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Bu calismada 3 farkli firindan iki farkli zamanda toplamda 6 adet eksi
hamur numuneleri alinmistir. Ayrica laboratuvar kosullarinda da eksi hamur
tiretilmistir. Laboratuvar kosullarinda iiretilen ve firmmlardan toplanan eksi hamur
orneklerinden laktik asit bakterileri (LAB) ve mayalar izole edilmis ve eksi hamur
orneklerinde kimyasal ve mikrobiyolojik analizler yapilmistir. Kimyasal analiz
olarak pH, toplam titrasyon asitligi, kuru madde, seker ve organik asit analizleri
yapilmigtir. Mikrobiyolojik analizler olarak laktik asit bakterileri, maya,
Saccharomyces spp.olmayan maya, toplam mezofil aerob bakteri, koliform , kiif
sayimi, Gram boyama ve katalaz testleri yapilmistir. LAB RAPD-PCR ve 16S
rRNA gen bolgesinin sekanslanmasi ile tiir diizeyinde tanimlanmigtir. Mayalarin
molekiiler tammlanmasinda ise RFLP-PCR ve 5.8S rRNA yontemleri ile 26S
rRNA geninin D1/D2 bolgesinin sekanslanmasi yontemleri kullanmilmugtir. Elde
edilen sonuglara gore toplam on adet laktik asit bakteri tiirii ve alt tiirii ve bir adet
maya tiirii tammlanmustir. Izole edilen laktik asit bakterileri Leuconostoc citreum,
Lactobacillus curvatus, Lactobacillus sakei, Carnobacteriun maltaromaticum,
Pediococcus pentosaceus, Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc holzapfelii,
Leuconostoc  mesenteroides  subsp.  dextranicum, Weissella viridescens,
Leuconostoc pseudomesenteroides’dir. Saccharomyces cerevisiae ise tanimlanan
tek maya tiirii olmustur.

Anahtar Kkelimeler: eksi hamur, laktik asit bakterisi, maya, PCR
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IDENTIFICATION OF LACTIC ACID BACTERIA AND YEASTS IN
SOURDOUGH SAMPLES FROM DIFFERENT REGIONS
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In the present study, totally six sourdough samples were collected from
three different bakeries at two different times. Also sourdough production was
conducted under laboratory conditions. Lactic acid bacteria (LAB) and yeasts were
isolated from the samples and chemical and microbiological analyses were
performed. pH, total titratable acidity, dry matter, sugar and organic acid analyses
were carried out as chemical analyses. On the other hand, enumaration of LAB,
yeasts, non-Saccharomyces yeasts, total mesophilic aerobic bacteria, molds and
coliforms, gram staining and catalase tests were done as microbiological analyses.
LAB were identified at species level by RAPD-PCR method and sequencing of the
16s rRNA gene. Molecular identification of yeasts was carried out with
combination of RFLP-PCR and 5.8S rRNA region and sequencing of the D1/D2
domain of 26S rRNA gene. According to results, a total of ten different LAB
species and subspecies and also one yeast species were found in sourdough
samples. Identified LAB species were Leuconostoc citreum, Lactobacillus
curvatus, Lactobacillus sakei, Carnobacterium maltaromaticum, Pediococcus
pentosaceus, Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc holzapfelii, Leuconostoc
mesenteroides  subsp.  dextranicum, Weissella  viridescens Leuconostoc
pseudomesenteroides. Saccharomyces cerevisiae was isolated as sole yeast species.

Key words: Sourdough, lactic acid bacteria, yeast, PCR
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GENISLETILMIS OZET

Bu calismada 3 farkli yoreden, iki farkli zamanda toplanan eksi hamur
orneklerinde ve laboratuvar kosullarinda tiretilen eksi hamurda bulunan laktik asit
bakterileri ve mayalar izole edilmistir. Izole edilen laktik asit bakterileri ve mayalar
molekiiler yontemlerle tanimlanmiglardir ve eksi hamur 6rneklerinin kimyasal ve
mikrobiyolojik analizleri yapilmistir. Ornekler Hatay, Gaziantep ve Trabzon
illerinden 2 farkli zamanda alinmistir. Laboratuvar kosullarinda iretilen eksi
hamurlardan ise 0., 6., 12., 24. ve 30. saatlerde numuneler alinmistir.

Kimyasal analizlerde pH, toplam titrasyon asitligi, kuru madde, seker ve
organik asit analizleri yapilmistir. Yapilan kimyasal analiz sonucunda elde edilen
veriler istatistiki ag¢idan degerlendirilmis, Tukey coklu karsilastirma testine tabi
tutulmustur.

Firinlardan toplanan eksi hamurlarin pH degerleri 4.22 ile 5.37, toplam
titrasyon asitligi degerleri 3.4 ile 13 mL 0.1 N NaOH/10 g arasinda, kuru madde
degerleri 54.34 ile 60.27 arasinda belirlenmistir. Bu degerler istatiksel agidan
degerlendirildiginde farkli zamanlarda alinan hamur orneklerinde pH degerleri
arasinda anlaml farkliliklar goriilmiistiir (p<0.05).

Laboratuvar kosullarinda iiretilen eksi hamurlarin 0., 6., 12., 24. ve 30.
saatlerinde yapilan pH, toplam titrasyon asitligi ve kuru madde analizleri sirastyla
4.61 ile 6.05, 2.05 mL 0.1N NaOH ile 4.07 mL 0.1N NaOH, % 53.21 ile % 57.33
degerleri arasinda bulunmustur. Buna gore 6. ve 12. saatler icin pH degerleri
arasinda anlaml farklilik yokken diger saatlerdeki pH degerleri arasinda anlamli
farklilik gozlemlenmistir. Tiim saatlerde yapilan toplam titrasyon asitligi (mL)
degerleri arasinda anlamli fark oldugu goriilmiistiir.

Seker analizlerinde maltoztsakkaroz, glikoz ve fruktoz degerlerine
bakilmistir. Organik asit degerlerinde ise laktik asit ve asetik asit degerlerine
bakilmistir. Firinlardan toplanan ve laboratuvar kosullarinda iiretilen eksi

hamurlarin maltoz+sakkaroz, glikoz, fruktoz, laktik asit ve asetik asit degerleri
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sirastyla 0.84 ile 9.34, 2.03 ile 6.14, 0.7 ile 3.48, 1.32 ile 3.52 ve 0.60 ile 1.58 g/kg
arasinda belirlenmistir. Istatiksel agidan degerlendirildiginde iki farkli zamanda
ayni firindan alinan 6rneklerde maltoz+sakkaroz degerlerinde anlamli bir farklilik
gOriilmiistiir.

Eksi hamurlardan izole edilen laktik asit bakterisi, maya, Saccharomyces
spp. olmayan maya, koliform bakteri, toplam mezofil acrob bakteri ve SDB sayilari
belirlenmistir. Laktik asit bakterileri icin M17 ve MRS besiyerleri, maya i¢in YPD
besiyeri, Saccharomyces spp. olmayan mayalar i¢in L-lysine besiyeri, koliform
bakteriler icin VRB besiyeri, toplam mezofil aerob bakteriler i¢cin PCA besiyeri,
eksi hamur bakterileri i¢in SDB ve kiifler icin MXA besiyeri kullanilmustir.

Firinlardan toplanan ve laboratuvar kosullarinda ftretilen eksi hamur
orneklerinde laktik asit bakteri sayist 5.80 ile 7.70 log kob/g, SDB besiyerinde
gelisen laktik asit bakteri sayis1 5.98 ile 7.62 log kob/g, maya sayis1 5.77 ile 7.72
log kob/g, Saccharomyces spp. olmayan maya sayis1 5.91 ile 7.1 log kob/g, toplam
mezofil aerob bakteri sayis1 4.37 ile 7.68 log kob/g, ve koliform bakteri sayisi
2.73 ile 5.10 log kob/g arasindadir.

Kontrol olarak tiretilen eksi hamurlarin B1K 0. saat ve S1K 30. saat laktik
asit bakteri sayimlar1 arasinda anlamli bir farklilik oldugu goriilmiistiir. Buna gore
fermantasyon siiresine bagli olarak laktik asit bakterisinde artis olmustur. Koliform
bakteri sayimlarinda farklilik yoktur.

LAB ‘nin izolatlar1 RAPD-PCR analizleri tarafindan ve 16S rRNA
genlerinin dizi analizi ile genotipik tanimlamaya tabi tutulmustur. Toplamda 228
adet LAB’si izole edilmistir Hatay, Gaziantep ve Trabzon’ daki firinlardan iki
farkli zamanda toplanan eksi hamur 6rneklerinden toplamda 176 adet LAB izole
edilmistir. Laboratuvar kosullarinda iiretilen 0. ve 30. saatlerde alinan eksi hamur
orneklerinden toplamda 52 adet LAB izole edilmistir. Elde edilen sonuglara gore
laktik asit bakterilerinden Leuconostoc citreum, Lactobacillus curvatus,
Lactobacillus sakei, Carnobacteriun maltaromaticum, Pediococcus pentosaceus,

Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc holzapfelii, Leuconostoc mesenteroides
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subsp. dextranicum, Weissella viridescens, Leuconostoc pseudomesenteroides
olmak iizere toplamda 10 adet tiir tanmimlanmigtir.

Maya izolatlarinm 26S rRNA gen sekans analiz sonuglarma gore
identifikasyonu yapilmistir. Toplamda 169 adet maya izole edilmistir. Farkli
firinlardan iki farkli zamanda alinan eksi hamur 6rneklerinden toplam 136 adet
maya izole edilmistir. Laboratuvar kosullarinda iiretilen 0. ve 30. saatlerde alinan
eksi hamur &rneklerinden toplam 33 adet maya izole edilmistir. Izole edilen

mayalar Saccharomyces cerevisiae olarak tanimlanmiglardir.
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1. GIRIS Hiilya ISIKALP

1. GIRIS

Tim diinyada ozellikle de Tiirkiye gibi gelismekte olan {ilkelerde,
insanlarin  beslenme  ihtiyaglarmin  ve  karbonhidrat  gereksinimlerinin
karsilanmasinda en 6nemli gida maddesi ekmektir (Ercan ve Bildik,1993).

Iyi bir enerji kaynagi olarak bilinen ekmek, beslenmede 6nemli olan
protein, B vitaminleri ve bircok mineralleri icerir. Ortalama olarak 400 gram
ekmek tiiketildiginde, tiikketilen ekmegin kepeksiz veya kepekli olmasina bagh
olarak, giinliik proteinin %51-55’1, demirin %16— 62’1, kalsiyumun %12-74’1, B1
vitamininin  %35- 82’si, B2 vitamininin %16-39’u, niasinin %?20-35’1
karsilanmaktadir. Ekmegin proteinden gelen enetji orani da %13-15 civarindadir
(Dogan, 2003)

Ekmek, esas ingredient olarak bugday unu, maya, su ve tuzun belli
oranlarda kanstirilip yogurulmasi, teknigine uygun bir sekilde islenmesi ve
hamurun belirli bir siire fermente ettirilip sonrasinda pisirilmesi ile elde edilir
(Elgiin ve Ertugay, 1997).

Genellikle kaliteli ve taze ekmekler sevilerek yenmektedir. Ekmek diger
islenmis gidalardan, ¢ok daha kisa raf Omriine sahiptir. Ekmegin raf Omrii
bayatlama ve mikrobiyel bozulma gibi fizikokimyasal degismelerle
sinirlanmaktadir. Ekmek bayatlamasi ekmegin tiiketilmesi esnasinda tiiketici
kabuliiniin azalmasina yol agan bazi degisimlerdir. Bayatlama ekmek pistikten
sonra olusan ve organizmalarin neden oldugu degismelerin disinda kalan diger
degismelerin tiimii olarak agiklanmigtir (Altan, 1986; Barber ve ark., 1988; Elgiin
ve Ertugay, 2002). Ekmegin bayatlamasi sonucu ekmegin duyusal kalitesinde
meydana gelen degisikliklerden dolay1 hala saglikli ve yenilebilir olmasina ragmen
ekmegin tiiketilmemesi ¢cok miktarda ekmegin kaybedilmesine ve dnemli miktarda
ekonomik kayiplara yol agabilir. Ulkemizde iiretilen ekmeklerin %10 unun
bayatlama neticesinde israf oldugu bildirilmistir. Bayatlamadan kaynaklanan bu

israfin Oniine gegmek i¢in yeni yontemler gelistirilmektedir (Anon, 1990).
1
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Ekmegin diger bir 6zelligi de kendine has aromaya sahip olmasidir. Ekmek
aromasi, hamuru olusturan su, tuz, maya gibi ingredientlerden ve kullanilan diger
katki maddelerinden ileri gelebilecegi gibi hamur fermantasyonu ve ekmegin
pisirilmesi sirasinda kabukta meydana gelen maillard, karamelizasyon gibi
reaksiyonlar sonucu meydana gelen bilesiklerden kaynaklanir.

Ulkemizde ekmek, giinliik iiretilip tiiketildiginden, iireticiler kisa siirede ve
kapasitenin iizerinde ekmek iiretmeyi hedeflerler. Bu sebeple iireticiler, tiiketicileri
gelencksel ekmek lezzetinden uzaklastirmaktadirlar. Giiniimiizde, hamur
hazirlamada kullanilan ekmek mayasi miktarmin %2-3’ten %5-6 oranina
c¢ikartilmasi, eksi maya kullanimindan vazgegilmesi ve fermantasyon siirelerinin en
aza indirilmesi sonucunda, alisilmis ekmek aromasindan uzak, slinger yapisinda ve
kek benzeri tiriinler tilketime sunulmaktadir. Oysaki ekmegin zengin aromaya sahip
olmasi i¢in, yeterli bir siire fermantasyona birakilmasi gerekmektedir (Coda ve ark.
2011).

Ekmegin raf omriinii uzatmak ve ayni zamanda duyusal 6zelliklerini ve
besin kalitesini gelistirmek icin arastirmalar eksi hamur iiretimi iizerine
yogunlagmistir.

Eksi hamur, bugday ya da cavdar unu ve su karisiminin laktik asit
bakterileri (LAB) ve mayalarla fermente edilmesi sonucu elde edilir (Randazzo ve
ark., 2005). LAB endiistriyel olarak énem arz eden baslica bakterilerdir ve gida
iretimi, saghigl diizenleme, makromolekiillerin enzim ve metabolit {iretiminde
kullanilmaktadir (Tangiiler ve Erten, 2006).

Eksi hamur, ekmegin besleyici degerini, duyusal oOzelliklerini ve raf
Oomriinii  gelistirmek i¢in binlerce yildir kullanilan geleneksel bir iiriindiir
(Paramithiotis ve ark., 2007).

