Basidiomycota subesine ait cinsler yiiksek
yogunluktan diisiik yogunluga dogru; Amanita, Naganishia ve Malassezia olarak tanimlanmustir. En az

bakteri cinsine sahip Mucoromycota subesinin ise Mucor cinsini igerdigi belirlenmistir.
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e ' Fungi;Ascomycota; Saccharomycetes; Saccharomycetales;Saccharomycetaceae;Kluyveromyces
. Fungi;Ascomycota; Saccharomycetes; Saccharomycetales;Saccharomycetaceae;Saccharomyces
90% . Fungi;Basidiomycota;Agaricomycetes;Agaricales;Amanitaceae;Amanita
. Fungi:Ascomycota;Saccharomycetes;Saccharomycetales; Debaryomycetaceae;Candida
S . Fungi:Ascomycota;Dothideomycetes; Pleosporales; Didymellaceae;Neomicrosphaeropsis

. Fungi:Ascomycota;Dothideomycetes;Cladosporiales;Cladosporiaceae; Cladosporium

Fungi:Ascomycota;Saccharomycetes; Saccharomycetales; Saccharomycodaceae;Hanseniaspora

79%4 Fungi;Ascomycota; Saccharomycetes;Saccharomycetales; Saccharomycetaceae; Torulaspora

Fungi:Basidiomycota; Tremellomycetes;Filobasidiales:Filobasidiaceae;Naganishia

. Fungi;Ascomycota; Eurotiomycetes; Eurotiales;Aspergillaceae;Penicillium

. Fungi:Ascomycota; Eurotiomycetes;Phaeomoniellales;Phaeomoniellaceae;Aequabiliella

—~~ 60% -
(=]

i, . Fungi:Ascomycota;Dothideomycetes; Pleosporales; Didymellaceae;Ascochyta

IE . Fungi:Ascomycota;Sordariomycetes;Hypocreales;Nectriaceae; Fusarium

.U;) 5B% . Fungi:Ascomycota;Eurotiomycetes;Eurotiales;Aspergillaceae; Aspergillus

[0}

8 . Fungi;Ascomycota;Leotiomycetes;Helotiales; Helotiales; Xenopolyscytalum

—

8 40% — Fungi:Ascomycota;Saccharomycetes; Saccharomycetales; Debaryomycetaceae; Kurtzmaniella
Fungi:Ascomycota; Saccharomycetes; Saccharomycetales; Debaryomycetaceae; Meyerozyma
Fungi:Ascomycota;Lecanoromycetes;Caliciales; Physciaceae;Physconia

30% 7 — : ' x :
. Fungi;Basidiomycota; Malasseziomycetes; Malasseziales; Malasseziaceae; Malassezia
. Fungi:Ascomycota;Lichinomycetes;Lichinales;Lichinaceae;Phylliscum
20% — . Fungi;:Ascomycota; Sordariomycetes; Hypocreales;Hypocreaceae; Trichoderma
. Fungi;Ascomycota;Leotiomycetes;Helotiales; Sclerotiniaceae;Botryotinia
. Fungi:Ascomycota;Dothideomycetes; Pleosporales; Melanommataceae;Alpinaria
10%
Fungi;Ascomycota; Dothideomycetes; Dothideales; Dothioraceae;Hormonema
‘ Fungi:Mucoromycota;:Mucoromycetes; Mucorales;Mucoraceae; Mucor
0% 4+——m7—7 Fungi:Ascomycota;Lecanoromycetes;Umbilicariales;Umbilicariaceae; Umbilicaria
()
=
n
E
Ll
3
<
o
=z

Ornek

Sekil 4.14. Nohut mayasmin ITS analiz sonucunun cins diizeyinde yiiksek yogunluktan diisiik
yogunluga dagilimi

Nohut mayasinin ITS analiz sonucunun tiir diizeyinde dagilim1 Sekil 4.15.’te verilmistir. Sekil
4.15. incelendiginde nohut mayasinda en baskin tiirler Kluyveromyces marxianus ve Saccharomyces

cerevisiae olarak tanimlanmastir.
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Goreceli Sikhik(%)

