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OZET

EKSI HAMURDAN iZOLE EDILEN LAKTIK ASIT BAKTERILERI VE MAYALARIN
FITAZ AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

Rusen METIN YILDIRIM

Gida Miuhendisligi Anabilim Dal

Doktora Tezi

Tez Danismani: Prof. Dr. Muhammet ARICI

Tam bugday ekmegi mineraller, vitaminler, fenolik bilesenler, steroller ve
tokoferoller gibi bircok fitokimyasali icermektedir. Ayn1 zamanda divalent
mineralleri baglayip ince bagirsakta mineral alimini olumsuz yonde etkileyen fitik
asidi de biinyesinde barindirmaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda fitaz aktivitesi
yiksek laktik asit bakterileri ve mayalar belirlenip ¢esitli kombinasyonlar
olusturulmus ve farkli sicakliklarda eksi hamur fermentasyonu gerceklestirilerek
ekmek tliretimi yapilmis ve kullanilan sicaklik ve sus kombinasyonunun fitik asit ve
mineral icerigi lizerine etkilerinin yaninda ekmek Kkalitesi tlizerine etkileri de
incelenmistir. Bu amagla farkll isletmelerden eksi hamur toplanarak ve
laboratuvarda eksi hamur tretilerek laktik asit bakterileri ve mayalar izole edilmis
ve ekstraseliiler fitaz aktiviteleri belirlenmistir. Fitaz aktif olan izolatlarin FT-IR ile
spektrumlar1 alinarak smniflandirma analizi yapilmis, farkli kollardan segilen
izolatlar genetik olarak tanmimlanmistir. En yiiksek fitaz aktivitesi, laktik asit
bakterilerinden 803,95 U/mL ile HEB33 kodlu Lactobacillus brevis ve 797,88 U/mL
ile ELB78 kodlu Lactobacillus plantarum’da, mayalarda ise 582,12 U/mL ile TGM38
kodlu Saccharomyces cerevisiae’da tespit edilmistir. Bu izolatlardan ti¢ farklh starter
kombinasyonu olusturulmus ve bunlara ilaveten spontan eksi hamur iiretimi
gerceklestirilmistir.  Starter kullanilan her ¢ kombinasyonda TGM38
Saccharomyces cerevisiae kullanilmistir. Eksi hamur 6rnekleri 25°C, 30°C, 35°C’de
fermentasyona birakilmis ve ekmek iiretiminde kullamilmistir. Eksi hamur

orneklerinde fermentasyonun 0.saati ve 20.saatinde pH ve toplam titrasyon asitlik
X



(TTA) oranlar1 olciilmiis ve laktik asit bakteri (LAB) sayimi ve maya sayimi
yapilmistir. Fermentasyonun baslangicinda 6rneklerin pH ve TTA’larn benzerlik
gostermekle beraber fermentasyon sonunda eksi hamur érneklerinin pH’s1 3,71-
4,06 araliginda, TTA’s1ise 6,30-8,80 araliginda oldugu belirlenmistir. Fermentasyon
sonundaki LAB ve maya sayimlari ise sirasiyla 6,99-9,47 log kob/g ve 5,54-7,25 log
kob/g araliginda bulunmustur. Ekmek hamurlarinda yapilan reolojik analiz
sonuglarinda tiim ekmek hamuru 6rnekleri benzer reolojik davranis sergilemis, tiim
orneklerde frekansa bagl olarak elastik modiilii, viskoz modiilii ve bunlarin bir
fonksiyonu olan kompleks modiilii degerleri artis sergilemistir. Uretilen ekmeklerin
spesifik hacim degerleri 1,39-2,01 arasinda degistigi belirlenmistir. Ekmeklerin
tekstiir parametreleri incelenmis ve tiim sicakliklarda tliretilen spontan eksi hamur
eklenmis ekmek Orneklerinin sertlik degerleri, sus eklenerek yapilanlara gore
belirgin diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ekmek 6rneklerinin duyusal analiz
sonuglarina gore genel degerlendirmede en yiiksek begeniyi 25°C’de Lactobacillus
plantarum ELB78+ Saccharomyces cerevisiae TGM38 suslariyla tretilen eksi
hamurundan elde edilen ekmek almistir. Ekmek 6rneklerinde fitik asit orani 2,88-
6,40 mg/g aralhiginda farklilik gdstermis, belirlenen sonuclara gore fitik asit
par¢alanma orani %30,47-69,76 arasinda degistigi bulunmustur. En yiiksek oranin
(%69,76) 25°C’de fermente edilen, Lactobacillus brevis HEB33, Lactobacillus
plantarum ELB78 ve Saccharomyces cerevisiae TGM38 suslarinin birlikte
kullanildig1 eksi hamurdan tretilen ekmek 6rneginde oldugu goriilmustiir. Ekmek
orneklerinin Ca, Mg, Fe ve Zn degerleri de belirlenmis ve en yiiksek Ca ve Mg
oranlarinin da yine ayni ekmek o6rneginde oldugu bulunmustur. Yiiksek fitaz
aktivitesi gosteren baz1 Saccharomyces cerevisiae izolatlar1 ve aktivite gostermeyen
ticari maya izolatinin fitaz geninin belirlenmesine yonelik primer gelistirilerek Real
Time PCR ile fitaz geninin ekspresyonu incelenmis ve aktivite gosteren izolatlarin