Eksi hamur yonteminin esasi; normal kiiltiir mayalarinin yaninda havadan
ve kullanilan hamur unsurlarindan gelen laktik ve asetik asit bakterilerinin faaliyet
gosterdigi bir hamur pargasini, bir sonraki hamurda maya olarak kullanmaktir

(Gogmen, 2001). Ancak giliniimiizde klasik yontemle ekmek fiiretiminde, eksi
2
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hamur yonteminin uygulanmasi terk edilmistir. Bunun nedeni isgiligin fazla olmasi
ve her isletmede mayalik hamur igin ayr bir yer ve kap gerektirmesidir. Ayrica
tilkemizde, ireticiler kisa siirede ve kapasitelerinin iizerinde ekmek iiretmeyi
hedeflediklerinden, tiiketiciyi geleneksel ekmek lezzetinden uzaklastirmaktadir.
Eksi maya kullanilarak yapilan ekmeklerde kalitenin diizeldigi
goriilmiistiir. Yapilan ¢aligmalarda eksi hamur ile hazirlanan ekmeklerin olumlu

yonleri sdyle siralanmustir.

1- Eksi maya hamura elastik 6zellik kazandirmasi (Salovaara ve Spicher,
1986),

2- Ekmekler daha normal sekilli ve yumusak olmasi,

3- Ekmeklerdeki tat ve aroma daha spesifik ve iyi olmasi,

4- Ekmeklerdeki bayatlama ve kiiflenme geciktirmesi (Salovaara ve
Katunpaa,1984),

5- Siinme hastaligim1 meydana getiren Bacillus subtilis’ in gelismesini
engellemesi (Ozgelik,1986)i

6- Eksi mayanin undaki nigastanin enzimatik olarak parcalanmasin
geciktirmesi ve unun su tutma kapasitesini arttirmasidir (Savola ve

ark.,1982).

Eksi hamurda hakim flora maya ve laktik asit bakterilerinden (LAB)
olugmaktadir (Mentes ve ark., 2004).

Laktik asit bakterileri, endiistriyel olarak 6nem arz eden baglica
bakterilerdir ve gida iiretimi, sagligi diizenleme, makromolekiillerin, enzim ve
metabolitlerin iiretiminde kullanilmaktadir (Tangiiler ve Erten, 2006). Yogurt,
peynir, sofralik zeytin, eksi lahana tursusu ve eksi hamur gibi fermente gidalarin
tretiminde  kullanilan ~ 6nemli  mikroorganizmalardir.  Eksi  hamurun
mikroorganizmalar {lizerindeki inhibitor etkisi, LAB tarafindan {iretilen genellikle

laktik asit bakterisi ve asetik asitten kaynaklanir. Dogal ve katkisiz gida iiriinlerine
3
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olan tiiketici talebinden dolay1 ekmegin bozulmaya karsi korunmasinda eksi hamur
ilavesi en 6nemli islem haline gelmistir (Messens ve Vuyst, 2002).

Eksi hamurdan izole edilen laktik asit bakterilerinden en Onemlileri
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus brevis gibi
tiirlerdir. Eksi hamurda bazi mayalar da bulunur, bunlar arasinda en baskin olani
Saccharomyces cerevisiae’ dir. (Akgiin, 2007).

Eksi hamur fermantasyonunda, mayalar ve laktik asit bakterilerinin
siirdiirdiikleri simbiyotik bir yasam sonucunda mayalar ve heterofermantatif laktik
asit bakterileri hamurun kabarmasindan sorumlu olurken, laktik asit bakterileri
ekmegin elastisitesini, asitligini ve lezzetini etkilemektedir (Sikili ve Karapinar,
2002).

Bu ¢alismanin amaci;

- Farkh yorelerden temin edilen bazi eksi hamur 6rneklerindeki laktik asit
bakterilerinin ve mayalarin izole edilmesi,

- lIzole edilen bu mikroorganizmalarin fenotipik ve genotipik yontemlerle
tanimlanmasi ve bdylece bu drneklerdeki baskin olan mikroorganizmalarin

belirlenmesidir.
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2. ONCEKi CALISMALAR

Ekmek, insanligin varolusundan itibaren en temel gida maddelerinden
birisidir. Arkeolojik ¢alismalarda bulunan firin ve ocak kalintilari ekmegin M.O.
4000 yilinda Babil’de yapildigini isaret etmektedir. Mayalanmis ekmegin tiretimi
ilk kez M.O. 1800 yillarinda eski Misirhilar tarafindan tesadiifen hamurun kendi
haline birakilmasiyla 6grenilmistir. Firincilik mayasi 20. yiizyilin baglangicinda ilk
defa kullanilmistir (Carnevali ve ark., 2007; Cebi, 2009).

Ekmek mayasi, hamurda bulunan basit sekerleri fermantasyona ugratarak,
fermantasyon sonucu olugan CO, gazi ile hamurun kabarmasimi, fermantasyon
Uriini diger maddelerle de hamurun olgunlagsmasini ve aroma tesekkiiliinii
saglayan, bilesiminde yer alan enzimler (maltaz, invertaz, zimaz ve proteaz) ile
gluten proteinlerindeki molekiil i¢i S-S baglarmin indirgenmesini katalizleyen, spor
yapan hakiki mayalar sinifindan Saccharomyces cinsine ait yuvarlagimsi, tek
hiicreli mikroorganizma olan Saccharomyces cerevisiae’dir (Giil, 2007).

Geleneksel ekmek iiretiminde ise eksi hamur kullanilmaktadir. Eksi
hamurdan {iretilen ekmeklerin giiniimiizde iiretilen ekmege gore ekmegin daha
fazla hacim artis1, daha gii¢lii aroma, daha iyi ekmek i¢i yapisi ve uzun raf émrii
gibi pek cok tstlinliigii bulunmaktadir (Akgiin, 2007; Baykara, 2006; Boz ve
Karaoglu, 2008; Giil ve ark., 2005; Kotancilar ve ark., 2006; Plessas ve ark., 2011).
Diger taraftan insan saglig1 iizerine olumlu etkileri de vardir. Eksi maya hamurunda
cesitli maya ve bakteriler birlikte ¢calismakta ve dogal florayr olusturmaktadir. S6z

konusu mikroorganizmalarin énemli bir kismi probiyotik niteliktedir (Sahin, 2012).
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2.1. Eksi Hamur
2.1.1. Eksi Hamur Tarihgesi

Eksi hamur, ekmegin besleyici degerini, duyusal Ozelliklerini ve raf
Oomriinii  gelistirmek icin binlerce yildir kullanilan geleneksel bir {iriindiir
(Paramithiotis ve ark. 2007).

Yapilan tarihi arastirmalarda ekmekgiligin tarihini aydinlatan eserlerin
yaklasik olarak 7800 yil Oncesine dayandigi belirtilmistir. Asya kitasinin ¢esitli
bolgelerinde ve Catalhdyiik’te M.O 5900-5700 yillar1 arasinda tas ve topraktan
yapilmis firnlar bulunmustur. M.O Misirhlarin  ekmekgilik alaninda  biiyiik
gelismeler gosterdikleri ve M.O 2000’ li yillarda 16 farkli tiirde ekmek iirettikleri
tespit edilmistir (Talay, 1997).

Geleneksel eksi maya iiretimi, daha onceden yapilan ekmekten saklanan
hamurun, unda ve aletlerde bulunan LAB ve mayalar tarafindan fermente
edilmesidir. Eksi hamurda bulunan LAB ve mayalarin, CO:. gazi {iretmesi
sonucunda ise hamur mayalanir. Bu sekilde eksi hamurla mayalandirilmig ekmek
yapimmin M.O 3000’ li yillarda Misir’da ortaya ¢iktign sdylenmistir. Misir’da
bulunan Museviler nasil ekmek yapilacagmi 6grenmis fakat Misir’dan kacarken
yanlarinda firmlarim gétiirmemislerdir. Yunanlilarin eksi hamur ekmegi yapimim
bilmedikleri konusulur. Unlii tarihgi Heredot ‘Biitiin insanlar gidalarmin
bozulmasindan korkarken Misirlilar hamuru bozulana kadar bir kenarda tutuyor ve
meydana gelen degisimi memnuniyetle gozlemliyorlardi® diyerek konuyu
ozetlemistir. Baz1 kisiler ise mayalannus ekmegin M.O. 168 yilinda Roma’ da
bulundugunu konusmaktadir (Hansen ve Schieberle, 2005).

Birgok uygarlik ekmegin iretiminde eksi hamuru kullanmustir. Lakin
endistri devrimine kadar yogun olarak kullanilan eksi hamur, artan ekmek
talebiyle yerini ekmek mayasi olan S. cerevisiae’ ya birakmustir. Ciinkii ekmek
mayast kullanimiyla mayalanma cok daha hizli gerceklesmektedir (Carnevali ve

ark., 2007).
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Eksi hamur ilave edilmis ekmek yapma gelenegi Orta Dogu ve Akdeniz
ilkeleri ile ABD’ de San Francisco’da hala yaygin olarak devam etmektedir.
Avrupa’da firincilik iriinlerinin yillik kullanim miktar1 50-85 kg olup bunun
%20’si bugday veya cavdar unlartyla yapilan eksi hamur fermantasyonlariyla
tiretilmektedir (Vogel ve ark.,2011).

Eksi hamurda beklentiler {ilkelere ve hatta sehirlere gore
degisebilmektedir. Orta Dogu ve Kuzey Avrupa’ da ¢cavdar ekmegi tercih edilirken,
Giliney Avrupa’da ise bugday ekmegi tercih edilmektedir (Brandt, 2007).

Geleneksel iirlinlere ilginin her gegen giin artmasi nedeniyle eksi hamur
ekmeklerine olan ilgi de artmaktadir. Tiiketiciler koruyucu icermeyen, besleyici,

aromatik ve raf omrii uzun liriin gesitleri istemektedir (Lotong ve ark., 2000).

2.1.1. Eksi Hamur Uretimi

Eksi hamur, igeriginde cesitli LAB ve bazi mayalar1 barindiran ve bu
mikroorganizmalarin canliligina bagli olarak yeni hamur yapiminda siirekli
yenilenebilen ve oOzelliklerini bu mikrofloranin metabolik aktivitelerinden alan,
diisiik pH’ ya (pH=4) sahip bir hamurdur (Giire, 2009).
Eksi hamur ii¢ sekilde hazirlanabilmektedir (Erginkaya ve Kabak, 2010):

v" Dogal fermantasyon yontemi: Un ve su karigimindan elde edilen hamur
oda kosullarinda 1-2 gilin birakildiginda, unun dogal mikroflorasinda
bulunan mikroorganizmalardan dolay1 fermantasyon gerceklesmekte ve
hamurun asitligi  ylikselmektedir. Fermantasyon siiresince LAB
(Lactobacillus spp., Pediococcus spp.) dominant duruma geg¢mektedir.
Eksi hamurda LAB’ nin sayis1 3x10° kob/mL, maya sayist ise 10° -10’
kob/mL diizeyine ¢ikmaktadir. Diger yandan, dogal fermantasyon her
zaman basarili sonuc¢lanmamakta, olumsuz tat ve aroma olusumu da

goriilebilmektedir.
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v Olgun eksi hamur ilavesi yontemi: Bu yontemde gelencksel olarak, daha
once eksi hamur ekmegi yapiminda kullanilan metabolik aktiviteye sahip
eksi hamurdan bir miktar alinarak un ve su karigimina ilave edilmektedir.

v’ Starter kiiltiir kullanimi: Fermantasyonu gerceklestirmek amaciyla saf LAB
kiiltiiri veya LAB/maya karisimi kullanilmaktadir. Eksi hamur kiltiiri
seciminde, hamuru kisa siirede asitlendirme yetenegine ve ekmek
yapiminda kullanildiginda kabul edilebilir aroma olusturma o6zelligine

sahip olan kiiltiirler se¢ilmelidir.

LAB eksi hamur fermantasyonunda anahtar role sahip olup, ¢ubuk, kok ve
kokobasil sekilde, gram pozitif, hareketsiz, katalaz negatif, fakiiltatif anaerobik,
aside dayanikli mikroorganizmalardir (Holzapfel ve ark., 2001). LAB,
fermantasyonun yonlendirilmesi ve hizlandirilmasinda, bir fermente gidanin
iretiminde kullanilan 6nemli bir mikroorganizma grubudur. Hamurda asitligin
artinnlmasinin yani sira, serbest halde c¢esitli aminoasitlerin ve kiigiik peptitlerin
hamur ortaminda aciga c¢ikararak diger mikroorganizmalarin gelismelerini ve
metabolik aktivitelerini arttirmaktadir. Ayni1 zamanda hamurun reolojik 6zellikleri
ile tat ve aroma iizerine de olumlu etkide bulunmaktadirlar. Ayrica, ekmegin
bayatlamasini, kiif ve bakteriyel kaynakli bozulmalar geciktirmektedirler (Leroy
ve De Vuyst, 2004; Cebi, 2009).

Eksi hamur mayasi, homofermantatif ve heterofermentatif LAB’ni ve
mayalar1 degisen oranlarda igermektedir. Homofermentatif LAB sekeri fermente
ederek laktik asit olustururlar. Heterofermentatifler ise laktik asidin yaninda 6nemli
miktarda COa, asetik asit, etil alkol ve diger ugucu bilesikleri de olusturmaktadirlar
(Gogmen, 2001).

Lonner ve Preve-Akesson (1988) yaptiklar1 bir ¢alismada, eksi hamur
tiretiminde heterofermantatif Lactobacillus spp.” in homofermantatif tiirlere gore
daha yiiksek asit ve daha diisiik pH degerine sahip olduklar1 ve ekmekte daha

giiclii, aromatik bir lezzet olusturduklarini belirlemislerdir.
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Martinez-Anaya ve Devesa (2000), bes maya ve altt LAB tiiriiniin
etkilesimi ve ekmek kalitesi iizerine etkilerini arastirmiglardir. S. cerevisiae iceren
ekmeklerin oldukca kaliteli olduklarini bulmuslardir. Ayrica C. boidinii ve S.
Sfructuum ile S. cerevisiae karisimlari, Hansenula subpelliculosa ya da C.
guilliermondii ile S. cerevisiae karigimlarindan daha iyi sonuglanmistir. Mayalarla
birlikte LAB’ nin bulundugu kombinasyonlar arasinda yalnizca S. cerevisiae ile
olan karigimlar pisme yetenegini artirmislardir.