100% -

90% —

80%

70%

60% -

50%

40%

30%

20%

10%

0%

Fungi:Ascomycoia: Saccharomycetes; Saccharomycetales: Saccharomycetaceae: Kluyveromyces:marxianus
Fungi:Ascomycoia: Saccharomycetes; Saccharomycetales: Saccharomycetaceae; Saccharomyces;cerevisiae
. Fungi:Ascomycota: Dothideomycetes Pleosporales; Didymellaceae; Neomicrosphaeropsis:tamaricicola
. Fungi Basidiomycota Agaricomycetes; Agaricales; Amanitaceae: Amanita;shennongjiana
. Fungi Ascomycoia: Saccharomycetes; Saccharomycetales; Saccharomycodaceae Hanseniaspora; pseudoguilliermondii
. Fungi Ascomycoia: Saccharomycetes; Saccharomycetales, Debaryomycetaceae; Candida parapsilosis
. Fungi Basidiomycota Agaricomycetes; Agaricales; Amanitaceae . Amanita; supravolvata
Fungi:Ascomycota: Saccharomycetes; Saccharomycetales; Saccharomycetaceae; Torulaspora; delbrueckii
Fungi:Ascomycota: Dothideomycetes. Cladosporiales; Cladosporiaceae; Cladosporium;endophytica

Fungi;Basidiomyceta Tremellomycetes; Filobasidiales: Filobasidiaceae; Naganishia;[Cryptococcus] albidus var. kuetzingii

i Fungi:Ascomycota: Dothideomycetes: Cladosporiales; Cladosporiaceae; Cladospoerium:tenuissimum

. Fungi:Ascomycota Saccharomycetes; Saccharomycetales: Debaryomycetaceae; Candida iropicalis

. Fungi:Ascomycota: Dothideomyceies Pleosporales; Didymellaceae; Ascochyia.phacae

. Fungi.Ascomycoia:Eurotiomycetes Eurctiales: Aspergillaceae; Penicillium:molle

. Fungi:Ascomycoia:Leotiomycetes; Helofiales;Heletiales; Xenopolyscytalum pinea

Fungi:Ascomycota: Saccharomycetes; Saccharomycetales:Debaryomycetaceae Kurtzmaniella;[Candida] zeylanoides
Fungi:Ascomycota: Saccharomycetes; Saccharomycetales: Debaryomycetaceae Meyerozyma:caribbica

Fungi:Ascomycoia:Eurotiomycetes Eurctiales: Aspergillaceae; Penicillium:fuscoglaucum

: Fungi: Ascomycota:Eurotiomycetes Eurctiales: Aspergillaceae; Aspergillus;alabamensis

. Fungi:Ascomycota: Sordariomycetes; Hypocreales: Nectriaceae: Fusarium;gutiiforme

. Fungi:Ascomycota; Sordariomycetes; Hypocreales; Nectriaceae: Fusarium;nurragi

. Fungi:Ascomycoia:Lecancromycetes:Caliciales; PhysciaceaePhysconia;thorstenii

. Fungi Basidiomycota Malasseziomycetes;Malasseziales;Malasseziaceae Malassezia restricta
Fungi Basidiomycota Agaricomycetes; Agaricales:Amanitaceae Amanita; pseudopantherina
Fungi:Ascomycota:Eurotiomycetes Eurotiales:Aspergillaceae; Aspergillus versicolor

Fungi:Ascomycota:Lichinomycetes Lichinales:Lichinaceae Phylliscum demangeonii

. Fungi:Ascomycoia: Sordariomycetes; Hypocreales:Hypocreaceae; Trichoderma. pleuroti
. Fungi:Ascomycota:Leotiomycetes; Helotiales; Sclerctiniaceae; Boiryotinia-ranunculi

. Fungi Basidiomyceta:Agaricomycetes;Agaricales; Amanitaceae . Amanita; protecta

. Fungi:Ascomycota: Dothideomycetes Pleosporales; Melanommataceae: Alpinaria;rhododendri