ekspresyonunun daha ytiksek oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Eksi hamur, fitaz aktivitesi, fitik asit, laktik asit bakterisi, maya.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF PHYTASE ACTIVITIES OF LACTIC ACID BACTERIA AND
YEAST ISOLATED FROM SOURDOUGH

Rusen METIN YILDIRIM

Department of Food Engineering

Doctor of Philosophy Thesis

Adviser: Prof. Dr. Muhammet ARICI

Whole wheat bread contains many phytochemicals such as minerals, vitamins,
phenolic compounds, sterols and tocopherols. However, it also contains phytic acid,
which binds divalent minerals and negatively affects mineral intake in the small
intestine. In this study, lactic acid bacteria and yeasts with high phytase activity
were determined and sourdough productions were performed with these isolates
at different temperatures. The whole wheat breads were produced with sourdough
samples and the effects of strains and temperature used in sourdough fermentation
were investigated on the bread quality, phytate and mineral content of the bread
samples. For this purpose, the sourdough samples were collected from different
companies and produced in the laboratory. Lactic acid bacteria and yeast were
isolated from these sourdough samples and extracellular phytase activities of the
isolates were determined. The spectral measurement of the phytase active isolates
was taken by FT-IR spectroscopy and cluster analysis was performed from the
spectra. The isolates were selected from different branches of the dendogram and
identified genotypically. The highest extracellular phytase activities were
determined to be 803.95 U/mL and 797.88 U/mL, observed with Lactobacillus brevis
HEB33 and Lactobacillus plantarum ELB78 among lactic acid bacteria, respectively
and 582.12 U/mL observed with Saccharomyces cerevisiae TGM38 among yeast.

Three different starter combinations were formed from these isolates and in
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addition, spontaneous sourdough production was performed. Saccharomyces
cerevisiae TGM38 was used in all three starter combinations. The sourdough
samples were fermented at 25°C, 30°C, 35°C and used in bread production. The pH,
total titratable acidity, yeast and LAB counts of the sourdough samples were
determined at the beginning and after 20h of fermentation. At the beginning of
fermentation, pH and TTA values of the samples were similar. At the end of
fermentation, pH and TTA of the sourdough samples were determined in the range
of 3.71-4.06 and 6.30-8.80, respectively. LAB and yeast contents of the sourdough
samples were in the range of 6.99-9.47 log CFU/g and 5.54-7.25 CFU/g, respectively.
In the results of the rheological analysis of the bread dough, all bread dough samples
showed similar rheological behaviour, values of storage modulus, loss modulus and
complex modulus which is a function of storage and loss modulus increased
according to frequency. The specific volume values of the bread samples varied
between 1.39-2.01. The texture parameters of the breads were also studied and it
was found that the hardness values of the bread samples with spontaneous
sourdough produced at all temperatures were significantly higher than those
produced by adding the starter cultures. Considering the overall acceptability
scores of the bread samples, the highest score was assigned to the bread sample
produced with Lactobacillus plantarum ELB78 and Saccharomyces cerevisiae TGM38
fermented at 25 °C. The phytic acid content of the bread samples varied between
2.88-6.40 mg/g. The phytic acid degradation ratio was in the range of 30.47-
69.76%, with the highest value found in bread sample fermented at 25 °C, using both
Lactobacillus brevis HEB33 and Lactobacillus plantarum ELB78. Ca, Mg, Fe ve Zn
content of the bread samples were determined and the highest Ca and Mg contents
were found in the same bread sample. The primer was developed in order to
determine the phytase gene of some Saccharomyces cerevisiae isolates with high
phytase activity and non-active commercial baker’s yeast. The phytase gene
expression of the isolates was studied by Real Time PCR and the expression of the

isolates with high phytase activity was determined to be higher.