Nuobariene ve ark. (2015) eksi hamur numunelerinden LAB izolasyonu ve
tanimlanmasi igin yaptiklari arastirmada LAB tiirlerinin, modifiye MRS agar
tizerinde 30°C’de 72 saat boyunca anaerobik ortamda inkiibasyonlarim
gergeklestirmislerdir. Gelisen kolonileri modifiye MRS broth igerisinde 30°C’de
48 sa gelistirmis ve saflastirmislardir. Arastirmalarinin neticesinde farkli yiiklerde
168 adet LAB tiirli tespit etmislerdir. 8 adet LAB tiirii iizerinde 16S rRNA gen
bolgesine ait sekans analizleri yapmuslardir. Calisma sonucunda Lb.
sanfranciscensis, Lb. plantarum ve P. pentosaceus tiirlerinin baskin tiirler
oldugunu tespit etmislerdir.

Lhomme ve ark. (2015) eksi hamur numunelerinden en ¢ok izole ettikleri
LAB tiiriiniin Lb. sanfranciscensis oldugunu ,16S rRNA gen bolgesine ait PCR
analizleri yaparak tespit etmislerdir. Benzer sonuglarin tespit edildigi diger bir
calismada Lee ve ark. (2015) eksi hamur 6rneklerinden izole ettikleri 30 adet LAB
tiriinin  once VITEK 2 Compact ile biyokimyasal tanimlamasimni
gerceklestirmislerdir. Izole edilen LAB tiirlerin cogunun L. sanfranciscensis tiirii
oldugunu tespit etmiglerdir. Ayrica, tanimlanan tiirlerin 16S rRNA gen bolgesine
ait sekans analizlerini yaparak, identifikasyon kesinlik kazanmigtir. Aragtirma
sonucunda Lb. plantarum, Lb. mesenteroides ve Lb. sanfranciscensis LAB ve C.
humulis ve S. cerevisiae maya tiirlerini izole etmislerdir.

Tiirkiye’ de yapilan bir ¢aligmada, Isparta bolgesindeki farkli firinlardan
toplanan 14 adet eksi hamur numunesinden izole edilen LAB ve mayalarin

identifikasyonu gerceklestirilmistir. Identifikasyon sonucunda, Lb. divergens
9
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(%6.1), Lb. brevis (%15.1), Lb. amylophilus (%6.1), Lb. sake (%6.1), Lb.
acetotolerans (%6.1), Lb. plantarum (%3.0), P. halophilus (%3.0), P. pentosaceus
(%6.1) ve P. acidilactici (%6.1) bakterileri ile S. cerevisiae (%27.0), S. delbrueckii
(%2.7), T. holmii (%10.8) ve T. unisporus (%2.7) maya tiirleri oldugu tespit
edilmistir (Akgiin, 2007).

Manini ve ark. ¢alismalarinda, bugday kepeginden elde ettikleri eksi hamur
orneklerinden izole edilen LAB’ lerin tamimlamasin1 yapmislardir. LAB
mikroflorasim tespit etmek i¢cin MRS broth i¢inde 30°C’de 24 sa LAB tiirlerinin
gelisimini saglamuslardir. Inkiibasyon sonucunda Lb. plantarum, Lb. sakei, Lb.
curvatus, Lb. citreum, Lb. brevis, P. pentosaceus ve Lb. mesenteroides tiirleri izole
edilmistir. Lb. mesenteroides suslari igin optimal sicakligin ise 30°C oldugu tespit
edilmistir.

Hamad ve ark. (1997), yaptiklar1 calismada siipiirge daris1 kullanarak elde
ettikleri eksi hamur orneklerinden Gram negatif, katalaz pozitif bakteriler ile E.
faecalis, Lc. lactis, L. fermentum ve Lc. reuteri bakterilerini izole etmislerdir.

Corsetti ve ark. (1998), eksi hamurlarla ilgili yaptiklar1 bir arastirmada
LAB’ nin ekmegin sertligi ve bayatlamasi iizerine etkisini incelemislerdir. Elde
edilen sonuglara gore S. cerevisiae, Lb. sanfrancisco CB1, Lb. fructivorans DDI10,
Lb. plantarum DC400 ve Lb. farciminis A80 suslarmin farkli kombinasyonlarda
kullamlmasiyla LAB sayisiin 4.5x107-8.1x10” kob/g ile maya sayisimn 1x10°-
5.3x10° kob/g arasinda degisti sonucunu elde etmislerdir.

Rosenquist ve Hansen (2000), yaptiklar1 ¢alismada ¢avdarlarla yapilan eksi
hamur numunelerini analiz etmiglerdir. LAB sayisinin 8.43 ile 9.14 log kob/g ve
maya sayisinin 6.00 ile 8.04 log kob/g arasinda degisim gdsterdigini, ayrica
fermantasyon siiresi uzadik¢a LAB sayisinda artis oldugunu, maya sayisinda ise
disiis gozlendigi ve izole ettikleri tek maya susunun S. cerevisae oldugunu

belirlemislerdir.
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Hiitner ve ark. (2010), yulaf ekmegine eksi hamur eklemis ve bu durumda
baskin olan LAB tiirlerinin Leu. argentinum, P. pentosaceus, W. cibaria ve Lb.
coryniformis oldugunu bildirmislerdir.

Eksi hamur fermantasyonunun optimizasyonu iizerine Meignen ve ark.
(2001) yaptiklart bir aragtirmada, karigik kiltiir kullanarak gergeklestirdikleri ve
30°C’de 20 saat siiren fermantasyon neticesinde ortamdaki bakteri sayisinin 9.3
x10® kob/g, maya sayisinin ise 5x10° kob/g oldugu tespit edilmistir.

Genetik metotlar ile eksi hamurda bulunan LAB identifikasyonu amacuyla,
Corsetti ve ark. (2003) yaptiklar1 bir ¢alismada italya’ nin farkli kesimlerinden 45
adet eksi hamur 6rnegi almislar ve LAB izole etmislerdir. izole ettikleri 150 LAB
susundan 57 adedinin Lb. sanfranciscensis, 3 adedinin Lb. fermentum, 28 adedinin
Lb. brevis, 24 adedinin Lb. alimentarius, 9 adedinin Lb. farciminis, 17 adedinin Lb.
plantarum, 6 adedinin Lb. fructivorans ve 4 adedinin W. confusa oldugunu
belirlemislerdir.

Meroth ve ark. (2003b), eksi hamur fermantasyonu iizerine yaptiklar1 bir
arastirmada kullandiklar1 karigik starter kiiltiirlerde C. humilis, Debaryomyces
hansenii, S. cerevisae ve S. wuvarum tirlerini tespit etmislerdir. Ayrica,
Cladasporium sp., S. servazii, S. uvarum, Dekkera bruxellensis, Epicoccum nigrum
tiirlerini de tanimlamiglardir.

Eksi hamur fermantasyonu iizerine yapilan diger bir arastirma ise Wick ve
ark. (2003), ticari kiiltiirler kullanarak elde ettikleri hamuru 30°C’de 8 saatte bir un
ve su ile tazelemisler, LAB ve mayalarin hem gaz hem de asit {iretimini arttirdigin
tespit etmislerdir.

Gl ve ark. (2005), Isparta gsehrinin 14 farkli firinindan temin ettikleri eksi
hamur numunelerinden izole edilen LAB tiirleri, Lb. divergens, Lb. brevis (%15.1),
Lb. amylophilus, Lb. sake, Lb. acetotolerans Lb. plantarum, P. pentosaceus ve
P.acidilactici suslarin1 maya olarak S. cerevisiae, S. delbrueckii , T. holmii ve T.
unisporus’ dur. LAB sayisinin 5.28 ile 9.66 log kob/g, maya sayisinin 6.33 ile 9.96

log kob/g, toplam mezofil aerob bakteri sayisinin 5.97 ile 9.57 log kob/g arasinda
11
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degistigini belirlemislerdir. Eksi hamur 6meklerinin pH degerinin 3.65 ile 5.55,
toplam kuru maddesinin %38.3 ile %61.3, TTA degerinin ise laktik asit cinsinden
%¢4.0 ile 14.0 arasinda degistigini tespit etmislerdir.

Mentes ve ark. (2004), farkli firinlardan topladiklar1 20 adet eksi hamur
numunesinden izole ettikleri 150 adet LAB’ sinde baskin tiirlerin Lb. alimentarius
ve Lb. plantarum, en az goriilen tiirlerin ise Lb. amylovorus ve Lb. agilis oldugunu
tespit etmislerdir.

Giiney Kore’de eksi hamurlar iizerine, Aslam ve ark. (2006)’ nin
yaptiklart galismada, izole edilen LAB sayismin 9.5x10° ile 3.05x10° kob/g
arasinda oldugu tespit edilmistir. izole edilen toplam LAB’ leri Lb. curvatus, Lb.
sakei, Leu. argentinum, Leu. mesenteroides, P. pentosaceus ve W. cibaria olarak
bulunmustur.

Vuyst ve Vancanneyt (2007), geleneksel yontemlerle iiretilen eksi hamur
orneklerinde bulunan LAB’ nin identifikasyonu i¢in PCR yontemini kullanmiglar
ve Lb. mindensis, Lb. spicheri, Lb. rossiae, Lb. zymae, Lb. acidifarinae, Lb.
hammesii ve Lb. nantensis tlirlerini tanimlamislardir.

Belcika’da geleneksel yontemlerle iiretilen eksi hamurlarda Scheirlinck ve
ark. (2007)’nin yaptiklar1 ¢aligmada yeni bir tiir olan Lb. namurensis’ i izole
etmislerdir.

Pulvirenti ve ark. (2004), eksi hamurlardaki en dominant maya tiirlerinin S.
cerevisiae, C. milleri, C. humilis, S. exiguus ve Issatchenkia orientalis oldugunu
bildirmislerdir.

Dogal yontemlerle fermantasyonu gerceklestirilen eksi hamurlardan Pepe
ve ark. (2004)’nin yaptigi ¢alismada Lb. plantarum suslarmin teknolojik ve
molekiiler farkliliklarimi arastirmislardir. Italya’ nin giineyinden aldiklar1 14 adet
eksi hamur 6rnegindeki LAB sayisinin 6 ile 8.7 log kob/g, maya sayisinin 5.2 ile 8
log kob/g arasinda oldugunu bulmuslardir.

Vernocchi ve ark. (2004), RAPD-PCR teknigi kullanarak yaptiklar1 bir

calismada maya identifikasyonu i¢in fermantasyonda etkili olan maya susunun C.
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milleri oldugunu ve LAB/maya oranin 1:1 ¢ikmasimin ana hamurun iretilmesi
esnasinda fermantasyon sicakligindan kaynaklanabilecegini (18°C) bildirmislerdir.
Kullanilan eksi hamurun pH degerini 3.78 olarak bildirmisler ve laktik asit
iceriginin 3.81 g/kg, asetik asidin 2.59 g/kg, sitrik asidin 0.45 g/kg, glukozun 0.74
g/kg, fruktozun 0.19 g/kg, maltozun 2.99 g/kg oldugunu bulmuslardir.

Randazzo ve ark. (2005), geleneksel olarak iiretilen eksi hamurlarla ilgili
yaptiklar1 ¢alismada PCR-DGGE analizini kullanmiglardir. 45 adet LAB
izolatindan 17 tanesinin Lb. sanfranciscensis, 14 tanesinin Lb. pentosus, 5 tanesinin
Lb. plantarum ve 3 tanesinin Lb. casei oldugunu bildirmislerdir.

Catzeddu ve ark. (2006), RAPD-PCR teknigini kullanarak yaptiklari
calismada 25 adet eksi hamur 6rneginde Lb. pentosus, Lb. plantarum, Lb. brevis,
Lb. sanfranciscensis, W. confusa, Lb. alimentarius, Lb. casei, Lb. zeae, P.
pentosaceus, Lb. sakei, Lb. farciminis, Leu. citreum suslarin izole etmisler ve
%30-60 arasinda heterofermantatif LAB oldugunu bildirmislerdir.

Corsetti ve Settanni (2007), eksi hamurlardan izole edilen LAB’ ni
fenotipik ve genotipik (RAPD-PCR) yontemlerle tanimlamis ve bu eksi hamurlarda
dominant olarak E. faecium ve P. pentosaceus tirlerinin bulundugunu
sOylemislerdir.

Scheirlinck ve ark. (2008), eksi hamur iizerine yaptiklar1 ¢aligmalarinda
Belgika’ nin 11 farkhi firmindan topladiklart 39 adet eksi hamur 6rneginde LAB
sayisinin 107 ile 10° kob/g, maya sayismim 10” ile 107 kob/g arasinda degistigini
tespit etmislerdir. PCR teknigiyle yaptiklar1 identifikasyonda ise Tip 1 eksi
hamurlarinda ortamdaki dominant LAB tiirlerinin Lb. plantarum, Lb.
sanfranciscensis, Lb. paralimentarius, Lb. pontis oldugunu bildirmislerdir. Eksi
hamur 6rneklerinin pH degerinin 3.5 ile 4.78 arasinda oldugunu bildirmislerdir.
Eksi hamur 6rneklerinde tespit edilen en yiiksek maltoz degeri 34.44 g/kg, glikoz
degeri 9.14 g/kg, fruktoz degeri 2.66 g/kg, sakkaroz degeri 1.09 g/kg, laktik asit
degeri 13.71 g/kg, asetik asitdegeri 1.74 g/kg ve etanol miktar1 24.38 g/kg’dir.

13
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Minervini ve ark. (2011), yaptiklar1 aragtirmalarinda farkli firinlardan
topladiklart 19 adet eksi hamur Orneginden RAPD-PCR yoOntemiyle Lb.
sanfranciscensis, Lb. plantarum, Lb. casei, Lb. paralimentarius, Leu.
mesenteroides subsp. mesentoridies, Lb. sakei, P. pentosaceus, Lb. gallinarum, Lc.
lactis subsp lactis, Lb. brevis, P. inopinatus, P. argentinicus, Lb. rossie, W.
paramesenteroides, W. cibaria, W. confusa, Leu. citreum, Lb. spicheri, Lb.
namurensis ve E. durans oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica, maya olarak da S.
cerevisiae, C. humilis, Kazachstania barnettii ve Kazachstania exigua tiirlerini
tanimlamiglardir. S. cerevisiae ise en baskin maya tiirii olarak belirlenmistir.

