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OZET

Doktora Tezi

TRABZON EKMEGI EKSIHAMURUNDAN GLUTEN VE FITAT
PARCALAYAN LAKTIK ASIT BAKTERILERININ IZOLASYONU,
IDENTIFIKASYONU VE ENDUSTRIYEL OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Merve YURTTAS

Ondokuz May1s Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Ahmet Hilmi CON

Eksihamur fermantasyonunda rol alan laktik asit bakterileri ekmegin tat, aroma
tekstiir 6zelliklerini gelistirmekte ve raf dmriinii uzatmaktadir. Ayrica fermantasyon
stiresi uzadikga, fitik asit par¢alanmasi artarak ekmegin besin degeri artmaktadir. Bu
calismada Trabzon ekmegi eksihamuru’nun igerdigi LAB florast tanimlanmis, LAB
tirlerinin gluten pargalama, fitaz aktiviteleri, endistriyel o6zellikleri ve eksihamur
tiretimindeki stabiliteleri belirlenmistir. Eksihamur érneklerinin pH degeri 3.30-5.43,
asitlik derecesi ve toplam asitlik sirasiyla 2.50-20.50 ve % 0.23-1.79 arasinda
degismistir. Eksihamur 6rneklerinin kurumadde ve kiil oranlari da sirastyla % 49.05-
65.91 ve % 0.34-0.95 arasinda degismistir. Eksihamur 6rneklerinin LAB sayis1 3.65-
8.97 log KOB/g, TAMB sayis1 4.19-7.20 log KOB/g, maya sayis1 4.17-7.52 log
KOB/g arasinda belirlenmistir.

Eksihamur Orneklerinden izole edilen 1028 LAB izolatinin (GTG)s bant
profillerine gore siniflandirildigi gruplari temsilen secilen 125 izolat, Lb.
sanfranciscensis (34), Weisella cibaria (28), Leu. pseudomesenteroides (10), P.
pentosaceus (8), Lb. paralimentarius (5), Lb. paracasei subsp. tolerans (6), Leu.
citreum (4), Lb. curvatus (5), Lb. pentosus (3), Lc. lactis subsp. lactis (3), Leu.
mesenteroides subsp. mesenteroides (2), Lb. pontis (3), W. viridescens (2), W.
confusa (2), Lb. plantarum subsp. plantarum (2), Lb. pantheris (2), W.
paramesenteroides (2), W. minor (1), W. uvarum (1), Lb. graminis (1) ve Lb.
fermentum (1) olarak tanimlanmuistir.

Eksihamur LAB izolatlarindan W. cibaria Y404, Lb. paracasei subsp. tolerans
Y1502, W. viridescens Y2804, Lb. sanfranciscensis Y219, Lb. plantarum subsp.
plantarum Y601, Lb. pentosus Y2305, P. pentosaceus Y2613, P. pentosaceus
Y2814, Lb. sanfranciscensis 2114, Lb. plantarum subsp. plantarum 2704, Lb.
pentosus 2705 ve Leu. pseudomesenteroides 2605 asit tiretim hizi, kapasitesi ve diger
baz1 endiistriyel 0Ozellikleri agisindan starter olabilecek 6zelliklere sahip
bulunmuslardir. Bu izolatlarin eksihamur {iretiminde uygulanan back-slopping
isleminin asit lretim hizlar1 ve kapasiteleri {lizerine olumsuz etkisinin olmadigi
belirlenmistir.

Subat 2018, 152 sayfa
Anahtar Kelimeler: Laktik asit bakterisi, Trabzon ekmegi eksihamuru, Gluten
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Doctoral Dissertation

ISOLATION, IDENTIFICATION AND DETERMINATION INDUSTRIAL
FEATURES OF DEGRADING GLUTEN AND PHYTATE LACTIC ACID
BACTERIAS FROM TRABZON BREAD SOURDOUGH

Merve YURTTAS

Ondokuz Mayis University
Graduate School of Naturel and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Ahmet Hilmi CON

Lactic acid bacterias, which play a role in sourdough fermentation, improve taste,
aroma and texture properties and extend shelf life of bread. Also as the fermentation
time longer, nutritional value of bread is increased by decomposing phytic acid. In
this study LAB flora is identified in Trabzon bread sourdough, gluten degradation,
phytase activities, industrial properties and stabilisation in sourdough production of
LAB species. The pH values, acidity degree, and total acidity of sourdough samples
were 3.30-5.43 pH, 2.50-20.50, and 0.23-1.79 %, respectively. Dry matter and ash
ratios of sourdough samples varied between 49.05-65.91% and 0.34-0.95%
respectively. LAB values were 3.65-8.97 log cfu/g, TAMB values were 4.19-7.20 log
cfu/g, yeast-mold values were 4.17-7.52 log cfu/g.

A total number of 1028 LAB isolates from these sourdough samples were
selected to represent of groups classified according to (GTG)s line profiles 125
isolates were defined as Lb. sanfranciscensis (34), W. cibaria (28), Leu.
pseudomesenteroides (10), P. pentosaceus (8), Lb. paralimentarius (5), Lb.
paracasei subsp. tolerans (6), Leu. citreum (4), Lb. curvatus (5), Lb. pentosus (3),
Lc. lactis subsp. lactis (3), Leu. mesenteroides subsp. mesenteroides (2), Lb. pontis
(3), W. viridescens (2), W. confusa (2), Lb. plantarum subsp. plantarum (2), Lb.
pantheris (2), W. paramesenteroides (2), W. minor (1), W. uvarum (1), Lb. graminis
(1) and Lb. fermentum (1).

W. cibaria Y404, Lb. paracasei subsp. tolerans Y1502, W. viridescens Y2804,
Lb. sanfranciscensis Y219, Lb. plantarum subsp. plantarum Y601, Lb. pentosus
Y2305, P. pentosaceus Y2613, P. pentosaceus Y2814, Lb. sanfranciscensis 2114,
Lb. plantarum subsp. plantarum 2704, Lb. pentosus 2705 and Leu.
pseudomesenteroides 2605 isolates were selected as a starter based on the acid
production speed and capacity and other industrial features. It has been determined
that the back-slopping process apply in sourdough production, has no negative
impact on acid production speed and capacity of these isolates.

February 2018, 152 pages
Key Words: Lactic acid bacteria, Trabzon bread sourdough, Gluten
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1. GIRIS

Gidalar ile mikroorganizmalarin iliskisi ve mikroorganizmalarin rol aldig1 biyolojik
olaylar insanlar tarafindan binlerce yildan beri bilinmekte ve bu iliskiden
faydalanilarak farkli gida friinleri  Uretilmektedir. Diinyanin en zengin
mutfaklarindan biri olan Tirk mutfagi tarima dayali oldugundan yiyeceklerin ana
maddesini tahillar olusturmaktadir (Aydogdu ve Mizrak, 2017). Tim diinyada ve
ozellikle Turk kiiltiiriinde dnemli besin maddelerinden biri ekmektir. Ekmek, tiretim

teknolojisinde mikroorganizmalarin rol aldigi fermente bir gidadir.

Fermantasyon, gida bilesenlerinin, mikroorganizmalar ve onlarin enzimleri ile
parcalanmast ve bunun sonucunda olusan pargalanma iriinleriyle ana gida
maddesinden besinsel, duyusal ve tekstiirel acidan daha farkli {iriinler olugmasi
olarak tarif edilmektedir. Diinyanin birgok yerinde kullanilan hammadde,
igerigindeki mikroorganizma ve iiretim teknolojisine gore degisen fermente gidalar
tiretilmektedir (Blandino vd, 2003). Diinya niifusunun artis1 ve saglik lizerine olumlu
etkisi nedeniyle fermente gidalara olan ilgi artmistir. Gilinlimiizde bir¢ok iilkede

fermente gidalar yaygin olarak iiretilmektedir (Sengtin, 2011).

Ulkemizdeki geleneksel fermente iiriinlerimizden biri de eksihamur ekmegidir.
Eksthamur ekmegi kiigiik isletmelerde iiretilmekte olup ekmegin gesitlenmesi igin
yiiksek olgekli isletmelerde iiretiminin faydali olacag: belirtilmektedir. Ancak yiiksek
kapasiteli iiretimlerde oncellikle spontan flora kaynakli fermantasyonun risklerinden
kurtulmak icin Ulkemize 6zgii eksihamur starteri gelistirmek sarttir. Bu nedenle,
Ulkemizde kullanilan eksihamurlarda yaygin bulunan laktik asit bakteri florasinin
tanimlanmasi, ekmekgilik i¢in aranan 6zelliklerinin belirlenmesi gerekmektedir. Son
yillarda eksihamur fermantasyonunda gerceklesen proteolizde, unun endojenik
enzimleri yaninda gorev aldigi bilinen laktik asit bakterilerinin ¢olyak hastalari i¢in
alerjen olan glutenin parcalanmasinda kullanilmasi lizerinde durulmaya baslanmastir.
Eksihamur laktik asit bakterilerinin ekmekte bulunan mineralleri baglayarak
minerallerin bagirsaklardan emilimine engel olan fitik asidi parcaladigi da bazi
caligmalarda ifade edilmektedir. Bu etkinlikleri dolayisiyla eksihamur ekmegi
iretiminde, ¢Olyak hastalarinca tliketimini sinirlandiran gluteni ve ekmegin

yararliligin1 azaltan fitik asiti pargalayarak bu bilesenlerin giderilmesinde bir arag



olabilecek laktik asit bakterileri tizerinde 6nemle durulmalidir.
Bu calisma ile;

e Trabzon cksihamurlarinin laktik asit bakteri florasinin fenotipik ve

genotipik yontemleri kullanarak polifazik yaklasimla tanimlanmasi,

e Gluten ve fitaz parcalama yetenegine sahip laktik asit bakterilerinin

belirlenmesi,

e Eksihamur ekmegindeki gluten ve fitik asiti pargalayan boylece besin
degeri arttirilmis ve glutensiz ekmek iiretiminde kullanilabilecek laktik

asit bakterilerinin endiistriyel/teknolojik 6zelliklerinin belirlenmesi,

e Gluten ve fitaz parcalama yetenegine sahip laktik asit bakterisi izole
edilememesi durumunda eksihamur yontemi i¢in uygun teknolojik

ozelliklere sahip laktik bakteri izolatlarindan starter kiiltiir se¢ilmesi ve

e Seccilen starter kiiltiiriin eksihamur ortaminda sayisal ve metabolik

stabilitesinin belirlenmesi amaglanmaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

Tiirk Gida Kodeksi Ekmek ve Ekmek Cesitleri Tebligi’ne gore eksihamur ekmegi;
tahil unlarina su, tuz, maya, geleneksel veya endiistriyel yontemlerle elde edilen eksi
veya eksihamur ilavesiyle hazirlanan hamurun teknigine uygun olarak yogrulmasi,
sekillendirilmesi, fermantasyona birakilmasi ve pisirilmesi ile tretilen ekmek ve
ekmek ¢esidi olarak tanimlanmaktadir. Eksihamur ekmeginin Avrupa’da 5000 yil
oncesine dayandig: bildirilmistir (Ventimiglia vd, 2015). Avrupa’da yiizlerce ¢esidi
bulunan eksihamur ekmegi un tipi, uygulanan teknoloji, fermantasyon islemindeki

farkliliklar nedeniyle ¢esitlilik gostermektedir (De Vuyst ve Vancanneyt, 2007).

Eksihamur, ev veya sanayi tipi tiretim teknolojileri géz oniine alindiginda 3 tip
olarak smiflandirilmistir. Tip 1 eksihamurlar daha onceki fermente hamur
kullanilarak tekrar fermente edilen eksihamurdur. Geleneksel yontemlerle iretilirler
ve mikroorganizmalar1 aktif durumda tutmak igin siirekli giinliikk tazelemelerle
karakterize olurlar. Oda sicakliginda (20-30°C) elde edilir ve son pH 4 civarindadir.
Cavdar isleme teknolojisinin gelisimiyle birlikte daha hizli ve biiyiik miktarlarda
fermantasyon iglemleri Tip II eksihamurlarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Tip
I eksthamurlar, yar1 akiskan silo preparatlar1 seklinde endiistriyel tip
eksithamurlardir. Uzun fermantasyon siiresine (2-5 giin) sahiptir. Bu nedenle islemi
hizlandirmak i¢in genellikle 30°C’dan yiiksek sicakliklarda elde edilirler. Bu hamur
tipinin asit igerigi yiiksek olup, 24 saat sonundaki pH’s1 3.5’ten diisiiktiir. Bu
durumdan organizmanin metabolik aktivitesinin azalip duragan faza gectigi
anlagilabilir. Tip I eksihamurlar ise starter kiiltiir kullanilarak elde edilen toz
formdaki kurutulmus hamurlardir. Bu hamur tipinde genellikle kurutmaya dayanikli
laktik bakteriler (heterofermantif Lactobacillus brevis, fakiiltatif heterofermantatif
Pediococcus pentosaceus ve Lactobacillus. plantarum suslari)) bulunmaktadir.
Ekmek yapiminda asitlendirici ve aroma verici katki olarak kullanilirlar. Kurutma
islemi (sprey veya tamburlu kurutma) bu eksihamurun raf omriinii uzatir. Tip 111
eksihamurlarin kullanimi pratik ve kolaydir ve standardize {irlin elde edildigi igin
endiistriyel firincilikta tercih edilmektedir. Ayrica bu tip hamurlar renk, aroma ve asit
igerigi ile de tiiketiciye hitap ettigi i¢in siklikla kullanilmaktadir (Gobbetti vd, 2005;
De Vuyst ve Neysens, 2005; Corsetti ve Settanni, 2007).



Laktik asit bakterileri fermantasyon son {iriinlerine gore homofermantatif ve
heterofermantatif olarak iki gruba ayrilmaktadir. Geleneksel yontemlerle iiretilen
eksihamurlarin LAB florasinda 6zellikle heterofermantatif tiirler yer almaktadir.
Yapilan ¢alismalarda eksihamurlardan Leuconostoc, Weisella, Pediococcus,
Lactococcus, Enterococcus ve Streptococccus cinslerine ait tiirler izole edilmekle
birlikte, Lactobacillus suslarinin en sik gozlenen bakteriler oldugu bildirilmektedir.
Laktobasillerden de zorunlu ve fakiiltatif heterofermantatif ve zorunlu
homofermantatif tiirler yer almaktadir (Corsetti ve Settanni, 2007). Laktobasiller
igerisinde Lactobacillus sanfranciscensis, Lactobacillus brevis, Lactobacillus
plantarum en sik izole edilen laktobasillerdir (Gobbetti, 1998; Corsetti ve Settanni,
2007; Ginzle vd, 2007; Ventimiglia vd, 2015). Bununla birlikte Belgika tip I
eksihamurlarinda Lactobacillus paralimentarius, Lactobaillus pontis, Lactobacillus
spicheri tiirleri izole edilmistir (Ventimiglia vd, 2015). Manini vd (2016) tarafindan
bugday kepeginden elde edilen eksihamur benzeri tiriinde Lactobacillus curvatus,
Lactobacillus sakei, Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc citreum, Pediococcus
pentosaceus tiirleri izole edilmistir. Cizelge 2.1°de Corsetti ve Settanni (2007)

tarafindan, eksihamurda bulundugu bildirilen Lactobacillus cinsi tiyeleri verilmistir.

Cizelge 2.1. Fermente eksihamurdaki Lactobacillus tiirleri (Corsetti ve Settanni, 2007)

Zorunlu heterofermantatif =~ Fakiiltatif heterofermantatif  Zorunlu homofermantatif

Lb. sanfranciscensis Lb. plantarum Lb. amylovorus
Lb. acidifarinae Lb. pentosus Lb. acidophilus
Lb. brevis Lb. alimentarius Lb. delbrueckii spp. delbrueckii
Lb. buchneri Lb. paralimentarius Lb. farciminis
Lb. fermentum Lb. casei Lb. mindensis
Lb. fructivorans Lb. crispatus
Lb. frumenti Lb. johnsonii
Lb. hilgardii Lb. amylolyticus
Lb. panis

Lb. pontis

Lb. reuteri

Lb. rossiae

Lb. siliginis

Lb. spicheri

Lb. zymae




Bilinen en eski biyoteknolojik yontemlerden biri olan eksihamur, igeriginde
laktik asit bakterileri ve bazi mayalar1 bulunduran diisiik pH’ya sahip (~ 4 pH) bir
gida ekosistemidir (De Vuyst vd, 2014; Gobbetti vd, 2014; Ventimiglia vd, 2015).
Ik kez 19. yiizy1l sonlarinda 6zellikle siit iiriinlerindeki fermantasyondan sorumlu
bakteriler, laktik asit bakterileri olarak isimlendirilmis, daha sonra ise bu bakteriler
Lactobacillaceae familyasi i¢inde siniflandirilmislardir. Bu familyanin tiim iyeleri
gram pozitif, katalaz negatif, Sporolactobacillus inulinus hari¢ spor olusturmayan,
fakiiltatif anaerobik, cubuk veya kok seklinde bakteriler olarak tanimlanmaktadir

(Caplice ve Fitzgerald, 1999; Con ve Gokalp, 2000).

Eksihamur ekmegi florasinda yer alan laktik asit bakterilerinin temel 6zellikleri
fermantatif olmalar1 ve fermantasyon {iriinii olarak organik asit tiretmeleridir (Con ve
Gokalp, 2000). Organik asitler yapilar1 karbon iskeletine dayanan asitlerdir. Laktik,
asetik, propiyonik, fumarik, formik, sitrik, siiksinik ve malik asit gidalarda bulunan
bazi organik asit Ornekleridir. Gidalarin yapisinda dogal olarak bulunan ya da
fermantasyon sonucu meydana gelen bu asitler gidanin raf omrii, tekstiir, tat ve
aroma olusumunda etkilidirler (Blandino vd, 2003; Galle ve Arendt, 2014). Ayrica
olusturduklar1 organik asitlerin patojen mikroorganizmalarin gelisimini engelleyerek
giday1 koruyucu etkisinin bulundugu bildirilmistir (Paul Ross vd, 2002; Galle ve
Arendt, 2014).

Ekmek iiretiminde uygulanan eksihamur fermantasyonu ekmegin hacim, tat,
tekstiir ve besin degerini artirmakta, bayatlamasini geciktirmekte ve bozulmasini
onleyerek raf omriinli uzatmaktadir (De Vuyst ve Vancanneyt, 2007). Eksihamur
LAB’lerinin De Vuyst ve Neysens (2005) tarafindan bildirilmis, ekmek kalitesini

etkileyen metabolik aktiviteleri sunlardir:

e Proteolitik aktivite,
e Ucucu aroma bilesenlerinin ve aroma 6ncii maddelerinin olusumu,
e Kizarmis ekmek aromasini artiran arjinin metabolizmas,

¢ Antibakteriyel bilesiklerin ve antifungal maddelerin {iretimi,

e Ekmegin tekstiirii, bayatlamasi ve raf omriinii etkileyen eksopolisakkaritlerin
tretimi.
LAB’lerinin bu aktiviteleri igerisinde proteolitik etkinlikleri ¢6lyak hastalari

icin alerjik olan glutenin pargalanmasinda dogal bir yontem olarak dikkat



¢ekmektedir. Piyasada glutensiz iriinler bulunmakla birlikte bunlar kalintt gluten
tehlikesinden dolay1 riskli olabilmektedir veya bazi {ilkelerde oldugu gibi
(Iskandinav iilkeleri, Ingiltere) glutensiz diye sunulan ancak diisiik miktarlarda toksik

prolamin igeren katkilar olabilmektedir (Thompson, 2001).

Colyak hastalig, diinya niifusunun % 1’ini etkileyen, insanlarda sik
goriilebilen otoimmiin karakterli ve besin kdkenli bir ince bagirsak hastaligidir (Erdil
ve Ates, 2005; Moroni vd, 2009). Giinlimiizde ¢dlyak hastalifina sahip bireylerin
dogustan genetik bir yatkinliga sahip oldugu ve bunun uygun cevresel kosullar
altinda hastaliga doniistiigii kabul edilmektedir (Erdil ve Ates, 2005). Hastaligin
nedenini olusturan glutenin gliadin isimli alt fraksiyonudur. Hasta bireylerde gluten
iceren besinlerin tiiketilmesinden sonra ince bagirsaklarda villus denilen parmaksi
cikintilar viicudun bu maddeye kars1 olusturdugu iltihabi reaksiyon sonrasinda hasar
gormekte ve yok olmaktadir. Boylece besinlerin (demir, folik asit, kalsiyum ve yagda
¢ozlinen vitaminler gibi) sindirimi ve emilimi de bozulmakta ve malabsorpsiyon
(kotli emilim) sendromu denilen hastalik tablosu ortaya ¢ikmaktadir (Katina vd,
2005). Hasta bireylerde HLA-DQ2 ve HLA-DQS8 isimli genlerden birinin veya her
ikisinin olmas1 ¢olyak hastaliginin giiclii belirtisidir. Colyakli hastalarin % 97°den
fazlas1 bu iki genden en az birine sahiptir. Hastalarin ¢cogu DQ2 genini tasirken %
10’dan daha az kismi1 DQ8 genini tagimaktadir. Hastalik sebebinin deamine gliadin
peptidleri (gluten sindiriminden kaynaklanan) ve HLA-DQ2/8 molekiillerinin
interaksiyonu  sonucu  bagirsak  mukozasindaki  CD4+Thl lenfositlerinin
aktivasyonunu tetiklemesi oldugu ve bunun sonucunda dokuda hasar biraktig
bildirilmistir. Saglikli bireyler peptidlerin varliginda HLA-DQ2/8 molekiillerini tanir
ve ¢Olyak semptomlarini ortadan kaldiran mekanizmalara olanak saglar (De Re vd,

2013).

Colyak hastaliginin bugiine kadar kabul edilen tek tedavi yolu omiir boyu
glutensiz diyettir. Bu da hastalarin saf nisastalar hari¢ bugday, ¢avdar, arpa ve yulaf
iriinlerinden uzak durmasi anlamina gelmektedir (Erdil ve Ates, 2005). Hastalarin
glutensiz diyete uymalar1 ¢ok zor bir durumdur. Ciinkii gluten ekmek teknolojisi
acisindan degerlendirildiginde, hamurun su tutma kapasitesi ve karbondioksit (CO>)
tutumunu saglayarak ekmegin 3 boyutlu viskoelastik yapisini olusturmaktadir.
(Moroni vd, 2009). Glutensiz ekmek formiilasyonlarinda hamurun isleme

Ozelliklerini iyilestirmek i¢in hidroksipropil-metilseliiloz (HPMC), metilseliiloz



(MC), karboksimetilseliiloz (CMC), kegiboynuzu gami, guar gam, karregenan,
ksantan gam, pektin, gibi hidrokolloidlerin kullanimi ile ilgili ¢alismalar
bulunmaktadir (Gobbetti vd, 2007; Lazaridou vd, 2007).

Eksihamur ekmegi iiretiminde uygun formiilasyonlar kullanildiginda
eksihamur ekmeginin hacim, tat, tekstiirii gelisebilmekte, raf 6mrii uzayabilmektedir.
Bu etkiler fermantasyondaki mikroorganizmalarin metabolik aktivitesi, proteoliz,
eksopolisakkarit liretimi, aroma ve antimikrobiyal bilesenlerin iiretimi ile ortaya
¢ikmaktadir. Eksihamurun bu olumlu katkis1 kaliteli glutensiz ekmek iiretiminde
katki madde kullanimmin azaltilmas: ile olabilmektedir. Starter kiiltiir fermente
tirtinlerin kalitesini ve tiiketilebilirligini etkilemekte son derece kritik 6neme sahiptir
(Manini vd, 2016). Uygun starter kiiltiir se¢imi ve islem parametreleri ile kalitesiz
glutensiz ekmek {iretiminin asilabilecegine inanilmaktadir. Gliintensiz ekmek {iretimi
ve karakterizasyonu ile ilgili ¢alismalar yetersiz olup daha c¢ok caligmaya ihtiyag

bulunmaktadir (Moroni vd, 2009).

Bugday nisastasi bazli tiriinler yillardir pek ¢ok tilkede glutensiz gidalar olarak
kullanilmaktadir. Ancak daha Onceleri bugdayin protein bilesenlerinin nisastadan
tamamen ayrildigina inanilmakla birlikte, simdi bir miktar proteinin nisasta i¢inde
kaldig1 bilinmektedir. Glutensiz iriinlerde kullanilan bugday nisastalarinin protein
icerigi, genel amacl kullanilan nisastalarinkinden daha diisiik olmakta ancak
icerebilecegi ¢ok kiiciik miktarda gluten dahi bir ¢dlyak hastasinin sagligini tehlikeye
atabilmektedir. Chartrand vd (1997) tarafindan yapilan g¢alismada, teorik olarak
gliadin i¢cermeyen karabugday unlarinda da gliadine rastlanmistir. Arastiricilar, bu
gliadinin muhtemelen 6gilitme isleminde ortamdan kontaminasyon yoluyla gelmis
olabilecegini bildirmislerdir (Chartrand vd, 1997; Thompson, 2001; Katina vd,
2005). Bugday ve ¢avdar unlarinin segilen LAB’leriyle uzun siireli fermantasyonu
gluten bulasikligi olabilecek bu tip iriinlerde gluten kontaminasyonu riskini

azaltabilecek bir yontem olarak 6nerilmektedir (Gobbetti vd, 2007).

Laktobasillerin ¢6lyak hastalarinda glutenin zarali etkisini azaltan bir
potansiyele sahip oldugu baska arastiricilar tarafindan da (Rollan vd, 2005; De
Angelis vd, 2006; Corsetti ve Settanni, 2007) bildirilmistir. Rollan vd (2005), Lb.
plantarum CRL 759 ve CRL 778 suslarinin peptid pargalama sistemini karakterize
etmis ve gliadin benzeri fraksiyonlar {izerine proteolitik etkisini incelemislerdir. LDb.

plantarum CRL 778’in sentetik substratlar (N-glutaril-L-fenil-alanin-p-NA, di- ve



tri-peptidler) {izerine Lb. plantarum CRL 759’a gore daha fazla proteolitik etkisi
varken Lb. plantarum CRL 759’un o-gliadinin 31-43 fragmentini hidroliz
kapasitesinin daha yliksek oldugu bildirilmistir. Bu sonucun peptidazlarin substrat

karakterindeki farkliliklardan kaynaklanabilecegi ifade edilmistir.

De Angelis vd (2006), dondurarak kurutulan VSL#3 (Streptococcus
thermophilus, Lb. plantarum, Lb. acidophilus, Lb. caseii, Lb. delbrueckii spp.
bulgaricus, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum, B. infantis), Oxadrop
(Lb. acidophilus, Lb. brevis, Bifidobacterium infantis, Str. thermophilus), Florisia
(Lb. brevis, Lb. salivarius spp. salicinius, Lb. plantarum) ve Yovis (Str. salivarius
spp. thermophilus, B. breve, B. infantis, B. longum, Lb. acidophilus, Lb. plantarum,
Lb. casei, Lb. delbrueckii spp. bulgaricus, Str. faecium) preparasyonlarinin
kullanildigr eksihamuru 24 saat fermente etmisler ve gliadin polipeptidlerinde
meydana gelen degisimi SDS-PAGE ile belirlemislerdir. Florisia ve Yovis
kullanilanlarda ve kimyasal yolla asitlendirilenlerde par¢alanma goriilmezken VSL#3
kullanilan 6rnekte ¢ok 6nemli hidroliz belirlenmistir. Oxadrop tarafindan da gliadin
polipetidlerinde ¢ok az bir parcalanma saglanmistir. Calismada Western Blot ile
yapilan analiz ile kimyasal asitlendirilmis hamur ve VSL#3 probiyotik karisiminin
gliadinler tizerine etkisi de degerlendirilmis ve fermantasyondan sonra 6zellikle a, 3
ve v gliadinlerin ¢ok 6nemli diizeyde parcalandiklar goriilmiistiir. VSL#3 probiyotik
karistmi  kullanilan fermantasyondan sonra polipeptidlerdeki siyah goriintiiler

tamamen pargalanmastir.

Di Cagno vd (2002) tarafindan yapilan c¢aligmada, asidik olmayan bugday
hamuruna kiyasla biyolojik veya kimyasal asitlendirmenin polipeptidlerde
degisiklige neden oldugu belirlenmistir. Fermente hamurun kimyasal olarak
asitlendirilmis hamura kiyasla un endojenik enzimlerinin neden oldugu proteolize
ilaveten her zaman bakteriyel proteolizden dolayr da degisiklige ugradig
bulunmustur. Proteinaz veya peptidaz igeren sec¢ilmis laktobasillerden izole edilmis
enzim preparatlarinin ¢olyak hastalart icin toksik a-gliadinin 31-43 fragmentini

hidroliz ettigi belirlenmistir.

Bir baska calismada eksihamurlardan izole edilen laktik bakteriler kullanilarak
ve kullanilmaksizin nétr ve asit ilaveli olarak hazirlanmis eksihamurlardan 24 ve 48
saat inkiibasyon sonunda izole edilen gliadin protein bantlarinin, SDS-PAGE jelde

46-53 kDa molekiiler agirliklar1 arasinda yogunlastifi belirlenmistir. Fermente



hamurlarda, nétr hamurda olmayan kii¢iikk molekiil agirlikli (46-46.5 kDa) protein
bantlarinin  goriildiigii ve bunlarin bazi proteinlerin hidrolizi sonucu olusan
parcalanma iiriinleri oldugunun diisiiniildiigii belirtilmistir. Bu bantlarin asit ilave
edilmis kontrol hamuruna gore LAB’leri ile fermente hamurlarda daha fazla
gozlendigi, bu nedenle bu bantlarin sadece diigsiik pH’ya bagli olmayip bakteriyel
proteoliz ile de baglantili oldugu; Pediococcus pentosaceus, Lb. curvatus, Lb.
plantarum’un proteolitik aktivitelerinden s6z edilebilecegi ifade edilmistir. 48. saatte

bu bantlarin daha da belirginlestigi soylenmistir (Giire, 2009).

Tahil tanelerinde ¢olyak hastalar1 igin risk tasiyan gluten disinda, besin
degerini azaltan fitik asit bulunmasi istenilmeyen bir durumdur. Tahil tanelerindeki
toplam fosforun ¢ogunlugu fitik asit halinde (mio-inositol hekzafosfat) tanenin en dis
tabakasinda yer almaktadir. Fitik asit proteinler, aminoasitler ve Ca?*, Fe?*, Mg?",
Zn?* gibi divalent katyonlarla selatlar olusturarak, bunlarin ince bagirsak
mukozasindan emilimlerine engel olmakta ve bu nedenle anti-besin maddesi olarak
tammlanmaktadir.  Uriin  pisirilmeden &nce fitatin  fermantasyonla  yikimi
istenmektedir. Fermantasyon sirasinda, eksihamur LAB’lerinde bulunan fitat-yikici
enzimler, fitik asidin kademeli olarak mio-inositole hidrolizini katalize etmektedir.
Buna ek olarak laktik asit bakterilerinin asit tiretimi ile pH’y1 diisiirmesi de undaki
endojen fitazlar aktive ederek fitik asit pargalanmasini artirmaktadir (Honke vd,
1998; De Angelis, 2003; Zotta vd, 2007). Bu nedenle eksihamur fermantasyonu

ekmegin aroma ve tekstiirli yan1 sira besin degerini de artirmaktadir.

Zotta vd (2007), Cornetto di Matera italyan eksihamurundan izole ettikleri 41
LAB susunun fermantasyon sirasindaki enzimatik aktivitesini incelemisler ve Lb.
plantarum, Lb. curvatus ve Leu. mesenteroides tiirlerin ekmek yapiminda starter
kiiltir olarak birlikte kullanilabilecegini tespit etmislerdir. Lb. plantarum ve Lb.
curvatus tiirlerinin yiiksek proteolitik ve peptidaz aktivitesine sahip oldugu; bu
Ozelliklerinden dolay1r eksihamur ekmeginin tekstiir ve tadinin kontrolii agisindan
starter olarak secilebilecegi bildirilmigtir. Leu. mesenteroides suslarinin ise f-

galaktosidaz ve fitaz aktivitesinin yiiksek oldugu belirlenmistir.

Lopez vd (2000), eksihamurlardan izole ettigi Lb. plantarum, Lb. acidophilus,
Leu. mesenteroides tiirlerinin bugday hamurunda fitaz aktivitesini incelemistir. Test
edilen tiim laktik asit bakterilerinin kontrol 6rnegine (laktik asit bakterisi katilmayan)

kiyasla hamurda fitik asidi 6nemli oranda parcaladigl ve bunun sonucunda inorganik



fosfor aciga c¢iktig1 belirlenmistir. Fitik asitin ortamdan kaybolmasi ve inorganik
fosfatin ortaya ¢ikmasi fitat parcalanmasina isaret etmektedir. Fitaz enzimleri benzer
olan bu tiirler arasinda fitik asit diizeyi bakimindan farklilik bulunmamistir. Bu
calismada en fazla fitat par¢alanmasi ilk 2 saatlik fermantasyonda gergeklesmistir.
Daha sonraki fermantasyon siirelerinde pargalanma orani azalmistir. Bunun fosfati
aciga cikaran enzimin inhibisyonu sonucu oldugu bildirilmistir. Hamurda fitik asit
pargalanmasi dolayisiyla asitligin artmasi sonucu fermantasyonun mineral
¢Oziinlirliglinii olumlu etkiledigi belirlenmistir. Mineral degeri yiliksek tahil tirtinleri
icin fitat miktarinin azaltilabilecegi belirlenmistir. Bakterilerin fitik asidi pargalamasi
ilging bir sonu¢ olmasina ragmen bakteriyel fitat hidrolizi mayalarin fitik asit

parcalama kapasitesi ile karsilagtirilmalidir.

Vancanneyt vd (2005) tarafindan, Yunanistan ve Belgika eksihamurlarinda
yapilan izolasyon ve identifikasyon calismasinda eksihamurlarda Lactobacillus

acidifarinae sp. nov. ve Lactobacillus zymae sp. nov. belirlenmistir.

Fransiz eksihamurlarinda yapilan bir ¢alismada eksihamurlardan morfolojik
olarak farkli 20 izolat elde edilmistir. izolatlardan elde edilen gram pozitif, spor
olusturmayan, hareketli hiicrelerin 16S rRNA gen sekans analizi yapildiktan sonra
biitiin tiirlerin Lactobacillus cinsine ait oldugu belirlenmistir. Bu tiirlerin Lb.
plantarum, Lb. paralimentarius, Lb. sanfranciscensis, Lb. spicheri ve Lb. sakei
oldugu belirlenmistir. Bu tiirlerin haricinde Lactobacillus hammesii yeni bir tiir

olarak bulunmustur (Valcheva vd, 2005).

Cin geleneksel eksihamurundan yapilan ¢alismada 16S rRNA gen sekans
analizi, pheS, rpoA ve dnaK genlerinin sekans analizleri, yag asitleri analizi
(FAME), DNA G+C igerigi, DNA-DNA hibridizasyonu ve fenotipik analizleri igeren
polifazik yaklasimla elde edilen sonu¢lardan Lactobacillus songhuajiangensis sp.
nov. elde edilmistir (Gu vd, 2013).

Valcheva vd (2006) tarafindan, fransiz eksihamurunda yapilan bir bagska
caligmada Lactobacillus nantensis sp. nov. izole edilmistir. En yakin tip tiirleri olarak
Lb. farciminis, Lb. alimentarius, Lb. paralimentarius ve Lb. mindensis tip tiirleri

kullanilmistir.

Cai vd (1999) tarafindan, eksihamurda yapilan ¢alismada 6 izolat elde edilmis

ve bunlardan Lactobacillus paralimentarius sp. nov. yeni bir tir olarak
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tanimlanmistir. Eksihamurlarda yapilan bir bagka calismada Corsetti vd (2005),
bakteriyosin lireten, gram pozitif, katalaz negatif, spor olusturmayan tiirlere rastlamis

ve bunlardan Lactobacillus rossii sp. nov. yeni bir tiir olarak tespit edilmistir.

Ehrmann vd (2007) tarafindan, tip Il eksihamurlarinda yapilan ¢alismada iKi
adet laktik asit bakterisi izole edilmistir. Mikrobiyolojik sayimda 8.0x10® KOB/g
bakteri sayilarak bu tip fermantasyonda mikrobiyotay1 olusturan baskin bakterilerden
biri oldugu diistiniilmiistiir. Tanimlayic1 analizlerden sonra (16S rRNA gen sekans
analizi, DNA G+C igerigi, DNA-DNA hibridizasyonu gibi) Lactobacillus

secaliphilus sp. nov. yeni bir tiir olarak belirlenmistir.

Giiney Kore eksihamurlarinda yapilan bir ¢alismada polifazik yaklagimla iki
adet laktik asit tircten bakteri susu belirlenmistir. 16S rRNA temelli filogenetik
analizler, biyokimyasal ve fizyolojik 6zellikleri bu iki susun Lactobacillus cinsine ait
oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bunlardan Lactobacillus siliginis sp. nov. yeni bir tiir
olarak belirlenmistir (Aslam vd, 2006).

Eksihamurlarda kullanilan LAB’lerinin gluten ve fitik asiti pargalama
ozellikleri yaninda, 6zellikle bir sonraki hamur hazirlanmasinda asilama materyali
olarak kullanilan eksihamurlarda, stabiliteleri de biiylik 6nem tasimaktadir.
Eksihamurlarda LAB/maya orani genellikle 100:1 olmakta ve LAB’leri igerisinde
laktobasiller baskin bulunmaktadir. Eksihamur ortaminda laktobasillerin baskin
olmasinda etkili faktorlerden birincisi, karbonhidrat metabolizmasimnin hamurdaki
temel enerji kaynaklar1 olan maltoz ve fruktoza iyi adapte olmasidir. Ikinci faktor,
gelismeleri i¢in  gerekli sartlar, sicaklik ve pH degerlerinin eksihamur
fermantasyonunda olusan kosullarla uyumlu olmasidir. Ugiinciisii ise eksihamur
laktobasillerinin asit, yiiksek/diisiik sicakliklar, yiiksek ozmotik basing/dehidrasyon,
oksidasyon ve yetersiz besin gibi olumsuz kosullar1 yenebilmek i¢in bazi stres cevap
mekanizmalaria sahip olmasidir. Bu ii¢ faktor bu tiirlerin rekabet giiciinii ve ortama
adaptasyonunu artirmaktadir. Ayrica trettikleri organik asitler (laktat, asetat, vd.) ve
protein yapisindaki bilesenlerle (bakteriyosinler gibi), rekabet gli¢lerini artirmalar
eksithamur fermantasyonlarinda stabil olarak kalmalarina yardimci olan dordiincii
faktor olarak kabul edilebilir (De Vuyst ve Neysens, 2005). Bu ozelliklerin tiir
bazinda farklilik gosterebilecegi bu nedenle Onerilen tiirlerin/suslarin  hamur

mikrobiyotasinda stabilitelerinin de belirlenmesi 6nemlidir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Kis ve yaz donemi eksihamur ornekleri, Ocak-Subat ve Temmuz-Agustos aylari
igerisinde Trabzon (Merkez ilge, Akcaabat, Vakfikebir, Cavuslu, Besikdiizii) Giresun
(Gorele, Espiye, Merkez ilce, Bulancak, Piraziz), Ordu (Giilyali, Merkez ilge,
Bolaman, Fatsa, Unye) ve Samsun (Terme, Carsamba, Tekkekdy, Merkez ilge,
Ondokuzmayis, Bafra) illerinde Trabzon ekmegi iiretimi yapan toplam 27 farkl
isletmeden alinmustir. Ornekler steril drnek posetlerine aseptik kosullara uyularak
yaklagik 500 g olarak alinmis ve 5°C’de 8 saat igerisinde laboratuara tasinarak
bekletilmeksizin analizlere baglanmistir. Mikrobiyolojik sayim ve identifikasyon igin
ekim ile pH ve toplam asitlik analizleri 6rneklerin alimi takiben 10 saat igerisinde,

kurumadde ve kiil analizleri mikrobiyolojik analizler sonrasinda gerceklestirilmistir.