Keywords: Sourdough, phytase activity, phytic acid, lactic acid bacteria, yeast.
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Ekmek, diinyada en ¢ok tiiketilen gidalardandir ve binlerce yildir insan diyetinin
ayrilmaz bir parcasi olmustur. Eksi hamurun ekmek yapiminda dogal bir starter
olarak kullanilmas1 en eski gida biyoteknolojisi uygulamalarindan biridir
(Papadimitriou vd., 2019). Eksi hamur ekmegi, ¢cok eski zamanlardan beri bilinen,
laktik asit bakterileri (LAB) ve mayalar tarafindan gergeklestirilen fermentasyonla
ortaya cikan geleneksel bir iirtindiir (Katina, 2005). Cesitli tahillardan tretilen eksi
hamur ekmegi ve diger eksi hamur triinleri; tarimsal uygulamalar ve teknolojik
sureclerden kiiltiirel mirasa kadar bircok bilgide tarihe 151k tutan 6zel bir gidadir.
Ekmek ve 6zellikle eksi hamur ekmegi, koylii toplumlarinin beslenmesinin merkezi
haline gelmistir. Tarih boyunca kirsal kesimin fermentasyona biraktiklar1 ekmekleri
digerlerine gore tercih etmesi, kirsal niifusun ekmekte eksi hamur
fermentasyonuyla olusan duyusal ve Dbesinsel gelisimi algiladiklarini
gostermektedir (Gobbetti ve Geenzle, 2012). Eksi hamurun ekmek iiretiminde
kullanilmasinin ekmek tekstiiriinii diizenlemesi, aroma vermesi ve raf omrinu
iyilestirmesi gibi pozitif etkileri vardir (Arendt vd., 2007). Eksi hamur
fermentasyonu firincilik triinlerinin raf 6mri ve duyusal kalitesi tizerine etkileri iyi
bilinen ve tlizerine ¢ok calisilan bir konudur. Eksi hamur, asitlendirici, enzimleri
aktiflestirmesi, mikrobiyal metabolitlerin iiretilmesi gibi hamurda ve ekmek
matriksinde Uriinliin besinsel kalitesini de etkileyen o©nemli degisiklikler

yapmaktadir (Gobbetti ve Gaenzle, 2012).

Son yillarda eksi hamur fermentasyonunun ekmegin mineral biyoyararliligini
artirmasi dikkat cekmektedir (Katina, 2005). Ozellikle tam bugday ekmegi
mineraller, vitaminler, fenolik bilesenler, steroller ve tokoferoller gibi bir¢ok
fitokimyasali icerdiginden dolay1 dnerilen bir gidadir. Tiim bu besinlerin yaninda
onemli diizeyde fitik asit icermektedir. Fitik asitin (myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hexakis
dihidrojen fosfat) énemli bir miktar1 tahil ve baklagil tohumlarinin olgunlasmasi
sirasinda birikmekte olup bu tohumlarin cogunda ve yan tirtinlerinde %1-2 fitik asit

bulunmaktadir ve bu oran tohumlardaki toplam fosforun %60’dan fazlasini



olusturur (Reddy vd., 1982). Bununla birlikte bir¢ok bitki tiirtiniin koklerinde,
yumrularinda, spor ve polenlerinde de daha diisiik miktarlarda bulunabilmektedir

(Feil, 2001).