Vrancken ve ark. (2011), laboratuvar kosullarinda tiretilen eksi hamurunun
mikroflorasi iizerine yaptiklar1 bir arastirmada Lb. fermentum ve Lb. plantarum
tirlerini en dominant tiir olarak tanimlamiglardir. LAB sayisinin 8-9 log kob/g,
maya sayisinin ise 8 log kob/g oraninda oldugunu bildirmiglerdir. pH degerinin ise
3.3 ile 3.7 arasinda degistigini tespit etmislerdir.

Paramithiotis ve ark (2007), geleneksel yontemlerle iiretilen eksi
hamurlardan izole ettikleri LAB {izerine yaptiklar1 bir aragtirmada glikozun, Lb.
sanfranciscensis’ te fruktoz ve maltoz kullanimini etkilemedigini ancak W. cibaria,
Lb. paralimentarius ve P. pentosaceus’ da fruktoz ve maltoz kullanimini
baskiladigini tespit etmisglerdir.

Simsek ve ark. (2006), eksi hamurlar iizerine yaptiklar1 bir calismada, Usak
ve ¢evresinden topladiklar1 eksi hamur 6rneklerinin pH degerinin 3.5 ile 3.94, TTA
igeriginin 7.6 ile 19.3 mL 0.1 N NaOH ve kuru madde miktarinin ise %43 ile %56
arasinda degistigini tespit etmislerdir.

Glndiiz (2018), eksi hamur fermantasyonu iizerine yaptig1 bir ¢aligmada
farkli yerlerden iki farkli zamanda 8 adet eksi hamur 6rnegi toplamis ve 6rneklerin
kimyasal ve mikrobiyolojik 6zelliklerini aragtirmistir. Eksi hamur 6rneklerinin pH
degerleri 3.71 ile 3.96 ve TTA degerleri ise 6.78 ile 23.93 mL 0.1 N NaOH/10 g
hamur arasinda tespit edilmistir. Eksi hamurlardan LAB ve mayalar izole ederek

molekiiler yontemlerle identifikasyon gerceklestirmistir. En sik izole edilen LAB
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tiirleri Lb. sanfranciscensis, Lb. plantarum ve Lb. paralimentarious’ dur. En sik
izole edilen maya ise S. cerevisiae bulunmustur.

Bakirci ve Kdse (2017), eksi hamurlardan LAB ve mayalarin izolasyonu ve
tanimlamasi tizerine yaptiklari bir arastirmada, 8 farkli LAB tiirii ve 4 farkli maya
tiirli izole etmislerdir. LAB tiirleri Lb. sanfranciscensis, Lb. plantarum, Lb.
paralimentarious, Lb. casei, Lb. acidophilus, Lb. brevis, P. pentosaceus, Leu.
mesenteroides’ dir. Maya tiirleri ise C.humulis, T. delbrueckii, Debaryomyces
hansenii ve S. cerevisiae’ dir.

Koksalan ve ark. (2015), eksi hamurla ilgili yaptiklart c¢alismada,
Kahramanmaras ilinde toplanan 10 farkli eksi hamur Orneginden molekiiler
tanimlama ile 40 tane Lb. plantarum tiri izole etmislerdir. Elde edilen izolatlara
PCR’ da molekiiler tamimlama yapilmstir.

Yagmur (2016), eksi hamur fermantasyonu iizerine yaptig1 bir ¢alismada, 8
farkli isletmeden alinan ve kontrol olarak iiretilen eksi hamur 6rneklerinde LAB ve
maya izole etmis ve molekiiler tanimlamasimi gergeklestirmistir. Elde edilen
sonuglara gore eksi hamur Orneklerinde 18 adet LAB ve 5 adet maya tiirii
belirlenmistir. En fazla sayida izole edilen LAB’ leri Lb. plantarum, Lb.
sanfranciscensis, P. pentosaceus ve Leu. mesenteroides’ dir. En fazla izole edilen

maya tiirii ise S. cerevisiae olarak belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Calismada 3 farkli yoreden, Gaziantep’ te Carsibasi Ekmek Firini1” ndan 1
adet, Trabzon’ da Fettahoglu Ekmek Firini’ ndan 1 adet, Hatay’ da Sen Ortaklar
Firin’ ndan 1 adet, eksi hamur 6rnegi iki farkli zamanda aseptik kosullar altinda
almarak steril poset ve siselere konulmus ve 24 saat icinde Cukurova Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Gida Mihendisligi Bolimii Endiistriyel Mikrobiyoloji
Laboratuvarina getirilmistir. Laboratuvarda tiretilen eksi hamurda bugday unu, su,
tuz ve yas maya kullanilmustir. Uretilen eksi hamurlarda kimyasal ve
mikrobiyolojik analizler yapilmistir. Tim analizler iki tekerriirlii olarak

gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.1. Firinlardan alinan eksi hamur drneklerinin cinsi, yeri ve tarihi

SEHIR ORNEGIN FIRIN iSMi 1.ALINAN 2.ALINAN

CiNsi ORNEK ORNEK
TARIHI TARIHI

HATAY EKSI SEN ORTAKLAR 15.12.2016  13.02.2017
HAMUR FIRINI

GAZIANTEP EKSI CARSIBASI FIRINI 26.01.2017  19.02.2017
HAMUR

TRABZON EKSI FETTAHOGLU 05.02.2017  05.03.2017
HAMUR EKMEK FIRINI

« H1 : SENORTAKLAR FIRINI (15.12.2016 da alinan)

« Al : CARSIBASI FIRINI (26.01.2017 de alinan)

« T1 : FETTAHOGLU FIRINLARI (05.02.2017 de alian)
« H2 : SENORTAKLAR FIRINI (13.02.2017 da alinan)

« A2 : CARSIBASI FIRINI (19.02.2017 de alinan)

e T2 : FETTAHOGLU FIRINLARI (05.03.2017 de alian)
17
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3.2. Metot
3.2.1. Laboratuvar Kosullarinda Eksi Hamur Uretimi ve Yapilan Analizler
Laboratuvar kosullarinda eksi hamur tiretiminde 1.5 kg tam ogiitiilmiis
bugday unu, 900 mL saf su, 22.5 gr tuz, 15 gr maya yogrulmus ve 28°C’ de
fermantasyona birakilmistir. Fermantasyonun 12. saatinde hamura tazeleme
yapilmak i¢in 200 gr un ilave edilerek 1 dakika yogrulmustur. Hamur yogrulduktan
sonra 28°C de fermantasyona tekrar birakilmistir. Fermantasyon siiresi 30 saat
olarak belirlenmistir. Fermantasyon siiresince 0-6-12-24-30 saatlerinde Ornek
alinmig ve bu 6rneklerde toplam titrasyon asitligi (TTA), pH, kuru madde analizleri
yapilmistir. 0. ve 30. saatlerden alinan orneklerden laktik asit bakterisi, toplam
mezofil aerob bakteri, maya, kiif, koliform bakteri, Saccharomyces spp. olmayan
maya sayimi yapilmistir. Bunlar arasinda farkli goriiniime sahip maya ve laktik asit
bakteri kolonileri izole edilmistir. Ayrica, bu ornekler iizerinde karbonhidrat ve

organik asit analizleri yapilmustir.

UN

YOGURMA FERMANTASYON
Sdak —) 28+C

TUZ |EEp l

UN
iLAVEST
TAZELE

MAYA ME

l

EKSI
HAMUR

Sekil 3.1. Laboratuvar kosullarinda tiretilen eksi hamur
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3.2.2. Firinlardan Alinan Eksi Hamur Orneklerinde Yapilan Analizler

Ug farkli yorelerdeki firinlardan toplanan eksi hamur &rneklerinde pH,
kuru madde, titrasyon asitligi analizleri (TTA) ile maya, kiif, LAB, toplam mezofil
aerob, koliform bakteri ve Saccharomyces spp.olmayan maya sayimlari yapilmis,

farkl1 olan koloniler izole edilmistir.

3.2.3. Eksi Hamur Orneklerinde Mikrofloranin Belirlenmesi
3.2.3.1. LAB’nin izolasyonu

Mikroorganizmalarin izolasyonu materyal olarak kullanilan eksi hamur
numunelerinden yapilmistir. Mikrofloray1 belirlemek i¢in %0.85 NaCl c¢ozeltisi
iceren 90 mL steril su ile 10 gr eksi hamur numunesi BagMixer (Interscience,
model 400 P, France) yardimiyla 3 dak boyunca homojenize edilmistir. Hazirlanan
karisimdan 1mL 6rnek alinarak 9mL %0.85 NaCl soliisyonlarina ardisik olarak
1/10° luk seyreltme yapilmigtir.

arvt drnek

Ekim
Diltisyon oran 1 107 0 10 10t 10°*
Dilisyon faktori 1 10 10° 10 1wt 10

Sekil 3.2. Seyreltme Islemi
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Cizelge 3.2. Eksi hamurlardaki mikroorganizma sayimm i¢in kullanmilan ortam ve

ozellikleri
ORNEKLER MIKROORGANIZMA  KULLANILAN  INKUBASYON
GRUPLARI ORTAMLAR SICAKLIKLARI VE
SURELERI
LAB MRS agar 30°C ,48-72 saat,
anaerobik ortam
LAB M17 agar 30°C ,48-72 saat,
anaerobik ortam
LAB SDB agar 30°C ,48-72 saat,
o anaerobik ortam
; Maya YPD agar 28°C, 48-72 saat
<
E Saccharomyces spp. L-lysine agar 28°C, 48-72 saat
) olmayan maya
=
Koliform Bakteri VRB agar 35-37 °C, 18-24 saat
Toplam Mezofil Aerob PCA 30°C, 72 saat
Bakteri

LAB izolasyonunda seyreltilmis orneklerden 0.1 mL alinmis, maya
gelisimini 6nlemek igin 50 pg/L sikloheksimit (0.1 g/L, Sigma) ilave edilmis ve de
Man Rogosa Sharpe (MRS) (Merck) ve M17 agar (Merck) iizerine yayilmustir.
Ayrica eksi hamur drnekleri mikrobiyel 6zellikler agisindan sourdough bacteria
agar (SDB) iizerine de yayilmistir (Obis ve ark., 2001; Valmorri ve ark., 2006;
Settanni ve ark., 2011). SDB agar %0.3 maya ekstrati, %10 Fresh yeast extract
(FYE), %0,03 Tween 80, %1,5 agar, % 2 maltoz ve %0.6 kazein icerir (Kline ve
Sugihara, 1971). Anaerobik kosullarda 30°C de 3 giin inkiibe edildikten sonra 2
kere saflagtirma yapilmistir. Farkli morfolojik goriiniise sahip koloniler izole
edilmistir. izole edilen koloniler saf kiiltiirler elde edilene kadar saflastirilmustir.
Saf kiiltiirler %40 steril gliserol ¢ozeltisi igeren sivi besiyeri ortamina aktarilmigtir

ve -20 °C de saklanmuistir.
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3.2.3.2. Mayalarin izolasyonu

Mayalarin izolasyonunda seyreltilmis 6rneklerden 0.1 mL alinmis, bakteri
ve kiif olusumunu 6nlemek i¢in oksitetrasiklin (0.1 g/L) ve sodyum propiyonat (2
g/L) eklenmistir. Yeast Extract Peptone dextrose (YPD) agar iizerine yayma
yontemi ile ekim yapilmistir. Sonra mayalar 28 °C 48-72 saat inkiibasyona
birakilmistir. Farkli morfolojik goriiniise sahip koloniler izole edilmistir. Saf
kiiltiirler %40 steril gliserol ¢ozeltisi igeren sivi besiyeri ortamina aktarilmistir ve -

20 °C de saklanmugtir.

3.2.4. Eksi Hamurda Yapilan Analizler
Eksi hamur 6rneklerinde pH, toplam titrasyon asitligi (TTA), kuru madde,
karbonhidrat, organik asit ile LAB ve maya sayimi, katalaz testi, Gram boyama

gibi mikrobiyolojik ve kimyasal analizler yapilmistir.

3.2.4.1. pH Tayini

Numunelerin pH o6l¢limii standart ¢ozeltiler ile kalibre edilmis cam pH
metre ile yapilmistir. Olgiim igin 10 g numune ile 90 mL saf su karistirici ile
karigtirllmigtir. Karigtirildiktan sonra pH metre karisimin igine batirilarak pH

Ol¢timii yapilmistir (Paramithiotis ve ark., 2006).

3.2.4.2. Toplam Titrasyon Asitligi Tayini

Numunelerin toplam titrasyon asitligi 10gr numune ile 90 mL saf suyun
manyetik plaka karigtiricis1 yardimi ile karistirilip homojenize edildikten sonra pH
8.5 olana kadar 0.1N NaOH ile titre edilmesiyle bulunmustur. TTA degeri ml
NaOH olarak ifade edilmistir (Paramithiotios ve ark., 2006).

3.2.4.3. Kuru Madde Tayini
Numunelerde kuru madde tayini, eksi hamur 6rneginin etiivde 105 -106°C’
de sabit agirligina ulasincaya kadar kurutularak tespit edilmistir (Giil, 1999).

% Kuru Madde= Ornek Agirligi-Kuru Madde Agirlig/Ornek Agirligi X 100
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Sekil 3.3. Etiivde eksi hamur 6rneklerinin kurutulmasi

3.2.4.4. Seker ve Organik Asit Tayini

Sekerlerin (maltoz, sakkaroz, glikoz, fruktoz) ve organik asitlerin (laktik
asit ve asetik asit) Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) cihazi
kullanilarak yapilmistir. Bu analizler i¢in kromatografi kosullar1 Cizelge 3.3 de

verilmistir.

Cizelge 3.3. Seker ve organik asit tayini i¢in HPLC kosullar

Mobil Faz Siilfirik asit

Enjeksiyon Hacmi 20 puL

Akis Hiz 0.5 mL/dak

Eliisyon Siiresi 15 dak

Dalga Boyu 210 nm

Kolon CTO-10 AS 300*7.8mm
Kolon Sicakhgi 50°C

Index Dedektor RID-10A

UV/Vis Dedektor SPD-20A
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Sekil 3.4. Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)

Standart ¢ozeltiler HPLC kalite standartlarindan ayr1 ayr1 olarak
hazirlanmigtir. Bu stok ¢dzeltiden uygun seyreltmeler yapilarak bir seri standart
cOzelti hazirlanmis ve yedi noktada standart egriler olusturulmustur. Ayni
kromatografik kosullar altinda HPLC’ ye enjekte edilmistir. Maltoz, glikoz,
fruktoz, sakkaroz ve organik asitler icin Algilama Sinir1 (LOD) ve Kantitatif Olgme
Sinir1 (LOQ) degerleri ve geri kazanim belirlenmistir. Bu degerler ile kalibrasyon
egrisi ¢izilmistir.