Analiz edilen orneklerden 1100 adet izolat alinmis ve tiim izolatlar Gram
boyama, katalaz ve saflik testlerinden gecirildikten sonra muhtemel laktik asit
bakterisi olan 1028 adet izolat (kis 6rneklerinden 500 adet, yaz 6rneklerinden 528
adet) Ondokuz Mayis Universitesi Gida Miihendisligi, Biyoteknoloji ve
Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvarinda % 30 gliserol iceren uygun besiyerlerinde
-80°C’da muhafazaya alinmistir. Calismada antimikrobiyal aktivite igin indikator
olarak kullanilan Bacillus subtilis NRRL B-2097, Escherichia coli ATCC 259227 ve
Staphylococcus aureus ATCC 338627 suslar1 Gida Miihendisligi, Biyoteknoloji ve
Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvari’ndan, tanimlanmasi kesinlestirilmek istenen
stipheli tiirtin beraber gruplandigi Weissella uvarum (DSM 28060), Weissella minor
(DSM 20014) ve Weissella viridescens (DSM 20410) suslar1 da Leibnz Enstitiisii,
DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures, Almanya)

firmasindan temin edilmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Eksihamur o6rneklerinin mikrobiyolojik ve kimyasal parametrelerinin

belirlenmesi

Orneklerdeki mikrobiyolojik sayimlarin yapilmasi amaciyla 10 g eksihamur &rnegi
90 ml peptonlu fizyolojik su ile stomacherde (Seward Medical, London, UK) orta
hizda 2 dakika homojenize edilmis ve 107°ye kadar dilusyonlar1 hazirlanmistir.
Laktik asit bakterileri (LAB) sayimi1 % 0,01 siklohekzimid ilaveli MRS-5 agarda (10
g tripton, 5 g et oziitii, 5 g maya oziitii, 10 g maltoz, 5 g fruktoz, 5 g glukoz, 5 g
C2H3NaO2, 3 g amonyum Kloriir, 2,6 g K2HPO4, 4 g KH2PO4, 0,1 g MgSO4, 0,05 g
MnSOs, 0,5 g cystein-HCI, 1 ml tween 80, pH 5,8) (MRS-5C) 30°C sicaklikta % 5
karbondioksit (CO>) igeren ortamda 48 saat inkiibasyon sonunda; Toplam Aerofilik
Mezofilik Bakteri (TAMB) sayimi Plate Count Agar (PCA) (Merck) ortaminda
30°C’da 48 saat inkiibasyon sonunda tespit edilmistir. Maya sayimi1 Dichloran Rose
Bengal Chloramphenicol (DRBC) Agar (Merck) 28-30°C’da 2 giin inkiibasyon
sonunda tespit edilmistir (Con, 1995; Anon, 2005; Scheirlinck vd, 2007).

3.2.2. pH ve Toplam asitlik

pH tayini kat1 ve sivi olmak tizere 2 farkli elektrot ile 6l¢iilmistiir. Kat1 elektrot ile
pH tayininde elektrot her ornek ig¢in 3 farkli bélgeye batirilmis ve sonug
kaydedilmistir. Orneklerin toplam asitlik analizlerini gerceklestirmek icin 5 &rnek
alinmig tlizerine 25 mL distile su ilave edildikten sonra ultratoraks ile homojenize
edilmistir. Ardindan saf su ile 50 mL’ye tamamlanmistir. Bu agsamada 6rneklerin sivi
elektrot ile pH ol¢timleri yapilmig ve 8.1 pH degerine kadar 0.1 M NaOH ile titre
edilmistir. Harcanan NaOH miktarindan (3.1) nolu denklem kullanilarak toplam

asitlik degeri laktik asit esdegeri olarak hesaplanmistir (Giil, 2013).

Toplam Asitlik =V xM x Ex 100/ m (3.1)

V: harcanan 0,1 M NaOH miktar1, mL

M: titrasyonda kullanilan bazin molaritesi

m: titre edilen 6rnegin miktari, g

E: 1 mL 0.1 M NaOH’1n esdegeri laktik asit miktari, g
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3.2.3. Asit derecesi

Analiz i¢in 10 g eksihamur 6rnegi 250 mL’lik erlene konulmus iizerine 50 mL %
67’lik noétralize edilmis etil alkol katilarak homojenize edilmis ve 5 dk siire ile
calkalanmistir. 5 dk sonunda siizge¢ kagidindan siiziilmiis ve bu siiziintiiden 10 mL
almip tzerine birka¢ damla fenolftalein (% 1°lik) konularak 0.1 M NaOH ile
degismeyen pembe renk olusuncaya kadar titre edilmistir. Harcanan NaOH miktar1 5

ile carpilarak sonug elde edilmistir (Giil, 2013).

3.2.4. Kurumadde oram

Darast alimmis kuru ve temiz nikel kaplara eksihamur Orneklerinden 3-5 ¢
tartilmigtir.  Ornekler 105°C’de 12 saat kurutulduktan sonra sogumasi igin
desikatorde bekletilmistir. Ardindan hassas terazide tartilarak kuru agirliklart
belirlenmistir. Kurutma ve tartim islemleri sabit agirliga ulasincaya kadar
tekrarlanmistir. Takiben elde edilen yas ve kuru 6rnek tartim sonuglarindan (3.2)

nolu denklem kullanilarak % kurumadde miktart hesaplanmistir (Anonim, 1990).

% Kurumadde miktar: = (kuru agwritk — dara) x 100 / ornek miktar: (g)  (3.2)

3.2.5. Kiil oram

Daras1 alinmis krozelere eksihamur orneklerinden 3-5 g tartilmistir. Ornekler etil
alkol (% 96°1ik) ile yakildiktan sonra 150°C’deki kiil firininda yakilmaya baglanmus,
sicaklik kademeli olarak artirilarak 900°C’ye kadar ulasilmistir. Daha sonra ornekler
desikatdre almarak sogumasi saglanmistir. Ornekler hassas terazide tartildiktan sonra
elde edilen degerler (3.3) nolu denklem kullanilarak % kiil miktar1 hesaplanmistir
(Anonim, 1990).

% Kiil miktart = (yakma sonrasi agirlik — dara) x 100 / 6rnek miktari (g) (3.3)

3.2.6. Eksihamur 6rneklerinden laktik asit bakteri (LAB) izolasyonu

LAB’lerinin izolasyonu MRS-5C agarda 30°C’de % 5 CO; igeren ortamda 48 saat
inkiibasyon sonunda 20-200 koloni diismiis petrilerden 10-15 farkli koloni secilerek
yapilmustir. Segilen koloniler MRS-5 broth besiyerinde gelistirilmis, 18-24 saatlik
geng kiiltiirlere gram boyama (Simsek, 2003; Kostinek vd, 2007) ve katalaz testleri
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(Kim vd, 2001; Carr vd, 2002), uygulanarak tipik LAB &zelliklerine sahip suslar
dondurucuda -80°C’da saklanmustir.

3.2.7. izolatlarin (GTG)s parmak izi analizi

Calismada yiiksek sayida farkli sus yakalayabilmek ve ayni suslari tanimlama
testlerine almaktan kaginmak amaciyla, bakteri izolatlar1 (GTG)s primeri (5°-
GTGGTGGTGGTGGTG-3’) kullanilarak gruplandirilmistir (Groenewald vd, 2008;
Scheirlinck vd, 2007; 2008).

LAB izolatlarinin genomik DNA’lart Genomik DNA izolasyon kiti ile tiretiCi
firmanin ~ (Invitrogene Genomic DNA Isolation Kit) belirttigi  sekilde
gerceklestirilmistir. Bu amagla tiim izolatlar MRS-5 broth besiyerinde 30°C’de 24
saat inkiibe edilmistir. Her bir s1v1 kiiltiirden steril otomatik pipetler ile 1 mL alinarak
steril 1,5 mL’lik eppendorflara transfer edilmis ve 13.000 rpm’de 5 dk santrifiij
edilerek hiicre pelleti ¢oktiiriilmiistiir. Coken hiicre pelletinin {istiinde kalan siv1 faz
uzaklagtinnlmigtir. Bu islem yeterli hiicre pelleti (yaklagik 300-400 pnpg) elde
edilinceye kadar tekrarlanmigstir. Daha sonra steril TE tamponu ile 3 kez yikanmig ve

hiicre pelletleri DNA izolasyonuna kadar -20°C’da tutulmustur.

(GTG)s serilerinin gogaltilmasinda her bir sus igin 25 plL’lik PZR karigimi
kullanilmistir. Bu karistmin hazirlanmasinda 12,5 pLL master mix (GoTaq® Hot Start
Colorless Master Mix), 1 pL primer, 2 pL. DMSO, 1 pL DNA (50 ng/uL son
konsantrasyon) ve toplam hacim 25 pL olacak sekilde steril ultra saf su
kullanilmigtir. PZR islemi 95°C’da 3 dk 6n denatiirasyon, 30 ¢evrim 95°C’da 1 dk,
45°C’da 30 sn, 72°C’da 5 dk ve 72°C’da 10 dk siire kombinasyonlari ile uygulandi.
PZR iiriinleri % 1.5’1ik agaroz jelde yiiriitiilerek jel goriintiileme sisteminde (Vilber
Lourmat, Quantum ST5) olusan bant profilleri izlenmistir. Izolatlarm jel iizerindeki
bant profilleri bilgisayar ortaminda BioNumerics 7.5 programi ile degerlendirilmis
(Meulen vd, 2007; Scheirlinck vd, 2008) ve % 95 benzerlik oran1 dikkate alinarak

gruplandirilmstir.

3.2.8. izolatlarin 16S rRNA gen bélgesi dizi analizi ile tammlanmasi

Izolatlarin (GTG)s parmak izi sonuclarindan belirlenmis 42 farkli grubu temsilen

secilmis LAB izolatlarinin tanimlanmasi i¢in 16S rRNA gen bolgesi ¢ogaltilmistir.
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16S rDNA’nin polimeraz zincir reaksiyon islemleri 0.2 mL’lik PZR tiiplerinde
Termal Cycler (MyGenie-96 Gradient Thermal Cycler, Korea) kullanilarak
yapilmistir. Izolatlarm (GTG)s parmak-izi analizinde saf olarak elde edilmis DNA
ornekleri 16S rRNA genini kodlayan DNA bolgesinin ¢ogaltilmasi forward 5’-AGA
GTTTGATCCTGGCTCAG-3* ve reverse 5’-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’
primer ciftleri kullanilarak gergeklestirilmistir (De Vuyst vd, 2002; Vancanneyt vd,
2006; Ozel, 2012).

16S rRNA gen bdélgesinin ¢ogaltilmasinda her bir sus i¢cin 50 pL’lik PZR
karisimi kullanilmistir. Bu karisim i¢in 6nce 1.5 mL’lik PZR tiiplerinde her bir 6rnek
icin 25 uL master mix (GoTaq® Hot Start Colorless Master Mix), 1.0 uL primer
(forward ve reverse) ve 21 uL steril ultra saf su kanstirllmistir. Takiben bu
karisimdan, her bir 6rnekten 1-5 uLL DNA (50 ng/puL son konsantrasyon) DNA
ornekleri igeren 0.2 mL’lik PZR tiiplerine, buz iizerinde toplam reaksiyon karigimi

50 pL olacak sekilde transfer edilmistir.

PZR islemi 95°C’da 15 dakika 6n denatiirasyon, 35 ¢evrim 95°C’da 1 dakika,
55°C’da 1 dakika, 72°C’da 3 dakika ve 72°C’da 10 dakika siire kombinasyonlari ile
Termal Cycler (MyGenie-96 Gradient Thermal Cycler, Korea) kullanilarak

uygulanmstir.

Cogaltilan PZR firiinleri % 1.5’1ik agaroz jelde (30 mL 1xTBE tampon, 0.45 g
agaroz) PZR DNA marker (Sigma, 50 bg) ile birlikte 100 voltta 30 dakika
yiriitillerek GelDoc Sistem (Vilber Lourmat, Quantum ST5) iizerinde kontrol
edildikten sonra QIAquick PZR piirifikasyon kiti (Qiagen, Valencia, USA)
kullanilarak saflastirilmistir. Saflastirilan amplifikasyon {iriinleri 16S rRNA gen
bolgesinin yaklagik uzunlugunun tamaminin dizi analizi ti¢ primer ile ABI PRISM
3730XLGenetic Analyzer (PE Applied Biosystems) otomatik dizi analizi cihazi
kullanilarak Macrogen Inc. (Giiney Kore) firmasinda gerceklestirilmistir. 16S rRNA

gen bolgesi dizi analizinde kullanilan primerler Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. LAB izolatlarinin 16S rRNA gen golgesi dizi analizinde kullanilan primerler

Baglanma
Isim Dizilis bolgesi Kaynak
(3°-3%)
27F AGA GTT TGATCM TGG CTC AG 8-27 Lane, 1991
800R TAC CAG GGT ATC TAATCC 800-782 Chun, 1995
Mg5F AAA CTC AAA GGA ATT GAC GG 907-926 Chun, 1995
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Lane (1991)’e gore: M, A:C

LAB’lerinin 16S rRNA kodlayan gen bolgelesinin dizi analizleri
tamamlandiktan sonra elde edilen ABI formatindaki kromatogram dosyalari
Chromas versiyon 1.7.5 (C. McCarthy, School of Health Sciences, Griffith
University, Queensland, Australia) ile birlestirilmis ve EzTaxon Server (URL-13;
Kim vd, 2012) kullanilarak, en yakin akraba organizmalarla olan 16S rRNA gen
bolgesi niikleotit benzerligi belirlenmistir. Filogenetik analizler icin MEGA 5.2
programi, hizalama i¢in de ayni programin CLUSTAL W seg¢enegi kullanilmistir
(Tamura vd, 2011). Bootstrap testi 1000 tekrarli olarak yapilmustir.

3.2.9. izolatlarn 16S rRNA filogenisi

16S rRNA gen bolgesi dizi analizi filogenetik dendogramlari neighbour-joining
algoritmasi kullanilarak olusturulmustur (Saitou ve Nei, 1987). Neighbour-joining
algoritmasi i¢in evrimsel uzaklik matrisi olarak Jukes ve Cantor (1969), metodu
izlenmistir. Olusturulan filogenetik agaglarin bootstrap analizleri (Felsenstein, 1985)
1000 tekrarh olarak Mega 5.2 paket programinda (Tamura vd, 2011) elde edilmistir.

3.2.10. izolatlarin pheS DNA dizi analizi ile tanimlanmasi

16S rRNA gen bolgesi dizi analizlerine gore, tanimlanmus tip tiirlerinden belli oranda
niikleotid farkliligiyla ayrilan izolatlarin, tanimlanmis tiirlerden farkliliginin ortaya

konmast i¢in pheS gen bdlgelerinin dizi analizi yapilmistir.

Laktik asit bakterilerinin pheS DNA dizi analizi i¢in fenil alanil tRNA sentetaz
alfa alt unitesini kodlayan gen pheS21-F ve pheS23-R (5’-CAYCCNGCHCGYGAY
ATGC-3° ve 5-GGRTGRACCATVCCNGCHCC-3’) primer cifti ile PZR
uygulanarak 95°C’da 1 dk 6n denatiirasyonu, 30 ¢evrim 95°C’da 2 dk, 46°C’da 2 dk
15 sn, 72°C’da 1 dk 15 sn ve son asamada 72°C’da 7 dk sicaklik-siire kombinasyonu
ile cogaltilmistir. Cogaltilan pheS DNA PZR {iriinii 16S rRNA gen dizi analizinde
oldugu gibi saflastirildiktan sonra ¢ogaltilmasinda kullanilan primerlerle Macrogen
Inc. (Giiney Kore) firmasinda ABI PRISM 3730XL Genetic Analyzer (PE Applied
Biosystems) cihazi kullanilarak dizileme islemi ve en yakin akraba organizmalarla
olan pheS DNA niikleotit benzerliginin belirlenmesi islemi gerceklestirilmesi i¢in

gonderilmistir (Naser vd, 2005).
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3.2.11. DNA-DNA Hibridizasyonu

DNA-DNA hibridizasyon deneyleri Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi,
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii laboratuvarlarindan hizmet alimi yoluyla
gergeklestirilmistir. Genomik DNA eldesinde Marmur (1961) tarafindan bildirilen su

yontem kullanilmistir:

Izolatlar 30°C’de LB Broth’da bir gece inkiibe edilerek ¢ogaltilmistir.
Exponansiyel fazdaki hiicreler 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildi
ve tstteki sivi kisim dokiilerek pellet elde edilmistir. Elde edilen pellet 20 mL Tris-
EDTA tamponuyla [10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM sodyum EDTA (pH 8,0) ve
0,35 M sukroz] siispanse edilmis ve 250 ml’lik erlene aktarilmis ve iizerine 50 mg
lizozim ilave edilerek 37°C’de hiicreler lize oluncaya kadar inkiibe edilmistir. Lizis
olup olmadigini test etmek amaciyla, inkiibasyondaki hiicre siispansiyonundan 0,1-
0,2 mL 6rnek alinmus, kiigiik test tiiplerine konulmus ve 1,5 hacim lizis soliisyonu
[100 mM Tris-HCI (pH 8,0), 0,3 M NaCl, 20 mM EDTA (pH 8,0), % 2 SDS, % 2 -
merkaptoetanol ve 100 pg/mL proteinaz K igeren lizis soliisyonu igerir.
Kullanilmadan hemen 6nce 0,5 hacim 5 M sodyum perklorat ilave edilmis ve bu
soliisyon 50-60°C su banyosunda isitilarak ¢oziilmistiir] ilave edilmistir. Lizis
soliisyonunun test tiiplerine ilave edildigi zaman, hiicre siispansiyonunun bulanik
halden olduk¢a yapiskan hale donmesi hiicrelerin lizis oldugunu gdstermistir. Hiicre
siispansiyonunun lizis oldugu belirlendikten sonra, erlendeki hiicre siispansiyonuna
30 ml lisiz soliisyonu ilave edilmis ve 50-60°C’de 1-4 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda, erlene 12 mL fenol-CHCls karisimi (%50 fenol : %48,5 CHCl3
: %1,5 izopentanol : %0,1 hidroksikinolin) ilave edilmis ve homojen karigim i¢in 20
dakika calkalayicida sallanmistir. Takiben hiicre lizati, 50 mL’lik polipropilen
tiiplere aktarilmis ve 17.000 xg’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra
tiiplerin Ust kismindaki sivi kisim pipetle alinarak temiz bir erlene aktarilmis ve
tizerine 10 mL fenol-CHCI3 karisimi ilave edilerek tekrar 20 dakika g¢alkalayicida
sallanmistir. Takiben hiicre lizati, 50 mL’lik polipropilen tiipe aktarilmig, 17.000
xg’de 10 dakika santrifiij edilmis ve tiipiin {ist kismindaki siv1, pipetle alinarak temiz
bir erlene aktarilmistir. Bu isleme, iist kisimdaki sivi ile fenol-CHCL3 sivisi
arasindaki ara yiizeyde protein tabakasi olugsmayincaya kadar devam edilmistir. Son
asamada, st kisimdaki sivi 125 mL’lik erlene alinmis ve flizerine 0,6 hacim

izopropanol ilave edilmis ve c¢alkalanarak DNA’nin bir pellet olusturmasi
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saglanmistir. Erlendeki sivi bosaltilmis ve erlende sadece DNA pelleti kalmstir.
Erlene %80’lik soguk etanol ilave edilmis ve 5 dakika ¢alkalandiktan sonra erlendeki
s1v1 kisim bosaltilmistir. Etanolle yikama islemi, iki kez tekrar edilmis ve son yikama
isleminden sonra, erlen yavasga egiltilerek DNA pelletinin erlenin dip kismina
yerlesmesi saglanmistir. Daha sonra erlen ters cevrilerek bir havlu kagit {izerine
yerlestirilmis ve 15-30 dakika 37°C’de bekletilmistir. Takiben erlene 20 mL 0,1X
standart sodyum-sitrat [SSC: 0,015 M TRIS-sodyum sitrat (pH 7,0), 0,15 M NaCl]
ilave edilmis ve DNA’nin ¢oziilmesi i¢in erlen g¢alkalanmistir. DNA tamamiyle
¢oziildiikten sonra, 0,25 mL RNase A ve 2,5 mL RNase T1 soliisyonu ilave edilmis
ve 30 dakika 37°C’de inkiibe edilmistir. Sonra DNA soliisyonuna, 5 mL CHCIs-
izopentanol (% 3 izopentanol iceren kloroform) ilave edilmis ve 20 dakika
calkalayicida sallanmistir. Erlendeki DNA soliisyonu, 30 mL’lik polipropilen tiipe
aktarilmig ve 17.000 xg’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra, tiipiin
tist kismindaki sivi alimarak 100 mL’lik behere aktarilmigtir. CHCI3 sivist ile st
fazdaki sivi arasinda biiyilk bir protein tabakasi olusan Orneklerde CHCIs-
izopentanol asamasi birka¢ kez tekrar edilmistir. Behere 2 mL 3 M sodyum asetat
ilave edilip karistirildiktan sonra 2 hacim %95°lik etanol ilave edilmis ve DNA’nin
tekrar bir pellet olusturmasi saglanmistir. Bir cam ¢ubuk beher i¢inde dondiirtiliip
karistirilarak DNA’nin cam ¢ubuk iizerine sarilmasi saglanmistir. Cam ¢ubuk 10-20
mL % 80’lik soguk etanol ile yitkanmis ve bir test tiipli rakina dik sekilde konarak
kurutulmustur. Daha sonra cam ¢ubuk 3-5 mL 0,1X SSC igeren kapakli test tiiplerine
yerlestirilip bir gece buzdolabinda bekletilerek DNA’nin ¢oziilmesi saglanmis ve

elde edilen ¢ozlilmiis DNA’lar -20°C’de saklanmuistir.

DNA-DNA benzerlik seviyesi De Ley vd (197) tarafindan gelistirilen DNA-

DNA hibridizasyon yontemine gore belirlenmistir.

DNA-DNA benzerlik seviyesinig belirlemek icin izole edilen genomik
DNA’lar, konsantrasyonu 0,4 ug/mL olacak sekilde 0,1X SSC tamponu ile
seyreltilmis ve Sartorius Labsonic M (BBI-8535035) sonikatériinde 0,4 mA’de 3
dakika sonikasyona maruz birakilmistir. Sonikasyondan sonra, DNA ornekleri %
1,4’lik agaroz jelde yiritiilerek fragment uzunlugunun tekdiizeligi kontrol
edilmistir. Kirilan DNA’lar, konsantrasyonu 75-80 ug/mL olacak sekilde 0,1X SSC
tamponu igerinde seyreltilmis ve seyreltilen her iki bakterinin DNA’s1, kapakl

Quartz spektrofotometre kiivetlerine konulmus ayr1 ayr1 ve liglincii bir kiivete de, her
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iki bakterinin seyreltilen DNA’s1 esit hacimlerde konulmustur. Daha sonra kiivetler,
sicaklik iinitesine sahip olan Varian Cary 100 Bio UV/VIS spektrofotometre cihazina
yerlestirilmis ve 95°C’de bekletilerek DNA’larin denatiire edilmesi saglanmustir.
Hemen sonra, sicaklik optimum renatlirasyon sicakligina (Tor) indirilmis ve 260 nm
dalga boyundaki absorbans degerleri belli araliklarla Ol¢iilmiistiir. Tor, asagida

belirtilen dekleme gore hesaplanmaigstir:
Tor : 0,51 x (mol % G+C) + 47 (3.4)

Her {i¢ kiivet i¢in ayr1 ayr1 dakikaya kars1 absorbans degerlerini igeren grafikler
cizilmistir. Her bir grafigin egimi yani yeniden birlesme oranlari (0) ayr1 ayr
hesaplanmis ve asagida belirtilen denklemdeki yerlerine konularak bu iki bakterinin

DNA’lan arasindaki benzerlik hesaplanmistir:

%D=((4 X Om —0a — VB ) X 100)/(2 X ((0a x ¥&)H2)) (3.5)

3.2.12. Eksihamur laktik asit bakterilerinin gluten parcalama yeteneginin

belirlenmesi

Her bir gruptan almnarak tanimlanan LAB tiirlerinin gluten iizerine etkisi gluten
iceren kati besiyerinde Wehrle vd (1999) tarafindan verilen yontem, modifiye
edilerek belirlenmistir. Test igin glutenli besiyeri (15 g agar, 10 g gluten, 5.6 ¢
tripton, 2.5 g maya ekstrakti, 1 g glukoz, 2 g CaCly, 4 g sitrik asit monohidrat, 28.8 ¢
NapHPO4.2H20 tartilip destile su ile 1 L’ye konmus olup, 7 pH degerine
ayarlanmistir) hazirlanmis ve mikrodalga firinda eritildikten sonra otoklavda
105°C°’de 10 dakika sterilize edilmistir. Petri kutularina dokme isleminden Once
glutenin topaklanmasii gidermek icin sterilize edilmis besiyeri steril kosullarda
ultraturaks kullanilarak homojenize edilmistir. Katilasan glutenli besiyeri petrilerinde

6 mm ¢apl 6 adet oyuk a¢ilmis ve tabanlar1 ayn1 besiyeri ile kapatilmistir.

Test edilecek bakteri kiiltiirleri 10 mL MRS-5 broth besiyerinde 30°C’da 18
saat inkiibe edilmis (~10° KOB/mL) ve bu kiiltiirden 5 mL alinarak 5.000 xg de 10
dk santrifiijlenmistir (Hettich). Elde edilen pellet 5 mL steril fizyolojik su ile
stispanse edilmistir. Besiyerindeki kuyucuklara bu silispansiyondan 100 pL ilave
edilmis ve 30°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda, petri kutularina
Coomassie brilliant blue R-250 igeren boyama ¢ozeltisi (1 g Coomassie brilliant blue
R-250, 500 mL methanol, 92 mL asetik asit, 1000 mL saf su) dokiilip 5 dk
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bekletilmistir. Takiben boya ¢ozeltisi dokiilmiis ve etanol/asetik asit yikama
¢ozeltisinde (250 mL ethanol, 50 mL asetik asit, 1000 mL saf su) bir gece
bekletilerek boya giderilmistir. Oyuk etrafinda berrak zon cap1 dl¢iilerek izolatlarin
gluten pargalama yetenegi belirlenmistir (Wehrle vd, 1999).

3.2.13. Gluten parcalamadan sorumlu enzimin hiicrede yerlesim yerinin

belirlenmesi

Gluten pargalama yeteneginden sorumlu enzimin ekzo veya endo enzim olup
olmadiginin belirlenmesi i¢in de glutenli besiyeri ve aymi bilesimde sitrik asit
monohidrat miktar1 13 g, NazHPO4.2H20 miktar1 da 13.5 g’a ¢ikarilarak (otoklavdan
sonra katilir) pH 4’te de hazirlanan besiyeri petrilerinde 6 mm ¢apli 6 adet kuyu
acilmis ve tabanlar1 ayni besiyeri ile kapatilmigtir. Test edilecek bakteri kiiltiirleri 10
mL MRS-5 broth besiyerinde 30°C ve 37°C’da 18 saat inkiibe edilmis (~10°
KOB/mL) ve bundan 5 mL alinarak 5000 g de 10 dk santrifiijlenmistir (Hettich).
Stipernatant temiz bir tiipe almmarak ekzoenzimler agisindan incelemede
kullanilmigtir. Santrifiij tiiptinde kalan hiicre pelleti 1 mL 50 mM Tris-HCI (pH 8)
tampon c¢ozeltisi ile yikanmistir. Elde edilen besiyeri bulasikligi giderilmis pellet
tizerine 20 mg/mL lizozim i¢eren 50 mM Tris-HCI (pH 8) tampon ¢o6zeltisinden 200
pl ve 150-200 um capindaki cam partikiilleri iceren cam tozundan 50 mg eklenmistir.
Takiben 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakilarak lizozimin hiicre duvarlarina etkisi
saglanmis ve 3 dk vortekslenerek mekanik parcalanma temin edilmistir. Cam
tozunun ve hiicre kalintilarnin ¢oktiiriilmesi i¢in 10000 xg degerinde 5 dk
santrifiijlendikten sonra endoenzimleri igeren siipernatant elde edilmistir (Zotta vd,

2007).

Her petriye (pH 4 ve pH 7’ye ayr1 ayr1) biri endoenzim, biri ekzoenzim, digeri
de ikisinin karisimi olmak iizere 3 Ornekten paralelli olarak kuyulara 40’ar pL
konulmus ve petriler 30°C’da 48 saat inkiibe edilmistir. Bu basamakta MRS broth
besiyeri ve Tris-HCI (pH 8) tamponu da kontrol grubu olarak ayri petrilerdeki
kuyulara konularak ayni isleme tabi tutulmustur. Inkiibasyon sonunda, petri
kutularina Coomassie brilliant blue R-250 igeren boyama c¢ozeltisi dokiiliip 1 dk
beklenmis, boya dokiilmiis ve takiben etanol/asetik asit boya yikama ¢ozeltisi
konularak bir gece bekletilmistir (Wehrle vd, 1999). Kuyu etrafindaki berrak zon

cap1 Olciilerek izolatlarin ekzo veya endoenzimle gluten pargalama yetenegi
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belirlenmistir.

3.2.14. Fitik asit parcalama yeteneginin belirlenmesi

Kat1 besiyerinde LAB izolatlarinin fitik asit yikim yeteneklerini saptamak igin
Palacios vd. (2008) ile Raghavendra ve Halami (2009) tarafindan verilen, modifiye
MRS-MOPS besiyeri (MRS besiyeri bilesiminde bulunan inorganik fosfat bilesenleri
yerine 4 g/L sodyum fitat ve 0,1 M 3-[N-Morpholino] propanosiilfonik asit (MOPS)
ilave edilerek glikoz, fruktoz, maltoz, maya ekstrakti ve et ekstraktr miktar1 sirasiyla
5, 2.5, 25, 2 ve 4 g/L olacak sekilde) kullanilmistir. Besiyeri bilesiminde 6n
denemelere gore sodyum fitat ve seker miktarlarinda degisiklikler yapilmistir. Test
icin % 5 kiiltiir ile agilanan MRS-MOPS sivi besiyeri 30°C’da 24 saat inkiibe
edilmistir. Ayni sartlarda bir kez daha c¢ogaltma yapilmis ve elde edilen kiiltiirden
MRS-MOPS agar besiyerine nokta ekim yapilmis ve 30°C’da 48 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra besiyeri yiizeyi saf su ile yikanarak koloniler
besiyerinden uzaklastirllmig ve petri kutusuna % 2’lik kobalt kloriir ¢ozeltisi
eklenerek 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda ¢ozelti
dokiilerek yerine taze hazirlanmis esit hacimde % 6.25°’lik amonyum molibdat
cozeltisi ve % 0.42°lik amonyum meta-vanadat ¢dzeltisi karigimi eklenerek 5 dakika
oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Takiben ¢6zelti dokiilmiis ve seffaf zonun varlig
incelenerek olusan zonlarin ¢ap1 Olgiilmistir (Bae vd, 1999; Raghavendra ve
Halami, 2009).

3.2.15. Gluten parcalayan laktik asit bakterilerinin gercek eksihamur
sisteminde proteolitik etkisi

LAB’lerinin eksihamur sisteminde proteolitik etkisi Zotta vd (2006), Zotta vd (2007)
ve Gire (2009) tarafindan verilen, metot ile test edilmistir. Bu amagcla
eksihamurlardan izole edilen gluten parcalama yetenegine sahip LAB’leri Cizelge
3.2’de bilesimi verilen yari-sivi hamurlara agilanarak 30°C’da 48 saat fermente
edilmistir. Polipeptidlerde asidifikasyon kaynakli olabilecek modifikasyonlar
bakteriyel proteolize baglh degisimlerden ayirt edebilmek icin noétral ve
asitlendirilmis kontrol hamurlarinda mikrobiyal gelisimi inhibe etmek igin

siklohekzimid ve kloramfenikol kullanilmustir.
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Cizelge 3.2. Kontrol ve laktik asit bakteri kiiltiirlii eksihamurlarin formiilasyonlari

Katki Notral kontrol Asidik kontrol LAB
hamuru hamuru asilanmis hamur

Un (g) 20 20 20
Su (mL) 20 20 18
NaCl (g) 0.4 0,4 0.4
Asit ¢ozeltisi (uL)* 0 120 0
Siklohekzimid (uL)** 200 200 200
Kloramfenikol (uL)*** 200 200 0
LAB kiiltiirii (mL) 0 0 2

*: 4 hacim % 90’lik laktik asit ve 1 hacim % 98°lik asetik asit karigimi
**: 1 g siklohekzimid / L
***: 1 g kloramfenikol / L

Fermantasyonun 24. ve 48. saatlerinde 2.5 g hamur 6rnegi alinarak tizerine 7.5
mL 0.5 M NaCl-150 mM sodyum fosfat tamponu (pH 6,8) ilave edilmis ve oda
sicakliginda 10 dk’da bir vortekslenerek 30 dk siireyle albumin, globulin proteinleri
ekstrakte edilmistir. Takiben 4 °C’da 18000 x g’de 15 dk santrifiijjlenerek (Hettich)
albumin ve globulinleri iceren iist sivi ayrilmistir. Kalan pellet ayn1 ¢ozelti ile ve
sonra da saf su ile yikanarak santrifiijlenmis ve {ist sivi kisimlar atilmistir. Takiben
pelletler Gizerine 7.5 mL 1-propanol (% 50 v/v) eklenmis, oda sicakliginda 30 dk (10
dk’da bir vortekslenerek) bekletilerek hamurdaki gliadin proteinleri ekstrakte edilmis
ve siire sonunda 4°C’da 18000 xg’de 15 dk santrifiijlenerek supernatantta kalan

gliadin proteinleri ayrilmistir.

Kalan pellet alkol ¢ozeltisi ve sonra saf su ile yikanarak santrifiijlenmis ve
supernatantlari atilmistir. Kalan peletler iizerine 50 mM Tris-HCI - % 1 SDS - % 0.5
DTT (pH 8.8) ¢ozeltisi ilave edilmis, oda sicakliginda 30 dk (10 dk’da bir
vortekslenecek) bekletilerek hamurdaki glutenin proteinleri ekstrakte edilmis ve siire
sonunda 4°C’de 18000 x g’de 15 dk santrifiijlenerek supernatantta kalan glutenin
proteinleri ayrilmistir. Glutenin ekstraktlar1 elektroforez uygulamasinda kullanilmak

tizere -20°C’da saklanmistir.

SDS-PAGE i¢in 100 pL protein ekstrakti 300 pL o6rnek tamponu ile
seyreltilmis ve tiizerine 10 pL merkaptaetanol ilave edilerek 100°C’da 5 dk
kaynatilarak proteinlerin denatiirasyonu saglanmistir. Elektroforez i¢in % 12
konsantrasyonlu ayirma ve % 3.5 konsantrasyonlu on ayirma jeli (stacking gel)
Cleaver Scientific Mini Gel kaseti kullanilarak hazirlanmis ve polimerlesmenin
ardindan elektroforez tankina yerlestirilip hazirlanan Ix yiiriitme tamponundan

konulmustur. Kuyucuklara her 6rnek i¢in yaklasik 30 ug protein igeren 20 uL 6rnek
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yiiklenerek giic kaynagina (Consort E844) baglanmis ve 20 mA sabit akimda
yaklasik 2 saat yiiriitiilmiistir.

3.2.16. Fitat parcalayan laktik asit bakterilerinin gercek eksihamur sisteminde

fitik asit miktarina etkisi

Eksihamurda fitik asit i¢eriginin saptanmasinda Giizelcan ve El (2011), Talamond vd
(1998) tarafindan, gelistirildigi Ledesma vd (2005) tarafindan, modifiye edildigi
belirtilen yontem kullanilmistir. Yontemin prensibi fitik asit ile FeCls’lin ferrik fitat
kompleksini olusturmasi ve kolorimetrik ajan olarak amonyum tiyosiyanatin
uygulanarak serum kisminda kalan demir miktarmin spektrofotometrik yolla tayin
edilmesi esasina dayanmaktadir. 1.8 g drnege 25 mL 0.5 M HNOs3 eklenmis ve oda
sicakliginda galkalamali su banyosunda 3-4 saat inkiibe edilmis, 4000 rpm’de 10
dakika santrifiijlendikten sonra siiziilmiistiir (Whatman no. 5309-125). Siiziintiiden
alimacak 1 mL’ye 0.90 mL distile su ve 1 mL 50 pug/mL Fe*® ¢ozeltisi eklenmis ve
tiipler vortekslenmistir. Fitat ile demir molekiillerinin selat olusturmasi igin 15
dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra tiiplerin agzi kapatilip kaynayan su
banyosunda 20 dakika bekletilmistir. Bu siire sonunda tiipler soguk suya batirilarak
oda sicakligina sogutulmus ve her tiipe 1 mL distile su eklenerek vorteks ile
karistirilmistir. Uzerine 0.05 mL NHsSCN ¢ozeltisi (100 g/L) eklenip tekrar vorteks
ile karigtirnlmistir ve spektrofotometrede 465 nm’de okuma yapilmistir. Hem
fermente edilen eksihamurlarda hem de noétral ve asitlendirilmis kontrol
hamurlarinda fitik asit analizi yapilarak elde edilen sonuglardan LAB suslarinin

etkinligi hesaplanmistir.

3.2.17. Eksihamur laktik asit bakterilerinin baz endiistriyel 6zellikleri

Toplam asit tiretimi

30 mL MRS broth besiyerlerine 18 saatlik kiiltiirden % 1 asilama yapilip 30°C’da 7
giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun 1., 2., 3., 6. ve 7. giinlerinde alinarak 5’er mL
ornekte 0.1 M NaOH ile titrimetrik olarak toplam asit liretme yetenegi belirlenmistir.

Ayrica 7. glin pH 6l¢timii de gergeklestirilmistir (Evren 1991; Papamanoli vd, 2003).
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Glukozdan gaz liretimi

LAB’lerinin glukozdan gaz iiretimi Schillinger ve Liicke (1987) tarafindan verilen
yontem modifiye edilerek sitratsiz MRS broth besiyerinde Durham tiipii esliginde
belirlenmistir. 18 saatlik kiiltiirlerle asilanmig sitratsiz MRS broth besiyerinde
30°C’da 7 giin inkiibasyon siiresince her giin durham tiipii igerisinde gaz olusumu

gbzlenmis ve gaz gozlenenler pozitif olarak isaretlenmistir.

Farkli pH degerlerinde gelisme

3.0 ve 3.5 pH’ya sahip 3 mL MRS broth besiyerine 18 saatlik kiiltiirden 6ze ile
agillama yapilmis ve 30°C’da 7 giin inkiibasyona birakilmistir. Bulaniklik olusan
tiipler gelisme pozitif olarak degerlendirilmistir (Papamanoli vd, 2003; G-allegria vd,

2004).

Farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisme

% 3.0 ve 5.0 NaCl iceren 3 mL MRS broth besiyerine 18 saatlik kiiltiirden 6ze ile
asilama yapilip, 30°C’da 7 giin inkiibe edilmistir. Bulaniklik olusan tiiplerde gelisme
pozitif olarak degerlendirilmistir (Sanchez vd, 2000; Randazzo vd, 2004).

Safra tuzuna dayaniklilik

Safra tuzuna dayaniklilik i¢in MRS agar ve % 5 ox-bile i¢eren petrilere 18 saatlik
kiiltirden 6ze ile nokta ekim yapilarak 30°C’da 7 giin inkiibe edilmis ve koloni
olusturan izolatlar besiyerinin igerdigi miktardaki safra tuzuna dayanikli olarak kabul

edilmistir (Cebeci ve Giirakan 2003; Papamanoli vd, 2003).

Alkole dayaniklilik

Alkol testi i¢in 18 saatlik kiiltiirden % 10 oraninda etil alkol igeren 3 mL’lik MRS
broth besiyerine 6ze ile agilama yapilip 30°C’da 7 giin inkiibasyona birakilmis ve

inkiibasyon sonucu bulaniklik meydana gelen tiipler pozitif olarak degerlendirilmistir

(G-Allegria vd, 2004).
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Farkli sicakliklarda gelisme

18 saatlik LAB kiiltlirtinden 3 mL’lik MRS broth besiyerine 6ze ile asilama yapilip
10°C ve 15°C sicaklikta 7 giin maksimum-minimum termometre varliginda inkiibe
edilemis bulanikligin oldugu tiipler pozitif, olmadig tiipler negatif kabul edilmistir
(Papamanoli vd, 2003; Simsek vd, 2006; Kostinek vd, 2007)

Antimikrobival aktivite varligi

LAB’lerinin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesinde de Schillinger ve Liicke
(1989) tarafindan bildirilen “Agar Spot Testi” kullanilmistir. Antimikrobiyal
aktivitesi test edilecek bakteri susunun bir gecelik kiiltiiriinden 10 pl bir giin 6nce
hazirlanmig MRS-0.2 plaklarina birbirinden en az 30 mm aralikli olacak sekilde
aktarilmis ve plaklar 30°C’da 24 saat anaerobik sartlarda inkiibe edilmistir.
ODe00=0.2-0.3 oluncaya kadar gelistirilen indikatdr mikroorganizmalar 7 mL MRS-
0.2 veya TSBYE (Tripton soya broth ve % 0.6 maya 6ziitii) yar1 kat1 besiyerine % 3
oraninda asilanmis ve denenecek iiretici susun daha once gelistirildigi plaklar {izerine
ikinci bir katman olarak dokiilmiistiir. Besiyeri katilastiktan sonra plaklar 30°C’da 24
saat aerobik/anaerobik kosullarda inkiibe edilmis ve denenen susun kolonileri
etrafindaki ¢cogalma olmayan, berrak alanlar Sl¢lilmistiir. Denemelerde B. subtilis
NRRL B-209", E. coli ATCC 259227 ve S. aureus ATCC 338627 indikator

mikroorganizma olarak kullanilmistir.

3.2.18. Secilmis laktik asit bakterilerinin back-slopping isleminde stabilitesi

Endiistriyel 6zellikleri dikkate alinarak segilen starter kiiltiir LAB suslar1 kullanilarak
back-slopping ile ardisik olarak 10 kez eksihamur {iretilmistir. Eksihamur 1,
eksithamur 6 ve eksihamur 10°da mikrobiyolojik sayimlar yapilmigtir. Bu amagla
secilmis 12 eksithamur LAB izolati MRS-5 broth’da 18 saat ¢ogaltildiktan sonra 5000
rpm degerinde 10 dakika santrifiijlenerek coktiiriilmiis ve hiicre cokeltisi esdeger
hacimde steril fizyolojik su ile silispanse edilerek ilk hamur i¢in asilama materyali
olarak kullanilmistir. Hamurlarin hazirlanmasinda 1sinlama ile sterilize edilmis un
kullanilarak asilanan kiiltiirler disinda mikroorganizma bulunmamasi saglanmistir.
Belirtilen sekilde hazirlanmig laktik asit bakteri siispansiyonlarindan % 2 ve kuru

ticari ekmek mayasindan iiretici firmanin onerdigi miktarda asilanarak isinlama ile

26



sterilize edilmis unlardan yogurulan hamurlar 30°C’da pH degeri 4.0 pH ve altina
diisecek sekilde fermantasyona birakilmistir. Takiben LAB sayist siklohekzimid
katkili MRS-5C, maya sayimlart da DRBC besiyerlerinde yapilarak refakatei
mikroorganizmanin gelismemesi saglanmistir. Ayni1 hamurlarda pH ve % toplam

asitlik analizleri de gergeklestirilmistir. Uretim akis semas1 Sekil 3.1°de verilmistir.

Un+su+LAB+maya
(tuz, seker)

¢

Karistirma
Fermantasyon
(30°C’da, 12 saat)
Eksihamur 1
(son ~pH 4)

Un+su+eksihamur 1
(tuz, seker)

\

Karigtirma
Fermantasyon
(30°C’da, 8 saat)
Eksihamur 2
(son ~pH 4)

Ayni sekilde 7 pasaj
sonunda

Eksihamur 9

Un+su+eksihamur 9
(tuz, seker)

\

Karistirma

\

Fermantasyon
(30°C’da, 8 saat)

Eksihamur 10
(son ~pH 4)

Sekil 3.1. Eksihamur iiretim akis semasi
3.2.19. Istatistiksel Analiz

Fizikokimyasal ve mikrobiyolojik analizler iller (Samsun, Trabzon, Ordu, Giresun)
ile yaz ve kis donemi olmak tizere 2x4 faktoriyel diizende deneme planina gore 2
tekerriirlii olarak yiriitilmiistiir. Elde edilen veriler SPSS 22 paket programinda tek
yonlii varyans analizine tabi tutulmus, Ornekler arasindaki farki karsilagtirmak
amaciyla Duncan testi uygulanmigtir (P<0.05). Varyans analiz tablosu Ek 1-4’de

verilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Eksihamur Orneklerinin Fizikokimyasal Ozellikleri

Eksihamur Orneklerinin temel fizikokimyasal 6zellikleri belirlenmistir. Toplam 54
farkli eksihamur 6rneginde kis ve yaz donemi elde edilen sonuglar Cizelge 4.1 ve

Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Karadeniz Bolgesi kis donemi eksihamurlarinin fizikokimyasal sonuglari

i1 OLnek e pH Degeri S Asit Toplam KM Kiil
0 dercesi Asitlik (%) (%)

elektrot elektrot
1 4.47 4.40 7.25 0.64 54.87 0.85
2 4.95 4.87 5.00 0.45 52.83 0.83
= 3 4.60 4.68 6.25 0.50 53.30 0.95
g 4 4.75 4.85 4.00 0.45 52.51 0.64
3 5 5.33 5.50 2.50 0.26 52.98 0.79
6 4.36 4.35 3.00 0.81 65.91 0.66
7 5.43 5.54 2.50 0.23 57.38 0.61
Ort. 4.84 4.88 4.36 0.48 55.69 0.76
8 5.21 5.47 4.00 0.25 49.59 0.63
9 4.57 451 7.00 0.33 52.98 0.48
S 10 4.18 421 7.75 0.54 53.32 0.63
3 11 4.44 4.50 6.25 0.71 51.95 0.65
o 26 4.76 4.68 6.00 0.61 53.94 0.54
27 4.44 4.53 6.25 0.66 52.93 0.57
28 4.46 4.39 6.25 0.66 58.08 0.65
ort. 4.58 4.61 6.21 0.54 53.26 0.59
12 4.33 4.35 5.50 0.40 58.66 0.67
13 4.32 4.38 7.00 0.40 52.83 0.60
14 4.36 4.41 5.75 0.45 53.36 0.56
E 15 4.14 4.16 7.75 0.53 56.67 0.55
E 16 4.61 4.62 8.00 0.49 50.27 0.88
17 4.47 4.49 4.50 0.35 54.12 0.66
18 4.84 4.77 5.00 0.23 52.68 0.54
19 5.06 5.19 3.50 0.26 54.00 0.57
Ort. 4.52 454 5.88 0.39 54.07 0.63
21 4.68 4.62 6.25 0.51 52.31 0.57
S 22 4.08 411 8.25 0.88 54.18 0.63
'g 23 4.48 4.43 5.50 0.59 59.11 0.45
24 4.28 4.36 7.75 0.66 56.95 0.59
25 421 4.24 7.50 0.76 52.51 0.69
Ort. 4.35 4.35 7.05 0.68 55.01 0.59
Genel Ort. 4.58 4.60 5.83 0.51 54.47 0.64
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Cizelge 4.2. Karadeniz Bolgesi yaz donemi eksihamurlarinin fizikokimyasal sonuglari
it Ornek pH Degeri Asit Toplam KM Kiil
No Kati Sivi derecesi Asitlik (%) (%)

elektrot elektrot

1 4.09 3.97 8.75 0.74 56.53 0.68
2 3.76 3.78 8.50 0.79 55.16 0.62
s 3 4.48 4.45 4.50 0.41 54.91 0.59
g 4 4.15 4.05 5.50 0.56 55.78 0.55
& 5 3.82 3.86 7.25 0.76 59.14 0.50
6 3.73 3.76 11.25 0.98 59.17 0.62
7 3.30 3.44 20.50 1.79 61.05 0.65
Ort. 3.90 3.90 9.46 0.86 57.39 0.60
8 4.29 3.97 4.00 0.38 60.58 0.54
9 3.81 4.19 5.75 0.54 51.23 0.49
S 10 3.82 3.63 9.25 0.93 52.64 0.53
3 11 4.23 4.15 5.75 0.67 54.33 0.62
& 26 3.54 3.75 7,50 0.71 61.60 0.48
27 4.24 3.71 6.00 0.37 55.31 0.55
28 3.74 4.57 4.50 0.52 62.17 0.50
Ort. 3.95 3.99 6.11 0.59 56.84 0.53
12 3.40 3.75 7.75 0.85 56.20 0.61
13 4.07 4.06 5.00 0.62 54.40 0.59
14 3.76 3.73 3.25 0.83 57.13 0.34
E 15 3.55 3.72 6.75 0.85 58.17 0.54
E 16 3.39 3.62 10.00 1.04 49.05 0.64
17 3.95 4.16 4.75 0.61 52.94 0.59
18 3.63 3.82 5.00 0.76 51.88 0.61
19 4.05 417 4.75 0.57 52.74 0.56
Ort. 3.72 3.87 5.91 0.77 54.06 0.56
21 3.37 4.40 9.75 0.75 54.78 0.54
S 22 3.86 4.12 6.50 0.63 55.06 0.48
g 23 341 3.59 9.25 0.91 57.99 0.57
24 4.33 4.64 4.00 0.40 54.26 0.56
25 412 4.24 3.00 0.33 59.16 0.53
Ort. 3.82 4.20 6.50 0.60 56.25 0.54
Genel Ort. 3.85 3.97 6.99 0.71 56.05 0.56

Karadeniz Bolgesi eksihamur orneklerinin kis donemi pH degeri kati 6rnek
elektrotu ile yapilan analizde 4.08-5.43 pH arasinda degismis ve ortalama 4.58 pH
olarak; s1v1 ornek elektrotu ile yapilan analizde de 4.11-5.54 pH arasinda degismis ve
ortalama 4.60 pH olarak belirlenmistir. Yaz déneminde ise pH degeri kati 6rnek
elektrotu ile yapilan analizde 3.30-4.48 pH arasinda degismis ve ortalama 3.85 pH
olarak; s1v1 6rnek elektrotu ile yapilan analizde de 3.44-4.64 pH arasinda degismis ve
ortalama 3.97 pH olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglar arasindaki farklilik

eksihamur mayasi kullanim orani, fermantasyon siiresi ve eksihamur florasindaki
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LAB tiiri muhtemel farkliligina baglanabilir. Yaz doneminde pH degeri kis
donemine gore belirgin sekilde daha diisiik belirlenmistir. Bu durum isletmelerde

iklimlendirme sistemleri olmamasi nedeni ile beklenilen bir durumdur.

Kotancilar vd (2006) tarafindan, Trabzon ekmeginin eksi hamur katkisi arttik¢a
ve fermantasyon siiresi uzadikca ekmeklerin pH degerlerinin 6nemli derecede
azaldig, stireye bagl olarak 4.85-5.34 pH arasinda degisim gosterdigi saptanmuistir.
Yagmur (2013) tarafindan, eksihamur laktik asit bakteri ve mayalarinin belirlendigi
calismada eksihamurlarin pH degerinin 3.77-5.44 arasinda degistigi; Manini vd
(2016) tarafindan da 8 saatlik fermentasyon sonunda elde edilen pH degerlerinin 4.1-
5.6 arasinda degistigi bildirilmistir. Bu veriler ¢alisma sonuglarindan o6zellikle kig
doneminde elde edilen sonuglar ile uyumludur. Bununla birlikte pH sonuglarini yaz
donemi calisma sonuclarina benzer sekilde daha diisiik olarak bildiren literatiirler de
bulunmaktadir. Ornegin, Giil vd (2005) tarafindan, Isparta’da yiiriitiilen ¢alismada
eksihamur pH degeri 3.65-5.55 pH arasinda ve ortalama 4.11 pH olarak
belirlenmistir. Lonner vd (1986), tarafindan Isve¢ cavdar unundan hazirlanan eksi
hamurlarinin son pH’s1 4.1 pH olarak; Spicher vd (1981) tarafindan da hazirladiklar
eksihamurda fermentasyon sonlarma dogru pH'nin 3.8-4.4 arasinda degistigi
bildirilmistir. Digrak ve Ozgelik (1991), Elaz1g ve yoresinden topladiklari eksi hamur
orneklerinde pH’nin 4.15 oldugunu tespit etmislerdir. Simsek (2003) tarafindan da
Usak 1li civarinda firmlardan toplanan 60 eksi hamur 6rneginin pH sonuglarmin

[

3.50-3.94 arasinda degistigi ve ortalama 3.71 olarak belirlendigi bildirilmistir.

Meroth vd (2003), eksihamurin bakteriyel popiilasyonunu inceledikleri
caligmalarinda 6rneklerin son pH degerinin 3.4-3.9 arasinda degistigini; Pepe vd
(2004), 14 adet eksihamur Orneginin teknolojik &zelliklerini inceledikleri
calismalarinda eksihamurlarin pH degerinin 3.5-4.3 arasinda degistigini; Komen
(2010), eksihamur fermantasyonundaki gliadin proteini degisikliklerini inceledigi
calismada fermantasyon sonunda eksihamurlarin pH degerinin 3.84-3.52 arasinda
degistigini bildirmislerdir. Eksihamur 6rneklerinin pH degerinin Akgiin (2007), 3.86-
4.16 arasinda degistigini; Minervini vd (2011), 3.7-4.28 arasinda degistigini
Paramithiotis vd (2007), 3.35-6.5 arasinda degistigini; Vrancken vd (2011), Tip I
eksihamurlarinda 3.3-3.7 arasinda degistigini belirtmislerdir. Lhomme vd (2015)
tarafindan, fransiz eksihamurlari mikrobiotast iizerine yapilan g¢alismada

eksihamurlarin pH degeri 3.23-4.01 arasinda; Rizzello vd (2015) tarafindan, Triticum
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durum bugdayindan elde ettikleri eksi hamur fermantasyonunda pH degeri 4.26-4.47
arasinda; Plessas vd (2009) tarafindan da yeni starter kiiltir uygulamalarinin
denendigi calismada tek kiiltiir iceren eksihamurlarin pH degeri 4.3-4.7 arasinda;
karisik kiiltiir icerenlerin 3.9-4.7 arasinda bulundugu belirlenmistir. Ravyst vd
(2011), 24 saat fermantasyona birakilan eksihamurlarin pH degerlerinin 3.1-3.9
arasinda degistigini; Dertli vd (2016) ise 12 adet geleneksel eksihamur 6rneginin pH
degerinin 3.37-3.95 arasinda degistigini belirlemistir.

Eksihamur oOrneklerinin kis doéneminde asitlik derecesi degeri 2.50-8.25
arasinda degismis ve ortalama 5.83 olarak; toplam asitlik degeri de % 0.23-0.88
arasinda degismis ve ortalama % 0.51 olarak belirlenmistir. Yaz doneminde ise
asitlik derecesi 3.00-20.50 arasinda degismis ve ortalama 6.99 olarak; toplam asitlik

degeri de % 0.33-1.79 arasinda degismis ve ortalama %0.71 olarak belirlenmistir.

Eksihamurlarin asitlik derecesi degeri Meroth vd (2003) tarafindan, 4.4 ve 20.5
arasinda; Yagmur (2013) tarafindan, 4.03-14.63 arasinda belirlemistir. Komen
(2010) 24 saatlik fermantasyon sonunda eksihamurlarin asitlik derecesini 7.17-12.63
olarak, 48 saatlik fermantasyon sonunda ise 13.49-17.34 olarak belirlemistir. Bu
veriler yaz doneminde elde edilen sonuglara yakindir. Lhomme vd (2015) tarafindan,
8.3-22.1 arasinda; Rizzello vd (2015) tarafindan, 8.9-11.5 arasinda; Plasses vd (2009)
tarafindan, 7.1-11 arasinda belirlenen asitlik derecesi degerleri de yaz doneminde

elde edilen asitlik derecesi degerlerine benzerlik gostermektedir.

Eksihamurda asitlik dereesi Giil vd (2005) tarafindan, 4.2-14.0 arasinda

oo

degistigi, ortalama 8.33 oldugu; Manini vd (2016) tarfindan da 4.4 ve 10.2 arasinda
degistigi belirlenmistir. Bu degerler ¢calismada kis doneminde elde edilen degerlerden
biraz yiiksek olmakla birlikte benzer sekilde genis bir aralikta degisim
gostermektedir. Simsek (2003) ise Usak Ili civarinda firmlardan aldig1 eksi hamur
orneklerinin asitlik derecelerinin 7.6-19.3 arasinda degistigini ve ortalama 13.2
oldugunu bildirmistir. Bu degerler calisma sonuclarindan daha yiiksektir. Pepe vd

(2004), eksihamurlarda asitlik derecesinin 2-6.4 arasinda degistigini belirlemistir.

Eksihamur orneklerinin % kurumadde orami kis doneminde % 49.59-65.91
arasinda degismis ve ortalama % 54.47 olarak belirlenmistir. % Kiil oranlar1 da %
0.45-0.95 arasinda degismis ve ortalama % 0,64 olarak belirlenmistir. Yaz

doneminde ise kurumadde orani % 49.05-62.17 arasinda degismis ve ortalama %
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56.05 olarak belirlenmistir. % Kiil oranlar1 da % 0.34-0.68 arasinda degismis ve

ortalama % 0.56 olarak belirlenmistir.

Simsek (2003) tarafindan, Usak Ili eksi hamur o6rneklerinin kurumadde
degerleri % 43.0-58.6 arasinda ve ortalama %50.4 olarak; Giil vd (2005) tarafindan
da %38.3-61.3 arasinda ve ortalama %53.02 olarak belirlenmistir. Yagmur (2013),
eksihamurlarin kurumadde degerini % 52.48-60.11 olarak belirlemistir. Literatiir

verileri ¢alisma sonuglari ile uyumludur.

Cagliyan (2008) tarafindan, genel bilgi olarak Trabzon ekmeklerinin %52
kurumadde igerdigini belirtmis, ¢alismalarinda ise izmir yoresinde iiretilen Trabzon
ekmeklerinin kurumadde oranlarin1 % 60.25-63.47 arasinda belirlemislerdir. Rizzello
vd (2015), durum bugdayindan elde ettikleri eksihamurda kiil miktarin1 0.9 ve 1.0
arasinda belirlemistir. Kiil miktar1 Cagliyan (2008) tarafindan, izmir yéresi Trabzon
ekmeklerinde % 0.92-1.43 arasinda; Ogunsakin vd (2015) tarafindan, Pediococcus
pentosaceus igeren sorgum eksihamur ekmeginde % 1.5 olarak belirlenmistir. Bu

degerler elde ettigimiz verilerden yiiksektir.

Karadeniz Bolgesi eksihamurlarinin kis ve yaz donemindeki fizikokimyasal
ozellikleri 1l bazindaki farkliliklar acisindan degerlendirilmis ve degerlendirme
sonuglar1 ¢izelge 4.3’de verilmistir. Illere gore yapilan degerlendirmede pH degerleri
acisindan kis donemi eksihamurlar igerisinde en yliksek pH degerine sahip Samsun
ornekleri, en diisik pH degerine sahip Ordu orneklerinden farkli bulunmustur
(P<0.05). Yaz donemi 6rnekleri arasinda ise iller arasinda istatistik anlaminda 6nemli

bir fark bulunmamuistir (P>0.05).

Asitlik derecesi kis désneminde en yiiksek Ordu Ili érneklerinde belirlenmis ve
bunu sirasi ile Giresun ve Trabzon Ili drnekleri takip etmistir. En diisiik asitlik
derecesi degeri ise Samsun Ili érneklerinde saptanmugtir. Asitlik derecesinde Samsun
Ili &rnekleri Giresun ve Ordu Ili &rneklerden farkli bulunmustur (P<0.05). Yaz
doneminde ise en yiiksek asitlik derecesi degeri Samsun Ili 6rneklerinde belirlenmis
bunu siras1 ile Ordu, Giresun ve Trabzon ornekleri takip etmis olmakla birlikte

aralarindaki fark istatistiki olarak 6nemli bulunmamistir (P>0.05).
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Cizelge 4.3. Kis ve yaz donemi eksihamurlarinin fizikokimyasal 6zelliklerinin illere gore

degisimi®
. \ PH Degeri Asitlik TAOS‘?t'ﬁ[? KM Kiil
Kati Sv1 derecesi (%) (%)
elektrot elektrot

4.84+0.41° 4.88+0.48? 4.36+1.88" 0.48+0.20°  55.68+4.822  0.76+0.13?
4.58+0.33%  4.61+£0.40%  6.21+£1.158  0.54+0.18% 53.26+2.55*  0.59+0.06°

Samsun
E Giresun
=

& Trabzon 4.52+0.30%  4.55+0.32% 5.88+1.59%®  0.39+0.11°  54.07+2.57%  0.63+0.11°

2 Ordu 4.35+0.24P 4.35+0.19P 7.05+1.142 0.68+0.142  55.01+2.958  0.59+0.09°

3.90+0.38? 3.90+0.312  9.46+5.35%  0.86+0.45%  57.39+2.38%  0.60+0.06%
3.95+0.30? 4.00+0.33%  6.11+1.78%  0.59+0.20°  56.84+4.52%  0.53+0.05%
3.73+0.28? 3.88+0.222 5.91+2.152 0.77+0.162 54.06+3.022  0.56+0.092
3.82+0.422 4.20+0.39? 6.50+3.032 0.60+0.248  56.254+2.18%  0.54+0.042

7
7
8
5
Ortalama 5 4.59+0.36 4.62+0.40 5.79+1.71 0.50+0.18 54.45+3.30 0.65+0.12
Samsun 7
§ Giresun 7
& Trabzon 8
5 Ordu 5

Ortalama 27 3.85+0.33 3.97+0.31 6.99+3.50 0.71+0.29 56.05+3.33 0.56+0.07

*: statistiki degerlendirme kis ve yaz donemi 6rneklerinde kendi igerisinde yapilmistir. Siitunlarda farkli harfle
isaretlenen ornekler arasindaki fark onemlidir.

Orneklerin toplam asitlik degeri kis doneminde en yiiksek Ordu Ili
orneklerinde belirlenmis ve bunu sirasi ile Giresun, Samsun ve Trabzon 6rnekleri
takip etmistir. Trabzon ve Samsun eksihamurlart toplam asitlik degeri bakimindan
Ordu 1li 6rneklerinden farkli bulunmustur (P<0.05). Yaz déneminde ise toplam
asitlik degeri de en yiiksek Samsun Ili 6rneklerinde belirlenmis ve bunu sirasi ile
Trabzon, Ordu ve Giresun 6rnekleri takip etmis ancak ornekler arasindaki farklilik

istatistiki olarak onemli bulunmamustir (P>0.05).

Eksthamurlarin kurumadde degerleri arasinda kis ve yaz donemlerinde iller
arasindaki degerler farkli olup sonu¢ ayni grupta ¢ikmistir (P>0.05). Samsun Ili
ornekleri hem yaz hem de kis doneminde en yiiksek kurumadde oranina sahip olarak
belirlenmigtir. Kiil icerikleri agisindan degerlendirildiginde kis doneminde sadece
Samsun Orneklerinin digerlerinden farkli (P<0.05) ve daha yiiksek degere sahip
oldugu belirlenmistir. Yaz doneminde ise 6rnekler arasinda istatistiki a¢idan farklilik

bulunmamaktadir (P>0.05).

Karadeniz Bolgesi eksihamurlarinin fizikokimyasal ozellikleri kis ve yaz
donemi olarak karsilastirildiginda ise; pH ve toplam asitlik degerlerinin
birbirlerinden 6nemli derecede farkli oldugu (P<0.05), asitlik derecesi, kurumadde ve

kiil degerlerinin ise farksiz (P>0.05) oldugu belirlenmistir.
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4.2. Eksihamur Orneklerinin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Isletmeler arasindaki farklihgi ya da benzerligi ortaya koymak igin ¢aligmada
kullanilan toplam 54 farkli eksihamur 6rneginde mikrobiyolojik sayimlar yapilmastir.

Kis ve yaz doneminde elde edilen sonuglar Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5de verilmistir.

Cizelge 4.4. Karadeniz Bolgesi kis donemi eksihamurlarinin mikrobiyolojik sonuglart

i Ornek Mikroorganizma Sayisi (log KOB/g)
No LAB TAMB Maya sayist
1 8.97 6.53 6.52
2 7.29 6.65 6.64
3 75 6.83 6.78
5 4 7.43 6.77 6.56
5 5 6.54 6.71 6.53
6 7.59 5.47 5.46
7 757 7.19 7.02
ort. 7.56 6.59 6.5
8 6.14 7.2 6.53
9 7.74 6.91 6.73
10 7.48 6.7 6.62
% 11 7.35 6.59 6.79
-5 26 8.11 6.82 6.85
27 7.84 6.6 6.66
28 8.26 6.9 6.74
ort. 7.56 6.82 6.7
12 7.72 6.71 6.76
13 6.96 6.78 6.75
14 7.35 6.66 6.51
S 15 7.76 6.65 6.55
8 16 7.13 6.49 6.42
= 17 7.71 6.59 6.67
18 7.56 6.71 6.68
19 7.54 7.05 6.85
ort. 7.47 6.71 6.65
21 8.08 7.07 7.08
22 8.49 6.62 6.63
E 23 75 6.59 6.6
o 24 7.06 6.77 6.77
25 8.17 7.15 6.92
ort. 7.86 6.84 6.8
Genel Ort. 7.59 6.73 6.65
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Cizelge 4.5. Karadeniz Bolgesi yaz donemi eksihamurlarinin mikrobiyolojik sonuglari

i Ornek Mikroorganizma Sayisi (log KOB/g)
No LAB TAMB Maya sayist
1 6.27 6.27 6.48
2 7.32 6.27 6.29
c 3 6.18 6.45 6.32
2 4 7.77 6.75 6.72
U% 5 6.58 6.5 6.31
6 8.43 6.4 6.23
7 7 4.19 417
ort. 7.72 6.41 6.36
8 5.42 5.82 6.75
9 8.59 7.03 6.86
_ 10 75 7 7.52
2 11 3.65 6.64 6.44
o 26 431 464 6.8
27 5.31 6.1 6.55
28 5.01 459 5.79
ort. 7.78 6.59 6.93
12 6.41 6.59 6.47
13 4.96 6.64 6.55
14 6.62 6.2 6.18
s 15 7.49 6.17 6.23
2 16 6.4 6.32 6.38
= 17 7.7 6.7 6.72
18 5.21 6.4 6.2
19 7.72 6.67 6.41
ort. 7.25 6.5 6.43
21 5.71 6.56 6.26
22 4.34 5.71 6.5
3 23 5.02 4.86 6
o 24 41 5.83 6.68
25 5.49 6.37 6.68
ort. 5.28 6.16 6.49
Genel Ort. 7.54 6.46 6.62

Karadeniz Bolgesi eksihamur orneklerinin kis donemi LAB sayist 6.14-8.97
log KOB/g arasinda degismis ve ortalama 7.59 log KOB/g olarak belirlenmistir. Yaz
déneminde ise LAB sayis1 3.65-8.59 log KOB/g arasinda degismis ve ortalama 7.54
log KOB/g olarak belirlenmistir. Yaz ve kis donemleri ortalama degerleri birbirine
¢ok yakindir. Farkli firinlara ait eksihamur 6rneklerinde elde edilen sonuglar arasinda
ise onemli farkliliklar bulunmaktadir. Bu farklilik eksihamur mayasi kullanim orani

ve Ozellikle alinan eksihamurlarin fermantasyon siiresi farkliligina baglanabilir.

Salovaara (1993) tarafindan, tam olarak fermente olmus eksi hamurlarin 10°
KOB/g laktobasil igerdigi belirtilmektedir. Lonner vd. (1986), Isvec cavdar unundan
hazirlanan eksi hamurunda hakim floranin laktik asit bakterilerince saglandigi ve

LAB sayisinin hemen hemen toplam canli sayisina esit oldugu (3.4x108-1.96x10°
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KOB/g) bildirilmistir. Gobbetti (1998) tarafindan, eksihamurun Lb. brevis, Lb.
sanfrancisco, Lb. plantarum, Lb. pontis, Lb. fructivorans, Lb. delbrueckii ve Lb.
fermentum suslarini icerdigi ve saymnim 10° KOB/g oldugu tespit edilmistir. Ozcangaz
(2000) tarfindan, Karadeniz Bolgesi eksihamur ekmegi numunesinin LAB saymin
3.3x107-5.0x10® KOB/g arasinda oldugu; Giil vd (2005) tarafindan da eksihamur
orneklerinde LAB sayisinin 5.28-9.66 log KOB/g arasinda ve ortalama 7.34 log
KOB/g oldugu belirlenmistir. Simsek (2003) ise Usak Ili gevresinde firmlardan
toplanan 60 eksi hamur 6rneklerinin LAB sayisin1 2.0x10°-7.9x108 KOB/g arasinda
bulmus ve ortalama 7.8x10° KOB/g olarak hesaplamistir. Literatiir verileri
degerlendirildiginde, calismada elde edilen sonuglarn Ulkemiz kaynaklh
eksihamurlara benzer oldugu, Avrupa kokenlilerden ise daha diisiik oldugu

goriilmektedir.

Akgilin (2007) tarafindan yapilan g¢alismada, fermantasyonun baslangicinda
1.70 ile 6.68 log KOB/g olan LAB sayisinin fermantasyon sonunda 8.04 ile 8.80 log
KOB/g degerine ulastig1 bildirilmistir.

LAB sayisinin, Rosenquist ve Hansen (2000), ¢avdar unu ile yapilan eksihamur
orneklerinde 8.43-9.14 log KOB/g arasinda degistigini; Minervini vd (2011), 19 adet
Italyan eksihamurunda 8.75-9.13 log KOB/g arasinda degistigini; Vrancken vd
(2011), Tip I eksihamurlarinda 8-9 log KOB/g arasinda degistigini; Rizzello vd
(2016), kinoa unundan elde ettikleri eksihamurun 30°C’da 16 saat fermantasyonu
sonrasinda 9.3-9.7 log KOB/g arasinda degistigini bildirmislerdir. Dertli vd (2016),
eksihamurda LAB sayisim1 8.35-8.96 log KOB/g arasinda; Meroth vd (2003), 7.83-
9.50 log KOB/g arasinda; Yagmur (2013), 6.71-9.16 log KOB/g arasinda; Rizzello
vd (2015), 8.7-9.0 log KOB/g arasinda; Paramithiotis vd (2006), 1.7x10° ve 3.2x10°
KOB/g arasinda belirlemistir. Lhomme vd (2015), tarafindan eksihamurlarda degisik
besiyerlerinde LAB sayisi ortalama 9.2 log KOB/g olarak belirlenmistir. Elde
ettigimiz bulgular bu degerlerden daha diistiktiir.

Pepe vd (2004), italyan eksihamurlarindan izole ettikleri LAB sayisini 6-8.7
log KOB/g arasinda bulmustur. Calisma sonuglarimiz bu degerler ile benzerlik

gostermektedir.

Karadeniz Bolgesi eksihamur 6rneklerinin TAMB sayisi kis doneminde 5.47-
7.20 log KOB/g arasinda degismis ve ortalama 6.73 log KOB/g olarak; yaz
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doneminde de 4.19-7.03 log KOB/g arasinda degismis ve ortalama 6.46 log KOB/g
olarak belirlenmistir. Yaz doneminde Ornekler arasinda kis donemine gore daha
bliyiik farkliliklar belirlenmis ve ortalama deger de biraz diisiik bulunmustur. Yazin
daha yiiksek sayilara rastlanmamasi, fermantasyon siiresinin kisa tutulmasi ve
orneklemenin erken yapilmis olmasina baglanabilir. Eksihamur 6rneklerinin TAMB
sayist; Gil vd. (2005) tarafindan, yapilan ¢alismada 5.97-9.57 log KOB/g arasinda ve
ortalama 7,94 log KOB/g olarak; Digrak ve Ozcelik (1991) tarafindan, Elazig ve
yoresinden topladiklar1 eksihamur orneklerinde 4.7x107-7.6x10® KOB/g arasinda
belirlenmistir. Bu ¢aligmalarda elde edilen TAMB sayis1 daha yiiksektir. Bu sonug
farkll bolge ornekleri olmasina baglanabilir. Simsek (2003) tarafindan, Usak ili
cevresindeki firinlardan toplanan 60 eksi hamur 6rneginde belirlenen TAMB sayisi
ise (9.0x10°-6.5x10" KOB/g arasinda ve ortalama 1.9x107 KOB/g) benzer olarak
bulunmustur. Yagmur (2013) tarafindan, 5.51-8.08 log KOB/g arasinda belirlenen
TAMB sayisi ise biraz yiiksek olmakla birlikte benzerlik gostermektedir.

Karadeniz Bolgesi eksihamur orneklerinin maya sayisi kis doneminde 5.46-
7.08 log KOB/g arasinda degismis ve ortalama 6.65 log KOB/g olarak; yaz
doneminde 4.17-7.52 log KOB/g arasinda degismis ve ortalama 6.62 log KOB/g
olarak belirlenmistir. Yaz donemi 6rnekler arasinda daha biiyiik farkliliklar olmakla
birlikte ortalama degerler birbirine ¢ok yakindir. Giil vd. (2005) tarafindan, yapilan
calismada da eksihamur 6rneklerinde maya sayisi 6.33-9.96 log KOB/g arasinda ve
ortalama 8.94 log KOB/g olarak belirlenmistir. Gobbetti (1998) tarafindan, eksi
hamurun S. cerevisiae, S. inusitatus, Torulopsis holmii suslarini icerdigi ve
sayilarmin 108 KOB/g oldugu tespit edilmistir. Rosenquist ve Hansen (2000),
eksihamurlarda maya ve kiif sayisin1 6.00-8.04 log KOB/g olarak; belirlemiglerdir.
Calisma sonuglarimiza gore bu ¢aligmalarda elde edilen {ist sinir maya sayist oldukca
yiiksektir. Bu farkli bolge 6rnekleri olmasina ve iiretimde normal ekmek mayasi da
kullanmilmasina baglanabilir. Digrak ve Ozcelik (1991) tarafindan, Elazig ve
yoresinden toplanan eksihamurlarda belirlenen maya sayist (1.5x105-2.2x108
KOB/g); Simsek (2003) tarafindan, Usak 1li cevresinde firinlardan toplanan
eksihamur 6rneklerinde belirlenen maya-kiif sayis1 (1.7x10°%-4.9x10” KOB/g arasinda
ve ortalama 1.4x10" KOB/g); Ozcangaz (2000) tarafindan, Karadeniz Bélgesi
eksihamur ekmeginde belirlenen maya sayis1 (2.8x107-5.2x107 KOB/g); Minervini
vd (2011) tarafindan, eksihamurda belirlenen maya sayisi (7.30 log KOB/g olarak);
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Yagmur (2013) tarafindan, eksihamurlarda belirlenen maya sayis1 5.27-7.32 log
KOB/g olarak ve Dertli vd (2016), tarafindan eksihamurda belirlenen maya sayisi
(6.71-6.96 log KOB/Q) ¢alisma sonuglarina benzerdir. Spicher vd (1981) tarafindan,
eksi hamurda bildirilen maya sayis1 (1.0x10%-4.5x10” KOB/g) ise daha diisiiktiir.

Karadeniz Bolgesi eksihamurlarinin kis ve yaz donemindeki mikrobiyolojik
Ozellikleri il bazindaki farkliliklar agisindan degerlendirilmis ve degerlendirme

sonuglar1 Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. Kis ve yaz donemi eksihamurlarinin mikrobiyolojik 6zelliklerinin illere gore
degisimi* (log KOB/g)

il N LAB TAMB Maya sayist
Samsun 7 7.56+0.722 6.59+0.54 6.50-£0.49%

£ Giresun 7 7.56+0.70 6.82+0.212 6.70+0.11°
§ Trabzon 8 7.47+0.292 6.71+0.16° 6.65+0.14
Z  Ordu 5 7.86+0.572 6.84+0.26 6.800.207
Ortalama 7.59+0.57 6.73+0.32 6.65+0.29
Samsun 7 7.08+0.822 6.12+0.87° 6.07::0.86°
£ Giresun 7 5.68+1.75% 5.97+1.03 6.67:0.52
§ Trabzon 8 6.56+1.07 6.46+0.222 6.39::0.192
5 Ordu 5 4.93+0.70° 5.87:0.672 6.42+0.29
Ortalama 6.17+£1.37 6.14+0.74 6.39+0.55

*: Istatistiki degerlendirme kis ve yaz dénemi 6rneklerinde kendi icerisinde yapilmustir. Siitunlarda farkli harfle
isaretlenen 6rnekler arasindaki fark 6nemlidir.

Illere gore yapilan degerlendirmede kis donemi eksihamurlari icerisinde LAB
sayist acisindan iller arasinda fark bulunmamakla birlikte (P>0.05) en yiiksek LAB
sayis1 Ordu Ili érneklerinde belirlenmistir. Yaz donemi eksihamurlari icerisinde en
yiiksek LAB sayis1 Samsun ili érneklerinde belirlenmis ve bunu sirasi ile Trabzon,
Giresun ve Ordu rnekleri takip etmistir. Ordu ili érnekleri Samsun ve Trabzon ili

orneklerinden LAB sayis1 bakimindan farkli bulunmustur (P<0.05).

Orneklerin TAMB sayis1 kis doneminde en yiiksek Ordu, yaz déneminde ise
Trabzon ili 6rneklerinde belirlenmis olmakla birlikte, kis ve yaz dénemlerinde hicbir

ildeki sonuglar istatistiki olarak birbirinden farkli bulunmamistir (P>0.05).