Fitik asit, Ca2+, Mg2*, Zn?+, Cu?+, Fe2+, and Mn?* gibi divalent mineralleri baglayarak
fitatlar1 olusturmakta, ince bagirsakta emilimini azaltip biyoyararligini negatif
yonde etkilemektedir (Febles vd., 2002; Kumar vd., 2010; Ekren, 2013). Fitaz [myo-
inositol hexakis (dihydrogenphosphate) phosphohydrolase] fitattan
fosfomonoester baglarini penta-mono fosfat yolu ile myoinositol ve fosforik asite
hidrolize ederek fitik asitin antibesinsel 6zelliklerini bertaraf eder (Konietzny ve
Greiner, 2002). Bir 6nceki asrin baslarinda (1907 yilinda) literatiire ge¢mis olan
fitaz, kimyasal olarak myo-inositol heksakisfosfat fosfohidrolaz adiyla
bilinmektedir. Enzimlerin fosfomonoesterazlar sinifina ait olan fitazlar, fitik asitten
fosfatin ayrilmasini ya da fitatin indirgenmis inositol fosfat esterlere ve inorganik
fosfata hidrolizini katalize etmektedir (Lei ve Porres, 2003; Konietzny ve Greiner,
2002). Fitaz enzimi cavdar ve bugdayda bulunmasina karsin tam tahilli ekmeklerde
mineral biyoyararliligin1 arttirmak icin yeterli diizeyde degildir. Unun ekmege
dontisiimi sirasinda, unda bulunan fitaz aktivitesinin bir sonucu olarak fitat icerigi
azalmakta, ancak bu azalma mineral biyoyararliligin1 biiyiik 6l¢iide artiracak
diizeyde olmamaktadir. Ekmek yapiminda fitat iceriginin azalmasi, un
ektraksiyonunun derecesi, fermentasyon stiresi ve sicakligl, hamur asitligi, hamura
maya veya enzim eklenmesi, kalsiyum tuzlarinin varlig: gibi ¢esitli faktorlere bagh
olan fitaz aktivitesine baghdir. Fitat oraninin etkili bir bigimde diisiirtilmesi eksojen
fitik asit pargalayan enzimlerin eklenmesiyle, gida prosesi sirasinda enzimatik
degredasyonla ya da fitaz aktif maya, laktik asit bakterisi veya diger
mikroorganizmalarin eklenmesiyle gerceklestirilebilir (Turk ve Sandberg, 1992;
Haros vd., 2001). Diger bir taraftan fitatin, eksi hamur eklenerek yapilan cavdar
ekmeklerinde tamamen parc¢alandigini gosteren calismalar bulunmaktadir (Nielsen
vd., 2007). Fitaz aktivitesi fermentasyonda gorev alan maya ve LAB gibi

mikroorganizmalarda belirlenmistir (Singh vd., 2013).

1.2 Tezin Amaci
Ulkemizde beyaz undan iiretilen ekmek tiiketimi oldukca yaygindir. Tam bugday

unu icerdigi besinsel lif, protein, vitamin ve mineral icerigi ile rafine beyaz una gore
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yuiksek besin degeri olmasindan dolayi tiiketimi tesvik edilmektedir. Fakat bununla
beraber icerdigi fitik asitin tam bugday ununun besinsel 6zelliklerini negatif yonde
etkilemesi bir sorun olusturmaktadir. Ekmegin en c¢ok tiiketilen gidalardan biri
oldugu disiiniiliirse bu sorunun ¢éziimiine yonelik yapilan ¢alismalar énem arz
eder. Bu kapsamda yapilan tez calismasinda geleneksel olarak tiretilen eksi
hamurlardan ve laboratuvar ortaminda kontrollii olarak iiretilen eksi hamurlardan
fitaz aktivitesine sahip laktik asit ve maya izolasyonu gergeklestirilmesi, yiiksek fitaz
aktivitesi gosteren laktik asit bakterisi ve mayalarin secilerek farkl sicakliklarda
eksi hamur tretilmesi ve bu eksi hamurlardan ekmek yapilarak en yiiksek
par¢alanma oranina bagl olarak eksi hamur iiretimi i¢in en uygun sicakligin

belirlenmesi ve sus secimi amaglanmistir. Bu kapsamda;

1. Cesitli yorelerden eksi hamur toplanarak LAB ve maya izolasyonu yapilmasi

2. lzole edilen mikroorganizmalarin fitaz aktivitelerinin belirlenmesi

3. Fitaz aktivitesine sahip mikroorganizmalarin molekiiler yontemlerle
belirlenmesi,

4. Yiksek fitaz aktivitesine sahip LAB ve maya ile starter Kkiltir
kombinasyonlarinin olusturulmasi ve farkl sicakliklar uygulanarak tiretilen
eksi hamurla ekmek yapilarak fitik asit oraninin maksimum diizeyde

distiriilmesi hedeflenmistir.

1.3 Hipotez

Ulkemizde geleneksel olarak eksi hamur iiretimi gerceklestirilmekte, bolgenin iklim
kosullarina goére eksi hamur mikrobiyotasinin degismesi sebebiyle de farkh
tekstilirel 6zellikte ve farkl tatta ekmekler tiretilmektedir. Fermentasyonun spontan
olarak yapilmasindan dolay1 ekmek iretimi ayni standartta bir irin ile
sonuclanmamaktadir. Bununla beraber fitik asit parcalanmasi temel alinarak
yapilan ¢alismalar ¢ok sinirl oldugu icin tilkemizdeki durum iyi bilinmemektedir.
Ayrica geleneksel olarak iiretilen eksi hamurlar lizerine yapilan ¢alismalar yeterli
diizeyde degildir. Bu calismanin farkl bolgelerden toplanan eksi hamurlardan LAB
ve mayalarin tanimlamalarinin yapilmasiyla tilkemizdeki eksi hamurlarin
mikrobiyotasinin belirlenmesine 151k tutmasi1 beklenmektedir. Bu c¢alisma
kapsaminda izole edilen LAB ve mayalarin fitaz aktivitelerinin belirlenmesi ve en