Eksi hamur numunelerinin ekstraksiyonunda ise 10 g 6rnek 90 mL fosfat
tamponu ile 15 dak oda sicakliginda karistirici yardimiyla karigtirllmistir. Sonra
karigim 12,000 rpm, 10 dak, 4°C de santrifiij edilmistir. Santrifiij edilen karigimin
iist fazindan 1mL tiiplere alindiktan sonra 50 pl perklorik asit ilavesi yapilarak 24
sa 4°C de bekletilmistir. Siipernatantlar 12,000 rpm, 60 dak, 4°C santrifiij edilerek
protein topaklanmasi ortadan kaldirilarak 0.45 pum PVDF Syringe Filtre (Isolab)
yardimu ile iist faz alinarak HPLC cihazina enjekte edilmistir (Giindiiz, 2018).
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3.2.4.5. Mikrobiyolojik Analizler
3.2.4.5.(1). LAB ve Maya Sayilarimin Belirlenmesi

LAB sayilarin belirlemek i¢in % 0.85 NaCl ¢ozeltisi igeren 90 mL steril su
ile 10 gr eksi hamur numunesi BagMixer (Interscience, model 400 P, France)
yardimiyla 3 dak boyunca homojenize edilmistir. Hazirlanan karisimdan ImL
ornek alinarak 9mL % 0.85 NaCl soliisyonlarina ardisik 1/10° Iuk seyreltme iglemi
uygulanmustir. Seyreltilmis 6rneklerden 0.1 mL alinmig, maya gelisimini 6nlemek
icin 50 pg/L sikloheksimit (0.1 g/L, Sigma) ilave edilmis Man Rogosa Sharpe
(MRS)(Merck) ve M17 agar iizerine yayilmistir. Ayrica eksi hamur ornekleri
mikrobiyel 0&zellikler agisindan sourdough bacteria agar (SDB) iizerine de
yayilmistir (Obis ve ark., 2001; Valmorri ve ark., 2006; Settanni ve ark., 2011).
Anaerobik kosullarda 30°C de 3 giin inkiibe edildikten sonra 2 kere saflagtirma
yapilmistir. Farkli morfolojik goriiniise sahip koloniler izole edilmistir.
Inkiibasyonu takiben gelisme gériilen ve sayim araligindaki besiyerlerinde toplam
LAB sayis1 hesaplanmuistir.

Mayalarin izolasyonunda seyreltilmis 6rneklerden 0.1 mL alinmus, bakteri
ve kiif olusumunu 6nlemek igin oksitetrasiklin (0.1 g/L) ve sodyum propiyonat (2
g/L) eklenmis ve Yeast Extract Peptone dextrose (YPD) agar iizerine yayma
yontemi ile yayilmistir. Daha sonra mayalar, 28 °C’ de 48-72 saat inkiibasyona
birakilmistir. Saccharomyces spp. olmayan mayalar tespit etmek icin ornekler L-
lysine agar iizerine yayilmistir. Farkli morfolojik goriiniise sahip koloniler izole
edilmigtir. Inkiibasyonu takiben gelisme goriilen ve sayim araligindaki

besiyerlerinde toplam maya sayisi hesaplanmigtir (Halkman, 2005).
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Sekil 3.5. Petri kutularindan lab sayimi

3.2.4.5.(2). Toplam Mezofil Aerob ve Koliform Bakteri Sayisinin Belirlenmesi

Toplam mezofil bakteri sayimi igin seyreltilmis 6rnekler, maya ve kiif
geligimini 6nlemek icin 0.1 g/ L sikloheksimit ve 2g/ L sodyum propiyonat ilave
edilmis Plate Count Agar iizerine ekilmistir. Plakalar 30 °C 72 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Daha sonra olusan koloniler sayilarak sonuglar log kob/g olarak
verilmistir.

Koliform bakteri sayimi i¢in seyreltilmis ornekler Violet Red Bile Agar
(VRBA) besiyerine ekilmistir. Plakalar 37 °C 18-24 sa inkiibasyona birakilmistir.

Olusan koloniler sayilarak sonuglar log kob/g olarak verilmistir.

3.2.4.5.(3). Gram Boyama

Gram boyama LAB identifikasyonu ic¢in yapilmistir. Bakterileri hiicre
duvarlarinin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine gore iki biiyiik gruba ayirmak ic¢in
kullanilan yontemdir. Gram boyama i¢in lamin ortasina 1 damla su konulduktan
sonra lamin {izerine 6ze yardimiyla bakteri yayilir ve havada kurumaya birakilir.
Bek alevinden gecirilerek fiziksel tespit edilir. Preparasyonun iizerine kristal viyole

cozeltisi konulur ve 1 dakika bekletilir. Hafif akan su ile yikanir. Sonra Lugol iyot
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cozeltisi ile 1 dakika muamele edilir. Hafif akan su ile yikanir. Sonra %96’lik etil
alkolle deklore edilir ve mor boya akmayincaya kadar devam eder ve tekrar su ile
yikanir. Daha sonra safranin ile 30 saniye boyanir ve tekrar su ile yikanir. Lamlar
kurutma kagidi ile kurulanir, immersiyon objektifinde bakilir. Gram pozitif
bakteriler mavi- mor ve Gram negatif bakteriler ise kirmizi boyanirlar.

Saf kiiltiirler halinde olan bakteri suslarina Gram boyama yapilmistir.

Gram pozitif olan bakteriler potansiyel LAB olarak kabul edilmistir.

Gram pozitif koklar Gram negatif comaklar
Sekil 3.6. Gram pozitif ve Gram negatif bakteri goriintimleri

3.2.4.5.(4). Katalaz Testi

Katalaz testi i¢in 37°C 24 saatlik bakteri kiiltiirii kullanilmistir. LAB ayirt
etmek icin bu test uygulanmistir. Katalaz enzimi Hidrojen peroksiti (H,O,)
parcalayan bir enzimdir. Hidrojen peroksitin %30’ luk cozeltisinden bir damla
ireme olusan ylizeye damlatilir ve gaz kabarciklart olusup olusmadigi kontrol
edilir. Gaz kabarciklarinin olugsmasi halinde reaksiyon pozitif, olusmamas1 halinde

negatif oldugunu belirtir (Cetin 1968).

3.2.4.6. Istatiksel Analizler
Kimyasal ve mikrobiyel analiz verileri, IBM SPSS 20 software

programinda tek tonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilmis, veri
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ortalamalar1 p<0.05 anlamlilik diizeyinde Tukey Coklu karsilastirma testine tabi
tutulmustur (Scheirlinck ve ark., 2007).

3.2.5. LAB ve Mayalarin Molekiiler Yontemlerle Tanimlanmasi
3.2.5.1. LAB ve Mayalarda DNA izolasyonu

LAB ‘nin izolatlart RAPD-PCR analizleri ve 16S rRNA genlerinin dizi
analizi ile genotipik karakterizasyona tabi tutulmustur. DNA izolasyonu i¢in -20 °C
de muhafaza ettigimiz LAB Kkiiltiirlerini tekrar aktif hale getirmek i¢in, bakteriler
MRS broth igerisine ekim yapilmis, 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Bakteriler
inkiibe edildikten sonra yeni bir tiipe aktarilarak 13,300 rpm de 3 dak santrifiij
(Thermo Scientific MicroCL 17, Germany) edilmistir. Santrifiij sonras: tiiplerde tist
kisimda kalan siipernatanti peletlere zarar vermeden atilmistir. Peletlerin iizerine
steril ultra saf su eklenmis ve vorteks ile 10 saniye karistirilmistir. Bu islem 3 kez
gerceklestirilmistir ve tekrar 3 dak santrifiij edilmistir ve {ist faz atilmistir. Sonra
tiplere 150-200 pL InstaGene maxrix kiti eklenerek 10 saniye vorteksle
karigtirllmigtir.  Karigtirildiktan sonra 56 °C 30 dak sicak su banyosunda
bekletilmistir. Cikarilan tiipler 10 saniye vorteks ile karistirildiktan sonra 100 °C’
de 8 dak bekletilmistir. Daha sonra tiipler karistirtlir ve 13.300 rpm 3 dak
santrifiijde bekletilerek iist faz yeni bir eppendorf tiiplerine aktarilarak kullanilana
kadar -20 °C ‘de saklanmustir.

Maya izolatlari, Restriction Fragment Length Polymorphis (RFLP) analizi
ve 5.85 rRNA geninin ITS bolgesi amplifikasyonu ile genotipik
karakterizasyonuna tabi tutulmustur. Tanimlama amaciyla 26S rRNA gen bolgesi
sekanslanmistir. Mayalarin DNA izolasyonunda ise, -20 °C de muhafaza ettigimiz
kiiltiirleri tekrar aktif hale getirmek icin, mayalar YPD broth icerisine ekim
yapilmisg, 28 °C 24- 36 saat inkiibasyona birakilmistir. Mayalar inkiibe edildikten
sonra yeni bir tiipe aktarilarak 13,300 rpm 3 dak santrifiij (Thermo Scientific
MicroCL 17, Germany) edilmistir. Santrifiij sonrasi tiiplerde {ist kisimda kalan
siipernatant1 peletlere zarar vermeden atilmistir. Peletlerin lizerine steril ultra saf su
eklenmis ve vorteks ile 10 saniye kangtirlmigtir. Bu islem 3 kez

gerceklestirilmistir ve tekrar 3 dak santrifiij edilmis ve iist faz atilmistir. Sonra
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tiiplere 150-200 pL InstaGene maxrix kiti eklenerek 10 saniye vorteksle
karigtinllmigtir.  Karigtirildiktan sonra 56 °C 30 dak sicak su banyosunda
bekletilmistir. Cikarilan tiipler 10 saniye vorteks ile karistirildiktan sonra 100 °C’
de 8 dak bekletilmistir. Daha sonra tiipler karigtirilir ve 13.300 rpm 3 dak
santrifiijde bekletilerek {ist faz yeni bir eppendorf tiiplerine aktarilarak kullanilana
kadar -20 °C ‘de saklanmisgtir.

It e

2035273 1
- )
Al Loy,

Sekil 3.7. Eksi hamurlardan izole edilen LAB ve mayalarin eppendorf tiiplerine
aktarilarak saklanmasi

3.2.5.2. Randomly Amplifed Polymorphic DNA-Polymerase Chain Reaction
(RAPD- PCR) ve 16S rRNA Gen analizlerinde LAB icin Molekiiler
Tanimlama

LAB izolatlar1 16S rRNA’ nin kismi sekanslama yontemiyle bazi spesifik
genleri hedef alan PCR tarafindan molekiiler identifikasyonu gerceklesmistir. PCR
analizinde M13 primeri kullanilarak 25-pL. reaksiyon karigimi hazirlanmigtir. M 13
primerinin DNA dizilimi 5- GAGGGTGGCGGT TCT-3' seklinde siralanmistir
(Stenlid et al., 1994; Settanni et al., 2012). PCR karigiminin igerikleri Cizelge 3.4.
de verilmistir (De Angelis ve ark., 2006).
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Cizelge 3.4. RAPD-PCR analizlerinde reaksiyon karigimi

DNA 1.25 uL
Dream Taq Buffer 2L
dNTP 2 uL
MgCI2 1 uL
M13 primeri 0.2 uL.
Dream Taq DNApolimeraz 0.2 uL
Steril distile su 17.85 pL

DNA izolatlarinin konsantrasyonunu belirlemek i¢in Qubit 3.0 Flurometer

cihazi kullanilmistir.

g

3

Sekil 3.8. Qubit 3.0 cihaz

Techne TC-Plus M13 primeri ile DNA amplifikasyonlar1 i¢in PCR
dongiisii 94°C” de 2 dak denatiirasyon asamasi ile baslayarak, 94°C’de 1 dak,
42°C’ de 20 saniye, 72°C’de 2 dak toplam 40 dongii yaparak ve 72°C’de 10 dak
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son uzatma ile sonu¢landirilmstir. Biitiin PCR denemeleri Eppendorf Mastercycler

Gradient’ te gerceklestirilmistir.

LAB’ nin tanimlanmasinda RAPD-PCR iiriinlerinin ayrilmasi i¢in %1.5
(w/v) agaroz jel iceren elektroforez kullanilmustir. Agaroz jel, 5X TBE (54 g/L
Trisma base, 27.5 g/l Borik asit, 7.44 g/I. EDTA(Titriplex))’ den seyreltilmis
IXTBE’ den hazirlanmustir. Jel i¢in 200 mL 1XTBE icine %2 Agaroz eklenerek
karistirilir ve 4 dak 700w de mikrodalga firin kullanilarak ¢oziiliir. Hazirlanan jel
60°C’ ye kadar sogutulduktan sonra 5 pL. Syber Safe boyasi eklenerek esit bir
sekilde karigtirilmigtir. Hazirlanan karisimin donmasi igin plakalara bosaltilmis ve
taraklar yerlestirilmigtir. Jel donduktan sonra dikkatli bir sekilde tanka
yerlestirilmis, jelin yiizeyini kaplayacak sckilde TBE eklenmis ve taraklar
cikartilmigtir. Taraklar ¢ikartilinca olusan bosluklara 10 plL PCR iiriinii ile 2 pL.
DNA loading dye (6x LD) karistirlarak mikropipet yardimiyla yiiklenmistir. {1k ve

son kutucuga olusacak bantlarin boyutunun belirlenmesi icin marker olarak 1 kb
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DNA ladders (Thermo Scientific) eklenmistir. Elektroforez 120 volt(V)’ da 500mA
ve 100 dak olarak yapilmistir. Daha sonra jel, jel goriintileme cihazina

yerlestirilerek Vilber Lourmat Infinity VX2 programiyla goriintiisii kaydedilmistir.

Sekil 3.10. Jel goriintiileme cihazi

16S rRNA gen dizilimi kullanilarak, RAPD-PCR sonucu tespit edilen
farkli LAB’ nin molekiiler tanimlanmasi gergeklestirilmistir. PCR amplifikasyonu
fD1 ve rD1 primerleri kullanilarak yapilmistir. fD1 primerinin gen dizilimi (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTC AG-3’) ve D1 primerinin gen dizilimi (5'-
AAGGAGGTGATCCAG CC-3") seklindedir. PCR analizinde fD1 ve rDI1
primerleri kullamilarak 55 pL karigim hazirlanmistir.  Hazirlanan PCR karisimi

Cizelge 3.5. de verilmistir.
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Cizelge 3.5. 16S rRNA analizi i¢in hazirlanan PCR karigim

DNA S5uL
Dream Taq Buffer 6uL
dNTP S5uL
MgCI2 1.2 uL
fD1 primeri 0.08 puL
rD1 primeri 0.08 pL
Dream Taq DNApolimeraz 0.5 uL
Steril distile su 42.14 uL

Techne TC-Plus fD1 ve rD1 primerleri ile DNA amplifikasyonlari i¢in
PCR dongiisti 95°C’ de 3 dak denatiirasyon asamasi ile baglayarak, 94°C’de 1 dak,
54°C’ de 45 saniye, 72°C’de 2 dak toplam 30 dongii yaparak ve 72°C’de 7 dak son
uzatma ile sonuglandirilmigtir. Biitin PCR denemeleri Eppendorf Mastercycler
Gradient’ te gerceklestirilmistir.