Orneklerin maya-kiif sayim sonuglar1 kis ve yaz donemi 6rneklerinde kendi
icerisinde degerlendirildiginde istatistiki olarak Onemli bir fark bulunmamistir
(P>0.05). Kis doneminde en yiiksek maya sayis1 Ordu Ili 6rneklerinde, yaz

doneminde ise Giresun ili 6rneklerinde belirlenmistir.
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4.3. Tzolatlarin (GTG)s Parmak izi Analizi

Eksihamur orneklerinden elde edilen kis doneminde 500 ve yaz doneminde 528
olmak tizere toplam 1028 adet LAB izolatindan elde edilen DNA’larin (GTG)s bant
profilleri  bilgisayar ortaminda BioNumerics 7.5 programi kullanilarak
karsilagtiritlmis ve % 95 benzerlik simirt dikkate alinarak gruplandirilmistir. Elde

edilen sonugclar kis ve yaz donemi i¢in ayr1 ayri tartisilmigtir.

4.3.1. Kis donemi izolatlarin (GTG)s parmak-izi analizi

Kis doneminde eksihamur 6rneklerinden elde edilen 500 adet LAB izolatinin (GTG)s
bant profilleri belirlenmis ve benzerliklerini gosteren dendogramlar ¢izilmistir. LAB
izolatlarinin (GTG)s bant profilleri ve benzerliklerini gosteren dendogram Ek 5’de

verilmistir.

Bu dendogramdan hareketle LAB izolatlar1 42 farkli gruba ayrilmistir. Her bir
gruba ait ornek sayisi, grup icerisindeki benzerlik farklari ve 6rneklerin ait oldugu
iller dikkate alinarak kis donemi eksihamurlarindan 16S rRNA gen bolgesi dizi
analizine tabi tutulmak i¢in gruplari temsilen 53 adet izolat segilmistir. Segilen
izolatlarin 17 adedi Trabzon, 16 adedi Giresun, 10 adedi Samsun ve 10 adedi de
Ordu 1Ili 6rneklerine ait olmustur. Kis dénemi izolatlarinin bant profillerine gore

gruplar1 Cizelge 4.7°de, alindig1 kaynaklar ise Cizelge 4.8’de verilmistir.
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Cizelge 4.7. Kis donemi eksihamur LAB izolatlarinin (GTG)s bant profillerine gore gruplari

Grup No izolat No

1 1920

2 1704

3 1701, 1702, 1703, 1720, 1718, 1716, 1715, 1713, 1712, 1707, 1706, 1710,
1709, 1801, 1802, 1803, 1717

4 1708

5 1915

6 1908, 1910, 1904, 1906, 1939, 2744, 2611, 2740, 2703, 2713, 2738, 2733,
2706, 2730

7 2619, 2636

8 1917

9 2709, 2743, 2742, 2731

10 2705

11 1804

12 1714, 1719

13 907, 1941, 1916, 1938, 1934, 1909, 1933, 1932, 1931, 1918, 1911, 1942,
1939, 1937, 1936, 1935, 1901, 1902, 1905

14 1007, 1101, 1102, 1103, 1017, 1013, 1010, 1009, 806, 1008, 1016, 1015
1020, 1019

15 1808

16 2102, 2108, 2110, 2103

17 2106, 2107, 817

18 807, 1306, 1313, 1316, 1314, 1315, 1302, 1320, 1304, 1308, 1309, 1311,
1332, 1318, 1330, 1319, 1405, 1217, 1218, 1214, 1219, 1213, 813, 831, 810
818, 820, 1403, 1733, 1903, 1734, 1002,

19 418, 2303, 1312, 833, 413, 1402, 1310, 1307, 1305, 1737, 1432, 1738, 1409,
1711, 1731, 1730, 1407, 1406, 1430, 1735, 1705, 1736, 1732, 415, 411,
410, 838, 832, 814, 802, 700, 514, 513, 512, 511, 510, 518, 517, 516, 519,
515, 503, 500, 2304, 2410,

20 1115, 2812, 1303, 1107, 1120, 1117, 1112, 1114, 1109, 1110, 1113, 1105,
1108, 1111, 1116, 1104, 1106, 1119, 1317, 2715, 1408, 1202, 1203, 2830,
1212, 1620, 1005, 1234, 834, 801, 1011, 1015, 2803, 2815, 2816

21 701

22 703, 706, 708, 709, 710, 2309, 2310,2312, 2713

23 1418, 1430, 1432, 1431, 1411, 1417, 1433, 1413, 1415, 1414, 1419, 1412
614, 615, 616, 617, 618, 619

24 600, 611, 612, 607, 608, 609, 602, 603, 604, 414, 419, 412, 417, 416, 2307

25 2707

26 920, 913, 914, 915, 916, 917, 918, 919, 910, 911, 912, 904, 931

27 2735

28 1234, 1216, 1220

29 2204, 2712, 2716, 2714

30 908, 930, 836, 2711

31 408, 314, 317, 401, 403, 309, 311, 404, 312, 313, 400, 402, 409, 405, 305
308, 310, 406, 407, 200, 1810

32 1807, 1809

33 2120, 2114, 2130, 2115, 2119, 2702, 1301, 2810

34 209, 201, 203, 2737, 211, 212, 213, 214, 219, 300, 304, 218, 301, 217, 216
606, 613

35 816, 835, 2219, 2220

36 2601, 2602, 2604, 2605, 2606, 505, 702, 2610, 508, 830, 502, 506, 501, 509

37 2704, 1806, 2718, 2734, 2732, 2736, 2301, 2608, 2719
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Cizelge 4.8. Kis donemi eksihamur LAB izolatlariin (GTG)s bant profillerine gére olusan
gruplar1 temsilen secilen izolatlar ve kaynaklari

Grup No izolat No Kaynak Yeri

1 1920 Merkez, Trabzon

2 1704 Akgaabat, Trabzon

3 1701 Akgaabat, Trabzon

4 1708 Akgaabat, Trabzon

5 1915 Merkez, Trabzon

6 1908 Merkez, Trabzon

7 2619 Piraziz, Giresun

8 1917 Merkez, Trabzon

9 2709 Bulancak, Giresun

10 2705 Bulancak, Giresun

11 1804 Merkez, Trabzon

12 1714 Akgaabat, Trabzon

13 907 Gorele, Giresun
1941 Merkez, Trabzon

14 1007 Cavuslu, Giresun
1101 Cavuslu, Giresun

15 1808 Merkez, Trabzon

16 2102 Unye, Ordu

17 2106 Unye, Ordu

18 1306 Vakfikebir, Trabzon

19 418 Merkez, Samsun
511 Tekkekoy, Samsun
2303 Bolaman, Ordu

20 1115 Cavuslu, Giresun
2812 Merkez, Giresun

21 701 Terme, Samsun

22 709 Terme, Samsun
2310 Bolaman, Ordu

23 1418 Vakfikebir, Trabzon

29 2204 Fatsa, Ordu

30 908 Gorele, Giresun

31 408 Merkez, Samsun

32 1807 Merkez, Trabzon

33 2120 Unye, Ordu

34 209 Ondokuzmayis, Samsun

35 816 Espiye, Giresun

36 2605 Piraziz, Giresun

37 2704 Bulancak, Giresun

38 504 Tekkekoy, Samsun

39 316 Bafra, Samsun
605 Carsamba, Samsun
1610 Akgaabat, Trabzon
1914 Merkez, Trabzon
2514 Giilyali, Ordu
2614 Piraziz, Giresun

40 2111 Unye, Ordu

41 2215 Fatsa, Ordu

42 2411 Merkez, Ordu
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4.3.2.Yaz donemi izolatlarin (GTG)s parmak-izi analizi

Izolatlar igerisindeki farkli suslari yakalayabilmek ve tanimlama testlerine tabi
tutmak i¢in (GTG)s primeri kullanilarak yaz donemine ait 528 LAB izolati
gruplandirilmistir. Bu izolatlardan bazilarinin (GTG)s primeri ile elde edilen PZR
tirtinlerinin %1.5’1lik agaroz jelde 100 V, 150 mA, 100 dakika giigte yiiriitiilerek jel
goriintiileme sisteminde belirlenen bant profilleri ile %1.5°lik agaroz jelde 30 V, 45
mA ve 8 saatte yiiriitiillmesi sonucu elde edilen bant profilleri sonuglar1 sirasiyla

Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de 6rnek olarak verilmistir.

o«
]
X
4
<
2

Sekil 4.1.  Yaz donemi Orneklerinden bazilarinin %1.5’lik agaroz jelde 100V, 150 mA,
100 dakika elektroforez sonucunda elde edilen (GTG)s parmak izi analizi
sonuglar1 (Marker; 1 Kb DNA ladder)

MARKER
Y801
Y802
Y80:

Y804
805
Y806
807
Y808
Y809
MARKER

10000bp
8000bp:
6000bp
5000bp
4000bp
3000bp
2000bp £t

1000bp

500bp .--....

Sekil 4.2.  Yaz donemi 6rneklerinden bazilarinin %1.5’lik agaroz jelde 30V, 50 mA, 8 saat
elektroforez sonucunda elde edilen (GTG)s parmak izi analizi sonuglari
(Marker; 1 Kb DNA ladder)

Yaz donemine ait toplam 528 adet izolat, PZR iiriinlerinin bant profillerinin
BioNumerics 7.5 programi kullanilarak ve % 95 benzerlik smir1 dikkate alinarak
gruplandirilmasi sonucunda (GTG)s parmak izlerine gore 45 farkli gruba ayrilmstir.

Yaz donemine ait 528 adet LAB izolatinin (GTG)s bant profilleri ve benzerliklerini
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gosteren dendogram Ek 6°de verilmistir. Yaz donemi izolatlarinin bant profillerine

gore gruplar1 Cizelge 4.9°da, alindiklar1 kaynaklar ise Cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.9. Yaz donemi eksihamur LAB izolatlariin (GTG)s bant profillerine gore
gruplari

Glll’ch)p izolat No
1 Y2809, Y2810, Y2811, Y2812, Y2813, Y2814, Y2815, Y2801, Y2803,
Y2420, Y518
2 Y2802
3 Y2201, Y2711
4 Y2416, Y2817, Y2710, Y2712, Y2401, Y2818,Y806, Y2820, Y2609,
Y2713
5 Y2702, Y2703, Y2610, Y2620, Y2701, Y2616, Y2617, Y1501, Y2704,
Y2705
Y1208, Y807, Y811, Y609
7 Y2106, Y2707, Y1209, Y2816, Y1802, Y2614, Y2301, Y2104, Y1005,
Y1514, Y2110, Y2111, Y2113, Y2107, Y2115, Y2117, Y1420, Y2612,
Y1304, Y2608, Y1319, Y2819, Y1820, Y1901, Y1807, Y1808, Y1809,
Y1810, Y1811, Y1812, Y1816, Y1308, Y1120, Y1603, Y1112, Y1114,
Y1119, Y1214, Y1217, Y2119, Y1101, Y1102, Y1015, Y2208, Y2210,
Y2211, Y2213, Y1804, Y2217, Y1415, Y2216, Y2601, Y2209, Y2212,
Y2607, Y1105, Y1418, Y2116, Y2605, Y1306, Y1107, Y2306, Y2313,
Y2304, Y2218, Y2311, Y1509, Y2305, Y1513, Y901, Y902, Y903, Y904,
Y905, Y2602, Y2706, Y2120, Y2312, Y2708, Y2317, Y2506
8 Y1116, Y1117, Y1416, Y515, Y1206
9 Y1417, Y2804, Y1803
10 Y1805, Y2214, Y213, Y2203
11 Y2407, YY2714, Y2414, Y2417, Y2415, Y2406, Y2408, Y2418, Y1204,
Y1211, Y1207, Y1210, Y1219, Y1213, Y1311, Y2207, Y2606, Y2516,
Y2518, Y2513, Y2508, Y2515, Y2517, Y2519, Y2502, Y2509, Y2512,
Y2507, Y2514, Y2503, Y2504, Y2510, Y2511, Y1307, Y2709, Y808,
Y810, Y812, Y814, Y815, Y817, Y818, Y819, Y820, Y816, Y2215, Y803,
Y804, Y801, Y1511, Y1512, Y1505, Y1614, Y1520, Y1503, Y1504,
Y1508, Y1601, Y1605, Y1602, Y1510, Y1515, Y1517, Y1604, Y1606,
Y1608, Y1611, Y1613, Y1516, Y1506, Y1507, Y1519, Y1616, Y1620,
Y1617, Y1618, Y1619, Y604, Y605, Y1615, Y618, Y1202, Y1607,
Y1220, Y1302, Y1303, Y1310, Y1318, Y1320, Y2409, Y1218, Y1401,
Y1720, Y2619, Y802, Y1007, Y1016, Y420, Y2807, Y1819
12 Y1212, Y1305, Y2402, Y2403, Y2404, Y2405, Y1612
13 Y1010, Y1014, Y1518, Y1020, Y1001, Y1002, Y101, Y103, Y1004,
Y1012, Y1018, Y1019, Y1013, Y220, Y606, Y1106
14 Y1609, Y2310, Y2307, Y2308, Y1118, Y2314, Y2315, Y1814, Y1215,
Y1216, Y1205, Y401, Y402, Y403, Y404, Y405, Y406, Y407, Y1801,
Y1896, Y1201, Y408, Y409, Y410, Y1818, Y2309, Y2318, Y2303,
Y2316, Y2319, Y2302, Y1312, Y1610
15 Y1402, Y1413, Y1408, Y1403
16 Y615, Y616, Y617, Y607, Y608, Y612, Y2611, Y2520, Y1011, Y611,
Y619, Y620
17 Y720
18 Y712,Y716, Y703
19 Y2615, Y2618, Y1309, Y1315, Y1316, Y1317, Y813, Y1301, Y2219,
Y805

»
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Cizelge 4.9. Yaz donemi eksihamur LAB izolatlarinin (GTG)S bant profillerine gore
gruplar1 (devami)

Grup .
No Izolat No
20 Y1815, Y2411, Y1813
21 Y503, Y508, Y509, Y510, Y5111 Y512, Y513, Y514, Y517, Y519, Y501,

Y502, Y1920, Y2101, Y1902, Y1903, Y1905, Y1906, Y1907, Y1909,
Y1912, Y1913, Y1914, Y1915, Y1916, Y1917, Y1918, Y1919, Y1911

22 Y2501, Y2505

23 Y1716, Y1719, Y1113, Y1710, Y1711, Y1712, Y1713, Y1715, Y2716,
Y2717, Y2717, Y2718, Y2719, Y2720, Y1414, Y1706, Y1701, Y1702,
Y1703, Y1110,Y1704, Y1704-1, Y1705, Y1717, Y1718, Y1404, Y1405,
Y1406, Y1407, Y1409, Y1410, Y1412, Y1411, Y906, Y907, Y909, Y911,
Y912, Y1104, Y1108, Y910,Y913, Y914, Y1111, Y908, Y1708, Y1709,
Y1707, Y2220, Y411, Y415, Y416, Y412, Y414, Y413, Y419, Y418,
Y1115, Y1313, Y1314, Y1714, Y2412, Y2806, Y2603, Y2112, Y2419,
Y2410, Y915, Y916, Y917, Y918, Y919, Y920, Y1008, Y2109, Y2114,
Y1006, Y2108, Y1017, Y1009, Y1109

24 Y2103, Y2118, Y2102, Y2105,

25 Y2204, Y2206, Y2202

26 Y113

27 Y701, Y702, Y704, Y705, Y706, Y707, Y708, Y710, Y709, Y711, Y602,
Y603

28 Y713, Y714, 715, Y717, Y719, 718

29 Y2805, Y2808, Y2413

30 Y610, Y614, Y613

31 Y2205

32 Y317, Y319, Y318, Y320, Y601

33 Y312, Y316, Y315, Y314

34 Y516, Y520, Y506, Y507, Y504, Y505

35 Y214

36 Y215

37 Y217,Y?218, Y219, Y104

38 Y304, Y305, Y301, Y302, Y303

39 Y1817

40 Y114, Y115, Y117, Y118, Y120, Y105, Y106, Y116, Y107, Y108, Y109,
Y110, Y112, Y111

41 Y202, Y204, Y201, Y206, Y207, Y209, Y210, Y211, Y205,Y208

42 Y2715

43 Y119, Y203, Y1502

44 Y306, Y308, Y307, Y310, Y311, Y309

45 Y2613

Yaz donemi eksihamurlarindan 16S rDNA bolgesi dizi analizine tabi tutulmak
i¢cin herbir grubu temsilen segilen 6rnege/orneklere karar verilirken; gruba ait 6rnek
sayisi, grup icerisindeki benzerlik farklar1 ve oOrneklerin ait oldugu iller dikkate

alinmustir.
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Cizelge 4.10. Yaz donemi eksihamur LAB izolatlarinin (GTG)s bant profillerine gore olusan
gruplar1 temsilen secilen izolatlar ve kaynaklari

Grup No izolat No Kaynak Yeri

1 Y2814 Merkez, Giresun

2 Y2802 Merkez, Giresun

3 Y2201 Fatsa, Ordu

4 Y2609 Piraziz, Giresun

5 Y1501 Vakfikebir, Trabzon

6 Y811 Espiye, Giresun

7 Y1120 Cavuslu, Giresun

7 Y2305 Bolaman, Ordu

8 Y1206 Besikdiizii, Trabzon

9 Y1417 Vakfikebir, Trabzon

10 Y2214 Fatsa, Ordu

1 Y1616 Akgaabat, Trabzon
Y2406 Merkez, Ordu
Y2502 Giilyali, Ordu

12 Y2405 Merkez, Ordu

13 Y1018 Cavuslu, Giresun

14 Y404 Merkez, Samsun

15 Y1413 Vakfikebir, Trabzon

16 Y620 Carsamba, Samsun

17 Y720 Terme, Samsun

18 Y703 Terme, Samsun

19 Y1315 Vakfikebir, Trabzon

20 Y1815 Merkez, Trabzon

21 Y1907 Merkez, Trabzon

22 Y2505 Giilyal1, Ordu

23 Y1711 Akgaabat, Trabzon

23 Y1714 Akgaabat, Trabzon

23 Y910 Gorele, Giresun

24 Y2105 Unye, Ordu

25 Y2204 Fatsa, Ordu

26 Y113 Musta, Samsun

27 Y710 Terme, Samsun

28 Y717 Terme, Samsun

29 Y2808 Merkez, Giresun

30 Y613 Carsamba, Samsun

31 Y2205 Fatsa, Ordu

32 Y601 Carsamba, Samsun

33 Y314 Bafra, Samsun

34 Y507 Tekkekoy, Samsun

35 Y214 Ondokuz Mayis, Samsun

36 Y215 Ondokuz Mayis, Samsun

37 Y219 Ondokuz Mayis, Samsun

38 Y301 Bafra, Samsun

39 Y1817 Merkez, Trabzon

40 Y105 Musta, Samsun

41 Y210 Ondokuz Mayis, Samsun

42 Y2715 Bulancak , Giresun

43 Y1502 Vakfikebir, Trabzon

44 Y310 Bafra, Samsun

45 Y2613 Piraziz, Giresun
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4.4. Laktik Asit Bakteri izolatlarinin 16S rDNA Dizi Analizi ile Tammlanmasi

Kis donemi eksihamurlarindan 42 grubu temsilen secilen 62 adet ve yaz donemi
eksihamurlarindan 45 grubu temsilen segilen 63 adet 6rnegin 16S rRNA gen bolgesi
dizi analizine tabi tutulmustur. PZR sonrasi g¢ogaltilan ortalama 1500 baz ¢ifti
biiyiikliigiindeki DNA boélgesinin agaroz jel elektroforez fotograflar1 Sekil 4.3 ve

4.4°de goriilmektedir.

Sekil 4.3.  Bazi kig eksihamur izoatlarinin 16S rRNA gen bélgesine ait PZR {iriinlerinin
%1.5’1ik agaroz jel elektroforez goriintiisii

~1500bp

Sekil 4.4.  Bazi yaz eksihamur izolatlarinin 16S rRNA gen bolgesine ait PZR {iriinlerinin
%1.5’lik agaroz jel elektroforez goriintiisii

16S rRNA gen bolgesi dizi verileri, Eztaxon Server kullanilarak, uluslararasi
veritabanlarindaki en yakin akraba tiirlerin dizi verileri ile karsilastirilmis ve %
benzerlikleri belirlenmistir. Kis ve yaz donemi izolatlar1 i¢in elde edilen sonuglar

Cizelge 4.11 ve Cizelge 4.13’de sunulmustur.
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Cizelge 4.11. Kis donemi eksihamur izolatlarinin 16S rRNA gen sekans sonuglarina gore en
yakin tip tiirleri ile olan filogenetik benzerligi

izolat e %  |Nukleotit
No Kodu En yakin tip tird Benzerlik| farki
1 209 | Weissella cibaria KACC 118627 (AEKT01000037) 100 0/1517
2 314 | Weissella cibaria KACC 118627 (AEKT01000037) 100 0/1517
3 316 | Weissella cibaria KACC 118627 (AEKT01000037) 99.93 1/1517
4 418 | Weissella cibaria KACC 118627 (AEKT01000037) 99.93 1/1517
5 511 | Weissella cibaria KACC 11862 (AEKT01000037) 99.93 1/1515
6 907 | Weissella cibaria KACC 118627 (AEKT01000037) 100 0/1516
7 908 | Weissella cibaria KACC 118627 (AEKT01000037) 100 0/1505
8 920 | Weissella cibaria KACC 11862 (AEKT01000037) 100 0/1520
9 | 1007 | Weissella cibaria KACC 118627 (AEKT01000037) 100 0/1512
10 | 1101 | Weissella cibaria KACC 11862 (AEKT01000037) 100 0/1516
11 | 1115 | Weissella cibaria KACC 11862" (AEKT01000037) 100 0/1516
12 | 1306 | Weissella cibaria KACC 11862T (AEKT01000037) 100 0/1519
13 | 1418 | Weissella cibaria KACC 118627 (AEKT01000037) 100 0/1519
14 | 1701 | Weissella cibaria KACC 118627 (AEKT01000037) 100 0/1517
15 | 1803 | Weissella cibaria KACC 11862T (AEKT01000037) 100 0/1520
16 |T1218| Weissella cibaria KACC 11862T (AEKT01000037) 100 0/1505
17 |T1903| Weissella cibaria KACC 11862T (AEKT01000037) 100 0/1516
18 | T1915| Weissella cibaria KACC 11862T (AEKT01000037) 100 0/1512
19 | 1908 | Weissella cibaria KACC 118627 (AEKT01000037) 99.93 1/1517
20 | 1915 | Weissella cibaria KACC 11862T (AEKT01000037) 100 0/1516
21 | 1917 | Weissella cibaria KACC 11862T (AEKT01000037) 100 0/1512
22 | 1941 | Weissella cibaria KACC 11862 (AEKT01000037) 100 0/1518
23 | 1704 | Weissella minor NRIC 1625T (AB022920) 98.00 | 29/1450
24 | 2707 | Weissella minor NRIC 1625 (AB022920) 100 0/1478
25 | 1904 | Weissella viridescens NRIC 15367 (AB023236) 100 0/1479
26 | 816 | Weissella confusa JCM 1093 (AB023241) 100 0/1477
27 | 1212 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 276517 (X76327) 99.79 3/1465
28 | 1234 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 276517 (X76327) 99.79 3/1461
29 | 1610 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 27651 (X76327) 99.74 4/1463
30 | 1714 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 27651 (X76327) 99.79 3/1460
31 | 2102 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 27651 (X76327) 99.74 4/1517
32 | 2106 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 276517 (X76327) 99.67 5/1518
33 | 2111 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 276517 (X76327) 99.80 3/1518
34 | 2114 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 276517 (X76327) 99.79 3/1495
35 | 2120 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 276517 (X76327) 99.60 6/1504
36 | 2204 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 276517 (X76327) 99.79 3/1462
37 | 2215 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 276517 (X76327) 99.73 4/1461
38 | 2411 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 276517 (X76327) 99.74 4/1518
39 | 2514 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 276517 (X76327) 99.73 4/1495
40 | 2709 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 276517 (X76327) 99.73 4/1465
41 | 2735 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 276517 (X76327) 99.74 4/1465
42 | 2508 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 276517 (X76327) 99.79 3/1413
43 | 2614 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 276517 (X76327) 99.79 3/1463
Lactobacillus paralimentarius DSM 13238T

44 | 605 (BAMHOlOOOﬁ?Q) 99.93 1/1508
45 | 504 | Lactobacillus curvatus LMG 9198(T) 99.71 4/1400
46 | 701 | Lactobacillus curvatus LMG 91987 (AJ621550) 99.71 4/1400
47 | 702 | Lactobacillus curvatus LMG 91987 (AJ621550) 99.71 4/1400

47




Cizelge 4.11. Kis donemi eksihamur izolatlarmin 16S rRNA gen sekans sonuglarina gore en
yakin tip tiirleri ile olan filogenetik benzerligi (devami)

izolat e % | Nukleotit

No Kodu En yakin tip tird Benzerlik| farka

48 709 | Lactobacillus graminis DSM 207197 (AM113778) 99.70 4/1508

49 606 | Lactobacillus fermentum NBRC 39567 (AP008937) 99.70 4/1508
Lactobacillus plantarum subsp. plantarum ATCC

50 2704 149177 (ACGZ01000098) 100 0/1507

51 2705 | Lactobacillus pentosus JCM 15587 (D79211) 99.87 2/1505
Lactococcus lactis subsp. lactis JCM 58057

52 2303 (BALX01000047) 99.93 1/1486
Leuconostoc pseudomesenteroides KCTC 36527

53 1708 (E0Q01000906) 99.66 5/1491
Leuconostoc pseudomesenteroides KCTC 36527

54 1804 (E0Q01000906) 99.80 3/1492
Leuconostoc pseudomesenteroides KCTC 36527

55 1808 (E0Q01000906) 99.66 5/1491
Leuconostoc pseudomesenteroides KCTC36527

56 1920 (E0Q01000906) 99.80 3/1489
Leuconostoc pseudomesenteroides KCTC 36527

57 2605 (E0Q01000906) 99.93 1/1489
Leuconostoc pseudomesenteroides KCTC 36527

58 2619 (E0Q01000906) 99.73 4/1492
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides ATCC

59 2307 82937 (CP000414) 99.93 1/1493

60 1807 | Leuconostoc citreum ATCC 493707 (AF111948) 99.87 2/1488

61 2812 | Leuconostoc citreum ATCC 493707 (AF111948) 99.80 3/1488

62 2310 | Leuconostoc citreum ATCC 493707 (AF111948) 99.87 2/1486

Kis dénemi Orneklerinden 16S rRNA dizi analizi sonuglarina Weissella minor
olarak tanimlanan ancak tip tiiriinden 29/1450 niikleotid farkliligina sahip olan 1704
no’lu izolatin 16S rDNA dizi analizleri tekrarlanmis ve bu sefer tip tiiriinden 17/1448
farkliligina sahip oldugu ve % benzerliginin % 98.83 oldugu belirlenmistir. Bu
sonuglar sonrasinda 1704 no’lu izolatin 16S rRNA gen dizi analizine dayali
filogenetik iligkilerini gosteren dendogramdan yakin akraba tiirlerinin Weissella
minor, Weissella uvarum ve Weissella viridescens suslari oldugu belirlenmistir.
Multilokus Gen analizleri i¢in Weissella minor DSM 200147, Weissella uvarum
DSM 28060" ve Weissella viridescens DSM 204107 suslar1 DSMZ firmasindan

temin edilerek ¢alismada kullanilmistir.

Yakin akraba tiirleri ile benzerligi/farklilig1 ortaya konulmak i¢in 1704 no’lu
izolatin pheS DNA dizi analizi i¢in fenil alanil tRNA sentetaz alfa alt {initesini
kodlayan geni pheS21-F ve pheS23-R (5’-CAYCCNGCHCGYGAYATGC-3’ ve 5'-
GGRTGRACCATVCCNGCHCC-3") primer ¢ifti ile ¢ogaltilmis, PZR iiriinii
saflastirilmis ve cogaltilmasinda kullanilan primerlerle Macrogen Inc. (Giiney Kore)

firmasina sekans ettirilmistir. Weissella sp. 1704 no’lu izolatin pheS dizi analizi
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sonug¢larinin W. minor, W. uvarum ile W. viridescens tiirlerinin GenBank’tan alinan
pheS niikleotit dizi verileri (Ek 7) ile farkliliklar1 ve % benzerlik sonuglar1 Cizelge

4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.12. Weissella sp. 1704 no’lu izolatin 16S rRNA gen dizi analizine gore yakin
akraba olan Weissella tip suslariyla pheS niikleotit dizi farkliliklar1 ve %
benzerlik sonuclari

W. minor W. uvarum W. viridescens Weisella sp.
1704
W. minor 58/395 55/388 50/395
W. uvarum 85.32 54/388 8/398
W. viridescens 85.82 86.08 55/388
Weisella sp. 1704 87.34 97.99 85.82

Bu analiz sonucuna gore 16S rRNA gen bolgesi dizi analizine gére Weissella
minor 1704 olarak tanimlanan izolatin pheS dizi analizi sonucu yeterli gelmedigi i¢in

DNA-DNA hibridizasyonu yapilmistir.

Cizelge 4.13. Yaz donemi eksihamur izolatlariin 16S rRNA gen sekans sonuglarina gore en
yakin tip tiirleri ile olan filogenetik benzerligi

1zolat AR % |Niikleot

No Kodu En yakin tip tiirii Benzerliklit Farks
1 | Y2205 | Lactobacillus curvatus LMG 91987 (AJ621550) 99.71 | 4/1400

2 | Y2405 | Lactobacillus curvatus LMG 91987 (AJ621550) 99.71 | 4/1400

3 | Y1206 | Lactobacillus pantheris A24-2-1T (AF413523) 99.80 |3/1514

4 | Y1815 | Lactobacillus pantheris A24-2-1T (AF413523) 99.80 |3/1514

5 | Y1417 | Lactobacillus paracasei subsp. tolerans JCM 11717 (D16550) | 99.73 | 4/1492

6 | Y1502 | Lactobacillus paracasei subsp. tolerans JCM 11717 (D16550) | 99.93 | 1/1501

Lactobacillus paracasei subsp. tolerans JCM 1171("

7| Y1818 | Orereo) P P ) 100 | 0/1502

8 | Y2105 | Lactobacillus paracasei subsp. tolerans JCM 11717 (D16550) | 100 | 0/1502

9 | Y2201 | Lactobacillus paracasei subsp. tolerans JCM 11717 (D16550) | 100 | 0/1501

10| Y2204 | Lactobacillus paracasei subsp. tolerans JCM 11717 (D16550) | 100 | 0/1502
11| Y613 | Lactobacillus paralimentarius DSM 132387 (BAMHO01000179)| 99.93 | 1/1509
12| Y710 | Lactobacillus paralimentarius DSM 13238T (BAMH01000179)| 100 0/1506
13| Y715 | Lactobacillus paralimentarius DSM13238"(BAMH01000179) | 100 | 0/1510
14| Y717 | Lactobacillus paralimentarius DSM 13238" (BAMH01000179)| 100 | 0/1508
15| Y2305 | Lactobacillus pentosus JCM 1558" (D79211) 99.93 | 1/1505
16 | Y113 | Lactobacillus pentosus JCM 15587 (D79211) 100 | 0/1505

Lactobacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 149177

17| veor | ACGZOlOOO(F))98) P-P 100 | 0/1508
18| Y620 | Lactobacillus pontis LMG 14187(T) 100 | 0/1462
19| Y703 | Lactobacillus pontis LMG 141877 (AJ422032) 100 | 0/1462
20 | Y720 | Lactobacillus pontis LMG 141877 (AJ422032) 100 | 0/1462
21| Y105 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 276517 (X76327) 99.79 | 3/1460
22| Y119 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 276517 (X76327) 99.79 | 3/1463
23| Y120 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 276517 (X76327) 99.79 | 3/1460
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Cizelge 4.13. Yaz donemi eksihamur izolatlarmin 16S rDNA sekans sonuglarina gore en
yakin tip tiirleri ile olan filogenetik benzerligi (devami)

1zolat P % |Niikleot
No Kodu En yakin tip tiirii Benzerlikit Fark
24| Y210 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 276517 (X76327) 99.80 |3/1519
25| Y214 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 276517 (X76327) 99.80 |3/1516
26 | Y215 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 276517 (X76327) 99.80 |3/1516
27 | Y219 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 276517 (X76327) 99.80 |3/1516
28| Y301 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 276517 (X76327) 99.80 |3/1516
29| Y310 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 276517 (X76327) 99.74 | 4/1520
30| Y314 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 276517 (X76327) 99.73 | 4/1500
31| Y320 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 276517 (X76327) 99.80 | 3/1518
32| Y507 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 276517 (X76327) 99.53 |7/1478
33| Y1018 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 276517 (X76327) 99.79 | 3/1462
34 | Y1514 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 276517 (X76327) 99.79 | 3/1461
35| Y1518 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 276517 (X76327) 99.79 | 3/1462
36 | Y1616 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 276517 (X76327) 99.79 |3/1448
37 | Y1817 | Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 276517 (X76327) 99.79 | 3/1456

38 | Y1315 | Lactococcus lactis subsp. lactis JCM 5805" (BALX01000047) | 100 | 0/1489

39 | Y1714 | Lactococcus lactis subsp. lactis JCM 5805" (BALX01000047) | 100 | 0/1485

40 | Y2505 | Leuconostoc citreum ATCC 493707 (AF111948) 99.87 |2/1488
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides ATCC 82937
41| Y2808 (CP000414) 99.93 |1/1493
Leuconostoc pseudomesenteroides KCTC 36527
42 | Y2406 (AEOQ01000906) 99.73 | 4/1490
Leuconostoc pseudomesenteroides KCTC 36527
43 | Y2407 (E0Q01000906) 99.93 | 1/1491
Leuconostoc pseudomesenteroides KCTC 36527
44| Y2502 (AEOQ01000906) 99.93 |1/1491
Leuconostoc pseudomesenteroides KCTC 36527
45| Y2510 (E0Q01000906) 99.3 | 1/1491
46 | Y811 | Pediococcus pentosaceus DSM 20336T (AJ305321) 99.80 |3/1495
47 | Y1501 | Pediococcus pentosaceus DSM 20336 T (AJ305321) 99.80 |3/1516
48 | Y2214 | Pediococcus pentosaceus DSM 20336(T) 99.80 |3/1495
49 | Y2216 | Pediococcus pentosaceus DSM 203367 (AJ305321) 99.80 | 3/1512
50 | Y2613 | Pediococcus pentosaceus DSM 20336T (AJ305321) 99.80 |3/1512
51| Y2712 | Pediococcus pentosaceus DSM 203367 (AJ305321) 99.80 | 3/1512
52 | Y2715 | Pediococcus pentosaceus DSM 20336T (AJ305321) 99.80 |3/1515
53 | Y2814 | Pediococcus pentosaceus DSM 20336T (AJ305321) 99.80 |3/1518
54| Y404 | Weissella cibaria KACC 118627 (AEKT01000037) 100 |0/1521
55| Y910 | Weissella cibaria KACC 11862T (AEKT01000037) 100 | 0/1520
56 | Y1413 | Weissella cibaria KACC 118627 (AEKT01000037) 100 | 0/1519
57 | Y1711 | Weissella cibaria KACC 118627 (AEKT01000037) 100 |0/1519
58 | Y1720 | Weissella cibaria KACC 118627 (AEKT01000037) 100 |0/1513
59 | Y1907 | Weissella cibaria KACC 118627 (AEKT01000037) 100 |0/1519

60 | Y2609 | Weissella paramesenteroides ATCC 33313T (ACKUQ1000017)| 99.74 |4/1517

61 | Y2802 | Weissella paramesenteroides ATCC 33313" (ACKUOQ1000017)| 99.74 |4/1517

62 | Y815 | Weissella confusa JCM 1093 (AB023241) 100 | 0/1477

63 | Y2804 | Weissella viridescens NRIC 15367 (AB023236) 100 0/1479

Kis donemine ait eksihamurlardan izole edilen 42 gruba ait 62 adet izolatin 22

adedi Weissella cibaria, 17 adedi Lactobacillus sanfranciscensis, 6 adedi
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Leuconostoc pseudomesenteroides, 3 adedi Leuconostoc citreum, 3 adedi
Lactobacillus curvatus ve birer adedi de Weissella minér, Weissella viridescens,
Weissella confusa, Weissella uvarum, Lactobacillus paralimentarius, Lactobacillus
graminis, Lactobacillus plantarum subsp. plantarum, Lactobacillus pentosus,
Lactobacillus fermentum, Lactococcus lactis subsp. lactis ve Leuconostoc

mesenteroides subsp. mesenteroides olarak tanimlanmuistir.

Yaz donemi eksihamurlarindan izole edilen toplam 63 izolattan 17 adedi
Lactobacillus sanfranciscensis, 6 adedi Weissella cibaria, 8 adedi Pediococcus
pentosaceus, 6 adedi Lactobacillus paracasei subsp. tolerans, 4 adedi Lactobacillus
paralimentarius, 2 adedi Lactobacillus curvatus, 2 adedi Lactobacillus pantheris, 2
adedi Lactobacillus pentosus, 3 adedi Lactobacillus pontis, 2 adedi Weissella
paramesenteroides, 1 adedi Weissella confusa ve 1 adedi Weissella viridescens, 2
adedi Lactococcus lactis subsp. lactis, 4 adedi Leuconostoc pseudomesenteroides, 1
adedi Leuconostoc citreum, 1 adedi Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides

ve 1 adedi Lactobacillus plantarum subsp. plantarum olarak tanimlanmustir.

Kis donemi orneklerinde mikrobiyotada baskin bulunan Lactobacillus
sanfranciscensis izolat sayisi yaz donemi oOrneklerinde de benzer bulunurken;
Weissella cibaria sayist énemli diizeyde diismiis ve Weissella spp. ¢esitliligi de
azalmigtir. Yaz doneminde Leuconostoc pseudomesenteroides ve Leuconostoc
citreum sayisinda da onemli bir diisiis gbzlenmistir. Daha az sayida izole edilen
tirlerde de oOnemli degisimler gozlenmistir. Lactobacillus plantarum subsp.
plantarum yaz ve kis doneminde 1 adet olarak izole edilirken Lactobacillus
graminis yaz doneminde izole edilememistir. Kis doneminde izole edilen diger
Lactobacillus spp. tiirleri yaz doneminde daha yiiksek sayida izole edilmis;
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans, Lactobacillus pantheris ve Lactobacillus
pontis tiirleri ise kis doneminden farkli olarak sadece yaz doneminde ve birden daha
fazla sayilarda izole edilmistir. Bu sonuglar kis ve yaz doneminde eksihamur
mikrobiyotasinin 6nemli diizeyde degistigini gostermektedir. Yaz déneminde farkli
olarak 5 adet Pediococcus pentosaceus izolati elde edilmistir. Donemler arasi bu
farkliliklar esas olarak isletmelerde eksihamur fermantasyonun genellikle 1sitma
sistemi olmayan hamurhanede yapilmasi nedeni ile kis ve yaz donemi arasindaki
sicaklik farkliligina baglanabilir. Starter kiiltiir kullanilmamasi nedeni ile kullanilan

hammaddelerdeki floranin donemsel degisimine ve kis donemindeki daha uzun
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yapilan fermantasyon siiresine de baglanabilir.