uygun suslarin se¢imiyle ve farkl sicaklik uygulamalariyla duyusal olarak uygun
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ekmeklerin yani sira mineral biyoyararliliginin en 1iyi diizeyde olacag
kombinasyonlarinin belirlenmesi 6ngoriulmektedir. Ayni zamanda literatiirde su
ana kadar yapilan c¢alismalarda eksi hamur tizerinde sicakligin fitik asit
parcalanmasi lizerine etkisi c¢alisilmadigindan bu ¢alisma kapsaminda sicaklik

etkisinin ¢alisilmasi literattire de katki saglayacaktir.



2

KURAMSAL TEMELLER

2.1 Eksi Hamur

Ekmek, tahil kokenli en 6nemli iiriinlerden birisidir. Diinya c¢apinda temel bir gida
olmustur ve insan beslenmesi ve ekonomisi i¢in biiyiikk degeri vardir. Ekmek yapimi
insanoglunun bildigi en eski teknolojilerden biridir. Eksi hamur ekmeginin belgelenmis
iiretimi ve tiiketimi M.O. ¢ok eski yillara kadar uzanmaktadir (Gobbetti ve Gaenzle,
2012). Bulgular, milattan 6nce ¢ok eski donemlerden beri Babil, Misir, Yunanistan ve
Roma’nin beslenmelerinde ekmegin var oldugunu gostermektedir. Eski Misir
mezarlarinda ekmek somunu kalintilarinin ve insanlarin yasadigi magaralarda bugdayin
bulunmasi, ekmek tarihinin 8000 yildan daha Oncesine dayandigini gdstermektedir
(Rubel, 2011). Un ve suyu karistirarak hacmin artmasi amaciyla fermentasyona birakan
ve bunu taze hamur ile birlestirerek pisirip yumusak ve taze ekmek iireten ilk toplumun
Misirlilar oldugu bilinmektedir. Ayni zamanda Misirlilar un iiretimi i¢in en uygun bugday
varyetesini secip ekmek yapimi i¢in elek ve degirmen gibi yenilik¢i araglari

kullanmislardir (Cappelle vd., 2013).

Ekmek, kiiltiirel aliskanliklara bagli olarak farkli yap1 ve sekillerde tiim diinyada yiiksek
oranda tiiketilmektedir (Chavan ve Chavan, 2011). Zamanla eksi hamur ekmegi, koyli
toplumlarinin beslenmesinde merkezi bir rol kazanmistir. Ekmegin duyusal ve besinsel
ozellikleri {izerine yaptig1 olumlu etkinin anlasilmaya baslanmasiyla koylii niifus,
mayasiz olarak tiiketilen tahil {iriinlerinin yerine eksi hamur ekmegini tercih etmistir
(Cappelle vd., 2013). Endiistriyel ekmek iiretimi, listiin mayalama 6zelliginden dolay1
eksi hamur yerine mayalama araci olarak ticari maya (Saccharomyces cerevisiae)
kesfedildikten sonra, gegen yiizyilin ilk yarisinda baglamistir. Yillar boyunca da lezzeti
arttirmak ve yapiy1 diizenlemeye yonelik bir¢ok ekmek yapim prosesi gelistirilmistir

(Katina, 2005).

Eksi hamur, genellikle bugday (Triticum spp.) veya ¢avdar (Secale cereale L.) unu, su ve
tuz kullanilarak elde edilen, LAB ve mayalarin fermentasyonuyla olusan bir {iiriindiir.
Laktik asit, asetik asit, etanol ve COg, karisimdaki karakteristik asidik tadi, aromasini ve
hacmini veren fermentasyon son friinleridir (Papadimitriou vd., 2019). Bu