PCR iiriinlerinin ayrilmasi i¢in %1.5 agaroz jel ile Syber safe DNA jel
boyasi igeren elektroforez kullanilmistir. Elektroforez 120V 500mA 100 dak’ da
yapilmistir. Daha sonra jel, jel gériintiileme cihazina yerlestirilerek Vilber Lourmat
Infinity VX2 programiyla goriintiisii kaydedilmistir.

Sekans analizi i¢in PCR iriinleri uygun kosullarda Ankara’ da BM
Laboratuvar Sistemleri’ ne gonderilmistir. Gelen sonuglar Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) programi kullanilarak degerlendirilmistir. BLAST program
ile elde edilen diziler Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI) veritabaninda
biriktirilen niikleotid dizileriyle karsilagtirilmistir (Altschul ve ark., 1997). Tiirlerin

kimligi karsilagtirma sonucu %98 lik benzerlik ile degerlendirilmistir.
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3.2.5.3. Mayalar icin Molekiiler Tamimlama

5.8S rRNA ITS primerleri kullanilarak, ilk asamada PCR’ da ITS gen
bolgelerinin ¢ogaltilmasiyla mayalarda molekiiler tanimlama gergeklestirilmistir.
Bunun i¢in ITS1 ve ITS4 primerleri kullanilmustir. ITS1 DNA dizilimi (5°- TCC
GTA GGT GAA CCT GC GG - 3’) v ITS4 DNA dizilimi (5’- TCC TCC GCT
TAT TGA TAT GC- 3’) seklindedir. ITS bolge amplifikasyonu igin hazirlanan
PCR karisimi 50 pL dir. Hazirlanan PCR karisimi Cizelge 3.6. da verilmistir
(Esteve-Zarzoso ve ark., 1999).

Cizelge 3.6. ITS bolge amplifikasyonu i¢in hazirlanan PCR karigsimi

DNA 2.5uL
Dream Taq Buffer 5uL
dNTP 5uL
MgCI2 2.5 uL
ITS1 primeri 0.126 pL
ITS4 primeri 0.126 pL
Dream Taq DNApolimeraz 0.15 pL
Steril distile su 34.598 uL

Techne TC-Plus cihazinda ITS1 ve ITS4 primerleri ile DNA
amplifikasyonlar1 i¢in PCR dongiisii 95°C” de 5 dak denatiirasyon asamasi ile
baslayarak, 94°C’de 1 dak, 55°C’ de 2 dak, 72°C’de 2 dak 35 dongii yaparak ve
72°C’de 10 dak son uzatma ile sonuglandirilmigtir. Biitin PCR denemeleri
Eppendorf Mastercycler Gradient’ te gerceklestirilmistir.

PCR iiriinlerinin ayrilmasi i¢in %]1.5 agaroz jel kullamilmistir. 3 g agaroz
200 mL 1XTBE ile karigtirilarak mikrodalgada isitilmigtir sonra igerisine Syber
safe DNA jel boyasi eklenmistir. Standart olarak jeldeki ilk ve son kutucuga 100bp
ladder marker konulmustur (Settanni ve ark., 2011). Diger kutucuklara 10 uL PCR

33



2. ONCEKI CALISMALAR

Hiilya ISIKALP

tiriinii ve 6X Loading dye konulmustur. Elektroforez 120V 500mA 80 dak’ da

yapilmistir. Daha sonra jel, jel goriintiileme cihazina yerlestirilerek Vilber Lourmat

Infinity VX2 programiyla goriintiisii kaydedilmistir.

55°C 72°C T2°C

95°C 94
00:05:00 | 00:01:00 | 00:02:00 | co:o2:00 | 00:10:00

- 35cycles
Program
End time: Stop
Today, 2:00 PM M

Sekil 3.11. Techno TC-PLUS 5.8S rRNA PCR dongiisii

Ikinci asamada ise restriksiyon enzimleriyle (RFLP-PCR) analizi

yapilmistir. Cogaltilan DNA, restriksiyon enzimleriyle kesilmistir.

Bu enzimler;

o Haelll,
o Hhal,
e HinfI dir.

Bu nedenle ayri olarak 3 farkli endoniikleaz enzim karisimi hazirlanarak

kesilme saglanmustir. 3 farkli karigim su sekildedir;
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1. Hae Il karigimi
e Steril distilesu  -11.5 pL

e Buffer R -2.5 uL
e Enzim Hae 111 -1 uL
e PCR iiriinii -10 pL

2.  Hha I karisimi
e Steril distilesu  -11.5 uL
e Buffer Tango 2.5 pL
e Enzim Hhal -1 uL
e PCR iiriinii -10 uL
3. HinfI karisimi
e Steril distilesu  -11.5 pL

e Buffer R -2.5 uL
e Enzim Hinf 1 -1 uL
e PCR iiriinii -10 uL

Karigimlar toplam 25 pL olarak hazirlanmistir. Hazirlanan karisimlar
karigitirici yardimiyla homojenize edilmistir. Daha sonra 37°C 10-16 saat sicak su
banyosuna birakilmustir.

Sicak su banyosundan ¢ikarilan RFLP iirtinlerinin elektroforezi i¢in %2
agaroz jel kullanilmistir. Hazirlanan jelin ilk kutucuguna 5 pL. 50 bp DNA marker
(Thermo Scientific) konulmustur (Settanni et al., 2011). Diger kutucuklara 10 pL
RFLP iirtinii ve 2 pLL 6x Loading dye kanistirilarak eklenmistir. Elektroforez 130 V
,500 mA ve 100 dak’ da kosturulmustur. Daha sonra jel, jel goriintiileme cihazina
yerlestirilerek Vilber Lourmat Infinity VX2 programiyla goriintiisii kaydedilmistir.
Farkli enzimlerin kesimi sonucu maya izolatlarin1 ayirt etmek icin, benzer bantlar
ayni gruba toplanmis, her gruptan 1 veya 2 Ornek alinarak 26S rRNA geninin
D1/D2 bolgesi sekanslanmistir.

35



2. ONCEKI CALISMALAR Hiilya ISIKALP

26S rRNA’ nin D1 ve D2 bdlgesinin amplifikasyonu icin NL1 ve NL4
primerleri kullanilmistir. NL1 DNA dizilimi (5'-GCA TAT
CAATAAGCGGAGGAA AAG-3) ve NL4 DNA  dizilimi (5-
GGTCCGTGTTTCAAGACG G-3') seklindedir. 26S rRNA gen sekans analizinde
PCR mixi 50 pL olarak hazirlanmistir. Hazirlanan karisim Cizelge 3.7. de

verilmistir.

Cizelge 3.7. 26S rRNA gen sekans analizi i¢in hazirlanan PCR karigim

DNA 5uL
Dream Taq Buffer 6 uL
dNTP 0.5 uL
MgCI2 2.5uL
NL1 primeri 0.1 pL
NL4 primeri 0.1 pL
Dream Taq DNApolimeraz 0.5 pL
Steril distile su 36.3 uL

Techne TC-Plus cihazinda NL1 ve NL4 primerleri ile DNA
amplifikasyonlar1 i¢in PCR dongiisii 95°C” de 5 dak denatiirasyon asamasi ile
baslayarak, 94°C’de 1 dak, 52C’ de 45saniye, 72°C’de 1 dak 30 dongii yaparak ve
72°C’de 7 dak son uzatma ile sonu¢landirilmistir. Biitin PCR denemeleri
Eppendorf Mastercycler Gradient” te gerceklestirilmistir. PCR {iriinlerinin
elektroforezi i¢in %1.5 agaroz jel kullanilmistir. Syber Safe igeren agaroz jelin ilk
kutucuguna 100 bp DNA marker (Thermo Scientific) digerlerine PCR {iriinii ile
boya karigtirilarak eklenmistir. Elektoroforez 120 V, 500mA ve 120 dak
kosturulmustur. Daha sonra jel, jel goriintilleme cihazina yerlestirilerek Vilber

Lourmat Infinity VX2 programiyla goriintiisii kaydedilmistir.
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Sekil 3.12. Techno TC-PLUS 26S rRNA PCR dongiisii

PCR iiriinleri sekanslama i¢in Ankara’ da ki BM Laboratuvar Sistemleri’ne
gonderilmigtir.  Elde  edilen  sekans  sonuglari  BLAST  programi
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) kullanilarak, Ulusal Biyoteknoloji Bilgi
Merkezi (NCBI) veritabaninda biriktirilen niikleotid dizileriyle karsilagtirilmistir.

Tiirlerin kimligi karsilastirma sonucu %98’ lik bir benzerlik ile degerlendirilmistir.

37



2. ONCEKI CALISMALAR Hiilya ISIKALP

38



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Hiilya ISIKALP

4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Eksi Hamur Orneklerinde Kimyasal Analizler Sonuclari
4.1.1. Firinlardan Toplanan Eksi Hamur Orneklerinde pH, TTA ve Kuru
Madde Analiz Sonuclari

3 farkli firndan 6 kez toplanan eksi hamur o6rneklerinde, ilk alinan
orneklerin pH, TTA ve kuru madde analiz sonuglar1 Cizelge 4.1° de verilmistir.
Toplam titrasyon asitligi mL cinsinden harcanan 0.1 N NaOH mL olarak

verilmistir.

Cizelge 4.1. 1lk olarak 3 farkli sehirlerdeki firinlardan toplanan eksi hamur
orneklerinin kimyasal analiz sonuglari

pH TTA(ML) K.M. (%)

H1 5.372+0.049 3.40°+0.282 54.34°+0.622
Al 5.16° +0.056 4.25%+0.353 60.27 * + 0.056
T1 4.229+0.028 13.00*+7.071  57.39°+0.162

Ayni siitunda farkli iist yazi (¢ )harfleri varsa, fark testinde anlamli fark oldugunu gosterir (Tukey
p<0.05).

Cizelge 4.1. de Tiirkiye’nin 3 farkli illerinden toplanan eksi hamur
orneklerinin pH, TTA ve kuru madde degerleri verilmistir. pH degerleri 4.22 ile
5.37 arasindadir. TTA degerleri 3.40 mL ile 13.00 mL arasindadir. Kuru madde
agirhigr ise % 54.34 ile % 60.27 arasindadir. Asitlik degeri en diisiik olan sehir
Hatay iken, en yiiksek olan Trabzon’dur. Buna gore pH ve kuru madde
analizlerinde anlamli bir fark oldugu tespit edilirken, TTA degerinde anlamli bir
fark olmadig1 goriilmiistiir (p>0.05).

Ikince kez 3 farkli sehirden alinan eksi hamur drneklerindeki pH, TTA

ve kuru madde degerleri Cizelge 4.2. de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Ikinci kez 3 farkli sehirlerdeki firmlardan toplanan eksi hamur
orneklerinin kimyasal analiz sonuglar1

pH TTA(ML) K.M. (%)
H2 5.58°+0.028 3.70°+0.141  51.63°+0.700
A2 5.77°+0.035 3.22°40.035  58.58%+0.063
T2 5.07°+0.035 4.57*+£0.035  56.00°+0.000

Ay siitunda farkl iist yaz1 ( *¢ )harfleri varsa, fark testinde anlamli fark oldugunu gosterir (Tukey
p<0.05).

Ikinci kez alman hamurlarda pH degeri 5.07 ile 5.77 arasindadir. TTA
degeri 3.22 ile 4.57 mL 0.1N NaOH arasindadir. Kuru madde degeri ise % 51.63
ile % 58.58 arasimndadir. Farkli sehirlerden alinan eksi hamur 6rneklerinde pH ve
kuru madde analizlerinde Tukey testine gére anlamli bir fark oldugu goriilmistiir.

Farkli zamanlarda 3 farkli sehirlerden alinan eksi hamurlarin pH, TTA

ve kuru madde analiz sonuglar Cizelge 4.3. de verilmistir.

Cizelge 4.3. Farkli zamanlarda 3 farkli firinlardan toplanan eksi hamur
orneklerinin kimyasal analiz sonuglar1

pH TTA(ML) K.M. (%)

H1 5.37% £0.049 3.40™ + 0.282 54.34% +0.622
H2 5.58°40.028 3.70™ +0.141 51.63° +0.700
Al 5.16° % 0.056 4.25%+0.353 60.27°* +0.056
A2 5.77° £0.035 3.22* +0.035 58.58" +0.063
T1 4.22%+0.028 13.00* +£7.071 57.39™ +0.162
T2 5.07°+0.035 4.57* +0.035 56.00¢ +0.000

Ay siitunda farkl @ist yazi ( " )harfleri varsa, fark testinde anlamli fark oldugunu gosterir (Tukey
p<0.05).

Yukaridaki cizelgeye bagli olarak pH degerleri 4.22 ile 5.77 arasindadir.

TTA degerleri 3.22 ile 13.00 mL 0.1N NaOH arasindadir. Kuru madde degerleri

ise % 51.63 ile % 60.27 arasindadir. Bu degerlere gore farkli zamanlarda alinan
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hamur oOrneklerindeki pH degerleri arasinda anlamli farkliliklar goriilmiistiir
(p<0.05). TTA degerleri arasinda T6217 6rnegi hari¢ digerlerinde anlamli farklilik
goriilmemistir (p>0.05).

Eksi hamur 6rneklerindeki bu farkliliklar:

e Farkli sehirlerden toplanildigindan
e Mikrofloradan

e  Farkli tiretim yontemlerinden

e Inkiibasyon kosullarindan

olabilir.

pH

0 I | I | I I

HATAY 1 HATAY 2 ANTEP 1 g pH ANTEP 2 TRABZON 1 TRABZON 2
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w
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Sekil 4.1. Farkli zamanlarda farkli firinlardan alinan eksi hamur 6rneklerinin pH
degerleri
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Sekil 4.2. Farkli zamanlarda farkli firinlardan alinan eksi hamur 6rneklerinin TTA
(mL) degerleri

Bu farkliliklar dogrudan pH, TTA ve kuru madde agirliklarini
etkilemektedir ve bdylece farkli yerlerde iiretilen eksi hamurlar farkli biyokimyasal
karakter gostermektedirler. Ayrica ayni firindan toplanan iki farkli zamanda
toplanan eksi hamurlarda bile farklilik gézlenmistir.

pH degerleri Viiard ve ark. (2013) ve Giindiiz (2018) tarafindan bulunan
sonuglarla uyumlu degildir. Bu calismalarda pH degerleri 3.5-3.7 ve 3.71-3.96
arasindadir. pH degeri Yagmur (2016) tarafindan bulunan degerlerle uyumludur.
Bu degerler 3.77 ve 5.44 arasindadir.