. Fungi Basidiomycota Agaricomycetes; Agaricales; Amanitaceae Amanita; griseofusca
Fungi:Ascomycota: Dothideomycetes; Dothideales; Dothioraceae: Hormenema; macrosporum
Fungi:Mucoromycota;Mucoromycetes; Mucorales: Mucoraceae: Mucor hiemalis 1. hiemalis
Fungi:Ascomycota:Lecanoromycetes:Umbilicariales;Umbilicariaceae; Umbilicaria; iberica

Ornek

. Fungi:Ascomycota:Eurotiomycetes;Phacomoniellales:Phaeomoniellaceae; Aequabiliella.effusa

Sekil 4.15. Nohut Mayasimin ITS analiz sonucunun tiir diizeyinde yiiksek yogunluktan diisiik

yogunluga dagilimi

Hancioglu-Sikili (2003) tarafindan yapilan ¢alismada, Tiirkiye’de toplanan nohut mayasi ve

hamurlarinda sadece S. cerevisiae tanimlandigi bildirilmistir (Hancioglu-Sikili, 2003).

Boyaci1 Giindiiz ve Erten (2022) tarafindan yapilan ¢alismada, ii¢ ticari yerel firindan, 6 nohut

mayasi numunesi toplanmistir. Ayrica kogbasi nohut kullanilarak laboratuvar ortaminda da nohut

mayas1 Uretimleri gergeklestirilmistir. Calismada en sik izole edilen maya tiirtiniin S. cerevisiae oldugu
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ve laboratuvar ortaminda tretimi gerceklestirilen nohut mayasinda ve toplanan 3 nohut mayasi
numunesinde maya tanimlanmadig bildirilmistir. Diger toplanan {i¢ nohut mayasi numunesinin birinde
S. cerevisiae, digerinde M. Guilliermondii tanimlandigi bildirilmistir. Sonuncu numunede ise C.
parapsilosis en ¢ok tamimlanan maya susu olmakla birlikte, S. cerevisiae, M.
guilliermondii ve Cr. Albidosimilis tanimlanan diger tiirler olarak verilmistir (Boyaci Giindiiz ve Erten,
2022).

4.4.2.2. Hamur

EPS verimi en yiiksek hamura uygulanan ITS analizlerinin sonuglart alem diizeyinde
incelendiginde tamaminin (%100) fungi olarak tanimlandigi goriilmiistiir. Sonuglar sube diizeyinde
incelendiginde, hamurda en baskin fungi subesinin Ascomycota (%85.868) oldugu, geri kalanini
Basidiomycota (%13.196) ve Mucoromycota (%0.936)’nin olusturdugu belirlenmistir (Sekil 4.16).

100% —
Fungi;Ascomycota

— Fungi;Basidiomycota

Fungi;Mucoromycota
80% —
TO0% —

650% —

50% —

Goreceli Stkitk(%)

40% —

30% —

2:0%: —

109 —

0% —

Hamur-[TS-RD |

Ormek

Sekil 4.16. Hamurun ITS analiz sonucunun sube diizeyinde yiiksek yogunluktan diisiik yogunluga
dagilimi

Hamurun ITS analiz sonucunun cins diizeyinde yiiksek yogunluktan diisiik yogunluga dagilim
Sekil 4.17.’de verilmistir. Sekil 4.17. incelendiginde, en fazla bakteri cinsi Ascomycota subesinde
tanmimlanmigtir. Ascomycota subesine ait bakteri cinsleri yiliksek yogunluktan diisiik yogunluga dogru;

Aspergillus, Fusarium, Alternaria, Hanseniaspora, Candida, Cladosporium, Ascochyta,
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Kluyveromyces, Neomicrosphaeropsis, Phacidium, Penicillium, Meyerozyma, Torulaspora,
Millerozyma, Clonostachys, Stemphylium, Saccharomyces, Sarocladium, Botryotinia, Didymella,
Physconia, Alpinaria, Candida, Umbilicaria, Xenopolyscytalum olarak tanimlanmistir. Ascomycota
subesini, igerdigi bakteri cinsi miktariyla Basidiomycota subesi izlemektedir. Basidiomycota subesine
ait cinsler Amanita, Malassezia ve Vishniacozyma olarak tanimlanmistir. En az bakteri cinsine sahip

Mucoromycota subesinin ise Mucor cinsini igerdigi belirlenmistir.