mikroorganizmalar genellikle undan, hamur ingredientlerinden veya c¢evreden



gelmektedir. Eksi hamur, klasik ekmegin, atistirmaliklarin, pizzalarin ve tath pismis
tirtinlerin tretiminde kullanilmaktadir. Eksi hamur fermentasyonu hamur 6zelliklerini
gelistirir; ekmegin hacmini, tekstiiriinli, aromasini ve besinsel 6zelliklerini iyilestirir,
bayatlama prosesini geciktirir ve maya ve kiif bozulmalarina kars1 ekmegi korur. Tiim
diinyada farkl tiirde yiizlerce geleneksel eksi hamur ekmegi bulunmaktadir. Bu ekmekler
un, diger ingredientler, uygulanan teknoloji ve fermentasyon prosesine gore farklilasir.
Eksi hamur farklt maya ve LAB tiirleri ve suslar1 i¢in 6nemli bir kaynaktir. Bu suslardan
bazilar1 eksi hamur fermentasyon prosesi sirasinda onemli rol oynamaktadir ve eksi

hamur starteri olarak kullanlir (De Vuyst ve Vancanneyt, 2007).

Bugday ve ¢avdarin yaninda misir (Zea mays L.), kavuzlu bugday (Triticum aestivum
subsp. spelta L.), arpa (Hordeum vulgare L.) ve yulaf (Avena sativa L.) da diinyanin
cesitli yerlerinde kullanilmaktadir (De Vuyst vd., 2017). Bunlara ek olarak amarant
(Amaranthus spp.) (Alencar vd., 2015), kinoa (Chenopodium quinoa Willd.) (lglesias-
Puig vd., 2015; Rizzello vd., 2016), kara bugday (Fagopyrum esculentum Moench)
(Stokic vd., 2015) ve ¢iya da (Salvia hispanica L.) (Costantini vd., 2014) eksi hamur
tiretiminde kullanilmis ve farkli ¢esitlilikte tirtinler tiretilmistir (Arendt ve Zannini, 2013;

Papadimitriou vd., 2019).

2.1.1 Eksi Hamurun Ozellikleri

Bugday ekmeklerinde eksi hamurun kullanimi, ekmegin kalitesi ve aromasini
arttirmasindan dolay1 popiilerlik kazanmigtir. Eksi hamur fermentasyonu kendine 6zgii
kalite karakteristigine sahip firincilik tiriinleri elde etmek i¢in kullanilir. Eksi hamurun
kendisinde ve eksi hamur igeren ekmek hamurunda olmak iizere hamur reolojisini iki
diizeyde etkiler. Hamurda fermentasyon, elastikiyeti ve viskoziteyi azalttig1 i¢in ekmek
hamuruna eksi hamur eklenmesi daha az elastik ve yumusak hamur elde edilmesine sebep
olur. Hamurda meydana gelen reolojik degisikliklerin diizeyi ve ekmek tiizerine etkileri,
fermentasyon siiresinin ayarlanmasiyla ve unun kiil igerigiyle 6n fermetnasyon prosesi
sirasinda kontrol edilebilir (Clarke vd., 2004). Eksi hamurun bir¢ok kendine 6zgii olan
Ozelligi laktik asit bakterilerine dayanir; laktik fermentasyon, proteoliz, ugucu
bilesenlerin sentezi, antifungal ve siinmeye kars1 etkileri eksi hamur prosesi sirasindaki

en dnemli aktiviteleri arasindadir (Hammes ve Geanzle, 1998; Gobbetti vd., 1999).

Bundan bagka tahil iirlinlerindeki endojen faktorler (karbonhidratlar, nitrojen kaynaklari,

mineraller, lipitler, serbest yag asitleri, enzim aktivitesi) ve proses parametreleri (sicaklik,



hamur verimi (DY), oksijen, fermentasyon zamani, eksi hamur ¢ogaltma basamagi)
onemli diizeyde eksi hamur mikrobiyotasini1 ve mayali firincilik tirtinlerinin 6zelliklerini

etkilemektedir (Hammes ve Ganzle, 1998).
e Hamur verimi

Eksi hamur farkli kivamlarda olabilmektedir. Eksi hamur fermentasyonu suda unun
swv1 siispansiyonu olarak yapilabildigi gibi kati1 formda da olabilmektedir. Bu un ve

suyun arasindaki oran, hamur verimi (DY) olarak isimlendirilmektedir. DY;
Hamur verimi = (un miktari+ su miktari) x100 / un miktar
olarak tamimlanuir.