Giil vd (2005) tarafindan, eksihamur 6rneklerinden izole edilen toplam 23 adet
Lactobacillus izolatindan (% 69,7) 5 adedi Lb. brevis, 2 adedi Lb. amylophilus, 2
adedi Lb. sake, 2 adedi Lb. acetotolerans, 1 adedi Lb. plantarum ve 11 adedi
Lactobacillus ssp. olarak, toplam 7 adet Pediococcus izolatindan da (%33,3) 2 adedi
P. pentosaceus, 2 adedi P. acidilactici ve 3 adedi de Pediococcus ssp. olarak
belirlendigini bildirmistir. Bunlarin yanmi sira 2 adet Carnobacterium divergens, 1
adet Tetragenacoccus halophilus tiirii de tanimlanmustir. Ozcangaz (2000) tarafindan
da Karadeniz Bolgesi eksihamur ekmegi numunesinin LAB tiirlerinden Lb.
plantarum, Lb. pentosus, Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris ve bazi
tanimlanamayan heterofermentatif laktobasilleri igerdigini bildirmistir. Digrak ve
Ozgelik (1991), Elaz1g ve yoresinden topladiklari eksihamur &rneklerinden izole
edilen LAB izolatlarin1 Lb. plantarum, Lb. acidophilus, Lb. casei, Lb. brevis, Lb.
fermentum, Lb. fructivorans ve Pediococcus pentosaceus tiirlerine ait olarak
tamimlamuglardir. Gergekaslan vd (2012) tarafindan, Vakfikebir eksihamurundan
izole edilen toplam 113 laktik asit bakterisinin % 54’ Lactobacillus plantarum, %
13.2’si Lactococcus lactis ssp lactis, % 7.9’u Lb. brevis, % 5.3’ Lb. pentosus, %
2.7’si Leu. mesenteroides ssp. mesenteroides, % 2.7’si Lb. fermentum, % 1.8’i Leu.
lactis, % 0.9’u Lb. curvatus ssp curvatus, % 0.9°u Leu. mesenteroides ssp. cremoris,

% 9.7’si Lactobacillus spp. and % 0.9°u Leuconostoc spp. olarak tanimlanmustir.

Yurtdisinda yapilan ¢alismalarda da Lonner vd (1986), Isve¢ cavdar unundan
hazirlanan eksihamurun hakim florasinin laktik asit bakterilerince saglandigr ve
bunlar igerisinde homofermantatif laktobasillerin ve pediokoklarin baskin
mikroflorayr olusturdugunu; Gobbetti (1998), eksihamurun Lb. brevis, Lb.
sanfrancisco, Lb. plantarum, Lb. pontis, Lb. fructivorans, Lb. delbrueckii ve Lb.
fermentum suslarmi; Corsetti vd (2001), Kuzey Italya'nin Apulia bdlgesinden
topladig1 25 bugday eksihamurundan izole ettigi 120 izolatin % 20 Lb. alimentarius,
% 14 L. brevis; % 12 Leuconostoc citreum, % 7 Lb. plantarum, % 6 Lactococcus
lactis subsp. lactis, % 4 Lb. fermentum ve Lb. acidophilus ve % 1 Lb. delbrueckii

subsp. delbrueckii i¢erdigini saptamistir.

Yaz doneminde izole edilen Lactobacillus curvatus (Gergekaslan vd, 2012),
Lactobacillus plantarum (Digrak ve Ozgelik, 1991; Ozcangaz, 2000; Giil vd, 2005;
Gergekaslan vd, 2012), Lactobacillus pentosus (Ozcangaz, 2000; Gergekaslan vd,
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2012), Lactococcus lactis subsp. lactis (Gergekaslan vd, 2012), Leuconostoc
mesenteroides subsp. mesenteroides (Gergekaslan vd, 2012) ve Pediococcus
pentosaceus (Digrak ve Ozgelik, 1991; Giil vd, 2005) ise daha 6nce de Tiirkiye

eksihamurlarindan izole edilmistir.

Yaz donemi hamurlarinda belirlenen Weissella paramesenteroides,
Lactobacillus paralimentarius, Lactobacillus pantheris, Lactobacillus pontis ve
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans tiirlerinin kis doneminde alinan hamurlardan

izole edilmemis olmas1 da bir diger ilging veri olmustur.

4.5. 16S rRNA Filogenisi, Benzerlik Degerleri ve Niikleotit Sayisi

16S rRNA gen dizi verilerine gore test izolatlariin filogenetik pozisyonlarinin
belirlenmesi i¢in tiim izolatlarm 16S rRNA gen dizi verilerine gore filogenetik
pozisyonlarmi1  gésteren  dendogramlart  olusturulmustur.  Neighbor-joining
algoritmasma gore c¢izilmis agaclarda, % 50’nin iizerinde desteklenen dallanma
noktalar i¢in bootstrap degerleri verilmistir. Elde edilen sonuglar farkli cinslere gore

alt bagliklar altinda ayr1 ayr1 6zetlenmistir.

4.5.1. Weissella cinsine ait izolatlarin 16S rRNA filogenisi, benzerlik degerleri ve

niikleotit sayisi

Weissella cinsine ait izolatlarin 16S rRNA gen dizi analizine dayali filogenetik
iliskilerini gosteren dendogramlar Sekil 4.5’de verilmistir. Niikleotit pozisyon
degisimi 0.01°dir. D1s grup olarak Pediococcus damnosus DSM 20331 (AJ318414)
tip tiirli kullanilmistir. Weissella cinsine ait izolatlarin 16S rRNA gen dizi analizine

bagl benzerlik degerleri ve niikleotit sayis1 da Cizelge 4.14°de verilmistir.

53



Weissella cibaria T1306
Weissella cibaria T1715
Weissello cibaria T1218
Weissello cibaria T1115
Weissella cibaria T1101
Weissella cibaria T1007
Weissella cibaria 907
Weissella cibaria 511
Weissella cibaria 418
Weissella cibaria 316
Weissella cibaria 314
Weissella cibaria 209
Weissella cibaria 1917
Weissello cibaria 1915
| Weissello cibaria 1908
Weissella cibaria 1803
Weissella cibaria 1418
Weissella cibaria 1701
Weissella cibaria T1903
Weissella cibaria T1919
Weissella cibaria 7908
Weissella cibaria T920
Weissello cibaria Y1413
Weissello cibaria Y1711
Weissella cibaria Y1720
Weissello cibaria Y1907
Weissello cibaria Y404
Weissello cibaria Y910
Weissella cibaria KACC 11862' (AEKT01000037)
‘{ Weissella confusa T816

94

Weissella confusa Y815
—59 Weissella confuse JCM 1093' (AB023241)

Weissella oryzae 5G25" (DF820520)

Weissella bombi LMG 28290' (LK054487)

Weissella hellenica NCFB 29737 (S67831)

Weissella thailandensis FS61-1" (AB023838)

Weissella paramesenteroides ATCC 333137 (ACKU01000017)

Weissella paramesenteroides Y2609

96 ' Weissella paramesenteroides Y2802
Weissella ceti 1999-1A-097 (FN813251)
Weissella minor 1704

77 Weissella viridescens Y2804

Weissella viridescens NRIC 1536' (AB023236)
Weissella viridescens 1914
Weissella uvarum B18NM42' (KF999666)
Weissella minor 2707
98" Weissella minor NRIC 1625" (AB022920}
Pediococcus damnosus DSM 20331' (AJ318414)

96

Sekil 4.5.  Weissella cinsi eksihamur izolatlarinin 16S rRNA gen dizi analizine dayali
filogenetik iliskilerini gosteren dendogram
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qS

Cizelge 4.14.

Weissella cinsi eksihamur izolatlarinin 16S rRNA gen dizi analizine bagl benzerlik degerleri ve niikleotit sayisi

izolat

1704

1914

1915

1917

209

2707

314

316

T1007

T1715

T1903

T1919

T816

T908

T920

Y2609

Y2802

Y2804

Y815

1704

31/1447

47/1457

47/1446

47/1446

18/1462

47/1458

47/1439

47/1447

47/1461

47/1461

47/1446

49/1446

47/1447

47/1460

71/1459

71/1459

31/1462

49/1461

1914

97.86

70/1521

70/1521

70/1521

19/1523

70/1521

70/1514

70/1521

70/1521

70/1521

69/1520

63/1520

70/1521

70/1520

76/1517

76/1519

0/1513

64/1521

1915

96.77

95.40

0/1522

0/1522

80/1534

0/1532

0/1516

0/1523

0/1532

0/1532

0/1520

9/1520

0/1523

0/1533

70/1526

72/1528

62/1522

9/1534

1917

96.75

95.40

100.00

0/1522

79/1522

0/1522

0/1515

0/1522

0/1521

0/1521

0/1520

9/1520

0/1522

0/1521

70/1515

72/1517

62/1511

9/1522

209

96.75

95.40

100.00

100.00

79/1522

0/1521

0/1515

0/1522

0/1521

0/1521

0/1520

9/1520

0/1522

0/1521

70/1515

72/1517

62/1511

9/1522

2707

98.77

98.75

94.78

94.81

94.81

79/1533

81/1517

79/1523

79/1536

79/1536

78/1520

72/1520

79/1523

80/1537

74/1532

74/1534

19/1528

74/1538

314

96.78

95.40

100.00

100.00

100.00

94.85

0/1514

0/1522

0/1533

0/1533

0/1520

9/1520

0/1522

0/1532

70/1527

72/1529

62/1523

9/1533

316

96.73

95.38

100.00

100.00

100.00

94.66

100.00

0/1515

0/1514

0/1514

0/1513

9/1513

0/1515

0/1515

70/1508

72/1510

62/1504

9/1516

T1007

96.75

95.40

100.00

100.00

100.00

94.81

100.00

100.00

0/1522

0/1522

0/1520

9/1520

0/1523

0/1522

70/1516

72/1518

62/1512

9/1523

T1715

96.78

95.40

100.00

100.00

100.00

94.86

100.00

100.00

100.00

0/1537

0/1520

9/1520

0/1522

0/1535

70/1530

72/1532

62/1527

9/1537

T1903

96.78

95.40

100.00

100.00

100.00

94.86

100.00

100.00

100.00

100.00

0/1520

9/1520

0/1522

0/1535

70/1530

72/1532

62/1527

9/1537

T1919

96.75

95.46

100.00

100.00

100.00

94.87

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

9/1520

0/1520

0/1519

70/1515

72/1517

62/1511

9/1520

T816

96.61

95.86

99.41

99.41

99.41

95.26

99.41

99.41

9941

99.41

99.41

99.41

9/1520

9/1519

66/1515

68/1517

56/1511

0/1520

T908

96.75

95.40

100.00

100.00

100.00

94.81

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

99.41

0/1522

70/1516

72/1518

62/1512

9/1523

T920

96.78

95.39

100.00

100.00

100.00

94.80

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

99.41

100.00

70/1529

72/1531

62/1525

9/1537

Y2609

95.13

94.99

95.41

95.38

95.38

95.17

95.42

95.36

95.38

95.42

95.42

95.38

95.64

95.38

95.42

0/1532

76/1525

66/1530

Y2802

95.13

95.00

95.29

95.25

95.25

95.18

95.29

95.23

95.26

95.30

95.30

95.25

95.52

95.26

95.30

100.00

76/1525

68/1532

Y2804

97.88

100.00

95.93

95.90

95.90

98.76

95.93

95.88

95.90

95.94

95.94

95.90

96.29

95.90

95.93

95.02

95.02

56/1527

Y815

96.65

95.79

99.41

99.41

99.41

95.19

99.41

99.41

99.41

99.41

99.41

99.41

100.00

99.41

99.41

95.69

95.56

96.33




45.2. Pediococcus cinsine ait izolatlarm 16S rRNA filogenisi, benzerlik

degerleri ve niikleotit sayisi

Pediococcus cinsine ait izolatlarinin 16S rRNA gen dizi analizine dayali filogenetik
iliskilerini gosteren yaz ve kis orneklerine ait dendogram Sekil 4.6°da verilmistir.
Niikleotit pozisyon degisimi 0.02’dir. D1s grup olarak Bacillus subtilis NCDO 17697
(X60646) tip tiirti kullanilmistir. Pediococcus cinsine ait izolatlarin 16S rRNA gen

dizi analizine bagh benzerlik degerleri ve niikleotit sayis1 Cizelge 4.15°de verilmistir.

— Pediococcus pentosaceus DSM 20336(T)zZAJ305321zZ
Pediococcus pentosaceus Y2613

Pediococcus pentosaceus Y2216

Pediococcus pentosaceus Y2712

100 Pediococcus pentosaceus Y811
Pediococcus pentosaceus Y1511

Pediococcus pentosaceus Y2814

Pediococcus pentosaceus Y2214

Pediococcus pentosaceus Y2715

IPedﬁococcus lolii NGRI 0510Q(T) zZBANK01000051zZ
77 100L pediococcus acidilactici DSM 20284(T) 2ZGL397069z2

e Pediococcus stilesii LMG 23082(T) zZAJ97315722

Pediococcus argentinicus CRL 776(T) zZAM709786zZ

63 Pediococcus claussenii ATCC BAA-344(T) zZCP003137zZ

Pediococcus parvulus JCM 5889(T) zZD88528z2Z

57 Pediococcus ethanolidurans Z-9(T) 2zZAY956789z2Z

69 100 Pediococcus cellicola Z-8(T) 2ZAY95678827

Pediococcus inopinatus DSM 20285(T) 2ZAJ271383zZ

88 98 Pediococcus damnosus JCM 5886(T) 2ZD8767827

Lactobacillus brantae SL1108(T) zZHQ02286122

Lactobacillus acidifarinae LMG 22200(T) zZAJ632158zZ

Lactobacillus capiliatus YIT 11306(T) 2ZAB3659762Z

Bacillus subtilis NCDO 17697 (X60646)

0.01

Sekil 4.6.  Pediococcus cinsi eksihamur izolatlarinin 16S rRNA gen dizi analizine dayali
filogenetik iliskilerini gosteren dendogram
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Cizelge 4.15. Pediococcus cinsi eksihamur izolatlarinin 16S rRNA gen dizi analizine bagl
benzerlik degerleri ve niikleotit say1is1

izolat Y1511 | Y2214 | Y2216 | Y2613 | Y2712 | Y2715 | Y2814 | Y811
Y1511 0/1497 | 0/1506 | 0/1505 | 0/1517 | 0/1504 | 0/1517 | 3/1459
Y2214 | 100.00 1/1515 | 0/1508 | 0/1516 | 0/1508 | 0/1508 | 0/1439
Y2216 | 100.00 | 99.93 1/1516 | 1/1524 | 1/1515 | 1/1517 | 2/1448
Y2613 | 100.00 | 100.00 | 99.93 0/1516 | 0/1515 | 0/1516 | 2/1447
Y2712 | 100.00 | 100.00 | 99.93 | 100.00 ~=- 0/1515 | 0/1531 | 3/1462
Y2715 | 100.00 | 100.00 | 99.93 | 100.00 | 100.00 ~~- 0/1515 | 2/1446
Y2814 | 100.00 | 100.00 | 99.93 | 100.00 | 100.00 | 100.00 --- 3/1462
Y811 99.79 | 100.00 | 99.86 99.86 99.79 99.86 99.79 ---

4.5.3. Lactobacillus cinsine ait izolatlarin 16S rRNA filogenisi, benzerlik

degerleri ve niikleotit sayis1

Sekansi yapilan Lactobacillus cinsine ait izolatlarin 16S rRNA gen dizi analizine
dayali filogenetik iliskilerini gosteren dendogramlar Sekil 4.7°de verilmistir.
Niikleotit pozisyon degisimi 0.01°dir. D1s grup olarak Bacillus subtilis NCDO 17697
(X60646) tip tiirti kullanilmistir. Lactobacillus cinsine ait izolatlarin 16S rRNA gen

dizi analizine bagli benzerlik degerleri ve niikleotit sayis1 EK 8’te verilmistir.
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Lactobatillus casei DSM 200117 (D16550)
Lactobacillus casei BL23" (FM177140)
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans Y2204
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans Y2201
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans Y2105
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans Y1818
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans Y1502

Lactobacillus paracasei subsp. tolerans Y1417
Lactobacillus paracasei subsp, para case/ ATCC 253027 (ACGY01000162)
B3 Lactobacillus zeae DSM 201787 (D86516)

Lactobacillus hugji is LMG 27191" (HF679038)
Lactobacillus thailandensis DSM 22698" (AB257863)
Lactobacillus pantheris Y1206
Lactobacillus pantheris Y1815
Lactobacillus pantheris DSM 159457 (AF413523)
—Lactobacillus fuchuensis JICM 11249" (BAMJO1000063)
actobacillus sakei subsp. carnosus CCUG 313317 (AY204892)
Loctobacillus sokei subsp. sakei JCM 1157" (BALW01000030)
actabacillus graminis DSM 20719" (AM113778)
Lactobacillus curvatus 504
Lactobacillus curvatus 701
Lactobacillus curvatus 702
Lactobacillus graminis 709

1004

Lactobacillus curvatus Y2405

Lactobacillus curvatus LMG 9198" (AJ621550)

Lactobacillus fermentum NBRC 3956 (AJ575812)
Lactobacillus fermentum CECT 5627 AP008937

606
Lactobacillus gorillee KZ01' (AB904716)

actobacillus equigenerosi NRIC 0697" (AB288050)
Q9 Lactobacillus gastricus Kx1 56A7" (A¥253658)
100 77 Lactobacillus vaginalis DSM 58377 (AF243177)
Lactobacillus frumenti DSM 131457 (A1250074)
Lactobecillus panis DSM 60357 (X94230)
Lactobacillus pontis Y620
Lactobacillus pontis Y703

100 | Lactobacillus pontis Y720

Lactobacillus pontis LMG 14187" (AJ422032)

Lactobacillus plantarum subsp. argentoratensis DKO 227 (AJ640078)

Lactobacillus pentosus JCM 1558' (D79211)
Lactobacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 149177 (ACGZ01000098)

61 100

Lactobacillus plantarum subsp. plantarum Y601
Lactobacillus pentosus Y113
Lactobacillus plantarum subsp. plantarum 2704
Lactobacillus pentosus 2705
Lactobacillus paraplantarum DSM 10667 (AJ306297)
Lactobacillus pentosus Y2305
Lactobacillus fabifermentans DSM 21115 (AYGX01000583)
885 Lactobacillus mindensis DSM 14500 (AJ313530)
L i i ius DSM 20249" (M58804)
V00| —actobacillus bobalius 203" (AY681134)
57 Lactobacillus paralimentarius Y613
a7 Lactobacillus kimchi MT-1077" (AF183558)
Lactobacillus paralimentarius 605

100

8 L bacillus  parali Y710
L bacillus i ius Y715
66|L bacillus li ius Y717

actobacillus paralimentarius DSM 132387 (BAMH01000179)

1 OQEatrobaciﬁfus fructivorans KCTC 35437 (AEQY01000004)
Lactobacillus homohiochii LMG 9478" (AJ621552)

ﬂf_{:‘ Lactobacillus florum F9-1" (AB498045)
actobacillus lindneri DSM 20690 (X95421)
r—Lactobacillus sanfranciscensis ATCC 27651 (X76327)
- L bacillus  sanf s is Y507
Lactobacillus  sanfranciscesis 1212
L bacill sanfi s is 1610
[=1-] Lactobacillus  sanfranciscensis 2102
L bacill sanf 2106
Lactobacillus  sanfranciscensis 2111
Lactobacillus  sanfranciscensis 2114
L bacill franci is 2120
100 | Lactobacill fi i 2204
L bacill franciscensis 2215
L bacill franciscensis 2411
L bacillus fr is 2508
L bacillus franciscensis 2514
L bacill f is 2709
Lactobacillus  sanfranciscensis 11212
Lactob ] sanfr i is T1714

Lactobacillus  sanfranciscensis T2614
86 | Lactobacillus  sanfranciscensis 12709

Lactob: sanfr is Y1018
L b sanfrancis is Y105
L bacill sanfranci: is Y119
L bacill sanfranci: is  ¥120
L bacill sanfrancis is Y1514
L b sanfranci: is Y1518
L by sanfranci: is Y1616
L b sanfranci: is Y1817
L bacill sanfranci: is Y210
L bacill sanfranci: is Y214
L bacillus  sanfranci: is Y215
L bacill sanfranci: is Y219
L bacillus  sanfrancis is Y301
L bacill franciscensis Y310
L bacill i is Y314

f
Lactobacillus  sanfranciscensis Y320
Baciflus subtilis NCDO 1769" (X60646)

Sekil 4.7.  Lactobacillus cinsi eksihamur izolatlarinin 16S rRNA gen dizi analizine dayal
filogenetik iliskilerini gosteren dendogram
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45.4. Leuconostoc cinsine ait izolatlarin 16S rDNA filogenisi, benzerlik
degerleri ve niikleotit sayis1

Leuconostoc cinsine ait izolatlarin 16S rRNA gen dizi analizine dayali filogenetik
iligkilerini gosteren dendogramlar Sekil 4.8’de verilmistir.  Niikleotit pozisyon
degisimi 0.02°dir. D1s grup olarak Oenococcus oeni JCM 61257 (AB022924) tip tiirii
kullanilmistir. Leuconostoc cinsine ait izolatlarin 16S rRNA gen dizi analizine bagh

benzerlik degerleri ve niikleotit sayis1 da Cizelge 4.16°da verilmistir.

Leuconostoc pseudomesenteroides Y2502
57| Leuconostoc pseudomesenteroides Y2510
Leuconostoc pseudomesenteroides Y2407
Leuconostoc pseudomesenteroides 2605
55/l euconostoc pseudomesenteroides KCTC 3652" (AEOQ01000906)
68 Leuconostoc pseudommesenteroides 1804

85|’ Leuconostoc pseudomesenteroides 1920

r Leuconostoc pseudomesenteroides 1708

77 |4 Leuconostoc pseudomesenteroides 1808
99 Leuconostoc pseudomesenteroides 2619
62 !'Leuconostoc pseudomesenteroides Y2406

Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides 2307
51 [

Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides Y2808

L-Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris ATCC 192547 (ACKV01000113)
87

100 Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum NRIC 15397 (AB023246)

60| Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides ATCC 8293" (CP000414)

Leucanostoc mesenteroides subsp. sufenicum LMG 81597 (HM443957)

Leuconostoc kimchi IMSNU 11154 (CPO01758)

Leuconostoc miyukkimchii M27 (HQ263024)

Leuconostoc gelidum subsp. aenigmaticum POUFAdT (KF577569)

81 Leuconostoc lactis KCTC 35287 (AEOR01001150)

Leuconostoc palmae TMW 2.6947 (AM940225)

Leuconostoc holzapfelii BFE 70007 (AM600682)
> Leuconostoc citreum 2812
7 Leuconostoc citreum ATCC 493707 (AF111948)
. Leuconostoc citreum 1807

Leuconostoc citreum 2310

Leuconostoc citreum Y2505

-Oenococcus oeni JCM 61257 (AB022924)

Bacillus subtilis NCDO 17687 (X60646)

0.02

Sekil 4.8.  Leuconostoc cinsi eksihamur izolatlarinin 16S rRNA gen dizi analizine dayali
filogenetik iliskilerini gosteren dendogram
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Cizelge 4.16. Leuconostoc cinsi eksihamur izolatlarinin 16S rRNA gen dizi analizine bagl benzerlik degerleri ve niikleotit sayisi

1708 1804 1807 1808 1920 2307 2310 2605 2619 2812 Y2406 Y2407 Y2502 Y2505 Y2510 Y2808
1708 4/1493 | 33/1504 2/1502 4/1486 711505 33/1484 4/1502 1/1506 32/1483 1/1503 4/1506 4/1503 | 33/1503 4/1505 8/1506
1804 99.73 34/1493 4/1494 0/1485 5/1494 34/1483 2/1493 3/1493 33/1483 3/1490 2/1494 2/1490 | 34/1490 2/1494 6/1494
1807 97.81 97.72 35/1503 | 34/1484 | 34/1509 0/1484 34/1503 | 34/1507 1/1483 34/1504 | 34/1509 | 34/1504 | 0/1505 34/1509 | 33/1509
1808 99.87 99.73 97.67 4/1485 7/1505 35/1484 4/1503 1/1502 34/1483 1/1499 4/1505 4/1499 | 35/1499 4/1505 8/1505
1920 99.73 | 100.00 97.71 99.73 5/1485 34/1483 2/1485 3/1486 33/1483 3/1486 2/1486 2/1486 | 34/1485 2/1485 6/1486
2307 99.53 99.67 97.75 99.53 99.66 34/1484 5/1504 6/1508 33/1483 6/1505 5/1514 5/1505 | 34/1505 5/1515 1/1512
2310 97.78 97.71 100.00 97.64 97.71 97.71 34/1484 | 34/1484 1/1483 34/1484 | 34/1484 | 34/1484 | 0/1484 34/1484 | 33/1484
2605 99.73 99.87 97.74 99.73 99.87 99.67 97.71 3/1502 33/1483 3/1500 0/1504 0/1500 | 34/1500 0/1504 6/1504
2619 99.93 99.80 97.74 99.93 99.80 99,60 97.71 99.80 33/1483 0/1506 3/1509 3/1506 | 34/1506 3/1508 7/1509
2812 97.84 97.77 99.93 97.71 97.77 97.77 99.93 97.77 97.77 --- 33/1483 | 33/1483 | 33/1483 | 1/1483 33/1483 | 32/1483
Y2406 99.93 99.80 97.74 99.93 99.80 99.60 97.71 99.80 100.00 97.77 --- 3/1506 3/1506 | 34/1506 3/1505 7/1506
Y2407 99.73 99.87 97.75 99.73 99.87 99.67 97.71 100.00 99.80 97.77 99.80 --- 0/1506 | 34/1506 0/1514 6/1513
Y2502 99.73 99.87 97.74 99.73 99.87 99.67 97.71 100.00 99.80 97.77 99.80 100.00 --- 34/1505 0/1505 6/1506
Y2505 97.80 97.72 100.00 97.67 97.71 97.74 100.00 97.73 97.74 99.93 97.74 97.74 97.74 --- 34/1505 | 33/1506
Y2510 99.73 99.87 97.75 99.73 99.87 99.67 97.71 100.00 99.80 97.77 99.80 100.00 100.00 97.74 --- 6/1512
Y2808 99.47 99.60 97.81 99.47 99.60 99.93 97.78 99.60 99.54 97.84 99.54 99.60 99.60 97.81 99.60 ---




4.5.5. Lactococcus cinsine ait izolatlarin 16S rRNA filogenisi, benzerlik degerleri

ve niikleotit sayisi

Lactococcus cinsine ait izolatin 16S rRNA gen dizi analizine dayali filogenetik
iligkilerini gosteren dendogramlar Sekil 4.9’da verilmistir. Niikleotit pozisyon
degisimi 0.02°dir. Dis grup olarak Escherichia coli K-12T (E05133) tip tiirii

kullanilmistir.

Lactococcus lactis subsp. lactis Y1315

57 Lactococcus lactis subsp. factis JCM 5805 (BALX01000047)
Lactococcus lactis subsp. lactis Y1714

Lactococceus lactis subps. lactis 2303

Lactococcus lactis subsp. hordniae NCDO 2181' (AB100804)
Lactococcus lactis subsp. tructge L105' (EU770697)

g Lactococeus lactis subsp. cremoris NCDO 607" (AB100802)
Lactococcus taiwanensis 0905C15" (AB699722)
Lactococcus fujiensis NJ317" (AB485959)

Lactococcus haircilactis 1177 (K1201026)

Lactococcus garvieae ATCC 49156 (AP009332)
Lactococcus formosensis 516" (AB775178)
—— Lactococcus raffinolactis DSM 20443" (EF694030)
Escherichia coli K-12" (E05133)

0.02

Sekil 4.9.  Lactococcus cinsi eksihamur izolatlarinin 16S rRNA gen dizi analizine dayali
filogenetik iliskilerini gosteren dendogram

Lactococcus cinsine ait izolatlarin 16S rRNA gen dizi analizine bagl benzerlik

degerleri ve niikleotit sayis1 Cizelge 4.17°de verilmistir.

Cizelge 4.17. Lactococcus cinsi eksihamur izolatlarinin 16S rRNA gen dizi analizine bagl
benzerlik degerleri ve niikleotit sayis1

Y1714 Y1315 2303
Y1714 --- 3/1486 4/1489
Y1315 99.80 - 1/1486
2303 99.73 99.93 -

4.6. Weissella minor 1704 izolatinmn  DNA-DNA Hibridizasyonu

Weissella minor 1704 izolatinin yeni tiir olup olmadiginin kesinlik kazanmasi i¢in

DNA-DNA hibridizasyonu yapilmaistir.

DNA-DNA hibridizasyon deneyleri igin Weissella minor 1704 no’lu izolatin

16S rRNA gen dizi analizine dayali filogenetik iligkilerini gosteren dendogramdan
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yakin akraba tiir olarak belirlenen Weissella uvarum DSM 28060, Weissella minor
DSM 20014, Weissella viridescens DSM 20410 suslar1 temin edilmis ve tamami

cogaltilmistir. Hibridizasyon sonuglar1 Cizelge 4.18’de verilmistir.

Cizelge 4.18. 1704 no’lu izolatin 16S rRNA gen dizi analizine gore yakin akraba olan
Weissella tip suslariyla DNA-DNA hibridizasyon sonuglari

% Benzerlik
Yakin Akraba Tiirler 1 2. 3.

Tekerriir Tekerriir Tekerriir Ortalama
Weissella uvarum DSM 28060 84 85 87 85,33
Weissella viridescens
DSM 20410 66 66 68 66,66
Weissella minor DSM 20014 58 56 64 59,33

Yeni tiir olabilecegi diisiiniilen Weissella sp. 1704 nolu izolatin yakin akraba
tip susu Weissella uvarum ile %85,33 benzerlik gostermesi nedeni ile yeni tiir olma
ihtimali kalmamustir. Weissella minor 1704 olarak tanimlanan izolatin DNA-DNA

hibridizasyon sonucuna gore Weissella uvarum 1704 oldugu belirlenmistir.

4.7. Eksihamur LAB’lerinin Gluten Par¢alama Yeteneginin Belirlenmesi

Kis ve yaz grubu Orneklerinden izole edilen ve Rep-PCR ile smiflandirilan LAB
izolatlarmin kat1 besiyerinde gluten parcalama aktivitesi testleri gerceklestirilmistir.
Kat1 besiyerinde izolatlarin higbirisi net zon olusumu gostermemekle birlikte,
Weissella confusa 816, Lactobacillus curvatus 504, Lactobacillus paracasei subsp.
tolerans Y1502 ile Pediococcus pentosaceus Y2814 izolatlari konulan kuyucuklarin
gevresinde sirasiyla 0,5-1 mm agilma olan bolgeler izlenmistir. Lactobacillus
sanfranciscensis Y219, Lactobacillus plantarum subsp. plantarum Y601,
Lactobacillus paralimentarius Y613 ve Weissella cibaria Y404 izolatlarinin da
besiyerinde verdikleri goriinimden muhtemel iiretici olabilecekleri diisiiniilmiis ve
bu suslar igin gluten pargalama yeteneginden sorumlu enzimin hiicrede yerlesim

yerinin belirlenmesi testinin yapilmasina karar verilmistir.

4.7.1. Gluten parcalama Yyeteneginden sorumlu enzimin hiicrede Yyerlesim

yerinin belirlenmesi

Gluten pargalama yeteneginden sorumlu enzimin ekzo- veya endoenzim olup
olmadiginin belirlenmesi i¢in Weissella confusa 816, Lactobacillus curvatus 504,

Lactobacillus sp. subsp. tolerans Y1502, Pediococcus pentosaceus Y2814,
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Lactobacillus sanfarnciscensis Y219, Lactobacillus plantarum subsp. plantarum
Y601, Lactobacillus paralimentarius Y613 ve Weissella cibaria Y404 bakteri
kiltlirlerinin ~ siipernatantlar1 (ekzoenzimler) ve hiicre pargalanip hiicre kalintilar
coktiirtildiikten sonraki siipernatantlar1 (endoenzimler) elde edilmis ve test edilmistir.
Bu amagla glutenli olarak hazirlanmis 6zel kati besiyerinde 6 mm capinda oyuklar
acilmig ve herbir kuyucuga siipernatantlardan 40’ar pl konulmustur. Takiben 30°C’da
48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra Coomassie Brilliant Blue R-
250 boya c¢ozeltisi ile boyanmis ve daha sonra da etanol/asetik asit boya yikamasi
¢ozeltisi ile bekletilmistir. Boyama islemlerinin ardindan petrilerde oyuk etrafinda
zon olusumunun varhigi degerlendirilmistir. Ancak belirgin bir berrak zon elde
edilememistir. Bu izolatlarin se¢imi igin gergeklestirilen “kati besiyerinde gluten
parcalama aktivitesi testi” sonug¢larinin da siipheli olmasi nedeni ile bu sonug

beklenmeyen bir durum olmamustir.

4.8. Eksihamur LAB’lerinin Fitik Asit Parcalama Yeteneginin Belirlenmesi

Eksihamur kis 6rneklerinden Rep-PCR sonucu olusan 42 farkli grubun herbirinden
segilerek 16S dizi analizine tabi tutulan temsilci 62 LAB izolatinin kat1 besiyerinde
fitaz aktivitesi testi sonucu pozitif zon veren 6 izolat segilmistir. Bu izolatlar ve fitaz

aktivite sonuglar1 Cizelge 4.19’de verilmistir.

Eksihamur yaz Orneklerinin 45 farkli grubunun herbirinden segilen ve
tanimlanan 63 LAB izolatinin kat1 besiyerinde fitaz aktivitesi testi sonucu zon veren
ve pozitif olarak secilen 14 izolat belirlenmis ve test sonuclart Cizelge 4.20°da

verilmistir.

Cizelge 4.19. Eksihamur kis 6rneklerinden izole edilen fitaz aktiviteli LAB izolatlari

izolat Ada Z‘Z‘é}%ﬂ)‘p‘
Weissella cibaria 1920 8.0
Leuconostoc pseudomesenteroides 2605 7.3
Leuconostoc citreum 2812 16.0
Lactobacillus graminis 709 12.0
Lactobacillus plantarum subsp. plantarum 2704 95
Lactobacillus pentosus 2705 10.0
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Cizelge 4.20. Eksihamur yaz orneklerinden izole edilen fitaz aktiviteli LAB izolatlari

Izolat Ad1 Zon Cap
(mm)
Weissella cibaria Y1720 16.5
Weissella paramesenteroides Y2802 8.5
Lactobacillus sanfranciscensis Y214 8.0
Lactobacillus sanfarnciscensis Y507 7.0
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans Y2204 105
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans Y2201 185
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans Y1502 10.0
Lactobacillus curvatus Y2205 16.0
Lactobacillus pentosus Y2305 22.5
Lactobacillus paralimentarius Y717 6.0
Lactobacillus pontis Y703 135
Pediococcus pentosaceus Y2814 105
Pediococcus pentosaceus Y2613 11.0
Pediococcus pentosaceus Y2214 16.5

Manini vd (2016) 14 adet eksihamur 6rneginden 5 adedi fitik asit kalsiyum
tuzunu pargalamis ve zon olusumu 0.01-0.1 cm arasinda, 3 adet eksihamur 6rneginin
zon olusumu 0.1-0.3 cm olarak Slgiilmiistiir. 2 adet 6rnekte ise ise 0.3 cm’den biiyiik
zon ¢ap1 Ol¢lilmiistiir. Fitik asit sodyum tuzunu ise 4 adedi 0.01ve 0.1 arasinda, 5
adedi 0.1 ve 0.3 arasinda, 4 adedi ise 0.3 cm’den biiylik zon ¢ap1 vermistir.
Eksihamur ile ilgili yapilan bir ¢alismada kati besiyerinde fitaz aktivitesi 0.33 mm
olarak bulunmustur (Rizzello vd, 2014). Pepe vd (2004) tarafindan, Lb. plantarum
tiirlerinin kat1 besiyerinde fitaz aktivite sonuglart 6, 8 ve 12 mm olarak Sl¢iilmiistiir.

Elde edilen veriler literatiirden yiiksek olmakla birlikte uyumludur.

4.9. Gluten Parcalayan Laktik Asit Bakterilerinin Gercek Eksihamur
Sisteminde Proteolitik Etkisi

Eksihamur kis ve yaz grubu Ornekleri LAB izolatlarin kati besiyerinde
gerceklestirilen gluten aktivitesi testleri sonucunda net zon olusumu goriilmemekle
birlikte yine de muhtemel {iretici olabilecekleri ihtimaliyle se¢ilen ancak uygulanan
gluten pargalama yeteneginden sorumlu enzimin hiicrede yerlesim yerinin
belirlenmesi ¢alismasinda da olumlu sonu¢ vermeyen muhtemel iiretici Lactobacillus
curvatus 504, Lactobacillus paracasei subsp. tolerans Y1502, Pediococcus
pentosaceus Y2814 ve Lactobacillus sanfranciscensis Y219 izolatlarinin ger¢ek

eksihamur sisteminde de proteolitik etkisi test edilmistir.
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Bu amagla, segilen izolatlar kullanilarak hazirlanan eksihamurlar 24 ve 48 saat
fermente edilmis ve gluten polipeptidinde meydana gelen degisimler SDS-PAGE ile

izlenmistir. Elde edilen gluten bantlar1 Sekil 4.10°da verilmistir.

130=>
100>

70>

=
|

40>

35>

25=>

16=>

Sekil 4.10. Eksihamurlardan 24 saat (A) ve 48 saat (B) inkiibasyon sonunda izole edilen
gluten proteinlerinin SDS-PAGE jel goriintiileri (al ve f2: Asidik Kontrol; bl
ve e2: Notral Kontrol; ¢l ve d2: Y219; dlve c2: 504; el ve b2: Y1502; f1 ve a2:
Y2814)

Notral kontrol hamurunda digerlerinden farkli olarak ~90 kDa boyutunda bir
bantin varligit hem 24 hem de 48 saat inkiibasyon sonunda belirlenmistir. 24 saat
inkiibasyon sonunda gerek LAB izolatlari ile iiretilen hamurlar gerekse de kimyasal
yolla asitlendirilenler arasinda bant profili acisindan bir farklilik goériilmemekle
birlikte asitlendirilmis hamurdaki bantlarin yogunlugu daha diigiik bulunmaktadir. 48
saat inkiibasyon sonunda ise yine LAB izolatlari ile tiretilen hamurlar ile kimyasal
yolla asitlendirilenler arasinda bant profili agisindan bir farklilik goriilmemekle
birlikte asitlendirilmis hamur ve Pediococcus pentosaceus Y2814 kullanilan
hamurdaki bantlarin yogunlugu daha diisiik bulunmaktadir. Tiim eksihamurlarda bant
yogunluklarinin De Angelis vd (2006) tarafindan, belirlenenden daha diisiik olmasi
Di Cagno vd (2002) tarafindan, yapilan calisma sonucunda vurgulandigi gibi
bakteriyel proteolize ilaveten biyolojik veya kimyasal asitlendirme ve un endojenik
enzimlerinin neden oldugu proteolizin polipeptidlerde degisiklige neden olmasina

baglanmustir.

Tim sonuglar birlikte degerlendirildiginde herhangi bir LAB izolatinin
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asitlendirilmis hamurdan daha farkli bir bant profili vermemesi nedeni ile segilen

izolatlarin gluten parcalama 6zelligine sahip olmadig1 sonucuna varilmistir.

4.10. Fitat Parcalayan Laktik Asit Bakterilerinin Ger¢ek Eksihamur Sisteminde
Fitik Asit Miktarina Etkisi

Eksihamur 6rneklerinden kati besiyerinde fitaz aktivitesi ile 18 izolat segilmis ve
gercek hamur sisteminde fitaz aktiviteleri test edilmistir. Elde edilen sonuglar

Cizelge 4.21°de verilmistir.