Hendek (2017) tarafindan yapilan calismada spontan fermantasyon
yontemi uygulandiginda pH degerleri 4.46-4.51 arasinda iken starter eklenmis
fermantasyonda pH degerleri 4.14-4.25 arasindadir.

Cebi (2014) tarafindan yapilan bir arastirmada kontrol grubu hamurda pH

degeri 4.84- 4.88, starter eklenmis hamurlarda ise 4.83-4.92 arasindadir. Bu
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sonuglara gore kullanilan LLAB suslart hamurda 6nemli farkliliklara neden
olmamustir.
Kuru madde degerleri Yagmur (2016) tarafindan bulunan sonuglarla

benzerlik géstermistir.

4.1.2. Kontrollii Ortamda Uretilen Eksi Hamur Orneklerinde pH, TTA ve
Kuru Madde Analiz Sonuclari

Kontrollii ortamda iiretilen eksi hamur drneklerinde 28°C’ de 30 saat siiren
fermantasyon boyunca pH, titrasyon asitligi ve kuru madde agirliklarinda meydana
gelen degisimler Cizelge 4.4° te gosterilmistir. Kontrol 6rnegine fermantasyon

siiresinin 12. saatinde bir miktar un ilave edilerek tazeleme yapilmistir.

Cizelge 4.4. Laboratuvar kosullarinda iiretilen eksi hamur orneklerinin 0-30.sa
araliginda yapilan kimyasal analiz sonuglari

pH TTA(ML) K.M. (%)
BIK0.SA | 6.05" +0.077 2.05¢ +0.353 53.25" +£0.353
B1K 6.SA | 5.72°+£0.084 2.55 +0.212 53.21° £0.077
BIK 12.SA | 5.56"+0.0535 2.95 * 4 0.070 57.33%+0.106
BIK 24.SA | 5.15°+0.141 3.30" +0.282 56.87" +0.240
B1K 30.SA | 4.619+0.014 4.07*+0.388 56.66" £ 0.494

Ay siitunda farkl @ist yazi ( " )harfleri varsa, fark testinde anlamli fark oldugunu gosterir (Tukey
p<0.05).

Laboratuvar kosullar1 altinda iiretilen eksi hamurlarin 0-6-12-24-30.
saatlerinde pH, TTA ve kuru madde analiz sonuglar1 Cizelge 4.4.’te gosterilmistir.
0- 30.saat araliginda pH degerleri 4.61 ile 6.05 arasindadir. TTA degerleri 2.05 ile
4.07 mL 0.1 N NaOH arasindadir. Kuru madde degerleri ise % 53.21 ile % 57.33

arasindadir. Buna gore 6. ve 12. saatler i¢in pH degerleri arasinda anlamli farklilik
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yokken diger saatlerdeki pH degerleri arasinda anlamlh farklilik gézlemlenmistir.
Tiim saatlerde yapilan TTA degerleri arasinda anlamli fark oldugu goriilmiistiir.

Kuru madde miktar1 tazeleme yapilana kadar % 53.25° den %52.55 e
kadar diigmiistiir. Un ilavesi yapildiktan sonra kuru madde miktar1 %57.33’e
yiikselmistir. Daha sonra diismeye devam etmistir.

Bu ¢alismada elde edilen pH ve TTA degerleri Yagmur (2016) tarafindan
yapilan calismayla benzerlik gostermistir. Calismasindan tazeleme yapilmadan
once pH degeri 5.84’ten 5.35’e digmiistiir. Titrasyon asitligi ise, 2.44’ten 4.42 mL
0.1 N NaOH degerine yiikselmistir. Tazelemeyle birlikte titrasyon asitligi
degerinde diisiis, pH degerinde artis gézlenmistir.

4.1.3. Eksi Hamur Orneklerinin Seker ve Organik Asit Miktarlar

Maltoz, sakkaroz, glikoz, fruktoz analiz sonuglart HPLC tarafindan RID
dedektorleri kullanilarak belirlenmistir. Laktik asit ve asetik asit tayinleri ise HPLC
tarafindan UV dedektorleri kullanilarak belirlenmistir. Maltoz ve sakkaroz
piklerinin alikonma siirelerinin birbirine yakin olmasindan dolay1 ayirt edilmesi
miimkiin olmamistir. Bu yilizden sonuglar maltoz + sakkaroz kombinasyonu olarak
verilmistir.

Maltoz, sakkaroz, glikoz, fruktoz, laktik asit ve asetik asit icin standart
konsantrasyon araliklar1 sirasiyla 0.081-2.512, 0.082-2.543, 0.083-2.554, 0.079-
2.445, 0.091- 2.605 ve 0.113-3.257 g/L’ dir. Bunlardan standart ¢6zelti hazirlanmig
ve yedi noktada kalibrasyon egrileri olusturulmustur. LOD ve LOQ degerleri 10
standart enjeksiyonun standart sapmasmin 3 ile 10 katt ile carpilarak
hesaplanmustir.

Firinlardan toplanan ve laboratuvar kosullarinda iiretilen eksi hamur
orneklerinin karbonhidrat ve organik asit analiz sonuglarinin ortalama degerleri

Cizelge 4.5. de verilmistir.
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Cizelge 4.5. Firinlardan toplanan ve laboratuvar kosullarinda iiretilen eksi hamur
orneklerinin karbonhidrat ve organik asit igerikleri (g/kg)

Maltoz+Sakkaroz Glikoz Fruktoz Laktik Asit Asetik Asit
BIK 0.sa | 2.74°+0.840 5.54°+2.329 3.36°£1.347  2.09"940.228  1.19* +0.011
B2K 30.sa | 0.84°+0.165 2.77%1.436 0.70° £0.096  2.38™+0.738  0.70°* +0.096
H1 1.57°40.155 2.74°£1.016 1.50"+0.050 3.00**+0.275  1.28% +0.505
H2 2.06°+0.574 4.79°+0.84 1.73*+0.185  1.32°+0.126 0.99% £0.140
Al 9.34°+0.843 6.14°+0.732 3.48°4£0.803 2.16™9+0.174  0.63° £0.090
A2 0.98°+0.090 3.15°+0.462 1.69°+0.428  1.60°£0.257  0.61°+0.030
T1 5.52°40.504 2.03'+0.035 1.60°+0.066  10.82°40.230  2.60°+0.113
T2 9.24 0.560 4.37°40.145 2.91°°40.138  3.52°#0.204  1.58°+0.304

Aynu siitunda farkli iist yazi ( * harfleri varsa, fark testinde anlamli fark oldugunu gdsterir (Tukey
p<0.05).

Analiz sonuglarma gore maltoz+ sakkaroz degerleri 0.84 ile 9.34 arasinda,
glikoz degerleri 2.03 ile 6.14 arasinda, fruktoz degerleri 0.70 ile 3.48 arasinda,
laktik asit degerleri 1.32 ile 10.82 arasinda ve asetik asit degerleri 0.60 ile 2.60
g/kg arasindadir. Bu farkliliklar, 6rneklerin farkli sehirlerden toplanilmasindan,
farkli iklim kosullarinda alinmasinda, farkli fermantasyon kosullarinda
bekletilmesinden, farkli unlardan ve mikrofloradan kaynaklanabilir.

B1K 0.sa, B2K 30.sa, H1, H2 ve A2 orneklerinin maltoz+sakkaroz
degerleri arasinda anlamli bir farklilik goriilmemistir. T1 ve T2 degerleri iki farkli
zamanda ayni firinlardan alinan Ornekleri temsil eder ve maltoz+sakkaroz
degerlerinde anlamli bir farklilik gorilmistiir. Glikoz degerlerinde bir farklilik
yoktur. Kontrol olarak iiretilen hamurlarin 0. ve 30.saatlerinde ise fruktoz ve laktik

asit degerlerinde anlamli bir farklilik gézlemlenmistir.
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4.2. Eksi Hamur Orneklerinde Mikrobiyel Analiz Sonuglari

Tiirkiye’de bulunan 3 farkli firindan 2 farkli zamanda alinan ve laboratuvar
kosullarinda iiretilen 0.ve 30. saatlerdeki eksi hamur 6rneklerinde LAB, maya,
Saccharomyces spp. olmayan maya, koliform bakteri ve toplam mezofil aerob
bakteri sayilar1 belirlenmistir. LAB i¢in M17 ve MRS besiyerleri, eksi hamur LAB
icin SDB, maya icin YPD besiyeri, Saccharomyces spp. olmayan mayalar i¢in L-
lysine besiyeri, koliform bakteriler icin VRB besiyeri, toplam mezofil aerob
bakteriler i¢in PCA besiyeri ve kiifler igin MXA besiyeri kullanilmistir. Mikrobiyel

analiz sonuglar1 Cizelge 4.6.de gosterilmistir.
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Cizelge 4.6. Firinlardan toplanan ve laboratuvar kosullarinda iiretilen eksi hamur 6rneklerinde mikroorganizma sayim sonuglari

M17 logkob/g MRS logkob/g YPD L-lysine VRB PCA SDB logkob/g MXA
logkob/g logkob/g logkob/g logkob/g logkob/g
BIK 0.SA 6.33"40.039  6.60™ +0.0 6.65°+0.261 0 2.82°40.678  6.69"+0.124  6.65+0.067 <10
B2K 30.SA | 7.59%40.443  7.48"%+0.052  7.53*+0.086  7.07°+0.425 2.80°+0.281  7.65°+0.317  7.49°#0.108 <10
H1 5.87+0.567  5.87°+0.567  5.77°£0.671  6.30"°+0.063 2.73°40.062  6.02°+0.468 5.98°+0.535 <10
H2 7.53°40.055  7.45™+0.009  7.44*+0.002  7.10°+0.216 3.13°40.196  7.43*+0.070  7.51*#0.001 <10
Al 7.70*£0.091  7.65*0.036 7.72°+0.145  6.63+0.048 5.1040.283  7.68"+0.084  7.62°+0.002 <10
A2 6.92°+0.212 69640229  6.99°+0.229  6.77°°+0.381 291°40.049  6.50°° +0.864  7.07°°+0.112 <10
T1 5.80°4+0.086  7.53%+0.150 5.86°40.058  5.94° £0.142 2.75°40.210 625" +0.176  6.68™+0.291 <10
T2 5.90+0.191  7.30°+0.176  5.90°+0.068  5.91+0.063 3.08°4£0.550  4.37°40.137  6.30™+0.316 <10

Ayni siitunda farkli iist yazi (**) harfleri varsa, fark testinde anlam fark oldugunu gésterir (Tukey p<0.05)
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Firinlardan toplanan ve laboratuvar kosullarinda iiretilen eksi hamur
orneklerinde M17 besiyerinde gelisen muhremel LAB sayis1 5.80 ile 7.70 log
kob/g, MRS besiyerinde gelisen muhtemel LAB sayis1 5.87 ile 7.65 log kob/g,
YPD besiyerinde gelisen muhtemel maya sayis1 5.77 ile7.72 log kob/g, L-lysine
besiyerinde gelisen muhtemel maya sayisi 5.91 ile 7.1 log kob/g, PCA besiyerinde
gelisen muhtemel bakteri sayisi 4.37 ile 7.68 log kob/g, SDB besiyerinde gelisen
muhtemel bakteri sayist 5.98 ile 7.62 log kob/g ve VRB besiyerinde gelisen
koliform muhtemel bakteri sayis1 2.73 ile 5.10 log kob/g arasindadir.

Kontrol olarak iiretilen eksi hamurlarin B1K 0.sa ve S1K 30.sa laktik asit
bakteri sayimlar1 arasinda anlamli bir farklilik oldugu goriilmiistiir. Buna gore
fermantasyon siiresine bagli olarak laktik asit bakterisinde artig olmustur. Koliform
bakteri sayimlarinda farklilik yoktur.

Ayni firindan iki farkli zamanda alinan H1 VE H2 eksi hamur 6rneklerinde
LAB ve maya sayilarinda farklilk go6zlemlenmistir. Bu farklilik farkh
zamanlardan, iklim kosullarindan, fermantasyon siiresinden ve sicaklifindan
kaynaklaniyor olabilir. Farkli firinlardan alinan 6rneklerde de anlamli farkliliklar

goriilmiistiir. Bu da sehir farkliligindan kaynaklantyor olabilir.
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Sekil 4.3. Kontrol eksi hamurlarin 0. ve 30.saatlerinde mikroorganizma sayimi

4.3. Eksi Hamur Orneklerinde Laktik Asit Bakterilerinin Molekiiler Olarak
Tamimlanmasi

Hatay, Gaziantep ve Trabzon’ daki firinlardan iki farkli zamanda
toplanan eksi hamur 6rneklerinden toplam 176 adet LAB’ si izole edilmistir.
Laboratuvar kosullarinda {iretilen 0. ve 30. saatlerde alman eksi hamur
orneklerinden toplamda 52 adet LAB’ si izole edilmistir. Toplamda 228 adet LAB’
si izole edilmistir. Firinlardan toplanan eksi hamurlardan izole edilen LAB’ nin

sehirlere gore dagilimi Sekil 4.4.° te verilmistir.
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Sekil 4.4. izole edilen LAB nin farkl1 sehirlere gore dagilim

Firmlardan toplanan ve laboratuvar kosullarinda iiretilen eksi hamurlardan
izole edilen LAB’ nin identifikasyonu icin Gram boyama ve katalaz testleri
yapilmistir. Bu testlerden sonra Gram pozitif ve Katalaz negatif 6zelliklerine uyan
180 adet LAB suslar1 varsayilan LAB olarak kabul edilmistir.