100% —
. Fungi:Ascomycota;Eurotiomycetes: Eurotiales;Aspergillaceae; Aspergillus

. Fungi;:Ascomycota;Sordariomycetes;Hypocreales;Nectriaceae;Fusarium
90% | . Fungi;:Ascomycota;Dothideomycetes;Pleosporales;Pleosporaceae;Alternaria
. Fungi;Basidiomycota:Agaricomycetes:Agaricales;Amanitaceae;Amanita
. Fungi;:Ascomycota;Saccharomycetes;:Saccharomycetales: Saccharomycodaceae;Hanseniaspora
5% . Fungi;:Ascomycota;Saccharomycetes;Saccharomycetales;Debaryomycetaceae;Candida
Fungi;Ascomycota;Dothideomycetes;Cladosporiales;Cladosporiaceae;Cladosporium
70% — Fungi;Basidiomycota;Malasseziomycetes;Malasseziales;Malasseziaceae; Malassezia

i Fungi:Ascomycota;Dothideomycetes:Pleosporales;Didymellaceae;Ascochyta

. Fungi;Ascomycota;Saccharomycetes;Saccharomycetales;Saccharomycetaceae;Kluyveromyces
60% —

. Fungi;Ascomycota;Dothideomycetes;Pleosporales;Didymellaceae;Neomicrosphaeropsis
. Fungi:Ascomycota;Leotiomycetes;Phacidiales;Phacidiaceae;Phacidium

50% . Fungi:Ascomycota;Eurotiomycetes;Eurotiales;Aspergillaceae;Penicillium

. Fungi;Ascomycota;Saccharomycetes;Saccharomycetales;Debaryomycetaceae;Meyerozyma

Fungi;Basidiomycota; Tremellomycetes; Tremellales;Bulleribasidiaceae;Vishniacozyma

Goreceli Siklik(%)

40% —
Fungi;Ascomycota,Saccharomycetes;Saccharomycetales;Saccharomycetaceae; Torulaspora

_ Fungi;Ascomycota;Saccharomycetes;Saccharomycetales;Debaryomycetaceae; Millerozyma
30% . Fungi:Ascomycota;Sordariomycetes;Hypocreales;Bionectriaceae;Clonostachys
. Fungi;Mucoromycota;Mucoromycetes:Mucorales;Mucoraceae;Mucor

S . Fungi;Ascomycota;Dothideomycetes;Pleosporales;Pleosporaceae;Stemphylium

. Fungi;Ascomycota;Saccharomycetes;Saccharomycetales;Saccharomycetaceae;Saccharomyces
. Fungi;Ascomycota;Sordariomycetes;Hypocreales;Sarocladiaceae;Sarocladium
10% Fungi;Ascomycota;Leotiomycetes;Helotiales;Sclerotiniaceae;Botryotinia

Fungi;Ascomycota;Dothideomycetes;Pleosporales:Didymellaceae Didymella

0% —

Fungi;Ascomycota;Lecanoromycetes;Caliciales;Physciaceae;Physconia
Fungi;Ascomycota;Dothideomycetes:Pleosporales;:Melanommataceae;Alpinaria

- Fungi;Ascomycota;Saccharomycetes;Saccharomycetales;Saccharomycetales;Candida
. Fungi;Ascomycota;Lecanoromycetes;Umbilicariales;Umbilicariaceae; Umbilicaria

. Fungi;:Ascomycota;Leotiomycetes;Helotiales; Helotiales; Xenopolyscytalum
Sample

Sekil 4.17. Hamurun ITS analiz sonucunun cins diizeyinde yiiksek yogunluktan diisiik yogunluga
dagilimi
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100% = » ] | Fungi:Ascomycota; Sordariomycetes;Hypocreales; Nectriaceae Fusarium;guttiforme
FungiAscomycota; Eurotiomycstes Eurotiales Aspergillaceas; Aspergillus; hetzrocaryoticus
. Fungi:Ascomycots; Dothideomyestes Pleosporsles;Pleosporaceas Alternana; alstiroemeriae