Eksihamur izolatlarindan Lactobacillus curvatus Y2205 ve Lactobacillus
pentosus Y2305 hari¢ digerleri asit ilavesi ile pH degeri diisiiriilmiis kontrol hamura
gore fitik asit miktarinda % 0.07-8.66 arasinda diisiis vermislerdir. Bu iki izolatta ise
diisiis saptanmamistir. Ozkaya (2004a) tarafindan, unlarin ekmege islenmesi
sirasinda gerek mayadaki fitaz aktivitesi gerek ise pisirme isleminden dolay1 fitik asit
miktarinda % 18.9 ile % 50.7 oranlar1 arasinda bir azalma saptandigi; Ozkaya
(2004Db) tarafindan da fitik asit miktarinin % 3, % 6 ve % 9 maya ilave edilen ve 2
saat fermente edilen kalin kepek orneklerinde sirastyla % 86.1, % 87.1 ve % 88.8
oraninda; ince kepek Orneklerinde sirasiyla % 85.4, % 87.2 ve % 87.8 oraninda
diistiigii belirlenmistir. Tam bugday unu ekmegi {izerinde yapilan bir diger ¢alismada
% 2 maya igeren hamurun 3 saatlik fermentasyonu sonucunda yaklasik % 34.6
saatlik fermentasyon siiresi sonunda ise % 43 oraninda fitik asit kaybina ugradig:
saptanmigtir (McKenzie-Parnell ve Davies, 1986). Bir bagka ¢alismada da mayali ve
mayasiz ekmeklerde fitat miktarinin sirasiyla % 0.21 ve % 0.76 oldugu bildirilmistir
(Harland ve Harland, 1980).

De Angelis (2003) tarafindan, Lactobacillus sanfranciscensis fitik asit
aktivitesinin incelendigi ¢alismada bu bakterinin inokiile edildigi hamur 37°C’da 8
saatlik fermantasyon sonucunda eksihamurdaki fitik asit icerigi % 64-74 oraninda

azalmistir.

Leenhardt vd (2005) tarafindan, eksihamur yonteminin diger yontemlerle
karsilastirildigi ¢alismada 4 saatlik fermantasyon sonucunda fitik asit i¢eriginin % 36
azaldigt ve maya fermantasyonundan daha etkili oldugu belirlenmistir.
Eksihamurdan izole edilen laktik asit bakterilerinin fitik asit iceriginin azaltilmasinda

etkin oldugu belirtilmistir (Lopez vd, 2000; De Angelis vd, 2003).
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Cizelge 4.21. Eksihamur LAB izolatlarinin fitaz aktivitesi

] Fitik Asit Fitik Asit
Izolat Adx Miktari Miktarinda
(mg/100g) Azalma (%)
Weissella cibaria 1920 72.0 8.56
Leuconostoc pseudomesenteroides 2605 74.6 5.22
Leuconostoc citreum 2812 71.9 8.66
Lactobacillus graminis 709 77.2 1.98
Lactobacillus pentosus 2705 73.2 7.01
Weissella cibaria Y1720 74.1 5.89
Weissella paramesenteroides Y2802 72.4 8.09
Lactobacillus sanfranciscensis Y507 76.5 2.87
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans Y2204 77.7 1.29
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans Y2201 76.5 2.87
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans Y1502 77.5 1.58
Lactobacillus curvatus Y2205 79.0 -0.37
Lactobacillus pentosus Y2305 79.7 -1.30
Lactobacillus paralimentarius Y717 73.3 6.94
Lactobacillus pontis Y703 75.3 4.38
Pediococcus pentosaceus Y2814 75.7 3.81
Pediococcus pentosaceus Y2613 76.5 2.82
Pediococcus pentosaceus Y2214 78.7 0.07
Asidik Kontrol 78.7 -

Farkli ekstraksiyon oranli unlarda fitik asit miktarinin % 0.08-6, cesitli
ekmeklerde % 0.03-2.41 arasinda bulundugu (Reddy ve Sathe, 2002); tam bugday
unu ekmeginde de beyaz ekmekten daha yiiksek oranda (sirasiyla % 0.56 ve % 0.03)
fitik asit bulundugu (Lasztity ve Lasztity, 1990) bildirilmistir. Ozkaya (2004a),
unlarin ekstraksiyon orani ve bugday ¢esitine gore fitik asit i¢eriklerinin 71.8-1054.9
mg/100g arasinda degisim gosterdigini, bunlardan yapilan ekmeklerde ise bu oranin
36.8-855.5 mg/100g ve arasinda bulundugunu bildirmistir. Reddy ve Sathe (2002) ise
fitik asit miktarinin beyaz ekmekte % 0.03-0.23 degerleri arasinda oldugunu

saptamistir.

Calisma sonuglarimiz hamurlardaki fitaz degerlerinin literatiir ile uyumlu
oldugunu gostermektedir. Ancak, ekmek hamuru iiretiminde kullanilan mayalarin
sahip oldugu yiiksek fitat parcalama oranmi dikkate alindiginda, ¢alismada LAB’leri
icin belirlenen bu degerler fitaz aktivitelerine gore starter olarak Onerilmeleri igin
yeterli bulunmadiklarina isaret etmistir. Bu nedenle izolatlar igerisinde eksihamur
ekmegi i¢in kullanilabileceklerin se¢imi icin endiistriyel 6zelliklerinin belirlenmesine

karar verilmistir.
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4.11. Eksihamur Laktik Asit Bakterilerinin Antimikrobiyal Aktivite Varhg

Antimikrobiyal aktivite varligi, iiretici suslarin gelistirildigi plaklar iizerine ekilen

indikatér mikroorganizmalarin ekilmesi ve 30°C’da 24 saat inkiibe edilmesi sonucu

iiretici sus kolonileri etrafindaki ¢ogalma olmayan berrak alanlarin Olgiilmesi ile

belirlenmistir.  Elde edilen inhibisyon zon boyutu Cizelge 4.22 ve 4.23’de

verilmistir.

Cizelge 4.22. Eksihamur ki 6rnekleri LAB izolatlar1 antimikrobiyal aktivite sonuglari

izolat Adx

Indikator Suslarin inhibisyon Zonu (mm)

B. subtilis

E.coli

S. aureus

Weissella cibaria 209

Weissella cibaria 314

Weissella cibaria 316

Weissella cibaria 418

Weissella cibaria 511

1.0

1.0

Weissella cibaria 907

1.0

Weissella cibaria 908

15

Weissella cibaria 920

Weissella cibaria 1007

1.5

Weissella cibaria 1101

0.5

Weissella cibaria 1115

Weissella cibaria 1306

05

Weissella cibaria 1418

05

Weissella cibaria 1701

Weissella cibaria 1908

Weissella cibaria 1915

Weissella cibaria 1917

Weissella cibaria 1941

Weissella minor 2707

Weissella uvarum 1704

Weissella viridescens 1904

Weissella confusa 816

Lactobacillus sanfarnciscensis 1234

Lactobacillus sanfarnciscensis 1610

Lactobacillus sanfranciscensis 1714

Lactobacillus sanfranciscensis 2102

Lactobacillus sanfranciscensis 2120

Lactobacillus sanfranciscensis 2106

Lactobacillus sanfranciscensis 2111

Lactobacillus sanfranciscensis 2204

Lactobacillus sanfranciscensis 2215

Lactobacillus sanfranciscensis 2411

Lactobacillus sanfranciscensis 2508

Lactobacillus sanfranciscensis 2514

Lactobacillus sanfranciscensis 2614

Lactobacillus sanfranciscensis 2709

Lactobacillus sanfranciscensis 2735
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Cizelge 4.22. Eksihamur kis oOrnekleri LAB izolatlar1 antimikrobiyal aktivite sonuglari

(devami)

izolat Ads indikatﬁ_r.Suslarm inhil_)isyon Zonu (mm)
B. subtilis E.coli S. aureus

Lactobacillus paralimentarius 605 - - -
Lactobacillus curvatus 504 1.0 1.0 -
Lactobacillus curvatus 701 - 1.0 1.0
Lactobacillus graminis 709 3.0 15 -
Lactobacillus plantarum subsp. plantarum 20 10 10
2704
Lactobacillus pentosus 2705 2.0 1.0 -
Lactococcus lactis subsp. lactis 2303 - - -
Leuconostoc citreum 1807 - - -
Leuconostoc citreum 2310 1.0 0.5 -
Leuconostoc citreum 2812 - - -
Leuconostoc pseudomesenteroides 1708 0.5 1.0 -
Leuconostoc pseudomesenteroides 1804 - - -
Leuconostoc pseudomesenteroides 1808 - - -
Leuconostoc pseudomesenteroides 1920 0.5 0.5 -
Leuconostoc pseudomesenteroides 2605 1.0 0.5 -
Leuconostoc pseudomesenteroides 2619 3.0 2.5 2.0

TE: Tespit Edilmedi; -: Zon Yok

Cizelge 4.23. Eksihamur yaz 6rnekleri LAB izolatlar1 antimikrobiyal aktivite sonuglari

izolat Ad Indikatér Suslarin inhibisyon Zonu (mm)

B. subtilis E.coli S. aureus
Weissella cibaria Y404 - - -
Weissella cibaria Y910 - - -
Weissella cibaria Y1413 4.0 1.0 -
Weissella cibari aY1711 3.5 15 1.0
Weissella cibaria Y1720 2.0 15 1.5
Weissella cibaria Y1907 1.0 1.0 0.5
Weissella paramesenteroides Y2609 6.5 4.0 2.0
Weissella paramesenteroides Y2802 4.5 - -
Lactobacillus sanfranciscensis Y105 - - -
Lactobacillus sanfranciscensis Y210 - - -
Lactobacillus sanfranciscensis Y214 - - -
Lactobacillus sanfranciscensis Y215 - - -
Lactobacillus sanfranciscensis Y219 2.0 - -
Lactobacillus sanfranciscensis Y301 - - 0.5
Lactobacillus sanfranciscensis Y314 - - -
Lactobacillus sanfranciscensis Y310 - - -
Lactobacillus sanfranciscensis Y507 - - -
Lactobacillus sanfranciscensis Y1018 0.5 - 1.5
Lactobacillus sanfranciscensis Y1616 - - -
Lactobacillus sanfranciscensis Y1817 - - -
Lactobacillus curvatus Y2205 35 1.0 0.5
Lactobacillus curvatus Y2405 5.0 3.0 1.0
Lactobacillus plantarum subsp. plantarum Y601 3.0 2.0 2.0
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Cizelge 4.23. Eksihamur yaz ornekleri LAB izolatlar1 antimikrobiyal aktivite sonuglar

(devami)
. Indikator Suslarin Inhibisyon Zonu (mm)
Izolat Adt B. subtilis E.coli S. aureus
Lactobacillus pentosus Y113 35 - 3.0
Lactobacillus pentosus Y2305 5.0 35 1.0
Lactobacillus pentosus Y1206 15 25 1.5
Lactobacillus pentosus Y1815 3.5 3.0 3.0
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans Y1417 1.0 0.5 1.0
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans Y1502 1.0 2.0 1.0
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans Y2105 4.5 35 2.0
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans Y2201 25 2.0 1.5
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans Y2204 3.0 25 1.0
Lactobacillus paralimentarius Y613 - - -
Lactobacillus paralimentarius Y710 - - -
Lactobacillus paralimentarius Y717 - - -
Lactobacillus pontis Y620 - - -
Lactobacillus pontis Y703 - - -
Lactobacillus pontis Y720 - - -
Pediococcus pentosaceus Y811 3.0 1.0 1.0
Pediococcus pentosaceus Y1501 2.0 25 1.0
Pediococcus pentosaceus Y2214 4.0 2.0 1.5
Pediococcus pentosaceus Y2613 35 2.0 1.5
Pediococcus pentosaceus Y2715 55 1.0 -
Pediococcus pentosaceus Y2814 55 2.0 2.0
Lactococcus lactis subsp. lactis Y1315 - - -
Lactococcus lactis subsp. lactis Y1714 4.0 - 35
Leuconostoc citreum Y2505 5.0 4.0 2.0
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides
Y2808 3.5 15 -
Leuconostoc pseudomesenteroides Y2406 2.0 1.0 0.5
Leuconostoc pseudomesenteroides Y2502 4.5 15 1.5

TE: Tespit Edilmedi; -: Zon Yok

Eksthamur yaz donemi Ornekleri LAB izolatlarinin, kis donemi eksihamur
orneklerinden daha yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdikleri belirlenmistir.
Lactobacillus curvatus Y2405, Lactobacillus pantheris Y1815, Lactobacillus
paracasei subsp. tolerans Y2105, Lactobacillus pentosus Y2305, Lactococcus lactis
subsp. lactis Y1714, Leuconostoc citreum Y2505, Pediococcus pentosaceus Y2613,
Y2715 ve Y2814, Weissella cibaria Y1413 ve Weissella paramesenteroides Y2609
izolatlar1 daha yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip izolatlardir.

Laktik asit bakterilerinin gidalardaki koruyucu etkisi uzun zamandir
bilinmektedir. Bu etki laktik asit {iretimi ve ortam pH’sinin diismesi ile birlikte diisiik

(hidrojen peroksit, karbondioksit, diasetil vb.) ve yliksek (bakteriosin) molekiiler
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agirlikli maddelerin  iiretimi ile gerceklesmektedir. Bu bilesenler gidalarda
bozulmaya ve patojen bakterilere karsi antagonistik etki gostermektedir (Stiles, 1996;

Caplice ve Fitzgerald, 1999; Ammor vd, 2006; Moroni vd, 2009; Sugkovi¢ vd, 2010).

Daly vd (1970) tarafindan yapilan caligmada, S. aureus ve bir¢ok patojen
bakteriye karsi inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir (Ross vd, 2002). Pepe vd
(2004) tarafindan Lb. plantarum tiirlerinin B. subtilis’e karsi antimikrobiyal aktivite
gosterdigi belirlenmistir Pakistan fermente siitiinden izole edilen laktik asit
bakterilerinin S. aureus ve E. coli bakterilerine karsi antimikrobiyal aktivite
gosterdigi tespit edilmistir (Savadago vd, 2004). Ammor vd (2006) tarafindan
yapilan ¢alismada, Enterococcus faecium ve Lactococcus garvieae tiirlerinin S.
aureus tiirline antagonistik aktivite gosterdigi belirlenmistir. Mezaini vd (2009)
tarafindan, sut triinlerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin Bacillus subtilis
tirline kars1 antimkrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Minervini vd (2011)
tarafindan, Lb. sanfranciscensis ve Lb. plantarum tiirlenin antimikrobiyal maddeler
sentezledigi belirtilmistir. Laktik asit bakterilerinin gram pozitif B. subtilis ve E. coli
tiirlerine kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir (Cizeikiene vd, 2013).

Antimikrobiyal aktivite sonuglart literatiir ile uyumludur.
4.12. Eksihamur Laktik Asit Bakterilerinin Bazi Endiistriyel Ozellikleri

4.12.1. Asit iiretim yetenekleri

Eksihamur ekmegi iiretiminde endiistriyi en ¢ok etkileyen olay ekmek hamurunda
asitlik gelisiminin yavas olmasi nedeni ile fermantasyon siiresinin uzun olmasidir.
Eksihamur ekmegi iiretiminde uygulanan uzun fermantasyon siiresi maliyet artigina
neden olmakta ve endiistriyel kullanimini sinirlandirmaktadir. Bu durumun asilmasi
icin hizli ve fazla asit iireten laktik starter kiiltiirlerin kullanilmasi 6nemli avantaj
saglayacaktir. Bu nedenle yeni LAB tiirii izolasyonu olmayan bu c¢aligmada
eksihamurdan izole edilen laktik asit bakterilerinin asit iiretim yetenekleri test
edilerek starter olarak kullanilabilecekler belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge
4.24 ve 4.25°de verilmistir.
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Cizelge 4.24. Kis donemi eksihamurlarindan izole edilen LAB’lerinin asit iiretim
yetenekleri
, ToplamaAsitlik (Laktik Asit) PH
Izolat Ad1 Degeri
1.giin | 2.giin | 3.giin | 6.giin | 7.giin | 7.giin
Weissella cibaria 209 0.38 | 090 | 1.04 | 1.08 | 1.12 4,27
Weissella cibaria 314 0.36 | 062 | 066 | 144 | 1.44 3.93
Weissella cibaria 316 0.20 | 0.32 | 054 | 0.58 | 0.68 4,61
Weissella cibaria 418 064 | 096 | 1.00 | 1.04 | 1.08 4,25
Weissella cibaria 511 0.84 | 098 | 098 | 0.82 | 1.04 4,34
Weissella cibaria 907 102 | 1.36 | 1.32 | 1.26 | 1.38 4,16
Weissella cibaria 908 154 | 162 | 1.72 | 1.74 | 2.22 3.71
Weissella cibaria 920 156 | 1.78 | 2.00 | 2.00 | 2.08 3.73
Weissella cibaria 1007 024 | 0.70 | 1.24 | 1.24 | 1.26 421
Weissella cibaria 1101 0.28 | 0.88 | 094 | 094 | 1.00 433
Weissella cibaria 1115 0.40 | 0.74 | 1.08 | 1.06 | 1.18 4,22
Weissella cibaria 1306 056 | 0.70 | 0.72 | 0.74 | 0.82 4,52
Weissella cibaria 1418 058 | 0.76 | 0.76 | 0.74 | 0.78 457
Weissella cibaria 1701 0.36 | 0.72 | 0.80 | 0.82 | 0.90 4,57
Weissella cibaria 1908 056 | 0.78 | 0.82 | 0.74 | 0.88 4.34
Weissella cibaria 1803 0.72 | 0.72 | 0.72 | 0.78 | 1.14 421
Weissella cibaria T1915 0.10 | 0.34 | 056 | 0.58 | 0.72 4,62
Weissella cibaria 1917 0.34 | 056 | 058 | 1.08 | 1.46 3.91
Weissella minor 2707 0.58 | 0.88 | 0.90 | 0.90 | 0.90 4.38
Weissella viridescens 1904 0.22 | 064 | 060 | 1.58 | 1.60 3.85
Weissella confusa 816 0.58 | 0.86 | 1.00 | 1.04 | 1.08 4.16
Weissella uvarum 1704 064 | 1.00 | 1.04 | 1.00 | 1.00 4.36
Lactobacillus sanfranciscensis 1234 0.14 | 0.18 | 096 | 0.98 | 1.08 4,23
Lactobacillus sanfranciscensis 1714 014 | 1.08 | 1.40 | 140 | 1.44 4,01
Lactobacillus sanfranciscensis 2102 0.12 | 012 | 1.08 | 0.68 | 1.84 3.81
Lactobacillus sanfranciscensis 2106 0.46 | 0.68 | 064 | 0.82 | 0.82 4,39
Lactobacillus sanfranciscensis 2111 0.16 | 0.20 | 060 | 0.82 | 1.40 4.09
Lactobacillus sanfranciscensis 2114 174 | 1.88 | 200 | 1.98 | 1.98 3.78
Lactobacillus sanfranciscensis 2120 0.22 | 058 | 0.72 | 0.82 | 1.26 4,05
Lactobacillus sanfranciscensis 2204 0.16 | 0.30 | 0.46 | 0.64 | 0.76 457
Lactobacillus sanfranciscensis 2215 0.20 | 048 | 0.58 | 0.68 | 0.68 4.64
Lactobacillus sanfranciscensis 2411 050 | 0.88 | 1.02 | 1.04 | 1.06 4.28
Lactobacillus sanfranciscensis 2508 0.28 | 0.76 | 1.06 | 1.08 | 1.08 417
Lactobacillus sanfranciscensis 2514 034 | 0.64 | 0.68 | 0.72 | 0.82 4,52
Lactobacillus sanfranciscensis 2614 1.18 | 1.18 | 1.28 | 1.26 | 1.36 411
Lactobacillus curvatus 504 0.88 | 0.90 | 1.00 | 1.06 | 1.02 4,26
Lactobacillus curvatus 701 0.88 | 1.30 | 1.44 | 148 | 1.70 3.98
Lactobacillus plantarum subsp. 09 | 166 | 166 | 176 | 1.76 384
plantarum 2704
Lactobacillus pentosus 2705 116 | 172 | 1.72 | 180 | 180 3.84
Lactobacillus paralimentarius 605 090 | 1.70 | 1.82 | 1.68 | 1.86 3.80
Lactobacillus graminis 709 090 | 112 | 126 | 1.30 | 1.30 | 4.20
Lactobacillus fermentum 606 1.06 | 1.00 | 1.12 | 1.08 | 1.08 4.25
Lactococcus lactis subsp. lactis 2303 072 | 120 | 116 | 116 | 1.04 | 4.26
Leuconostoc citreum 2310 0.74 | 1.00 | 0.92 | 1.00 | 1.06 4.27
Leuconostoc citreum 2812 064 | 098 | 1.00 | 1.02 | 1.02 4.34
Leuconostoc pseudomesenteroides 1708 | 0.42 | 0.90 | 0.90 | 0.94 | 090 | 4.34
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Cizelge 4.24. Kis donemi eksihamurlarindan izole edilen LAB’lerinin asit iiretim
yetenekleri (devami)

pH

Toplam Asitlik (Laktik Asit) Degeri

izolat Ad

1.giin | 2.giin | 3.giin | 6.giin | 7.giin | 7.giin
Leuconostpc mesenteroides subsp. 074 | 082 | 086 | 078 | 0.94 | 437
mesenteroides 2307

Leuconostoc pseudomesenteroides 2619 | 1.18 | 1.72 | 1.86 | 1.82 | 1.90 3.79

Leuconostoc pseudomesenteroides 1804 | 1.00 | 1.08 | 098 | 0.94 | 1.08 | 4.20

Leuconostoc pseudomesenteroides 1920 | 0.38 | 0.98 | 0.96 | 0.82 | 0.80 | 4.34

Leuconostoc pseudomesenteroides 2605 | 0.94 | 098 | 1.00 | 1.02 | 0.96 | 4.27

Kontrol 0.16 | 0.18 | 0.18 | 0.18 | 0.18 5.45

Kis donemi eksihamurlarindan izole edilen LAB izolatlarinin fermantasyonun
1 ve 7. giinlerinde trettikleri % asit miktarlar1 sirastyla % 0.10-1.74 ve % 0.28-2.22
arasindadir. Bu giinlerde yiiksek iiretim yapan Weissella cibaria 908, Lactobacillus
paralimentarius 605, Lactobacillus plantarum subsp. plantarum 2704, Lactobacillus
pentosus 2705, Leuconostoc pseudomesenteroides 2619 ve Lactobacillus
sanfranciscensis 2114 izolatlariin starter olarak potansiyele sahip olduklarina karar
verilmistir. Bunlar igerisinde de hem yiiksek asit tiretimleri ile hem de eksihamurdan
izolasyon sikligi nedeni ile Weissella cibaria 908 ve Lactobacillus sanfranciscensis
2114 izolatlar 6zel dikkat cekmektedir.

Kis donemi eksihamurlarindan izole edilen LAB izolatlarinin fermantasyonun
7. giniinde pH degerini 3.71-4.64 pH arasina diisilirdiigli saptanmigstir. Starter

kullanilmaksizin iiretilen kontrol 6rneginde ise 5.45 pH olarak 6l¢iilmiistiir.

Cizelge 4.25. Yaz donemi eksihamurlarinindan izole edilen LAB’lerinin asit dretim

yetenekleri
. H
izolat Ad1 o Asit dEgeri
1.giin | 2.giin | 3.giin | 6.giin | 7.giin | 7.giin
Weissella cibaria Y910 0.44 | 058 | 058 | 1.00 | 1.44 3.90
Weissella cibaria Y1711 050 | 0.72 | 0.76 | 0.82 | 0.84 4.49
Weissella cibaria Y1720 0.30 | 1.04 | 1.08 | 1.06 | 1.08 4,34
Weissella cibaria Y1907 054 | 084 | 0.84 | 0.92 | 0.90 4.30
Weissella cibaria Y404 0.72 | 098 | 1.00 | 0.94 | 094 4.30
Weissella cibaria Y1413 0.46 | 056 | 0.64 | 144 | 1.62 3.93
Weissella paramesenteroides Y2609 050 | 0.74 | 1.08 | 108 | 1.10 | 4.35
Weissella paramesenteroides Y2802 036 | 0.96 | 1.00 | 098 | 1.12 | 435
Weissella viridescens Y2804 1.06 | 1.74 | 1.76 | 1.88 | 1.98 3.76
Lactobacillus sanfranciscensis Y105 0.18 | 054 | 0.84 | 0.94 | 0.90 4,35
Lactobacillus sanfranciscensis Y210 046 | 0.72 | 1.00 | 1.00 | 0.94 4.33
Lactobacillus sanfranciscensis Y215 0.18 | 0.36 | 1.48 | 1.08 | 1.16 4.34
Lactobacillus sanfranciscensis Y219 136 | 152 | 152 | 1.74 | 2.06 3.78
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Cizelge 4.25. Yaz donemi eksihamurlarimindan izole edilen LAB’lerinin asit iiretim
yetenekleri (devami)

. H
izolat Adi o Asit dfgeri
1.giin | 2.giin | 3.giin | 6.giin | 7.giin | 7.giin
Lactobacillus sanfranciscensis Y301 0.32 | 0.72 | 1.00 | 1.00 | 1.04 4,28
Lactobacillus sanfranciscensis Y310 0.44 | 0.76 | 0.82 | 0.78 | 0.90 4,38
Lactobacillus sanfranciscensis Y314 0.16 | 090 | 1.06 | 1.04 | 1.14 4,28
Lactobacillus sanfranciscensis Y507 0.20 | 1.04 | 1.08 | 1.08 | 1.20 4.26
Lactobacillus sanfranciscensis Y320 058 | 1.24 | 1.04 | 1.02 | 1.08 4,22

Lactobacillus sanfranciscensis Y1514 034 | 184 | 1.76 | 1.88 | 1.92 3.80

Lactobacillus sanfranciscensis Y1616 0.18 | 0.18 | 0.58 | 0.72 | 0.76 451

Lactobacillus sanfranciscensis Y1817 126 | 154 | 1.72 | 1.88 | 1.98 3.81

Lactobacillus curvatus Y2205 048 | 0.96 | 1.28 | 1.26 | 1.30 | 4.12
Lactobacillus curvatus Y2405 058 | 0.80 | 0.86 | 0.84 | 0.90 | 437
Lactobacillus plantarum subsp. 130 | 170 | 178 | 1.76 | 168 | 3.93
plantarum Y601

Lactobacillus pentosus Y113 092 | 164 | 1.72 | 168 | 1.76 | 3.90
Lactobacillus pentosus Y2305 146 | 1.76 | 1.86 | 1.80 | 1.80 | 3.89
Lactobacillus pantheris Y1206 114 | 1.76 | 194 | 188 | 1.64 | 4.00
Lactobacillus pantheris Y1815 084 | 156 | 1.62 | 1.60 | 1.62 | 3.98
Lactobacillus paralimentarius Y613 056 | 1.66 | 1.80 | 1.82 | 190 | 3.81
Lactobacillus paralimentarius Y710 1.00 | 1.80 | 1.78 | 1.88 | 1.90 | 3.80
Lactobacillus paralimentarius Y717 0.68 | 168 | 1.88 | 1.82 | 1.74 | 3.84
Lactobacillus pontis Y703 022 | 028 | 098 | 1.44 | 1.62 | 4.00
Lactobacillus pontis Y720 0.16 | 022 | 052 | 046 | 046 | 4.87

Lactobacillus paracasei subsp. tolerans 048 | 152 | 186 | 182 | 180 | 387

Y1417

Lactobacillus paracasei subsp. tolerans 082 | 178 | 188 | 190 | 1.90 | 3.88
Y1502

l\??g?SbaCIIIUS paracasei subsp. tolerans 162 | 192 | 208 | 200 | 202 | 369
\L(gig)sbacnlus paracasei subsp. tolerans 062 | 172 | 216 | 216 | 198 | 381
I;g%)lbaculus paracasei subsp. tolerans 054 | 118 | 118 | 140 | 202 | 380
\I?gczzg)dfbacnlus paracasei subsp. tolerans 064 | 136 | 176 | 174 | 192 | 383
Pediococcus pentosaceus Y811 108 | 1.58 | 202 | 168 | 1.88 | 3.90
Pediococcus pentosaceus Y1501 108 | 1.72 | 186 | 1.78 | 192 | 3581
Pediococcus pentosaceus Y2214 072 | 0.82 | 1.06 | 1.10 | 1.18 | 4.10
Pediococcus pentosaceus Y2216 100 | 1.38 | 154 | 188 | 190 | 3.78
Pediococcus pentosaceus Y2613 076 | 1.36 | 1.84 | 1.86 | 1.88 | 3.90
Pediococcus pentosaceus Y2712 136 | 154 | 180 | 1.88 | 2.02 | 3.78
Pediococcus pentosaceus Y2715 090 | 166 | 1.86 | 1.76 | 1.80 | 3.83
Pediococcus pentosaceus Y2814 090 | 160 | 1.80 | 1.78 | 1.72 | 3.92
Lactococcus lactis subsp. lactis Y1714 034 | 046 | 042 | 046 | 046 | 477
Leuconostoc citreum Y2505 098 | 1.04 | 1.04 | 098 | 1.04 | 4.15

Leuconostoc mesenteroides subsp.

mesenteroides Y2808 032 | 070 | 0.86 | 0.86 | 0.90 | 4.40

Leuconostoc pseudomesenteroides

Y2406 0.46 | 1.02 | 0.94 | 098 | 1.00 | 4.32
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Cizelge 4.25. Yaz donemi eksihamurlarinindan izole edilen LAB’lerinin asit {iretim
yetenekleri (devami)

. H
. ) p
Izolat Ad1 Yo Asit degeri

1.giin | 2.giin | 3.giin | 6.giin | 7.giin | 7.giin

Leuconostoc pseudomesenteroides 094 | 102 | 108 | 092 | 108 | 433
Y2502

\L{cazlilc(;)?nostoc pseudomesenteroides 012 | 056 | 126 | 1.88 | 196 | 379
Kontrol 0.16 | 0.18 | 0.18 | 0.18 | 0.18 | 5.45

Yaz donemi eksihamurlarindan izole edilen LAB izolatlarinin fermantasyonun
1 ve 7. glinlerinde sirastyla % 0.12-1.46 ve % 0.46-1.98 asit trettikleri belirlenmistir.
Asit {iretim miktarlarina gore ist siralarda yer alan Weissella viridescens Y2804,
Lactobacillus sanfranciscensis Y219 ve Y1817, Lactobacillus pentosus Y2305,
Lactobacillus paralimentarius Y710, Lactobacillus paracasei subsp. tolerans
Y1818, Pediococcus pentosaceus Y1501 ve Y2712 suslar starter olarak potansiyele
sahip olarak secilmistir. Bu izolatlar icerisinde yaz déneminde hem asit iiretim
yetenegi ile hem de yiiksek izolasyon sikligi ile Lactobacillus sanfranciscensis Y219
ve Y1817, Lactobacillus paracasei subsp. tolerans Y1818 ve Pediococcus

pentosaceus Y2712 izolatlar1 dikkat ¢ekmektedir.

Karasu (2006), tursu ve zeytinden izole ettigi Lb. plantarum ve Lb. pentosus
suslarinin fermantasyonun 1. gliniinde % 1.60-1.95 arasinda; 7. giiniinde % 2.00-2.15
arasinda asit drettiklerini ve bir Lb. plantarum izolat1 hari¢ digerlerinin
tiretebilecekleri toplam asitligin % 80’den fazlasim1 1. giin sonunda irettiklerini
bildirmistir. Con (2006), peynirden izole edilen laktik asit bakterilerinin
fermantasyonun 1. giiniinde % 0.40-0.90 arasinda, 7. giiniinde % 1.05-1.98 arasinda;
Ozkalp (2006), peynirden izole ettigi Lc. lactis ssp. lactis izolatlarmin 1. giin
sonunda % 0.29-1.08 arasinda asit iirettiklerini belirlemislerdir. Ertekin (2007),
fermente tirlinlerden izole edilen 42 LAB izolatinin fermantasyonun 1. giiniinde %
0.55-2.04 arasinda, 7. gliniinde % 1.07-2.19 arasinda asit irettigi saptamislardir.
Mumcu (1997), kefirden izole ettigi L. plantarum suslarinin birinci giin % 0.17, %
0.26 ve %0,64 olarak; Simsek vd (2006), eksihamurdan izole edilen 3 L. plantarum
izolatinin 1. glin sonunda % 0.80, % 1.00 ve % 1.27; 7. giin sonunda % 1.58, % 1.77
ve % 1.82 oraninda asit irettigini belirtmiglerdir. Simgek (2000) tarafindan,
eksihamurdan izole edilen laktik asit bakterilerinin 1 giinde % 0.71-1.68, 7 glinde %
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0.87-1.92 arasinda asit tirettigini bulmustur. Yaman vd (1998), sucuktan izole edilen
3 Lb. plantarum susunun 1. giinde % 0.65, % 1.02 ve % 1.27; 7. giinde % 0.81, %
1.44 ve % 1.48 asit trettigini tespit etmistir. Bu veriler eksihamurlarda elde edilen

degerlerin literatiir ile uyumlu oldugunu gostermektedir.

Yaz donemi eksihamurlarindan izole edilen LAB izolatlarinin fermantasyonun
7. giiniinde pH degerini 3.69-4.87 pH arasina diisiirdiigii saptanmistir. Simsek (2003)
tarafindan, eksihamurdan izole edilen laktik asit bakterilerinin pH degerini
fermantasyonun 7. giinlinde 3.69-4.39 pH arasina indirdigi; Ertekin (2007)
tarafindan, fermente iirlinlerden izole edilen 42 LAB izolatinin fermantasyonun 7.
giiniinde 3.30-4.41 pH arasina indirdigi ve Con (2006) tarafindan da peynirden izole
edilen laktik asit bakterilerinin fermantasyonun 7. giinde 3.64-4.64 pH’ya diistigi
belirlenmigtir. Calisma sonuclarimiz bu literatlir verilerine yakin olmakla birlikte

biraz ytiksektir.

4.12.2. Farkh pH, tuz, alkol ve safra tuzu konsantrasyonlarinda gelisme

yetenekleri

Eksihamur 6rneklerinden izole edilen laktik asit bakterilerine farkli pH, tuz, alkol, ve
safra tuzu konsantrasyonlarinda gelisimleri test edilmis ve test sonuglar1 Cizelge 4.26

ve 4.27°da verilmistir.