Elde edilen suslar Instagene matrix kiti ile DNA’ lar1 ekstrakte edilmistir.
LAB DNA’ lari, M13 primeri kullanilarak RAPD-PCR analizine tabi tutulmustur.
Elde edilen PCR iiriinlerinin elektroforez ile agaroz jel tizerinde olusturduklar

bantlar incelenmistir. Sekil 4.5.’te 6rnek bantlagsma verilmistir.
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Sekil 4.5. M13 primeri kullanilarak yapilan RAPD-PCR analiz sonucu elde edilen
bant goriiniimii

RAPD-PCR sonucu LAB’ nin bazi suslar1 zayif bant profili gostermis ve
ileriki analizlerde kullanilmamiglardir. Diger bantlarin boyutlar1 kullanilan DNA
marker’ina gore degerlendirilmistir. Bantlar arasinda farklilik indeksi Jaccard
katsayist ile Darwin programinda hesaplanmstir. Farklilik tespit edilen suslara 16S
rRNA sekans analizi yapilmistir. Sekans analizi igin PCR dirlinleri uygun
kosullarda Ankara’da BM Laboratuvarina gonderilmistir. Gelen sonucglar Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) programi kullanilarak degerlendirilmistir.
BLAST programi ile elde edilen diziler Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI)
veritabaninda biriktirilen niikleotid dizileriyle karsilastirilmistir (Altschul ve ark.,
1997). Tanimlanan LAB suslari, benzerlikleri (95%<) ve baz sayilar1 Cizelge 4.7.

de verilmistir.
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Cizelge 4.7. LAB’nin Tanimlanmasi )

KOD TANIMLANAN LAB BENZERLIK BAZ

ORANI (%) SAYISI
1B2 FD1_D3 Leuconostoc citreum 98 1400
1C2 FD1_D5 Lactobacillus curvatus 96 1448
1F2 FD1_B6 Lactobacillus sakei 97 1588
1K2 FD1_E7 Carnobacteriun maltaromaticum 95 1557
2A2 FD1_G2 Pediococcus pentosaceus 97 1608
2B2 FD1_E3 Leuconostoc mesenteroides 97 1564
2C2 FD1_ES5 Lactobacillus curvatus 95 1605
3C2 FD1_F5 Leuconostoc holzapfelii 95 1516
04H2 FD1_D11 Leuconostoc citreum 95 1604
4F2 FD1_Cé Leuconostoc mesenteroides subsp. 96 1712
dextranicum
SA2 FD1_A3 Pediococcus pentosaceus 96 1622
5B2 FD1_F3 Leuconostoc citreum 95 1647
5C2 FD1_GS Leuconostoc mesenteroides subsp. 96 1611
dextranicum

5D2 FD1_G4 Weissella viridescens 96 1667
6B2 FD1_G3 Leuconostoc citreum 95 1409
7D2 FD1_H4 Pediococcus pentosaceus 98 1649
8F2 FD1_Fé6 Lactobacillus sakei 97 1573
12D2 FD1_B5 Weissella viridescens 97 1685
12K2 FD1_F10 Leuconostoc pseudomesenteroides 95 1573
13B2 FD1_A4 Leuconostoc citreum 95 1631
13E2 FD1_A6 Lactobacillus curvatus 98 1614
13F2 FD1_A7 Leuconostoc pseudomesenteroides 96 1600
14A2 FD1_C3 Pediococcus pentosaceus 98 1628
14F2 FD1_B7 Leuconostoc mesenteroides 97 1595
16F2 FD1_C7 Leuconostoc pseudomesenteroides 95 1545
30K2 FD1_G8 Lactobacillus paracasei 97 1584
18K2FD1_AS Enterococcus faecium 98 1687

Blast programinda tanimlanan 74 sustan benzerlik sayis1 95%< olan 27
adet sus goriilmiistiir. Elde edilen sonuglara gore laktik asit bakterilerinden
Leuconostoc citreum, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus sakei, Carnobacteriun
Pediococcus Leuconostoc  mesenteroides,

maltaromaticum, pentosaceus,
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Leuconostoc holzapfelii, Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum, Weissella
viridescens, Leuconostoc pseudomesenteroides olmak lizere toplamda 10 adet tiir
tammmlanmistir. Laktik asit bakterilerinin tiirlerine gore dagilimi asagidaki Sekil

4.6.”da verilmistir.

®m Lactobasillus  ® Leuconostoc m Weissella mPediococcus m Carnobacterium

Sekil 4.6. Tanimlanan LAB’ nin tiirlerine gore dagilimi

Eksi hamurdaki LAB florasi {izerine Noubariene ve ark. (2015) tarafindan
yapilan ¢alismada Lb. sanfranciscensis, Lb. plantarum, P. pentosaceus bakterileri
izole edilmis ve baskin tiir olduklar belirlenmistir.

Gil ve ark. (2005)’nin eksi hamur iizerine calistig1 bir arastirmada Lb.
acetotolerans, Lb. plantarum ve P. pentosaceus bakterilerini izole etmislerdir.

Yagmur (2016) eksi hamur iizerine yaptigi c¢aligmada laktik asit
bakterilerinden Leu.mesenteroides, Lb. plantarum, P. pentosaceus, Lb.
sanfranciscensis, Lb. casei, Lb. namurensis, Lb. zymae 1zole etmistir,

Manini ve ark. (2015) bugday kepeginden elde edilen eksi hamur

numunelerinden Lb. plantarum, Lb. sakei, Lb.curvatus, Lb.brevis izole etmislerdir.
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Lhomme ve ark. (2015) tarafindan yapilan arastirmada ise, Lb.

Sanfranciscensis, Lb.plantarum, Leu.mesenteroides tiirleri izole edilmistir.

4.4. Eksi Hamur Orneklerinde Mayalarin Molekiiler Olarak Tanimlanmasi
Farkli firinlardan iki farkli zamanda alinan eksi hamur orneklerinden
toplam 136 adet maya izole edilmistir. Laboratuvar kosullarinda iiretilen 0. ve 30.
saatlerde alinan eksi hamur 6rneklerinden toplam 33 adet maya izole edilmistir.
Toplamda 169 adet maya izole edilmistir. Bu mayalar icin YPD ve L-lysine
besiyerleri kullanilmistir. Firinlardan toplanan eksi hamurlardan izole edilen laktik

asit bakterilerinin sehirlere gore dagilimi Sekil 4.7.” te verilmistir.

TRABZON

32% ool HATAY
4 40%

ANTEP
28%

Sekil 4.7. izole edilen mayalarin farkli sehirlere gore dagilimi

Elde edilen suglar Instagene matrix kiti kullanilarak yapilan DNA
izolasyonu ile DNA izolatlar1 elde edilmistir. 5.8S rRNA ITS1 ve ITS4 primerleri
kullanilarak, ilk asamada PCR’ da ITS gen bolgelerinin ¢ogaltilmasiyla mayalarda

molekiiler tanimlama gergeklestirilmistir. Elde edilen PCR iiriinlerinin elektroforez
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yardimiyla agaroz jel iizerinde bantlagsmasi incelenmistir. Sekil 4.8.’de 6rnek

bantlagma verilmistir.

Sekil 4.8. 5.8S rRNA ITS primerleri kullanilarak elde edilen jel goriiniimii

Ikinci asamada ise 5.8S rRNA ITS bélgesinin PCR fiiriinlerinin restriksiyon
enzimleriyle (RFLP-PCR) kesilerek molekiiler tanimlamasi yapilmistir. Bu
enzimler Hae I1l, Hha I ve Hinf I’ dir. Bu nedenle ayr1 olarak 3 farkli endoniikleaz
enzim karigimi hazirlanarak kesilme saglanmistir. Daha sonra RFLP iiriinlerinin
elektroforez yardimiyla agaroz jel tizerinde bantlagmas1 goriilmiistiir. Sekil 4.9.’de

ornek bantlagma verilmistir.
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Sekil 4.9. RFLP iiriinlerinin restriksiyon enzimleriyle kesilerek elde edilen jel
goriintimii

Farkli enzimlerin kesimi sonucu maya izolatlarin1 ayirt etmek i¢in, benzer
bantlar ayni gruba toplanmis, her gruptan 1 veya 2 Ornek alinarak 26S rRNA
geninin D1/D2 bolgesi sekanslanmistir. 26S rRNA’ nin D1 ve D2 bolgesinin
amplifikasyonu i¢in NL1 ve NL4 primerleri kullanilmistir. Sekans analizi icin PCR
driinleri uygun kosullarda Ankara’® da BM Laboratuvar Sistemleri’ ne
gonderilmistir. Gelen sonuglar Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
programui kullanilarak degerlendirilmistir. BLAST programu ile elde edilen diziler
Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI) veritabaninda biriktirilen niikleotid
dizileriyle karsilastirilmistir (Altschul ve ark., 1997). Tanimlanan maya suslarinin
gen diziliminde higbir farklilik yoktur. Tanimlanan maya izolatlar1 %99 diizeyinde
Saccharomyces cerevisiae gikmistir,

Bakirci ve ark. (2017) eksi hamurlarla ilgili yaptiklar1 ¢alismada maya
tiirlerinden Candida humulis, Torula delbrueckii, Debaromyces hansenii ve
Saccharomyces cerevisiae izole edilmistir. Noubariene ve ark. (2015) tarafindan
yapilan ¢calismada C.humulis ve S.cerevisiae tiirleri izole edilmistir.
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5. SONUCLAR

Bu c¢alismada farkli sehirlerden toplanan ve laboratuvar kosullar altinda
iretilen eksi hamurlardaki laktik asit bakterisi ve mayalar izole edilmis ve eksi
hamurlarin kimyasal ve mikrobiyolojik analizleri yapilmustir. izole edilen LAB ve
mayalar molekiiler yontemlerle tanimlanmustir.

Bu ¢alisma sonucunda:

e Hatay, Gaziantep ve Trabzon illerinden 2 farkli zamanda toplanan eksi
hamurlardan pH, TTA ve kuru madde analizleri yapilmstir.

e Yapilan analizler sonucu firinlardan toplanan eksi hamurlarin pH degerleri
4.22 ile 5.77, TTA degerleri 3.22 mL ile 13.00 mL 0.1 N NaOH, kuru
madde miktar1 ise % 51.63 ile % 60.27 arasindadir.

e Bu degerler istatiksel acidan degerlendirildiginde, farkli zamanlarda alinan
hamur Orneklerindeki pH degerleri arasinda anlamli farkliliklar
gorlilmiistiir (p<0.05).

e Laboratuvar kosullarinda tretilen eksi hamurlarin 0., 6., 12., 24. ve
30.saatlerinde yapilan pH, TTA ve kuru madde analizleri sirasiyla 4.61 ile
6.05, 2.05 mL ile 4.07 mL 0.1 N NaOH, % 53.21 ile % 57.33 degerleri
arasindadir.

e Buna gore 6. ve 12. saatler i¢in pH degerleri arasinda anlamli farklilik
yokken diger saatlerdeki pH degerleri arasinda anlamli farklilik
gbzlemlenmistir. Tiim saatlerde yapilan TTA degerleri arasinda anlaml
fark oldugu goriilmistiir.

e Firmnlardan toplanan ve laboratuvar kosullarinda {iretilen eksi hamur
orneklerininin 0. ve 30. sa’lerinde alinan Orneklerden maltoz+sakkaroz,
glikoz, fruktoz, laktik asit ve asetik asit degerlerine bakilarak seker ve

organik asit analizleri yapilmustir.
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e Buna gore maltoz+ sakkaroz degerleri 0.84 ile 9.34 arasinda, glikoz
degerleri 2.03 ile 6.14 arasinda, fruktoz degerleri 0.70 ile 3.48 arasinda,
laktik asit degerleri 1.32 ile 10.82 arasinda ve asetik asit degerleri 0.60 ile
2.62 g/kg arasimdadir.

o Istatiksel acidan degerlendirildiginde iki farkli zamanda ayni firmndan
alman Orneklerde maltoztsakkaroz degerlerinde anlamli bir farklilik
gorilmiistiir.

e Firnlardan toplanan ve laboratuvar kosullarinda diretilen 0. ve
30.saatlerdeki eksi hamur Orneklerinde muhtemel laktik asit bakterisi,
maya, Saccharomyces spp. olmayan maya, koliform bakteri ve toplam
mezofil aerob bakteri belirlenmistir.

e Firinlardan toplanan ve laboratuvar kosullarinda fretilen eksi hamur
orneklerinde laktik asit bakteri sayis1 5.80 ile 7.70 log kob/g, maya sayis1
5.77 i1e7.72 log kob/g, Saccharomyces spp. olmayan maya sayis1 5.91 ile
7.1 log kob/g, toplam mezofil aerob bakteri sayis1 4.37 ile 7.68 log kob/g,
SDB besiyerinde gelisen bakteri icin 5.98 ile 7.62 log kob/g ve koliform
bakteri say1s1 2.73 ile 5.10 log kob/g arasindadir.

e Kontrol olarak {iretilen eksi hamurlarin B1K 0.sa ve S1K 30.sa laktik asit
bakteri sayimlar arasinda anlamli bir farklilik oldugu goriilmiistiir. Buna
gore fermantasyon siiresine bagli olarak laktik asit bakterisinde artig
olmustur.

e Ayni firindan iki farkli zamanda alinan H1 VE H2 eksi hamur 6rneklerinde
laktik asit bakterisi ve maya sayilarinda farklilik gézlemlenmistir.

e Bu farklilik farkli zamanlardan, iklim kosullarindan, fermantasyon
stiresinden ve sicakligindan kaynaklaniyor olabilir. Farkli firinlardan alinan
orneklerde de anlamh farkliliklar goriilmiistiir. Buda sehir farkliligindan

kaynaklaniyor olabilir.
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e Hatay, Gaziantep ve Trabzon’ daki firinlardan iki farkli zamanda toplanan
cksi hamur Orneklerinden toplam 176 adet LAB izole edilmistir.
Laboratuvar kosullarinda iiretilen 0. ve 30. saatlerde alinan eksi hamur
orneklerinden toplamda 52 adet LAB izole edilmistir. Toplamda 228 adet
LAB izole edilmistir.

e Farkli firinlardan iki farkli zamanda alinan eksi hamur orneklerinden
toplam 136 adet maya izole edilmistir. Laboratuvar kosullarinda {iretilen O.
ve 30. saatlerde alinan eksi hamur 6rneklerinden toplam 33 adet maya izole
edilmistir.

o Elde edilen sonuglara gore laktik asit bakterilerinden Leuconostoc citreum,
Lactobacillus curvatus, Lactobacillus sakei, Carnobacteriun
maltaromaticum, Pediococcus pentosaceus, Leuconostoc mesenteroides,
Leuconostoc holzapfelii, Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum,
Weissella viridescens, Leuconostoc pseudomesenteroides olmak iizere
toplamda 10 adet tiir tammlanmaistir.

e izole edilen maya ise diger mayalardan dominant olan %99 diizeyinde

Saccharomyces cerevisiae’dir.
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