. Fungi:Ascomycots; Saccharomycstes; Saccharomycstsles:Saccharomycodaceas; Hanseniaspora;pseudoguifizrmonds

90% Fungi:Ascomycota; Saccharomycstes; Saccharomycstales Debaryomycetaceze Candida tropicals
. Fungi:Basidiomycota Agancomycates Agaricales; Amanitaceas Amanits; supravolvats
. FungiAscomycota, Eurotiomycates Eurotizles Aspergillaceas Aspergillus tardicrascens

—_— . Fungi;Ascomyecota; Eurotiomycstes Eurctiales Aspergillaceas; Aspergillus; penicillicides

 FungiBasidiomycota Malasseziomycstes Malassezisles; Malzsseziaceas Malsssezia restncta
Fungi:Ascomycots, Eurctiomycetes Eurotizles Aspergillaceas Aspergillus,versicolor
. FungrAscomycota; Eurotiomycstes Euratiales Aspergillaceas Aspergillus, brunnsus

Fungi:Ascomycota; Dothideomycstes;Fleosporales; Didymeliacese; Ascochyta;phacae
70% . Fungi:Ascomycota; Saccharomycstes; Saccharomycatales;Saccharomycataczae Kluyveromycss marxianus
. Fungi:Ascomycots; Dothideomyestes,Cladesponales;Cladosporiaceas Cladosporium;variabilz

. Fungi:Ascomycots; Dothideomycstes, Pleosporsles, Didymelaceae; Neomicrosphagrops s tamarnicicola
60% . Fungi:Basidiomycots Agancomycates Agaricales Amanitaceas Amanits; pseudopanthering

- FungiAscomycots Dothideomycstes Fleosporales; Pleosporaceae Alternana sthzedia
i Fungi:Ascomycota; Leotiomycstes, Phacidiales Fhacidiaceas Phacidiumigravilleas
. Fungi:Ascomycota; Sordariomycetes Hypocreales: Nectriaceae Fusarium;squiseti
FungiAscomycota, Eurotiomycetes Eurotizles Aspergillaceas; Fenicillium; molle
50% Fungi:Basidiomycota Agaricomycates Agancales Amanitaceas Amanits;shennongjiana

. Fungi:Ascomycots; Saccharomycetes; Saccharomycstales. Debaryomycetaceae Maysrozyma caribbica

. Fungi:Ascomycota, Saccharomycates; Saccharomycatales Debaryomycetaceae Candida parapsilosis

Goreceli SIKIK (%)

0% . Fungi:Ascomycots; Saccharomycstes; Saccharomycstales Saccharomyeetaceae Torulaspora delbrusckii

Fungi:Ascomycota; Saccharomycetes; Saccharomycstsles, Debaryomycetaceae Millerozyma; farinosa

= FungiAscomycota; Dothideomyestes; Cladosponales; Cladosporiaceas;Cladosporium; pseudochalastosporoides

. Fungi:Ascomycota; Sordariomycetes;Hypocreales;Bionectriaceae;Clonostachys;rosea f. catenulata
. Fungi:Ascomycots, Saccharomycstes, Saccharomycatales Debaryomycetaceze Candida dubliniznsis

30% +

. Fungi;Mucoromycota;Mucoromycztes:Mucorales;Mucoraczae Mucor; hiemalis {. hiemalis
. Fungi:Ascomycota; Dothideomycetes;Pleosporsles; Fleosporaceae; Stemphylium;majusculum
FungrAscomyeots; Saccharomycstes; Saccharomycatslzs; Saccharomycataceae Saccharomyces ceravisiae

20% . Fungi:Ascomycots; Sordariomycetes Hypocreales: Sarocladiaceas; Sarocladium zeas
~ FungiAscomycots; Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceas Aspergillus subfiavus

Fungi;Basidiomycota Tremelomycetzs Tremellales Buleribasidiaceas; Vishniacozyma:tephrensis

. Fungi:Basidiomycota Agancomycates Agaricales Amanitaceas Amanits; protecta
10% . Fungi;Ascomycota; Leotiomycates; Helotiales; Scierotiniaceas Botryotinia:ranunculi