Eksi hamurun DY degeri 6nemli diizeyde aroma profilini etkiler. Daha kati olan eksi
hamurda (dusiik DY degeri olan) daha fazla asetik asit tiretilirken, daha az laktik asit
olusmaktadir. Asidifikasyon orani da DY’den etkilenmektedir. DY oraninin
ylikselmesi daha hizli asidifikasyonu getirir. Bunun muhtemel sebebi iiretilen

organik asitlerin ortama daha iyi diflizyonundan olabilir (Chavan ve Chavan, 2011).
e Sicakhik

Sicaklik, DY’yi asidifikasyon oranindan daha fazla etkilediginden dolay1 6nemli bir
faktordiir. Ayn1 zamanda eksi hamurun mikrobiyal kompozisyonunu da etkiler. Bir
sonraki fermentasyonu inoktile etmek i¢in 6nceki eksi hamur kullanilacaksa sicaklik
kritik bir rol iistlenir. Kontrol edilmedigi takdirde eksi hamur, yeniden tazelenmesi
sirasinda mikrobiyotanin bir kisminm1 kaybedebilir (Chavan ve Chavan, 2011).
Laktobasillerin optimum gelisme sicaklig: tiire bagh olarak degismekle birlikte 30-
40°C, mayalarin ise 25-27°C’dir. Genellikle yiiksek sicaklik, yliksek su icerigi bugday

eksi hamurunda asit liretimini arttirir (Brummer ve Lorenz, 1991).
e Starter Kiiltiir

Laktik starter kiltiirler heterofermentatif ve homofermentatif LAB olmak tizere iki
ana gruba ayrilabilir. Aroma, yukarida anlatildig1 gibi fermentasyon sicakliginin
degismesinden kolayca etkilenebilmektedir. Ticari olarak satisa sunulan eksi hamur
starterleri, genellikle iyi asidifikasyon ve aroma saglayan farkli LAB gruplarinin

karisimindan olusmaktadir.



e Titrasyon asitligi ve pH

Hamurun titrasyon asitligi ve pH’s1 eksi hamur fermentasyonunda 6nemlidir.
Baslangi¢ fazinda hem asitlik hem pH degismeden kalir, buna karsin ara fazda
mayalarin varligina bagh olarak artmaya baslar. Uzun siiren fermentasyon sirasinda
maya varligl azalmakta ve titrasyon asitligi ve pH baslica laktik asitlerine bagh
olarak degismektedir. Eksi hamurdaki maya varhigi laktik asitten ve asetik asitten

etkilenmektedir (Chavan ve Chavan, 2011).
e Substrat

Eksi hamur fermentasyonunda baslica un olmak iizere kullanilan substrat eksi
hamuru 6nemli diizeyde etkileyen bir diger parametredir. Kil icerigi kepekte
endospermden 20 kat daha fazla olmasindan dolay1 unun siniflandirilmasinda ve
ekstraksiyon oranini belirlemede énem arz eder (Matz, 1991). Kiiciik tohumlarda
kepek orani endosperm oranindan fazladir (Kulp, 2000). Tohumun kepek
fraksiyonu LAB’lerin gelisimi icin 6nemli olan mineral ve mikrobesinleri daha fazla
icermektedir. Kiil ayn1 zamanda daha yiiksek toplam titre edilebilir aktiviteye
ulasmay1 miimkiin kilan eksi hamur sisteminin tamponlama kapasitesini de etkiler.
Diisme sayis1, unun enzimatik aktivitesi i¢in bir indikatordiir. Diisme sayis1 ne kadar
diisiik olursa undaki amilaz aktivitesi o kadar fazla olur. Bu durumda daha fazla
serbest seker mikrobiyotanin gelisimi i¢in kullanilabilir durumda olacaktir (Chavan

ve Chavan, 2011).

2.1.2 Eksi Hamurun Simiflandirilmasi

Uygulanan teknolojiye dayanarak, bugtine kadar g tiir eksi hamur tanimlanmis, son

zamanlarda dordiincii bir tiir eklenmistir (Sekil 2.1) (Siepmann vd., 2018).
Tip I EKsi hamuru

Tip I, bir 6nceki fermentasyondan bir parc¢a kullanilarak tiretilen geleneksel eksi
hamur prosesidir. Bu tiir un ve suyla hazirlanarak, unda, ortamda ya da kullanilan
hammaddelerde bulunan LAB ve mayalarla fermente edilir (De Vuyst vd., 2002;

Ripari vd., 2016). i1k hazirlanan hamur, sonradan yeni bir un ve su karisimina %5-



Tip | Eksi Hamuru

Un su karigimi

Spontan
fermentasyon

ilk Hamur

Besleme
(20-30°C, 6-24
saat, DY<200)

Olgun Eksi
Hamur

Olgun hamurun devami
icin periyodik besleme

Son Uriin
* San Francisco ekmegi
+ Geleneksel italyan Eksi Hamur ekmegi
+ Alman ¢avdar eksi hamur ekmegi
* Panettone keki