Cizelge 4.26. Kis donemi eksihamurlarindan izole edilen laktik asit bakterilerinin farkli pH,
tuz, alkol ve safra tuzu konsantrasyonlarinda gelisme sonuglari

Safra
izolat Adx pH Tuz Alkol tuzu

3 | 35| %3 | %6.5| %10 | %5

Weissella cibaria 209 - - + - + -

Weissella cibaria 314 - -

Weissella cibaria 316 - -

Weissella cibaria 418 - -

+ |+

Weissella cibaria 511 -

Weissella cibaria 907 -

+
Weissella cibaria 908 - +
Weissella cibaria 920 - +

+ [+ |+
+ 4|+ |+]|+]

Weissella cibaria 1007 - R

Weissella cibaria 1101 - -

Weissella cibaria 1115 - -

+ |+
1

Weissella cibaria 1306 - -

[+ |+

Weissella cibaria 1418 - -

Weissella cibaria 1701 - -

T e e e N A AR e

Weissella cibaria 1803 - -

1
+
1

76



Cizelge 4.26. Kig dénemi eksihamurlarindan izole edilen laktik asit bakterilerinin farkli pH,
tuz, alkol ve safra tuzu konsantrasyonlarinda gelisme sonuglar1 (devami)

Safra
izolat Ad pH Tuz Alkol tuzu

3 [ 35| %3 | %6.5| %10 | %5

Weissella cibaria 1908 - - + +

Weissella cibaria T1915 - -

+ |+
+ [+
1

Weissella cibaria 1917 - -

Weissella minor 2707 - -

Weissella viridescens 1904 - -

+ [+
+ |+
1

Weissella confusa 816 - -

Weissella uvarum 1704 - i

Lactobacillus sanfranciscensis 1234 - -

Lactobacillus sanfranciscensis 1714 - -

Lactobacillus sanfranciscensis 2102 - -

e o o R N S S [y oy

Lactobacillus sanfranciscensis 2106 - -

Lactobacillus sanfranciscensis 2111 -

Lactobacillus sanfranciscensis 2114 - +

+ [+
+
+ 4|+ +]

Lactobacillus sanfranciscensis 2120 - -

Lactobacillus sanfranciscensis 2204 - +

Lactobacillus sanfranciscensis 2215 - -

+ |1
1

Lactobacillus sanfranciscensis 2411 - -

Lactobacillus sanfranciscensis 2508 - -

Lactobacillus sanfranciscensis 2514 = _ + +

1
1

+ 4|+ |+
1

+
+

Lactobacillus sanfranciscensis 2614 - -+

Lactobacillus plantarum subsp. plantarum
2704

.
+
.
"
+
+

Lactobacillus pentosus 2705 -

+ |+
+ |+

Lactobacillus curvatus 504 -

Lactobacillus curvatus 701 -

Lactobacillus paralimentarius 605 -

Lactobacillus graminis 709 -

+|+ |+

Lactobacillus fermentum 606 -

+ |+
|+ |||+ ]+
+

Lactococcus lactis subsp. lactis 2303 - -

Leuconostoc pseudomesenteroides 1708 - -

Leuconostoc pseudomesenteroides 1804 - -

4+ [
+ 1

Leuconostoc pseudomesenteroides 1920 -

Leuconostoc pseudomesenteroides 2605 - +
Leuconostoc pseudomesenteroides 2619 - +

Leuconostoc citreum 2310 - -

e e e o I [ [ e o o o ol P S
+

=+ |
+ [+ +]|+]
=+ |

+
+

Leuconostoc citreum 2812 - +

Leuconostoc mesenteroides subsp.
mesenteroides 2307

1

1
+
+

1

1
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Cizelge 4.27. Yaz donemi eksihamurlarindan izole edilen laktik asit bakterilerinin farkli pH,
tuz, alkol ve safra tuzu konsantrasyonlarinda gelisme sonuglari

pH Tuz Alkol | Safra
Izolat Ada tuzu

3 35| %3 | %6,5| %10 | %5

Weissella cibaria Y404 - - + +

Weissella cibaria Y910 - -

Weissella cibaria Y1413 - -

Weissella cibaria Y1711 - -

+ [+

Weissella cibaria Y1720 - -

Weissella cibaria Y1907 - -

Weissella paramesenteroides Y2609 - -

Weissella paramesenteroides Y2802 -

o o o R o N oy

+|+ |+
+|+ |+

Weissella viridescens Y2804 - +

o o N R I S R R oy

Lactobacillus sanfranciscensis Y105 - -

Lactobacillus sanfranciscensis Y210 - -

Lactobacillus sanfranciscensis Y215 -

+ |+
+ |+

Lactobacillus sanfranciscensis Y219 - +

Lactobacillus sanfranciscensis Y301 - -

Lactobacillus sanfranciscensis Y310 - -

+ 4+ |+]+]
1

Lactobacillus sanfranciscensis Y314 - -

R o R o ) e

+ 4|+

Lactobacillus sanfranciscensis Y320 - -

1
1
+ 1
1

Lactobacillus sanfranciscensis Y507 - -

Lactobacillus sanfranciscensis Y1514 - -

1
1
+

Lactobacillus sanfranciscensis Y1616 -

+
"
+
+
+

Lactobacillus sanfranciscensis Y1817 -

Lactobacillus plantarum subsp. plantarum
Y601

.
+
{
+
+
+

Lactobacillus pentosus Y113 -

Lactobacillus pentosus Y2305 -

+ |+ |+

Lactobacillus curvatus Y2205 -

+ |+ |+ |+

Lactobacillus curvatus Y2405 - -

+ 4|+ |+ ]|+
1

+

Lactobacillus pontis Y620 -

Lactobacillus pontis Y703 - -

Lactobacillus pontis Y720 -

=+ |1

Lactobacillus pantheris Y1206 -

Lactobacillus pantheris Y1815 -

Lactobacillus paralimentarius Y613 -

Lactobacillus paralimentarius Y710 -

o o e o o e e e o e e
1
1
1

+ [+ |+

+ |+ |+]|+]

+ 4|+ |+]|+]
+ |+ |+

Lactobacillus paralimentarius Y717 -

Lactobacillus paracasei subsp. tolerans
Y1417

.
+
+
+
+
+

Lactobacillus paracasei subsp. tolerans
Y1818

+
+
+
+
+

Lactobacillus paracasei subsp. tolerans
Y1502

Lactobacillus paracasei subsp. tolerans
Y2105

Lactobacillus paracasei subsp. tolerans
Y2201

Lactobacillus paracasei subsp. tolerans
Y2204
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Cizelge 4.27. Yaz donemi eksihamurlarindan izole edilen laktik asit bakterilerinin farkli pH,
tuz, alkol ve safra tuzu konsantrasyonlarinda gelisme sonuglar1 (devami)

pH Tuz | Alkol | S2ra
tuzu

izolat Adx

3 35 | %3 | %6.5| %10 | %5

Lactococcus lactis subsp. lactis Y1714 - - + - - -

Leuconostoc citreum Y2505 - - + -

Leuconostoc pseudomesenteroides Y2406 - - + -

+ |+ |+
+ |+ |+

Leuconostoc pseudomesenteroides Y2502 - -

Leuconostoc mesenteroides subsp.
mesenteroides Y2808

1

1
+

1

1

1

Pediococcus pentosaceus Y811 -

+ |+

Pediococcus pentosaceus Y1501 -

Pediococcus pentosaceus Y2214 -

Pediococcus pentosaceus Y2216 -

Pediococcus pentosaceus Y2613 -

Pediococcus pentosaceus Y2712 -

Pediococcus pentosaceus Y2715 -

o o o T N N oy
o o o o o E o oy
S S o Y S R o
S S o Y S o o

4|+

Pediococcus pentosaceus Y2814 -

Kis ve yaz donemi eksihamur izolatlarinin higbirisi 3.0 pH degerinde
gelismemis, 3.5 pH degerinde ise kis donemi izolatlarindan 10, yaz donemi
izolatlarindan da 23 adet izolat gelismistir. Bu agidan yaz donemi izolatlar1 ile ki
donemi izolatlar1 arasinda farklilik olusmustur. Asit liretim yetenegi agisindan dnem
tastyan Lactobacillus paralimentarius 605 ve Pediococcus pentosaceus Y2712
izolatlar1 hari¢ Weissella cibaria 908, Lactobacillus plantarum subsp. plantarum
2704, Lactobacillus pentosus 2705, Leuconostoc pseudomesenteroides 2619,
Lactobacillus sanfranciscensis 2114, Weissella viridescens Y2804, Lactobacillus
sanfranciscensis Y219 ve Y1817, Lactobacillus pentosus Y2305, Lactobacillus
paralimentarius Y710, Lactobacillus paracasei subsp. tolerans Y1818 ve
Pediococcus pentosaceus Y1501 izolatlarinin tamami 3.5 pH degerinde gelismistir.
Ayrica bu izolatlar test edilen tuz, alkol ve safra tuzu oranlarinda gelismislerdir. Bu
sonuclar starter se¢ilme agisindan avantajlarini artirmistir. Karasu (2006), tursu ve
zeytinden izole edilen Lb. plantarum ve Lb. pentosus suslarinin 3.0 pH degerinde
gelisme gosterdigini; Santos vd (2003) ve Klingberg vd (2005), L. plantarum
suslarinin 2.5 pH’da ¢ogalamadiklarini; G-Alegria vd (2004), L. plantarum suslarinin
tiimiiniin 3.6, 3.3 ve 3.2 pH’da kontrol 6rnege gore % 50’nin iizerinde ¢ogalma
gosterdigini; Mc Donald vd (1990), Lb. plantarum ve Leu. mesenteroides’in pH 4.5-
7.0 arasinda rahatlikla gelisme gosterdigini belirtmislerdir. Con (2006), 3.0 ve 3.5 pH
degerinde L. plantarum izolatlarmin timi gelisirken, Lc. lactis ssp. lactis

izolatlarinin 3.0 pH’da higbirisinin, 3.5 ve 4.0 pH’da ise 2 izolat hari¢ digerlerinin
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gelisemedigini bildirmistir. Ertekin (2000), fermente {iriinlerden izole edilen 42 LAB
izolatinin 3.0 pH’da 5 adedinin gelistigini, 3.5 pH’da ise 37 adedinin gelistigini
saptamistir. Papamanoli vd (2003) tarafindan, yapilan calismada kuru fermente
sucuktan izole edilen 24 adet Lb. curvatus’un 3.0 pH’da gelisme goéstermedigi
bildirilmistir. Ricciardi vd (2009) tarafindan da Weissella cibaria minimum 3,6
pH’da gelistigi bildirilmektedir.

Calismada denenen %3.0 tuz konsantrasyonunda hem kis hem de yaz
orneklerinde sadece 4’er adet Lactobacillus sanfranciscensis izolat1 gelismemistir. %
6.5 tuz konsantrasyonunda ise yaz ve kis donemlerinde toplam 65 izolat gelisme
gosterirken, 39 izolat gelisememistir. Yaz Ornekleri izolatlar1 arasinda % 6.5 tuzda
gelisenlerin oranmi kis izolatlarindan daha yiiksektir. Ekmek {iretiminde hamur
karisitminda % 1.5 tuz kullanilmaktadir. Bu nedenle % 3.0 tuz oraninda dahi
gelisememe ekmek starteri agisindan onem tasimamaktadir. Con (2006), peynirden
elde edilen tiim izolatlarin % 3.0 ile 5.0 tuz oranlarinda rahatlikla gelistiklerini; Badis
vd (2004), kegi siitlinden izole ettigi Lb. plantarum izolatlarinin % 2 ve % 3 tuz
konsantrasyonunda gelisme gosterdigini fakat % 4.0 tuz konsantrasyonunda gelisme
gosteremedigini belirtmistir. Fusco vd (2015), Kandler vd (1983) ve Bjorkroth vd
(2002) tarafindan, Weissella cibaria ve Weissella viridescens tiirlerinin % 6.5,
Weissella minor tiiriiniin % 8 ve Weissella uvarum tiiriiniin %4 tuzda gelisebilecegi,
Weissella uvarum tiirtiniin ise % 65 tuzda ise gelisemedigi bildirilmektedir. Ricciardi
vd (2009) da Weissella cibaria tiiriiniin % 12.2 tuzda gelisebilecegini bildirmektedir.
Bu sonuglar ¢alisma sonuglari ile ¢elismemektedir. Karasu (2006) tarafindan, 13 Lb.
plantarum izolatinin % 3, 5 ve 6.5 tuz oranlarinda timiiniin gelistikleri; Ertekin
(2007) tarafindan, fermente triinlerden izole edilen 42 LAB izolatiin % 3.0 tuzda
sadece 1 adedinin gelismedigi saptamistir. Sanchez vd (2000), izole ettigi Lb.
pentosus suslarmin % 4.0 NaCl konsantrasyonlarinda tiimiiniin gelistigini
gostermistir. Garcia Fontan vd, (2007) tarafindan, Leu. mesenteroides subsp.
mesenteroides’in 4 izolatinin % 6.5 NaCl konsantrasyonunda tamaminin gelisme
gosterdigini; Kelly vd (1998), sebze ve meyvelerden izole edilen laktokoklarin
biitiin suslarin % 4.0 NaCl’de gelistiklerini belirtmislerdir. Calismada Lactobacillus
sanfranciscensis tiiriine ait 8 izolat (toplam 25 izolat) disinda diger tiim tiirlere ait
izolatlarin % 3 tuzda gelismesi literatiir ile uyumludur. % 6.5 tuz icin verilen literatiir

bilgileri de sonuglar ile benzerdir.
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izolatlarin safra tuzuna dayamkliligmi belirlemek i¢in % 5.0 safra tuzu
kullanilmistir. Bu oranda yaz izolatlarindan 21 adedi, kis izolatlarindan da 11 adedi
gelisme gostermistir. Karasu (2006), tursu ve zeytinden izole ettigi Lb. plantarum ve
Lb. pentosus suslarinin tiimiiniin % 3 oxbile igeren besiyerinde gelisebildigini; Con
(2006), peynirden izole ettigi 13 laktik asit bakteri izolatindan birisinin % 3 safra
tuzunda gelisemedigini; Ertekin (2007), fermente iiriinlerden izole edilen 42 LAB
izolatinin % 3.0 ox-bile i¢eriginde 6 adedinin gelismedigini; Papamanoli vd (2003), 7
adet Lb. plantarum izolatinin tiimiiniin %2 ox-bile igerikli besiyerinde gelistigini

belirtmistir. Calisma sonuglart literatiir verileri ile ¢elismemektedir.

Kis ve yaz donemine ait eksihamur LAB izolatlarindan % 10 alkolde sirasiyla
34 ve 43 adet izolat gelisme gostermistir. Karasu (2006), tursu ve zeytinden izole
ettigi Lb. plantarum ve Lb. pentosus suslarinin tiimiiniin; G-Alegria vd (2004), Lb.
plantarum izolatlarinin tamamin % 12 etil alkol igeren besiyerinde gelisme
gosterdiklerini bildirmistir. Con (2006) tarafindan da peynirden izole edilen 13 laktik
asit bakteri izolatindan % 7 alkolde tiimiinin, % 12 alkolde ise 3 tanesinin
gelisebildigini tespit etmistir. Ertekin (2007), fermente {irinlerden izole edilen 42
LAB izolatinin % 10.0 alkolde 4 adedinin gelismedigini saptamistir. Sonuglar

literatiir ile uyumludur.

4.13. Secilmis Laktik Asit Bakterilerinin Baz1 Endiistriyel Ozellikleri

Eksihamur ekmegi iiretimi i¢in secilmis 12 adet LAB izolatina farkli sicakliklarda
gelisme ve glukozdan gaz iiretme yetenekleri, back slopping isleminde stabilizasyon,

asit tiretme ve pH degerleri test edilmistir.

4.13.1. Farkh sicakliklarda gelisme ve glukozdan gaz iiretme yetenekleri

Eksihamur ekmegi iiretimi i¢in endiistriyel 6zellikleri dikkate alinarak secilmis 12
eksihamur LAB izolatinin MRS-5 broth’da 72 saat inkiibasyon sonrasi gelisme

yetenekleri test edilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.28’de verilmistir.
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Cizelge 4.28. Secilmis LAB izolatlariin gelisme sicakligi ve glikozdan gaz tiretimi

Gelisme Glukozdan
izolat Adi Sicakhig _Gaz
10°C 15°C Uretimi
Weissella cibaria Y404 - + +
Weissella viridescens Y2804 + + +
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans Y1502 - + +
Lactobacillus sanfranciscensis Y219 - + -
Lactobacillus sanfranciscensis 2114 - + -
Lactobacillus plantarum subsp. plantarum Y601 - + -
Lactobacillus plantarum subsp. plantarum 2704 - + -
Lactobacillus pentosus Y2305 - + -
Lactobacillus pentosus 2705 - + -
Pediococcus pentosaceus Y2814 - + -
Pediococcus pentosaceus Y2613 - + -
Leuconostoc pseudomesenteroides 2605 + + +

Segilen izolatlarin 10 adedi 10°C’de gelisememekle birlikte bu durum bir
eksiklik olarak goriilmemektedir. Literatiirde Weissella cibaria ve Weissella uvarum
tirlerinin 15°C, Weissella minér tiriinin 10°C ve Weissella viridescens tiiriiniin de
5°C gelisebildigi bildirilmektedir (Holzapfel ve Wood, 2014, Fusco vd, 2015). Bir
bagska calismada da Weissella cibaria tiriiniin minimum 9,0°C’da gelistigi
bildirilmektedir (Ricciardi vd. 2009). Leuconostoc pseudomesenteroides (Holzapfel
ve Wood, 2014) ve Lactobacillus paracasei subsp. folerans’m (Vos vd, 2009)
10°C’de gelisebilecegi bildirilmektedir.

Proje kapsaminda 6rnek alimlarinda ziyaret edilen firmlarin hamurhanelerinde
sicaklik 20°C’nin altina diismemektedir. Bu nedenle izolatlarin tamami gelisme

sicakligi alt sinir1 agisindan ekmek starteri olarak kullanima uygundur.

Weissella ve Leuconostocaceae heterofermentatiftir ve glukozdan CO iiretirler
(Collins vd, 1993; Holzapfel ve Wood, 2014, Fusco vd, 2015). Lactobacillus
paracasei subsp. tolerans fakiiltatif heterofermantatiftir (Vos vd, 2009). Calismada
da bu cinslere ait tiirler CO; tireticisi olarak belirlenmistir. Pediococcus pentosaceus

ise homofermantatiftir (Vos vd, 2009) gaz tiretmez.
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4.13.2. Back-slopping isleminde stabilizasyon

Endiistriyel 6zellikleri dikkate alinarak secilmis 12 eksihamur LAB izolat1t MRS-5
broth’da 18 saat ¢ogaltildiktan sonra 5000 rpm degerinde 10 dakika santrifiijlenerek
coktiiriilmiis, siipernatant uzaklastirilmis ve hiicre ¢okeltisi esdeger hacimde steril
fizyolojik su ile siispanse edilmistir. Bu laktik asit bakteri siispansiyonlarindan
(Cizelge 4.29) % 2 ve kuru ticari ekmek mayasindan {iiretici firmanin onerdigi
miktarda asilanarak i1sinlama ile sterilize edilmis unlardan 12 farkli hamur
yogrulmustur. Takiben 30°C’da pH degeri 4.0 pH ve altina diisecek sekilde 12 saatlik

fermantasyona birakilmistir.

Cizelge 4.29. Eksihamur mayalamada kullanilan LAB siispansiyonlarmim McFarland

degerleri
izolat Ad1 M(i)igglglhd
Weissella cibaria Y404 3.7
Weissella viridescens Y2804 6.5
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans Y1502 9.6
Lactobacillus sanfranciscensis Y219 10.0
Lactobacillus sanfranciscensis 2114 10.0
Lactobacillus plantarum subsp. plantarum Y601 11.0
Lactobacillus plantarum subsp. plantarum 2704 11.0
Lactobacillus pentosus Y2305 10.0
Lactobacillus pentosus 2705 10.0
Pediococcus pentosaceus Y2613 8.1
Pediococcus pentosaceus Y2814 8.8
Leuconostoc pseudomesenteroides 2605 7.7

Asilama kiiltiirii kullanilarak elde edilen 12 adet hamur back slopping ile (%10
asilama) herbirinden 9’ar kez hamur {iretilmistir. Her bir basamakta hamurlar 4.0 pH
ve altina diisecek sekilde fermantasyona birakilarak (8 saat) eksihamurlar elde
edilmistir. Her bir hamurda elde edilen pH degerleri EK 9’da verilmistir. Dogrudan
kiiltiir agilanan ve 12 saat fermente edilen hamur ile back-slopping ile asilanan ve 8
saat fermente edilen hamurlar pH degeri agisindan birbirine yakin sonuglar
vermislerdir. Back-sloping islemi ile asilamanin secilen izolatlarin pH diistirme hizi
tizerine olumsuz etkisi olmadig1 ortaya konulmustur. Weissella viridescens Y2804
izolatinin besiyerinde oldugu gibi hamur ortaminda da pH disiirme hiz1

digerlerinden daha diisiik belirlenmistir.
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Secilmis izolatlarin % asit iiretme degerleri de 1, 6 ve 10. hamurlarda
belirlenmistir. Elde edilen % asit sonuglar1 degerlendirmenin birlikte yapilmasi i¢in

Cizelge 4.30°da pH degerleri ile birlikte verilmistir.

Cizelge 4.30. Segilmis LAB izolatlari ile tiretilmis eksihamurlarin asitlik ve pH sonuglar1

izolat Ady 1. Hamur 6. Hamur 10. Hamur
% Asit  pH % Asit pH % Asit pH

Weissella cibaria Y404 031 375 035 359 034 367

Weissella viridescens Y2804 0.21 4.00 0.26 390 029 377

Lactobacillus paracasei subsp.

tolerans Y1502 0.32 3.60 0.29 3.67 032 354

Lactobacillus sanfranciscensis Y219 (.38 3.37 0.34 337 036 349

Lactobacillus sanfranciscensis 2114 0.41 3.35 0.37 344 035 343
Lactobacillus plantarum subsp.

plantarum Y601 0.40 3.34 0.36 347 037 3.46
Lactobacillus plantarum subsp.

plantarum 2704 0.42 3.33 0.36 3.40 0.37 3.43
Lactobacillus pentosus Y2305 044 344 037 343 037 343
Lactobacillus pentosus 2705 039 332 037 336 036 343
Pediococcus pentosaceus Y2814 0.35 351 0.33 347 029 3.64
Pediococcus pentosaceus Y2613 0.31 3.54 0.30 353 030 357
Leuconostoc pseudomesenteroides

2605 0.38 3.57 0.35 3.60 0.35 3.59

Eksihamurlarin % asit degerleri de back-slopping isleminden olumsuz
etkilenmemistir. En yavas pH diigsiirme degerlerinin saptandigi Weissella viridescens
Y2804 izolat1 en diisiik % asit lretim degerine sahiptir. Bu iki sonug¢ birbirini
desteklemektedir. Bununla birlikte bu izolatin asit iiretim hizi ve miktar1 da
eksihamur tiretimi i¢in yeterli kabul edilebilecektir. Eksihamurlarin laktik asit bakteri
ve maya sayilari da 1, 6 ve 10. hamurlarda belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.31°da

verilmistir.

LAB izolatlar1 ve ticari hamur mayas: birlikte kullanilarak iiretilen hamurda (1.
Hamur) LAB sayis1 7.69-9.19 log KOB/g arasinda, 6. hamurda 7.72-9.51 log KOB/g
arasinda, 10. hamurlarda ise 8.17-9.16 arasindadir. Eksihamurlarin mayalanmasinda
kullanilan LAB kiiltiirleri icerisinde en diisiik iki Mc Farland degerine sahip olan
Weissella cibaria Y404 ve Weissella viridescens Y2804 izolatlarinin hamur
ortaminda 12 saat inkiibasyondan sonraki sayimda yiiksek degerlere sahip olmalar

bu izolatlarin hamur ortamina uyum sagladiklarina igaret etmektedir.
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Cizelge 4.31. Secilmis LAB izolatlari ile iiretilmis eksihamurlarin LAB ve maya sayisi

Mikroorganizma sayisi (log KOB/g)

izolat Adx 1. Hamur 6. Hamur 10. Hamur
LAB Maya LAB Maya LAB Maya
Weissella cibaria Y404 9.17 7.18 854 <40 9.00 <20
Weissella viridescens Y2804 910 7.24 8.94 <4.0 8.66 <2.0
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans Y1502 8.85 7.56 772 <4.0 767 <20
Lactobacillus sanfranciscensis Y219 9.10 7.33 8.97 <40 9.10 <20
Lactobacillus sanfranciscensis 2114 9.14 7.33 9.49 <40 9.12 <20

Lactobacillus plantarum subsp. plantarum Y601 9.19 7.34 8.65 <4.0 9.08 <20
Lactobacillus plantarum subsp. plantarum 2704 8.97 7.14 943 <4.0 8.96 <20

Lactobacillus pentosus Y2305 8.27 6.80 8.66 <4.0 8.63 <20
Lactobacillus pentosus 2705 8.88 7.29 8.67 <4.0 8.95 <20
Pediococcus pentosaceus Y2814 7.69 7.98 7.88 <4.0 8.84 <20
Pediococcus pentosaceus Y2613 8.86 7.50 8.46 <4.0 8.17 <20
Leuconostoc pseudomesenteroides 2605 895 7.14 951 <4.0 9.16 <20

Maya sayis1 ise 1. hamurda 6.0-7.98 log KOB/g, 6 ve 10. hamurlarda ise sayim
icin ekim yapilan en diisiik diliisyonda saytlamamistir (sirasiyla <10% ve 102 KOB/g).
Maya sayisinin back slopping ile iiretilen 5. hamurda (toplamda 6. hamurda) <4.0 log
KOB/g ¢ikmasi nedeniyle 10. hamurda 102’lik seyreltiden baslanarak ekim yapilmus,
ancak bu seyreltide de maya sayis1 saptanabilir diizeyin altinda bulunmustur. Bu
durum beklenmeyen bir sonu¢ olmustur. Bu sonuglar kullanilan LAB izolatlarinin S.
cerevisiae iizerine antifungal aktivitesinin olmamasi nedeni ile endiistriyel susun
back-slopping islemine uygun olmamasina baglanmigtir. Daha Once yapilan
eksihamur ¢aligmalarinda da endiistriyel hamur mayasi olan S. cerevisiae tiiriiniin

izolasyon oraninin diisiik olmas1 bu sonucu desteklemektedir.
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5. SONUC

Calismada Trabzon, Giresun, Ordu ve Samsun illerinde bulunan 27 farkl: isletmeden
2 farkli iklim doneminde toplam 54 adet eksihamur ornegi toplanarak, ekmegin
duyusal, besinsel oOzellikleri ile raf Omriinii ve yapisim etkileyen eksihamur
fermantasyonunda gorev alan LAB florasi tanimlanmig, gluten parcalama ve fitaz
aktivitelerinin varhigi arastirilmis ve eksihamur ekmegi starteri olabilecekleri
belirlemek icin endiistriyel Ozellikleri ile eksihamur {iretimindeki stabiliteleri

belirlenmistir.

Karadeniz Bolgesi eksihamur 6rneklerinin pH degeri kis doneminde 4.35+0.19
ve 4.88+0.48; yaz doneminde 3.73+0.78 ve 4.20+0.39 pH arasinda belirlenmistir.
Asitlik derecesi ve toplam asitlik degeri de sirasiyla kis doneminde 4.36+1.88 ve
7.05+1.14; 0.39+0.11 ve 0.68+0.14 arasinda; yaz doneminde 5.91+2.15 ve 9.46+5.35
ve 0.59+0.20-0.86+0.45 arasinda bulunmustur.

Eksithamur Orneklerinin % kurumadde ve kiil oranlar1 da swrasiyla kis
doneminde 53.26+2.55 ve 55.68+4.82; 0.59+0.06 ve 0.76+0.13 arasinda; yaz
doneminde 54.06+3.02 ve 57.39+2.38; 0.53+0.05 ve 0.60+0.06 arasinda

belirlenmistir.

Eksihamur 6rneklerinin kis doneminde LAB sayis1 7.47+0.29 ve 7.86+0.57 log
KOB/g arasinda ve ortalama 7..59+0.57 log KOB/g; TAMB sayis1 6.59+0.54 ve
6.84+0.26 log KOB/g arasinda ve ortalama 6.73+0.32 log KOB/g; maya sayisi
6.50+0.49 ve 6.80+0.20 log KOB/g arasinda ve ortalama 6.65+0.29 log KOB/g
olarak belirlenmistir. Yaz doneminde ise LAB sayis1 4.93+0.70 ve 7.08+0.82 log
KOB/g arasinda ve ortalama 6.17+1.37 log KOB/g; TAMB sayis1 5.87+0.67 ve
6.46+£0.22 log KOB/g arasinda ve ortalama 6.14+0.74log KOB/g; maya sayisi
6.07+0.86 ve 6.67+0.52 log KOB/g arasinda ve ortalama 6.39+0.55 log KOB/g

olarak belirlenmistir.

Analiz edilen kis ve yaz donemi eksihamur 6rneklerinden toplam 1028 adet
LAB izolati (GTG)s bant profillerine gore 42 ve 45 gruba ayrilmislardir. Bu
gruplarda kis dénemine ait eksihamurlardan izole edilen 62 adet izolatin, 22 adedi

Weissella cibaria, 17 adedi Lactobacillus sanfranciscensis, 6 adedi Leuconostoc
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pseudomesenteroides, 3 adedi Leuconostoc citreum, 3 adedi Lactobacillus curvatus
ve birer adedi de Weissella minor, Weissella viridescens, Weissella confusa,
Weissella uvarum, Lactobacillus paralimentarius, Lactobacillus graminis,
Lactobacillus plantarum subsp. plantarum, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus
fermentum, Lactococcus lactis subsp. lactis ve Leuconostoc mesenteroides subsp.
mesenteroides olarak tanimlanmistir. Yaz donemi toplam 63 izolattan 17 adedi
Lactobacillus sanfranciscensis, 6 adedi Weissella cibaria, 8 adedi Pediococcus
pentosaceus, 6 adedi Lactobacillus paracasei subsp. tolerans, 4 adedi Lactobacillus
paralimentarius, 2 adedi Lactobacillus curvatus, 2 adedi Lactobacillus pantheris, 2
adedi Lactobacillus pentosus, 3 adedi Lactobacillus pontis, 2 adedi Weissella
paramesenteroides, 1 adedi Weissella confusa ve 1 adedi Weissella viridescens 2
adedi Lactococcus lactis subsp. lactis, 4 adedi Leuconostoc pseudomesenteroides, 1
adedi Leuconostoc citreum, 1 adedi Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides

ve 1 adedi Lactobacillus plantarum subsp. plantarum olarak tanimlanmustir.

Mikrobiyotada baskin bulunan Lactobacillus sanfranciscensis izolat sayisi yaz
ve kis donemi oOrneklerinde benzer bulunurken; Weissella cibaria, Leuconostoc
pseudomesenteroides ve Leuconostoc citreum sayisi yaz doneminde 6nemli diizeyde
diismiis ve Weissella spp. ¢esitliligi azalmistir. Yine yaz doneminde farkli olarak 5
adet Pediococcus pentosaceus ile Lactobacillus paracasei subsp. tolerans,
Lactobacillus pantheris ve Lactobacillus pontis tiirleri izole edilmistir. Bu sonuglar
kis ve yaz doneminde eksihamur mikrobiyotasinin 6nemli diizeyde degistigini

gostermistir.

Eksihamur LAB izolatlarinin kati besiyerinde gluten parcalama aktivitesi
testinde net zon olusumu gostermemekle birlikte, Weissella confusa 816,
Lactobacillus curvatus 504, Lactobacillus paracasei subsp. tolerans Y1502 ile
Pediococcus  pentosaceus Y2814, Lactobacillus sanfranciscensis Y219,
Lactobacillus plantarum subsp. plantarum Y601, Lactobacillus paralimentarius
Y613 ve Weissella cibaria Y404 izolatlariin muhtemel {iretici olabilecekleri
diistiniilmiis ve bu suslar i¢in gluten parcalama yeteneginden sorumlu enzimin
hiicrede yerlesim yerinin belirlenmesi testi gergeklestirilmistir. Ancak ekzoenzim ve
endoenzimleri igerecek supernatantlar glutenli olarak hazirlanmig 06zel kati

besiyerinde zon olusumu vermemistir.
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Eksihamur kis Orneklerinden Rep-PCR sonucu olusan 42 farklt grubun
herbirinden segilerek 16S dizi analizine tabi tutulan temsilci 62 LAB izolatinin kati
besiyerinde fitaz aktivitesi testi sonucu pozitif zon veren ve pozitif olarak 6 izolat
secilmistir. Bu izolatlardan en yiiksek fitaz aktivitesine sahip olan Lb. citreum 2812
(16 mm) tiirtidiir. Eksihamur yaz 6rneklerinin 45 farkli grubunun herbirinden secilen
ve tanmimlanan 63 LAB izolatinin kati1 besiyerinde fitaz aktivitesi testi sonucu zon
veren ve pozitif olarak 14 izolat secilmistir. Bu izolatlardan Lb. pentosus Y2305

(22.5 mm) en yiiksek fitaz aktivitesine sahip tiirdiir.

LAB izolatlariin antimikrobiyal aktivite analizinde en az bir indikatére karsi 3
mm ve daha {izerinde inhibisyon zonu veren izolat sayis1 kig orneklerinde 2, yaz
orneklerinde ise 21 adettir. Eksihamur yaz donemi izolatlarinin, kis dénemi

izolatlarindan daha yiiksek antimikrobiyal aktivite gostermislerdir.

Lactobacillus curvatus 504, Lactobacillus paracasei subsp. tolerans Y1502,
Pediococcus pentosaceus Y2814 ve Lactobacillus sanfranciscensis Y219
izolatlarmin gergek eksihamur sisteminde de proteolitik etkisi 24 ve 48 saat fermente
edilmis hamurda gluten polipeptidinde meydana gelen degisimler SDS-PAGE ile
izlenerek degerlendirilmistir. Notral kontrol hamurunda digerlerinden farkli olarak
~90 kDa Da boyutunda bir bantin varligi hem 24 hem de 48 saat inkiibasyon sonunda
belirlenirken, LAB izolatlar1 kullanilarak {iretilen hamurlar ile kimyasal yolla
asitlendirilenler arasinda 24 ve 48 saat inkiibasyon sonunda bant profili agisindan bir
farklilik goriilmemekle birlikte, 24 saat sonunda asitlendirilmis hamurdaki bantlarin
yogunlugu, 48 saat inkiibasyon sonunda da asitlendirilmis hamur ve Pediococcus
pentosaceus Y2814 kullanilan hamurdaki bantlarin  yogunlugu daha diisiik
bulunmaktadir. Tiim sonuglar birlikte degerlendirildiginde herhangi bir LAB
izolatinin asitlendirilmis hamurdan daha farkli bir bant profili vermemesi nedeni ile

secilen izolatlarin gluten pargalama 6zelligine sahip olmadigi sonucuna varilmistir.

Eksihamurdan gluten pargalama ve fitaz aktivite testleri sonucunda da yiiksek
kapasiteli izolatlar elde edilememesi nedeni ile LAB izolatlarinin diger bazi

endiistriyel 6zellikleri belirlenmistir.

Eksihamurlarindan izole edilen LAB izolatlarinin fermantasyonun 1 ve 7.
giinlerinde irettikleri % asit miktarlari sirasiyla kis donemi izolatlarinda % 0.10-1.74
ve % 0.28-2.22 arasinda, yaz donemi izolatlarinda % 0.12-1.46 ve % 0.46-1.98
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arasindadir. Bu giinlerde yiiksek tiretim yapan Weissella cibaria 908, Lactobacillus
paralimentarius 605, Lactobacillus plantarum subsp. plantarum 2704, Lactobacillus
pentosus 2705, Leuconostoc pseudomesenteroides 2619 ve Lactobacillus
sanfranciscensis 2114, Weissella viridescens Y2804, Lactobacillus sanfranciscensis
Y219 ve Y1817, Lactobacillus pentosus Y2305, Lactobacillus paralimentarius
Y710, Lactobacillus paracasei subsp. tolerans Y1818, Pediococcus pentosaceus

Y1501 ve Y2712 suslar starter olarak potansiyele sahip olarak secilmistir.

Kis ve yaz donemi eksihamurlarindan izole edilen LAB izolatlarinin
fermantasyonun 7. giinlinde pH degerini sirasiyla 3.71-4.64 pH ve 3.69-4.87 pH

arasina diisiirdiigii saptanmistir. Kontrol 6rneginde ise 5.45 pH olarak dl¢lilmiistiir.

Kis ve yaz donemi eksihamur izolatlarinin higbirisi 3,0 pH degerinde
gelismemis, 3.5 pH degerinde ise kis donemi izolatlarindan 10, yaz dénemi
izolatlarindan da 23 adet izolat gelismistir. Bu agidan yaz donemi izolatlar ile kis
donemi izolatlar1 arasinda farklilik olusmustur. Calismada denenen % 3.0 tuz
konsantrasyonunda hem kis hem de yaz 6rneklerinde sadece 4’er adet Lactobacillus
sanfranciscensis izolat1 gelismemistir. % 6.5 tuz konsantrasyonunda ise yaz ve kis

donemlerinde toplam 65 izolat gelisme gosterirken 39 izolat gelisememistir.

Izolatlarin safra tuzuna dayamkliligmi belirlemek i¢in denenen % 5.0 safra
tuzu oraninda yaz izolatlarindan 21 adedi, kis izolatlarindan da 11 adedi gelisme
gostermistir. % 10 alkolde ise yaz donemine ait 43, kis donemine ait 34 izolat

gelisme gostermistir.

Eksithamur ekmegi iiretimi i¢in endistriyel Ozellikleri dikkate alinarak
Weissella cibaria Y404, Lactobacillus paracasei subsp. tolerans Y1502, Weissella
viridescens Y2804, Lactobacillus sanfranciscensis Y219, Lactobacillus plantarum
subsp. plantarum Y601, Lactobacillus pentosus Y2305, Pediococcus pentosaceus
Y2613, Pediococcus pentosaceus Y2814, Lactobacillus sanfranciscensis 2114,
Lactobacillus plantarum subsp. plantarum 2704, Lactobacillus pentosus 2705 ve
Leuconostoc pseudomesenteroides 2605 izolatlan starter olabilecek 6zelliklere sahip

olarak sec¢ilmislerdir.

Eksihamur ekmegi iiretimi icin endiistriyel 6zellikleri dikkate alinarak secilen
izolatlar icerisinde 2 tanesi 10°C’da gelisebilmekle birlikte bu durum bir eksiklik

olarak goriilmemektedir. Proje kapsaminda 6rnek alimlarinda ziyaret edilen firinlarin
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hamurhanelerinde sicaklik 20°C’nin altina diismemektedir. Bu nedenle izolatlarin
tamam1 gelisme sicakligr alt siir1 agisindan ekmek starteri olarak kullanima

uygundur.

Laktik asit bakteri siispansiyonlarindan % 2 ve ticari ekmek mayasindan tiretici
firmanin 6nerdigi miktarda asilanarak i1ginlama ile sterilize edilmis unlardan tiretilen
hamurlar asilama kiiltiirii olarak kullanilarak back-slopping ile (% 10 asilama)
herbirinden 9’ar kez 4.0 pH ve altina diisecek sekilde fermantasyona birakilarak (8
saat) eksihamurlar elde edilmistir. Dogrudan kiiltiir asilanan ve 12 saat fermente
edilen hamur ile back-slopping ile asilanan ve 8 saat fermente edilen hamurlar pH ve
% asit degerleri agisindan birbirine yakin sonuglar vermislerdir. Back-slopping
islemi ile asilamanin segilen izolatlarin pH diisiirme hiz1 ve asit iiretim kapasitesi

izerine olumsuz etkisi olmadig1 ortaya konulmustur.

LAB izolatlar1 ve ticari hamur mayasi birlikte kullanilarak iiretilen hamurda (1.
hamur) LAB sayist 7.69-9.19 log KOB/g arasinda, 6. hamurda 7.72-9.51 log KOB/g
arasinda, 10. hamurlarda ise 8.17-9.16 arasindadir. Bu sonug back-slopping isleminin
secilen laktik asit bakterileri lizerine olumsuz etkisinin olmadigimi gostermektedir.
Ancak, 1. hamurda 6.0-7.98 log KOB/g, olan maya sayisinin 6 ve 10. hamurlarda
sirastyla <10* ve 10 KOB/g olmas1 bu endiistriyel susun back-slopping islemine

uygun olmamasina baglanmaistir.