. Fungi:Basidiomycota Tremelomycetes Tramellales Buleribasidiaceas; Vishniacozyma camescens
Fungi;Ascomycota; Dothideomycstes;Cladospenales;Cladosporiaceas;Cladosporium;tenuissimum

. FungiBasidiomycota Agarcomycstes Agaricales Amanitaceas Amanitz;glares

. FungiAscomycota; Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceas Aspergillus sclerotalis

- Fungi:Ascomycots, Cothideomycstes, Fleosporsles; Didymelaceae; Didymela keratinophila

. Fungi:Ascomycots; Lecanoromycetes; Caliciales Physcizceae Physconiathorsieni

. Fungi:Ascomycota; Dothideomycstes,Pleosperales; Melanommataceae; Alpinariarhedodendri

. Fungi:Ascomycots, Saccharomycstes; Saccharomycatales:Saccharomycatales;Candida [Candida] africana

. Fungi:Ascomycots; Lecanoromycetes; Umbilicarales Umbilicarizceas, Umbicaria;oerica

. Fungi:Ascomycots; Serdariomycetes; Hypocreales, Nectriaczae Fusarium;acacias-mearnsii
Fungi:Ascomycota; Leotiomycstes; Helotisles; Helotiales Xenopolyscytalum pinez

Sample i

Sekil 4.18. Hamurun ITS analiz sonucunun tiir diizeyinde yiiksek yogunluktan diisiik yogunluga

dagilimi
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Hamurun ITS analiz sonucunun tiir diizeyinde dagilimi Sekil 4.18.’de verilmistir. Sekil 4.18.
incelendiginde nohut mayasinda en baskin tiirler Fusarium guttiforme ve Aspergillus heterocaryoticus
olarak tanimlanmustir.

Boyaci Giindiiz ve Erten (2022) tarafindan yapilan ¢aligmada, ii¢ ticari yerel firindan, 6 nohut
hamuru numunesi toplanmistir. Toplanan numunelerin birinde maya tanimlanmadigi, diger bes
numunenin t¢iinde S. cerevisiae’nin tespit edildigi bildirilmistir. Kalan iki hamurdan birinde S.
cerevisiae ve M. guilliermondii, digerinde M. Guilliermondii baskin olmakla birlikte S. cerevisiae, C.
parapsilosis ve Pichia fermentans tiirlerinin izole edildigi bildirilmistir (Boyaci Giindiiz ve Erten, 2022).
Belirlenen tiirlerin, ¢alismamizda belirlenen tiirlerden farkli olmasinin en biiyiik nedenlerinden birinin

kullanilan nohut ¢esitlerinin farkliligindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

4.5. Azaltilmis Toplam Yansitma-Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektrofotometre Analizi (ATR-

FTIR) Sonuclari

FTIR, karmagik karbonhidrat bilesiminin analiz edilmesi ve belirlenmesi amaciyla
kullanilabilmektedir (Lobo vd., 2021). Bu amagla, EPS verimi en yiliksek hamura ait dondurularak
kurutulmus EPS'de bulunan fonksiyonel gruplari belirlemek icin ATR-FTIR analizi yapilmistir.
Sonuglarin ekzopolisakkarit yapisina benzerliginin olup olmadiginin yorumlanabilmesi igin ticari
dekstrana (Dextran from Leuconostoc mesenteroides, Sigma Aldrich) ve ticari pullulanada (Pullulan
from Aureobasidium pullulans, Megazyme) ATR-FTIR analizi uygulanmigtir. Dondurularak
kurutulmusg EPS, ticari dekstran ve ticari pullulana ait FTIR spektrumlari Sekil 4.19°da verilmistir.

Ticari pullulana ait FTIR spektrumunda 3288.04 cm™*deki pikinde i¢inde bulundugu genis bant
O-H gerilmesinden kaynaklanmaktadir. 2923.56 cm-1'de olan pik C-H gerilme titresiminden,
1643.01°de olan pik O-C-O gerilme titresiminden kaynaklanmaktadir. 1358.60, 1146.57 ve 1077.05 cm-
1 ‘de goriilen diger karakteristik sinyaller, sirasiyla C-O-H gerilmesi, C-O-C gerilmesi, C-O
gerilmesinden kaynaklanmaktadir. Polisakkaritlerdeki glukopiranozil birimlerinin konformasyonuna
iliskin bilgiler 1000-700 cm™ bolgesinde elde edilmektedir. (Singh vd., 2009). 854.63 cm™'de
gbzlemlenen absorpsiyon, o-D-glukopiranozit birimlerinin a-konfigiirasyonu olarak Kkarakterize
edilmektedir (Wang vd., 2014). Yaklasik 854.63 ve 753.07 cm™'deki absorpsiyonlar pullulanin “Cy
sandalye formuna sahip oldugunu géstermektedir (Singh vd., 2009).

Ticari dekstrana ait FTIR spektrumunda, 3000-3600 cm™ bdlgesindeki genis pik, polisakkaritin
hidroksil grubuna (O-H) karsilik gelirken, 2911.99 cm-1 ve 1644.02 cm™'lik absorpsiyon bantlari
sirastyla C-H gerilmesinden ve adsorbe edilmis sudan kaynaklanmaktadir. Ayrica 1147.44, 914.09 ve
759.82 cm? pikleri, dekstranin karakteristik piklerine karsilik gelmektedir. Son olarak, 900 ve 1100 cm™
! arasindaki tepe noktasi, polisakkarit glikosidik baglarin C-O-C ve C-O gerilmesinden
kaynaklanmaktadir (Charoenwongpaiboon, vd. 2021).
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Dondurularak kurutulmus EPS’de goriilen 3000-3500 cm™ arasindaki absorpsiyon bolgesi
(3279.36 cm™°de olan pik), polisakkarit yapisinda yaygin olarak gozlenen seker birimlerinin hidroksil
gruplarindan kaynaklanmaktadir. 2800 ve 3000 cm™ arasindaki pik (2927.41 cm™) ise, 6rnekteki C-
H'nin simetrik ve asimetrik baglarindan kaynaklanmaktadir (Hamidi vd., 2019). 1633.41 cm™’de
goriilen pik asimetrik ~COO~ gerilmesinden, 1394.28 cm™’de goriilen pik ise simetrik ~COO~
gerilmesinden kaynaklanmaktadir (Moosavi-Nasab vd., 2010). FTIR spektrumunda 950-1200 cm™*
arasindaki bolge ekzopolisakkaritlerin parmak izi bolgeleri olarak bilinmektedir (Caccamo vd., 2020).
C-O-C ve C-O gerilmeleri nedeniyle, 950-1200 cm™’lik genis bir spektrumda, 1043.30 cm™1ik giiclii
bir absorpsiyon goriilmektedir ve bu pik, dondurularak kurutulmus iiriiniin, bir polisakkarit oldugunu
gostermektedir. Ayrica bu giiclii pik, (1 — 6)-bagl a -D glikoz birimlerinin varligin1 gostermektedir
(Aburas vd., 2020).