Karadeniz Bolgesi eksihamurlarindan izole edilen Weissella cibaria Y404,
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans Y1502, Weissella viridescens Y2804,
Lactobacillus sanfranciscensis Y219, Lactobacillus plantarum subsp. plantarum
Y601, Lactobacillus pentosus Y2305, Pediococcus pentosaceus Y2613, Pediococcus
pentosaceus Y2814, Lactobacillus sanfranciscensis 2114, Lactobacillus plantarum
subsp. plantarum 2704, Lactobacillus pentosus 2705 ve Leuconostoc
pseudomesenteroides 2605 tiirlerinin endiistriyel ozellikleri agisindan eksihamur

ekmegi iiretiminde starter olarak kullanilmasinin uygun oldugu sonucuna varilmistir.
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KIS DONEMI MiKROBIYOLOJIK OZELLIKLERININ iL BAZINDA
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KIS DONEMi LAB IZOLATLARININ (GTG)s BANT PROFIiLLERI
VE BENZERLIKLERINI GOSTEREN DENDOGRAM

YAZ DONEMI LAB iIZOLATLARININ (GTG)s BANT PROFILLERI
VE BENZERLIKLERINi GOSTEREN DENDOGRAM

GEN BANK DiZi ANALIZLERI

LACTOBACILLUS CINSi EKSIHAMUR iZOLATLARININ 16S RRNA
GEN DiZi ANALIZINE BAGLI BENZERLIiK DEGERLERI VE
NUKLEOTIT SAYISI

EKSIHAMURLARIN pH ANALIZ SONUCLARI
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EK 1 KIS DONEMI FiZIKOKIMYASAL OZELLIKLERININ iL BAZINDA
DEGERLENDIRILMESINE iLISKiN VARYANS ANALIZ TABLOSU

Degisken Kareler Serbestli_k Kareler F . P
toplami derecesi ortalamas1 | degeri

Kati pH Gruplar aras1 | ,784 3 ,261 2,357 ,098
Grup igi | 2,550 23 111
Toplam | 3,334 26

Sivi pH Gruplar aras1 | ,891 3 ,297 2,129 124
Grup i¢i | 3,210 23 ,140
Toplam | 4,101 26

Asitlik d. Gruplar aras1 | 23,627 3 7,876 3,478 ,032
Grup i¢i | 52,086 23 2,265
Toplam | 75,713 26

T. Asitlik Gruplar arasi 3 ,091 3,502 ,032
Grup ici | 274 23 026
Toplam e0o 26

,873

Kurumadde Gruplar aras1 | 23,335 3 7,778 ,690 ,568
Grup ici | 259,447 23 11,280
Toplam | 282,782 26

Kiil Gruplar aras1 | ,133 3 ,261 2,357 ,098
Grup i¢i | ,243 23 111
Toplam | ,376 26
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EK 2 YAZ DONEMI FiZIKOKIMYASAL OZELLIKLERININ iLL BAZINDA

DEGERLENDIRILMESINE iLISKiN VARYANS ANALIZ TABLOSU

Degisken Kareler Serbestli_k Kareler F . P
toplami derecesi ortalamas1 | degeri

Kati pH Gruplar aras1 | ,225 3 ,075 ,654 ,588
Grup i¢i | 2,633 23 ,114
Toplam | 2,857 26

Sivi pH Gruplar aras1 | ,364 3 121 1,273 ,307
Grup i¢i | 2,190 23 ,095
Toplam | 2,553 26

Asitlik d. Gruplar aras1 | 58,907 3 19,636 1,739 ,187
Grup i¢i | 259,653 23 11,289
Toplam | 318,560 26

T. Asitlik Gruplar arasi 3 ,115 1,430 ,260

.. 1,345
Grup igi 23 ,080
Toplam A 26
2,192

Kurumadde Gruplar aras1 | 48,695 3 16,232 1,557 ,227
Grup i¢i | 239,783 23 10,425
Toplam | 288,477 26

Kiil Gruplar aras1 | ,021 3 ,075 ,654 ,588
Grup i¢i | ,103 23 114
Toplam | ,124 26
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EK 3 KIS DONEMI MiKROBIYOLOJIiK OZELLIKLERININ iL BAZINDA
DEGERLENDIRILMESINE iLiSKiN VARYANS ANALIZi TABLOSU

Degisken Kareler Serbestli_k Kareler F . P
toplami derecesi ortalamas1 | degeri
LAB Gruplar aras1 | ,501 3 , 167 ,480 ,700
Grup i¢i | 8,011 23 ,348
Toplam | 8,512 26
TAMB Gruplar arasi1 | 1,396 3 ,083 , 782 ,516
Grup ici | 12,944 23 ,107
Toplam | 14,340 26
MAYA Gruplar arasi | ,286 3 ,095 1,198 ,333
Grup i¢i | 1,833 23 ,080
Toplam | 2,120 26
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EK4 YAZ DONEMi MiKROBiYOLOJIK OZELLIKLERININ iL. BAZINDA

DEGERLENDIRILMESINE iLiSKiN VARYANS ANALIZi TABLOSU

Degisken Kareler Serbestli_k Kareler F . P
toplami derecesi ortalamas1 | degeri

LAB Gruplar aras1 | 16,333 3 5,444 3,862 ,023
Grup i¢i | 32,422 23 1,410
Toplam | 48,755 26

TAMB Gruplar aras1 | 1,396 3 ,465 827 ,493
Grup i¢i | 12,944 23 ,563
Toplam | 14,340 26

MAYA Gruplar aras1 | 1,264 3 421 1,466 ,250
Grup i¢i | 6,609 23 ,287
Toplam | 6,609 26
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EK5 KIS DONEMI LAB IZOLATLARININ (GTG)s BANT PROFILLERI
VE BENZERLIKLERINIi GOSTEREN DENDOGRAM
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Ek 5 Kis dénemi LAB izolatlarinin (GTG)s bant profilleri ve benzerliklerini gdsteren
dendogram (devami)
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EK6 YAZ DONEMIi LAB IZOLATLARININ (GTG)s BANT PROFILLERI
VE BENZERLIKLERINi GOSTEREN DENDOGRAM
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Ek 6 Yaz donemi LAB izolatlarinin (GTG)s bant profilleri ve benzerliklerini gosteren
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Ek 6 Yaz donemi LAB izolatlarinin (GTG)s bant profilleri ve benzerliklerini gdsteren
dendogram (devami)

126



Y1412
Y1411
YOO8
Ye07
Yooe
Yen
Ye12
Y1104
Y1108
Ye10
Ye13
Yo14
Y1111
YooE
Y1708
Y1708
Y1707
Y2220
Y411
Y415
Y418
Y412
Y414
Y413
Y419
| Y413
Y1115
Y1213
Y1314
Y1714
Y2412
Y2808
Y2803
Y2112
Y2412
Y2410
Ye1s
Y018
Yo17
Ye1s
Ye12
Y020
Y1008
Y2102
Y2114
Y1008
Y2108
Y1017
Y1002
Y1102
Y2103
Y2118
Y2102
Y2105
Y2204

Y2208

uNfiU_\ﬁ‘u_ m

&
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EK 7 GEN BANK DiZi ANALIZLERI

Weissella sp. 1704 pheS DNA dizisi:
ATGCAAGATACCTTCTATATTTCAGATGAATTATTGATGCGGACCCAAAC
TTCACCAGTCCAAGCTCGTACATTGGAGCAACATGATTTTTCAAAAGGAC
CTTTGAAGATGATTTCACCTGGTCGGGTTTATCGTCGTGATACAGATGAT
GCAACTCATTCACACCAATTCCATCAAGTTGAAGGATTAGTTGTTGATAA
GCATATTACGATGGGTGATTTAAAGGGAACTTTGCTGGCCGTCGCCCATC
AATTATTTGGTGAAGATCATGATATTCGTTTGCGTCCTTCATATTTCCCAT
TTACTGAACCATCAGTTGAAGTTGACGTTTCATGGAAACCAGTGATTCCC
GATACCAAGCCAGAAGATATTGACTGGATTGAAGTGCTTGGGGCTGG

Weissella minor LMG 98477 pheS niikleotit dizisi (Gen Banktan alinmugtir):
ATGCAAGATACCTTCTACATTTCAGATGAATTGTTGATGCGTACGCAAAC
ATCACCCGTGCAAGCTCGTACGCTTGAACAACATGATTTTTCAAAGGGAC
CTTTGAAGATGATTTCCCCTGGTCGTGTGTACCGTCGTGATACAGATGAT
GCCACGCATTCACATCAATTCCACCAAGTGGAAGGGTTAGTTGTTGATAA
GCATATTACAATGGGTGATTTAAAAGGAACATTGTTAGCAGTTGCGCATC
AATTATTTGGTGAAGATCACGATATTCGTTTGCGTCCATCATATTTCCCAT
TTACGGAACCTTCAGTTGAAGTCGATGTTTCTTGGGGACCTGTTACTCCG
GATACTAAGCCAGAAGAGATTGAATGGATTGAAGTATTAGGAGC

Weissella uvarum B18NM42 pheS niikleotit dizisi (Gen Banktan alinmstir):
GATATGCAAGATACCTTCTATATTTCAAATGAATTATTGATGCGGACCCA
AACTTCACCAGTCCAAGCTCGTACATTGGAGCAACATGATTTTTCAAAAG
GACCTTTGAAGATGATTTCACCCGGTCGGGTTTATCGTCGTGATACCGAT
GATGCAACTCATTCACACCAATTCCATCAAGTTGAAGGATTAGTTGTGGA
TAAGCATATTACGATGGGTGATTTAAAGGGAACTTTGCTGGCCGTCGCCC
ATCAATTATTTGGTGAAGATCATGATATTCGTTTGCGCCCTTCATATTTCC
CATTTACTGAACCATCAGTTGAAGTTGACGTCTCATGGAATCCAGTGATG
CCCGATACCAAGCCAGAAGATATTGACTGGATTGAAGTGCTTGGGGCTG
G

Weissella viridescens LMG 35077 pheS niikleotit dizisi (Gen Banktan
alinmistir):
GCAGGATACGTTCTACATTTCACCTGAATTGTTGATGCGTACCCAAACTT
CTCCGGTTCAAGCGCGTACTTTGGAACAACACGATTTTTCAAAGGGTCCG
TTGAAGATGATTTCACCCGGACGTGTTTACCGTCGTGATACTGATGATGC
GACGCACTCACACCAATTCCACCAAGTTGAAGGATTGGTTGTCGATAAGC
ACATTACAATGGGAGACTTAAAGGGAACCTTGCTAGCAGTTGCACATCA
ATTGTTTGGTGAAGATCATGATATTCGTTTGCGTCCTTCATATTTCCCATT
TACGGAACCTTCTGTTGAAGTTGATGTGTCTTGGAATGCTGTGACACCTG
ATACGAAGCCAGAAGACATCGAGTGGATTGAAGTCCTT
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EK8 LACTOBACILLUS CINSI EKSIHAMUR IZOLATLARININ 16S rRNA GEN DIZI ANALIZINE BAGLI BENZERLIK

-

DEGERLERI VE NUKLEOTIT SAYISI

izolat 2704 2705 504 605 606 701 702
Y720 | 136/1428 | 135/1428 | 89/1219 | 153/1427 | 103/1436 | 139/1431 | 139/1432
Y717 | 105/1452 | 104/1437 | 87/1220 1/1452 | 152/1452 | 126/1450 | 126/1451
Y715 | 105/1454 | 104/1437 | 87/1220 1/1452 | 152/1455 | 126/1452 | 126/1453
Y710 | 105/1451 | 104/1437 | 87/1220 1/1451 | 152/1451 | 126/1449 | 126/1450
Y703 | 137/1435 | 136/1435 | 89/1219 | 155/1434 | 103/1443 | 140/1438 | 140/1439
Y620 | 137/1434 | 136/1434 | 88/1219 | 153/1433 | 102/1442 | 138/1437 | 138/1438
Y613 | 104/1454 | 103/1437 | 86/1220 0/1452 | 151/1454 | 125/1452 | 125/1453
Y601 0/1451 3/1438 75/1220 | 104/1450 | 137/1451 | 108/1449 | 108/1450
Y320 | 120/1454 | 118/1438 | 104/1220 | 152/1451 | 156/1462 | 161/1457 | 161/1458
Y314 | 119/1452 | 117/1436 | 102/1218 | 150/1449 | 155/1460 | 159/1455 | 159/1456
Y310 | 121/1455 | 118/1438 | 104/1220 | 153/1452 | 157/1463 | 162/1458 | 162/1459
Y301 | 120/1453 | 118/1438 | 104/1220 | 152/1451 | 156/1461 | 161/1456 | 161/1457
Y2405 | 108/1452 | 108/1437 | 3/1220 | 125/1451 | 149/1457 | 0/1456 0/1457
Y2305 2/1440 1/1438 74/1220 | 102/1439 | 137/1440 | 107/1438 | 107/1439
Y2205 | 108/1454 | 108/1437 | 3/1220 | 125/1451 | 149/1459 | 0/1458 0/1459
Y2204 | 122/1453| 121/1436 | 72/1220 | 148/1450 | 155/1456 | 112/1455 | 112/1456
Y2201 | 121/1437| 121/1436 | 72/1220 | 147/1436 | 154/1440 | 111/1439 | 111/1440
Y219 | 120/1455| 118/1438 | 104/1220 | 152/1452 | 157/1463 | 161/1458 | 161/1459
Y215 | 120/1454| 118/1438 | 104/1220 | 152/1451 | 156/1462 | 161/1457 | 161/1458
Y2105 | 122/1451| 121/1436 | 72/1220 | 148/1450 | 155/1454 | 112/1453 | 112/1454
Y1818 | 122/1453| 121/1436 | 72/1220 | 148/1450 | 155/1457 | 112/1455 | 112/1456
Y1817 | 119/1451| 117/1434 | 101/1216 | 150/1448 | 156/1459 | 158/1454 | 158/1455
Y1815| 118/1437| 118/1436 | 78/1220 | 140/1436 | 145/1443 | 131/1441 | 131/1442
Y1502 | 121/1437| 121/1436 | 72/1220 | 147/1436 | 154/1440 | 111/1439 | 111/1440
Y1417 | 122/1450| 120/1436 | 73/1220 | 150/1449 | 155/1453 | 114/1452 | 114/1453
Y1206 | 118/1437| 118/1436 | 78/1220 | 140/1436 | 145/1443 | 131/1441 | 131/1442
Y113 1/1440 2/1438 75/1220 | 103/1439 | 136/1440 | 108/1438 | 108/1439
Y1018 | 119/1452| 117/1435 | 101/1217 | 150/1449 | 156/1460 | 158/1455 | 158/1456
709 108/1438| 108/1437 | 3/1220 | 125/1437 | 147/1443 | 0/1442 0/1443
702 108/1454| 108/1437 | 3/1220 | 125/1451 | 149/1459 | 0/1458 ---
701 108/1453| 108/1436 | 3/1219 | 125/1450 | 149/1458 - 100.00
606 137/1455| 138/1438 | 97/1220 | 151/1452 - 89.78 89.79
605 104/1452| 103/1437 | 86/1220 --- 89.60 91.38 91.39
504 75/1220 | 75/1220 --- 92.95 92.05 99.75 99.75
2705 3/1438 - 93.85 92.83 90.40 92.48 92.48
2704 --- 99.79 93.85 92.84 90.58 92.57 92.57
izolat 2704 2705 504 605 606 701 702
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izolat 709 Y1018 Y113 Y1206 Y1417 Y1502 Y1815 Y1817
Y720 139/1432 | 149/1434 | 135/1428 | 133/1432 | 135/1429 | 134/1429 | 133/1432 | 149/1433
Y717 126/1437 | 151/1449 | 104/1439 | 141/1436 | 149/1449 | 146/1436 | 141/1436 | 151/1448
Y715 126/1437 | 151/1451 | 104/1439 | 141/1436 | 149/1449 | 146/1436 | 141/1436 | 151/1450
Y710 126/1437 | 151/1448 | 104/1439 | 141/1436 | 149/1449 | 146/1436 | 141/1436 | 151/1447
Y703 140/1439 | 150/1441 | 136/1435 | 134/1439 | 136/1436 | 135/1436 | 134/1439 | 150/1440
— Y620 138/1438 | 150/1440 | 136/1434 | 132/1438 | 136/1435 | 135/1435 | 132/1438 | 150/1439
m Y613 125/1437 | 150/1451 | 103/1439 | 140/1436 | 150/1449 | 147/1436 | 140/1436 | 150/1450
M\ Y601 108/1438 | 119/1448 | 1/1440 | 118/1437 | 122/1449 | 121/1437 | 118/1437 | 119/1447
MJ Y320 160/1443 | 0/1461 | 118/1440 | 154/1443 | 144/1452 | 141/1440 | 154/1443 | 0/1460
m Y314 158/1441 | 0/1461 | 117/1438 | 152/1441 | 144/1450 | 141/1438 | 152/1441 | 0/1460
HM Y310 160/1443 | 1/1462 | 118/1440 | 154/1443 | 145/1453 | 141/1440 | 154/1443 | 1/1461
.m Y301 160/1443 | 0/1460 | 118/1440 | 154/1443 | 144/1452 | 141/1440 | 154/1443 | 0/1459
’ m Y2405 0/1443 | 158/1454 | 108/1439 | 131/1442 | 114/1453 | 111/1440 | 131/1442 | 158/1453
Mo Y2305 | 107/1438 | 116/1437 | 1/1440 | 117/1437 | 119/1438 | 120/1437 | 117/1437 | 116/1436
m Y2205 0/1443 | 158/1456 | 108/1439 | 131/1442 | 114/1453 | 111/1440 | 131/1442 | 158/1455
m Y2204 | 111/1440 | 143/1453 | 121/1438 | 100/1439 | 2/1453 0/1440 | 100/1439 | 143/1452
..DM Y2201 | 111/1440 | 141/1437 | 121/1437 | 100/1439 | 1/1440 0/1440 | 100/1439 | 141/1436
.vnl.ﬂac Y219 | 160/1443 | 0/1462 | 118/1440 | 154/1443 | 145/1453 | 141/1440 | 154/1443 | 0/1461
m Y215 | 160/1443 | 0/1461 | 118/1440 | 154/1443 | 144/1452 | 141/1440 | 154/1443 | 0/1460
”.nl.m Y2105 | 111/1440 | 143/1451 | 121/1438 | 100/1439 | 2/1453 0/1440 | 100/1439 | 143/1450
.M Y1818 | 111/1440 | 143/1453 | 121/1438 | 100/1439 | 2/1453 0/1440 | 100/1439 | 143/1452
m Y1817 | 157/1439 | 0/1461 | 117/1436 | 152/1439 | 145/1449 | 141/1436 | 152/1439 -
Mo Y1815 | 131/1442 | 152/1440 | 118/1437 | 0/1443 | 101/1439 | 100/1439 -—- 89.44
m Y1502 | 111/1440 | 141/1437 | 121/1437 | 100/1439 | 1/1440 - 93.05 90.18
& Y1417 | 112/1440 | 145/1450 | 120/1438 | 101/1439 - 99.93 92.98 89.99
m Y1206 | 131/1442 | 152/1440 | 118/1437 - 92.98 93.05 100.00 89.44
m Y113 | 108/1438 | 117/1437 - 91.79 91.66 91.58 91.79 91.85
M Y1018 | 157/1440 - 91.86 89.44 90.00 90.19 89.44 100.00
m 709 --- 89.10 92.49 90.92 92.22 92.29 90.92 89.09
Lnum 702 100.00 89.15 92.49 90.92 92.15 92.29 90.92 89.14
mv, 701 100.00 89.14 92.49 90.91 92.15 92.29 90.91 89.13
m 606 89.81 89.32 90.56 89.95 89.33 89.31 89.95 89.31
m 605 91.30 89.65 92.84 90.25 89.65 89.76 90.25 89.64
M 504 99.75 91.70 93.85 93.61 94.02 94.10 93.61 91.69
m 2705 92.48 91.85 99.86 91.78 91.64 91.57 91.78 91.84
.nLa 2704 92.49 91.80 99.93 91.79 91.59 91.58 91.79 91.80
m izolat 709 Y1018 Y113 Y1206 Y1417 Y1502 Y1815 Y1817
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izolat Y1818 Y2105 Y215 Y219 Y2201 Y2204 Y2205 Y2305
Y720 134/1429 | 134/1429 | 149/1436 | 149/1436 | 134/1429 | 134/1429 | 139/1432 | 134/1428
Y717 147/1450 | 147/1450 | 153/1451 | 153/1452 | 146/1436 | 147/1450 | 126/1451 | 103/1439
Y715 147/1453 | 147/1450 | 153/1453 | 153/1454 | 146/1436 | 147/1452 | 126/1453 | 103/1439
Y710 147/1449 | 147/1449 | 153/1450 | 153/1451 | 146/1436 | 147/1449 | 126/1450 | 103/1439
Y703 135/1436 | 135/1436 | 150/1443 | 150/1443 | 135/1436 | 135/1436 | 140/1439 | 135/1435
_ Y620 135/1435 | 135/1435 | 150/1442 | 150/1442 | 135/1435 | 135/1435 | 138/1438 | 135/1434
m Y613 148/1452 | 148/1450 | 152/1453 | 152/1454 | 147/1436 | 148/1452 | 125/1453 | 102/1439
M\ Y601 122/1449 | 122/1449 | 120/1450 | 120/1451 | 121/1437 | 122/1449 | 108/1450 | 2/1440
MJ Y320 143/1455 | 143/1453 | 0/1464 0/1464 | 141/1440 | 143/1455 | 161/1458 | 117/1440
m Y314 143/1453 | 143/1451 | 0/1462 0/1462 | 141/1438 | 143/1453 | 159/1456 | 116/1438
m Y310 144/1456 | 144/1454 | 0/1464 1/1465 | 141/1440 | 144/1456 | 162/1459 | 117/1440
.m Y301 143/1454 | 143/1453 | 0/1463 0/1463 | 141/1440 | 143/1454 | 161/1457 | 117/1440
.m Y2405 | 112/1454 | 112/1454 | 161/1456 | 161/1457 | 111/1440 | 112/1454 | 0/1457 | 107/1439
Mc Y2305 | 120/1438 | 120/1438 | 117/1440 | 117/1440 | 120/1437 | 120/1438 | 107/1439 ---
m Y2205 | 112/1456 | 112/1454 | 161/1458 | 161/1459 | 111/1440 | 112/1456 92.56
.m Y2204 | 0/1456 0/1454 | 143/1455 | 143/1456 | 0/1440 92.31 91.66
..DM Y2201 0/1440 0/1440 | 141/1440 | 141/1440 --- 100.00 92.29 91.65
.vnl.ﬂac Y219 | 143/1456 | 143/1454 | 0/1464 - 90.21 90.18 88.97 91.88
m Y215 | 143/1455 | 143/1453 100.00 90.21 90.17 88.96 91.88
”.nl.m Y2105 | 0/1454 90.16 90.17 100.00 100.00 92.30 91.66
.M Y1818 100.00 90.17 90.18 100.00 100.00 92.31 91.66
m Y1817 90.15 90.14 100.00 100.00 90.18 90.15 89.14 91.92
Mc Y1815 93.05 93.05 89.33 89.33 93.05 93.05 90.92 91.86
m Y1502 100.00 100.00 90.21 90.21 100.00 100.00 92.29 91.65
w Y1417 99.86 99.86 90.08 90.02 99.93 99.86 92.15 91.72
m Y1206 93.05 93.05 89.33 89.33 93.05 93.05 90.92 91.86
m Y113 91.59 91.59 91.81 91.81 91.58 91.59 92,49 99,93
M Y1018 90.16 90.14 100.00 100.00 90.19 90.16 89.15 91.93
m 709 92.29 92.29 88.91 88.91 92.29 92.29 100.00 9.,56
Lnum 702 92.31 92.30 88.96 88,97 92.29 92.31 100.00 92.56
mv, 701 92.30 92.29 88.95 88.96 92.29 92.30 100.00 92.56
m 606 89.36 89.34 89.33 89.27 89.31 89.35 89.79 90.49
m 605 89.79 89.79 89.52 89.53 89.76 89.79 91.39 92.91
m 504 94.10 94.10 91.48 91.48 94.10 94.10 99.75 93.93
m 2705 91.57 91.57 91.79 91.79 91.57 91.57 92.48 99.93
.nLa 2704 91.60 91.59 91.75 91.75 91.58 91.60 92.57 99.86
m izolat Y1818 Y2105 Y215 Y219 Y2201 Y2204 Y2205 Y2305
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izolat Y2405 Y301 Y310 Y314 Y320 Y601 Y113 Y1206
Y720 139/1432 | 149/1436 | 149/1436 | 149/1435 | 149/1436 | 136/1428 | 135/1428 | 133/1432
Y717 126/1451 | 153/1451 | 154/1452 | 151/1449 | 153/1451 | 105/1450 | 104/1439 | 141/1436
Y715 126/1451 | 153/1452 | 154/1454 | 151/1451 | 153/1453 | 105/1450 | 104/1439 | 141/1436
Y710 126/1450 | 153/1450 | 154/1451 | 151/1448 | 153/1450 | 105/1450 | 104/1439 | 141/1436
Y703 140/1439 | 150/1443 | 150/1443 | 150/1442 | 150/1443 | 137/1435 | 136/1435 | 134/1439
_ Y620 138/1438 | 150/1442 | 150/1442 | 150/1441 | 150/1442 | 137/1434 | 136/1434 | 132/1438
m Y613 125/1451 | 152/1452 | 153/1454 | 150/1451 | 152/1453 | 104/1450 | 103/1439 | 140/1436
M\ Y601 108/1450 | 120/1450 | 121/1451 | 119/1448 | 120/1450 1/1440 | 118/1437
MJ Y320 161/1456 | 0/1463 0/1464 0/1462 - 91.72 118/1440 | 154/1443
m Y314 159/1454 | 0/1461 0/1462 - 100.00 91.78 117/1438 | 152/1441
MM Y310 162/1457 | 0/1463 100.00 100.00 91.66 118/1440 | 154/1443
.m Y301 161/1456 100.00 100.00 100.00 91.72 118/1440 | 154/1443
.m Y2405 88.94 88.88 89.06 88,94 92.55 108/1439 | 131/1442
Mc Y2305 92.56 91.88 91.88 91.93 91.88 99.86 1/1440 | 117/1437
m Y2205 100.00 88.95 88.90 89.08 88.96 92.55 108/1439 | 131/1442
m Y2204 92,30 90.17 90.11 90.16 90.17 91.58 121/1438 | 100/1439
1DM Y2201 92.29 90.21 90.21 90.19 90.21 91.58 121/1437 | 100/1439
.vnl.ﬂac Y219 88.95 100,00 99.93 100.00 100.00 91.73 118/1440 | 154/1443
m Y215 88.94 100.00 100.00 100.00 100.00 9172 118/1440 | 154/1443
”.nl.m Y2105 92.30 90.16 90.10 90.14 90.16 91.58 121/1438 | 100/1439
.M Y1818 92.30 90.17 90.11 90.16 90.17 9158 121/1438 | 100/1439
m Y1817 89.13 100.00 99.93 100.00 100.00 91.78 117/1436 | 152/1439
Mo Y1815 90.92 89.33 89.33 89.45 89.33 91.79 118/1437 | 0/1443
m Y1502 92.29 90.21 90.21 90.19 90.21 91.58 121/1437 | 100/1439
w Y1417 92.15 90.08 90.02 90.07 90.08 91.58 120/1438 | 101/1439
m Y1206 90.92 89.33 89.33 89.45 89.33 91.79 118/1437 ---
m Y113 92.49 91.81 91.81 91.86 91.81 99.93 91.79
m Y1018 89.13 100.00 99.93 100.00 100.00 91.78 91.86 89.44
m 709 100.00 88.91 88.91 89.04 88.91 92.49 92.49 90.92
Lnum 702 100.00 88.95 88.90 89.08 88.96 92.55 92.49 90.92
mv, 701 100.00 88.94 88.89 89.07 88.95 92.55 92.49 90.91
m 606 89.77 89.32 89.27 89.38 89.33 90.56 90.56 89.95
m 605 91.39 89.52 89,46 89.65 89.52 92.83 92.84 90.25
M 504 99.75 91.48 91.48 91.63 91.48 93.85 93.85 93.61
m 2705 92.48 91.79 91,.9 91.85 91.79 99.79 99.86 91.78
.nLa 2704 92.56 91.74 91.68 91.80 91.75 100.00 99.93 91.79
m izolat Y2405 Y301 Y310 Y314 Y320 Y601 Y113 Y1206
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izolat Y1417 Y1502 Y1815 Y1817 Y1818 Y2105 Y215 Y219
Y720 135/1429 | 134/1429 | 133/1432 | 149/1433 | 134/1429 | 134/1429 | 149/1436 | 149/1436
Y717 149/1449 | 146/1436 | 141/1436 | 151/1448 | 147/1450 | 147/1450 | 153/1451 | 153/1452
Y715 149/1449 | 146/1436 | 141/1436 | 151/1450 | 147/1453 | 147/1450 | 153/1453 | 153/1454
Y710 149/1449 | 146/1436 | 141/1436 | 151/1447 | 147/1449 | 147/1449 | 153/1450 | 153/1451
Y703 136/1436 | 135/1436 | 134/1439 | 150/1440 | 135/1436 | 135/1436 | 150/1443 | 150/1443
_ Y620 136/1435 | 135/1435 | 132/1438 | 150/1439 | 135/1435 | 135/1435 | 150/1442 | 150/1442
m Y613 150/1449 | 147/1436 | 140/1436 | 150/1450 | 148/1452 | 148/1450 | 152/1453 | 152/1454
M\ Y601 122/1449 | 121/1437 | 118/1437 | 119/1447 | 122/1449 | 122/1449 | 120/1450 | 120/1451
MJ Y320 144/1452 | 141/1440 | 154/1443 | 0/1460 | 143/1455 | 143/1453 | 0/1464 0/1464
m Y314 144/1450 | 141/1438 | 152/1441 | 0/1460 | 143/1453 | 143/1451 | 0/1462 0/1462
HM Y310 145/1453 | 141/1440 | 154/1443 | 1/1461 | 144/1456 | 144/1454 | 0/1464 1/1465
.m Y301 144/1452 | 141/1440 | 154/1443 | 0/1459 | 143/1454 | 143/1453 | 0/1463 0/1463
’ m Y2405 | 114/1453 | 111/1440 | 131/1442 | 158/1453 | 112/1454 | 112/1454 | 161/1456 | 161/1457
Mo Y2305 | 119/1438 | 120/1437 | 117/1437 | 116/1436 | 120/1438 | 120/1438 | 117/1440 | 117/1440
m Y2205 | 114/1453 | 111/1440 | 131/1442 | 158/1455 | 112/1456 | 112/1454 | 161/1458 | 161/1459
m Y2204 2/1453 0/1440 | 100/1439 | 143/1452 | 0/1456 0/1454 | 143/1455 | 143/1456
..DM Y2201 1/1440 0/1440 | 100/1439 | 141/1436 | 0/1440 0/1440 | 141/1440 | 141/1440
.vnl.ﬂac Y219 | 145/1453 | 141/1440 | 154/1443 | 0/1461 | 143/1456 | 143/1454 | 0/1464 -
m Y215 | 144/1452 | 141/1440 | 154/1443 | 0/1460 | 143/1455 | 143/1453 100.00
“.nl.m Y2105 2/1453 0/1440 | 100/1439 | 143/1450 | 0/1454 90.16 90.17
.M Y1818 2/1453 0/1440 | 100/1439 | 143/1452 - 100.00 90.17 90.18
m Y1817 | 145/1449 | 141/1436 | 152/1439 - 90.15 90.14 100.00 100.00
Mo Y1815 | 101/1439 | 100/1439 89.44 93.05 93.05 89.33 89.33
m Y1502 1/1440 93.05 90.18 100.00 100.00 90.21 90.21
& Y1417 99.93 92.98 89.99 99.86 99.86 90.08 90.02
m Y1206 92.98 93.05 100.00 89.44 93.05 93.05 89.33 89.33
m Y113 91.66 91.58 91.79 91.85 91.59 91.59 91.81 91.81
M Y1018 90.00 90.19 89.44 100.00 90.16 90.14 100.00 100.00
m 709 92.22 92.29 90.92 89.09 92.29 92.29 88.91 88.91
Lnum 702 92.15 92.29 90.92 89.14 92.31 92.30 88.96 88.97
mv, 701 92.15 92.29 90.91 89.13 92.30 92.29 88.95 88.96
m 606 89.33 89.31 89.95 89.31 89.36 89.34 89.33 89.27
m 605 89.65 89.76 90.25 89.64 89.79 89.79 89.52 89.53
M 504 94.02 94.10 93.61 91.69 94.10 94.10 91.48 91.48
m 2705 91.64 91.57 91.78 91.84 91.57 91.57 91.79 91.79
.nLa 2704 91.59 91.58 91.79 91.80 91.60 91.59 91.75 91.75
m izolat Y1417 Y1502 Y1815 Y1817 Y1818 Y2105 Y215 Y219
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izolat Y2201 Y2204 Y2205 Y2305 Y2405 Y301 Y310 Y314
Y720 134/1429 | 134/1429 | 139/1432 | 134/1428 | 139/1432 | 149/1436 | 149/1436 | 149/1435
Y717 146/1436 | 147/1450 | 126/1451 | 103/1439 | 126/1451 | 153/1451 | 154/1452 | 151/1449
Y715 146/1436 | 147/1452 | 126/1453 | 103/1439 | 126/1451 | 153/1452 | 154/1454 | 151/1451
Y710 146/1436 | 147/1449 | 126/1450 | 103/1439 | 126/1450 | 153/1450 | 154/1451 | 151/1448
Y703 135/1436 | 135/1436 | 140/1439 | 135/1435 | 140/1439 | 150/1443 | 150/1443 | 150/1442
_ Y620 135/1435 | 135/1435 | 138/1438 | 135/1434 | 138/1438 | 150/1442 | 150/1442 | 150/1441
m Y613 147/1436 | 148/1452 | 125/1453 | 102/1439 | 125/1451 | 152/1452 | 153/1454 | 150/1451
M\ Y601 121/1437 | 122/1449 | 108/1450 | 2/1440 | 108/1450 | 120/1450 | 121/1451 | 119/1448
MJ Y320 141/1440 | 143/1455 | 161/1458 | 117/1440 | 161/1456 | 0/1463 0/1464 0/1462
m Y314 141/1438 | 143/1453 | 159/1456 | 116/1438 | 159/1454 | 0/1461 0/1462 -
M.P.Kuu Y310 141/1440 | 144/1456 | 162/1459 | 117/1440 | 162/1457 | 0/1463 100.00
m Y301 141/1440 | 143/1454 | 161/1457 | 117/1440 | 161/1456 100.00 100.00
.m Y2405 | 111/1440 | 112/1454 | 0/1457 | 107/1439 --- 88.94 88.88 89.06
Mc Y2305 | 120/1437 | 120/1438 | 107/1439 --- 92.56 91.88 91.88 91.93
m Y2205 | 111/1440 | 112/1456 92.56 100.00 88.95 88.90 89.08
.MM Y2204 | 0/1440 92.31 91.66 92.30 90.17 90.11 90.16
m Y2201 100.00 92.29 91.65 92.29 90.21 90.21 90.19
.unl.m“.c Y219 90.21 90.18 88.97 91.88 88.95 100.00 99.93 100.00
m Y215 90.21 90.17 88.96 91.88 88.94 100.00 100.00 100.00
m Y2105 100.00 100.00 92.30 91.66 92.30 90.16 90.10 90.14
.m Y1818 100.00 100.00 92.31 91.66 92.30 90.17 90.11 90.16
vm Y1817 90.18 90.15 89.14 91.92 89.13 100.00 99.93 100.00
Mo Y1815 93.05 93.05 90.92 91.86 90.92 89.33 89.33 89.45
m Y1502 100,00 100.00 92,29 91.65 92.29 90.21 90.21 90.19
& Y1417 99.93 99.86 92.15 91.72 92.15 90.08 90.02 90.07
m Y1206 93.05 93.05 90.92 91.86 90.92 89.33 89.33 89.45
m Y113 91.58 91.59 92.49 99.93 92.49 91.81 91.81 91.86
m Y1018 90.19 90.16 89.15 91.93 89.13 100.00 99.93 100.00
m 709 92.29 92.29 100.00 92.56 100.00 88.91 88.91 89.04
Lnum 702 92.29 92.31 100.00 92.56 100.00 88.95 88.90 89.08
mu, 701 92.29 92.30 100.00 92.56 100.00 88.94 88.89 89.07
m 606 89.31 89.35 89.79 90.49 89.77 89.32 89.27 89.38
m 605 89.76 89.79 91.39 92.91 91.39 89.52 89.46 89.65
M 504 94.10 94.10 99.75 93.93 99.75 91.48 91.48 91.63
m 2705 91.57 91.57 92.48 99.93 92.48 91.79 91.79 91.85
.nLa 2704 91.58 91.60 92.57 99.86 92.56 91.74 91.68 91.80
m izolat Y2201 Y2204 Y2205 Y2305 Y2405 Y301 Y310 Y314
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kleotit say1s1 (devami)

1 ve ni

Ek 8 Lactobacillus cinsi eksihamur izolatlarinin 16S rRNA gen dizi analizine bagli benzerlik degerler

izolat Y320 Y601 Y613 Y620 Y703 Y710 Y715 Y717 Y720
Y720 | 149/1436 | 136/1428 | 153/1427 | 1/1437 | 0/1437 | 154/1427 | 154/1427 | 154/1427
Y717 | 153/1451 | 105/1450 | 1/1452 | 154/1433|156/1434 | 0/1451 | 0/1452 - 89.21
Y715 | 153/1453 | 105/1450 | 1/1454 | 154/1433 | 156/1434 | 0/1451 100.00 89.21
Y710 | 153/1450 | 105/1450 | 1/1451 | 154/1433 | 156/1434 - 100.00 100.00 89.21
Y703 | 150/1443 | 137/1435 | 155/1434 | 1/1443 89.12 89.12 89.12 100.00
Y620 |150/1442 | 137/1434 | 153/1433 99.93 89.25 89.25 89.25 99.93
Y613 | 152/1453 | 104/1450 89.32 89.19 99.93 99.93 99.93 89.28
Y601 |120/1450 92.83 90.45 90.45 92.76 92.76 92.76 90.48
Y320 91.72 89.54 89.60 89.60 89.45 89.47 89.46 89.62
Y314 100.00 91.78 89.66 89.59 89.60 89.57 89.59 89.58 89.62
Y310 100.00 91.66 89.48 89.60 89.60 89.39 89.41 89.39 89.62
Y301 100.00 91.72 89.53 89.60 89.60 89.45 89.46 89.46 89.62
Y2405 8894 92.55 91.39 90.40 90.27 91.31 91.32 91.32 90.29
Y2305 91.88 99.86 92.91 90.59 90.59 92.84 92.84 92.84 90.62
Y2205 88.96 92.55 91.40 90.40 90.27 91.31 91.33 91.32 90.29
Y2204 | 90.17 91.58 89.81 90.59 90.60 89.86 89.88 89.86 90.62
Y2201 | 90.21 91.58 89.76 90.59 90.60 89.83 89.83 89.83 90.62
Y219 | 100.00 91.73 89.55 89.60 89.60 89.46 89.48 89.46 89.62
Y215 | 100.00 91.72 89.54 89.60 89.60 89.45 89.47 89.46 89.62
Y2105 | 90.16 91.58 89.79 90.59 90.60 89.86 89.86 89.86 90.62
Y1818 | 90.17 91.58 89.81 90.59 90.60 89.86 89.88 89.86 90.62
Y1817 | 100.00 91.78 89.66 89.58 89.58 89.56 89.59 89.57 89.60
Y1815 | 89.33 91.79 90.25 90.82 90.69 90.18 90.18 90.18 90.71
Y1502 | 90.21 91.58 89.76 90.59 90.60 89.83 89.83 89.83 90.62
Y1417 | 90.08 91.58 89.65 90.52 90.53 89.72 89.72 89.72 90.55
Y1206 | 89.33 91.79 90.25 90.82 90.69 90.18 90.18 90.18 90.71
Y113 91.81 99.93 92.84 90.52 90.52 92.77 92.77 92.77 90.55
Y1018 | 100.00 91.78 89.66 89.58 89.59 89.57 89.59 89.58 89.61
709 88.91 92.49 91.30 90.40 90.27 91.23 91.23 91.23 90.29
702 88.96 92.55 91.40 90.40 90.27 91.31 91.33 91.32 90.29
701 88.95 92.55 91.39 90.40 90.26 91.30 91.32 91.31 90.29
606 89.33 90.56 89.61 92.93 92.86 89.52 89.55 89.53 92.83
605 89.52 92.83 100.00 89.32 89.19 99.93 99.93 99.93 89.28
504 91.48 93.85 92.95 92.78 92.70 92.87 92.87 92.87 92.70
2705 91.79 99.79 92.83 90.52 90.52 92.76 92.76 92.76 90.55
2704 91.75 100.00 92.85 90.45 90.45 92.76 92.78 92.77 90.48
izolat Y320 Y601 Y613 Y620 Y703 Y710 Y715 Y717 Y720
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8T

EK9 EKSIHAMURLARIN pH ANALIZ SONUCLARI

izolat adi 1. Hamur | 2. Hamur | 3. Hamur | 4. Hamur | 5. Hamur | 6. Hamur |7. Hamur | 8. Hamur | 9. Hamur | 10. Hamur
Weissella sp. Y404 3.75 3.63 3.59 3.59 3.65 3.59 3.62 3.66 3.65 3.67
Lactobacillus sp. subsp. tolerans Y1502 3.60 3.71 3.74 3.81 3.94 3.67 3.66 3.60 3.59 3.54
Weissella sp. Y2804 4.00 3.97 3.90 4.00 3.93 3.90 3.85 3.85 3.81 3.77
Lactobacillus sp. Y219 3.37 3.33 331 3.43 3.50 3.37 3.54 3.48 3.48 3.49
Lactobacillus sp. subsp. plantarum Y601 3.34 3.35 3.37 3.40 3.49 3.47 3.45 3.49 3.52 3.46
Lactobacillus sp. Y2305 3.44 3.32 3.35 341 3.50 3.43 3.55 3.60 3.47 3.43
Pediococcus sp. Y2613 3.54 3.62 3.49 3.55 3.59 3.53 3.60 3.58 3.62 3.57
Pediococcus sp. Y2814 351 3.49 3.50 3.58 3.55 3.47 3.64 3.61 3.60 3.64
Lactobacillus sp. 2114 3.35 3.31 3.31 3.40 3.48 3.44 3.48 3.54 3.48 3.43
Lactobacillus sp. subsp. plantarum 2704 3.33 3.31 3.29 3.42 3.47 34 3.54 3.48 3.62 3.43
Lactobacillus sp. 2705 3.32 3.34 3.34 3.36 3.46 3.36 3.46 3.44 3.46 3.43
Leuconostoc sp. 2605 3.57 3.69 3.60 3.76 3.66 3.6 3.64 3.64 3.64 3.59
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