T 164305
292356 o

1304

VRN
|135860 92663

e \ \ |/ 1146.47 + 85463
] \ 328804 / W/

/ |
110 /

100

2911.99

g 3326.61 \ "
< o] 1147.44 || W
o 1 2027.41 l g
3279.36 1394 534 o
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Sekil 4.19. Dondurularak kurutulmus EPS, ticari dekstran ve ticari pullulanin FTIR spektrumlari
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Tiiketicilerin saglikli beslenme programlarina olan ilgisinin giderek artmasiyla, giiniimiizde
unutulmaya baslanmis karakteristik tat ve dokulara sahip geleneksel iiriinlere olan talep artmistir. Tam
da bu amagla giiniimiizde geleneksel {iriinlerin iiretiminde farkli hammaddeler kullanilarak yeni lezzet
ve yapida drlinler gelistirilmektedir. Diinya’da en ¢ok iiretimi yapilan nohut tipi desi nohutken,
Tirkiye’de iiretimi az olan bu nohutlarin gerek zengin besin degerleri gerekse yiiksek antioksidan
icerikleri nedeniyle gidalarda kullanimi arttirilabilir. Bu nedenle c¢alismamizda, geleneksel nohut
mayasinin iiretiminde, yiiksek besin igerigi ve biyoaktif bilesenlere sahip siyah nohut kullanilmistir.
Geleneksel nohut mayasinin iiretiminde kullanilan parametreler ve degerler siyah nohut mayasinin
parametrelerinin belirlenebilmesi i¢in ayr1 ayri incelenmis ve sonuglar1 degerlendirilmistir. Belirlenen
parametrelerle Uretilen siyah nohut mayasi, siyah nohut unu ile hazirlanan hamurlarda starter kiiltiir
olarak kullanilmigtir. Farkli fermantasyon sicakligi, seker miktari ve HV degerleri kullanilarak
hazirlanan hamurlarda pH, TTA ve EPS miktarlar1 dl¢iilmiis ve yanitlar, degiskenler ve modeller
arasindaki iligki yorumlanmistir. En yiiksek EPS verimine sahip hamur belirlenmistir. Dondurularak
kurutulan EPS’nin hamurda bulunan hangi baskin mikrobiyal c¢esitlilikten kaynaklandiginin
belirlenmesi i¢in ve starter kiiltiir olarak kullanilan siyah nohut mayasmin mikrobiyal cesitliliginin
belirlenebilmesi i¢cin metagenomik analizler ve mikrobiyolojik analizler yapilmistir. Son olarak EPS’nin
kimyasal yapisinin belirlenebilmesi i¢in ATR-FTIR analizi uygulanmustir.

Calismada;

e Diisiik hamur verimine sahip (sert yapida) hamurlarin pH degerlerinin ve EPS miktarlarinin,
yliksek hamur verimine sahip (yumusak yapida) hamurlardan daha yiiksek oldugu,
e Hamurlarin fermantasyon sicaklig1 arttik¢a, pH degerlerinin ve EPS miktarlarmin azaldigy,

TTA degerlerinin arttig1,

e Hamurlarin igerdigi sakkaroz miktar arttikga, TTA degerlerinin azaldigi belirlenmistir.

En yiiksek EPS verimine sahip hamurun fermantasyon sicakligmin 25 °C, sakkaroz miktarimin
%15 ve HV’nin 200 oldugu belirlenmistir. Bu degerler kullanilarak yeniden tiretimi yapilan hamurun
pH degeri 4.93, TTA degeri %1.73 ve EPS miktar1 % 2.64 bulunmustur. FTIR analizi sonuclar1 ise
dondurularak kurutulmus iiriiniin polisakkarit oldugunu dogrulamstir.

EPS verimi en yiiksek hamur ve iiretiminde kullanilan nohut mayasinda mikrobiyolojik analizler
uygulanmigtir. 18 saat sonunda nohut mayasinda MRS agar kullanilarak yapilan LAB sayimmi sonucu
7.34 log kob/mL bulunmustur. Sayimi yapilan nohut mayasi kullanilarak hazirlanan hamurun (25°C,
%15, 200) fermantasyon Oncesi (t=0) LAB saymmi sonucu 8.00 log kob/g, fermantasyon sonras1 (t=7)
LAB saymmi sonucu ise 8.88 log kob/g bulunmustur. Yapilan sayimlar incelendiginde, LAB miktarinin
fermantasyon ile arttigi belirlenmistir.

Yapilan ITS analizlerinde, nohut mayasinda baskin cinsler Kluyveromyces ve Saccharomyces,

hamurda ise Aspergillus olarak tanimlanmistir. Yapilan 16S rRNA analizlerinde, hamurda tanimlanan
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baskin tiirler arasinda LAB cinsine ait L. delbrueckii tiiriiniin nohut mayasinda tanimlanan baskin tiirler
arasinda olmadigi, fermantasyon sonucu miktarinin arttig1 belirlenmistir. Calismanin sonucunda, siyah
nohut mayas1 ve siyah nohut unu kullanilarak iiretilen hamurlarin mikrobiyal ¢esitliliginin fazla oldugu

gorilmistir.
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