Tip Il Eksi Hamuru

Un su karigimi

Olgun Eksi
Hamur

Starter kiiltir
(fermentasyon >30°C,
1-3 giin, DY~200)

Son Uriin
+ Tavaekmegi
o Kek
* Pizza

Tip Il Eksi Hamuru

Olgun Tip Il Eksi
Hamuru

Kurutulmusg
Eksi Hamuru

Tip

Tambur veya sprey

kurutucuyla
evaporasyon

Son Uriin
+ Tost ekmegi
* CavdarEkmegi
+ Waffle

* San Francisco ekmegi

* Panettone keki

Tip IV Eksi Hamuru

Un su karigimi

ilk Hamur

Olgun Eksi
Hamur

Starter kiiltir

Besleme
(geleneksel
yOntem)

Cesitli Firncilik Uriinleri

Sekil 2.1 Eksi hamur tipleri (Papadimitriou vd., 2019)



20 (m/v) dlizeylerinde inokiile edilir. Bu prosese besleme ya da canlandirma
denilmektedir. Besleme geleneksel olarak ortam sicakliginda (20-30°C) 6-24 saatlik
fermentasyonlarla yapilir. Buislem 5-10 kez tekrar edilmektedir. Besleme tekrarlari
eksi hamur ekosisteminde en iyi adapte olmus suslarin se¢imi i¢in gereklidir. Bunun
yaninda eksi hamurun sivilasma ve asitlenme kapasitesini de belirleyen
mikrobiyotnin metabolik aktivitelerinin optimizasyonu ve gelisimi icin de gereklidir
(De Vuyst vd, 2014). Bu sekilde hazirlanmis kararli bir eksi hamurla birgok firincilik

trint tretilebilir (Corsetti, 2013).

Mikrobiyal dinamikler tizerine yapilan ¢alismalarda giinliik olarak besleme yapilmis
bir eksi hamurda bir haftalik besleme prosesi eksi hamur ekosistemini kararl
diizeye getirdigi belirlenmistir (Ercolini vd., 2013; Minervini vd., 2014; Weckx vd.,
2010). Genellikle Tip I'in mikrobiyal kompozisyonu olduk¢a genis cesitliliktedir.
Eksi hamur mikrobiyotasini etkileyen faktorler kullanilan un ¢esidi, inokiile edilen

eksi hamur miktari, fermentasyon siiresi ve sicakligidir (Papadimitriou vd., 2019).
Tip II EKsi Hamuru

Tip II eksi hamuru, un su karisimina 100:1 oraninda LAB ve maya iceren starter
kiltir eklenerek tek bir fermentasyon basamagiyla tretilen eksi hamur tiirtdiir.
Fermentasyon, 15-20 saat yapilabildigi gibi (Siepmann vd., 2018), 1-3 giin de (De
Vuyst vd., 2014) siirebilmektedir. Tip I eksi hamuruyla karsilastirildiginda daha
yuksek sicaklikta (30°C) ve daha yiiksek hamur verimiyle (sivi eksi hamur)
fermentasyon gerceklestirilir (Papadimitriou vd., 2019). Elde edilen eksi hamur
sogutularak stabilize olmasi saglanir ve ardindan pastorizasyonla ya da NaCl
eklenmesiyle CO2 ve organik asit lretimini durdurmak icin starter kiltiirler
deaktive edilir. Son iiriin birka¢ giin depolanabilir. Yar1 siv1 tip II eksi hamuru
endlstriyel boyutta biyoreaktorlerde tretilir ve kullanim kolayligi, pompalanabilir
olmasi ve toz olusturmamasi ac¢isindan endiistriyel olarak iiretilen firincilik
uriinlerinde yaygin bir proses olarak kullanilmaktadir (Brandt, 2007; Chavan ve
Chavan, 2011). Tip Il eksi hamuru, daha ¢ok asitligi gelistirmek i¢in kullanilmaktadir
ve pizza, kek, tava ekmegi gibi bir cok ticari firincilik iiriiniine uygulanmaktadir

(Kulp, 2003; Siepmann vd., 2018).
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Tip III Eksi Hamuru

Sivi olan tip Il eksi hamurunun dehidrasyonuyla tiretilmektedir. Tamburlu kurutma
ve puskiirtmeli kurutma olmak {tizere c¢esitli dehidrasyon teknikleri
uygulanmaktadir (Chavan ve Chavan, 2011; Decock ve Cappelle, 2005). Sprey-
kurutmada sivi eksi hamur, sicak hava akisinda piuskirtiiliir. Eksi hamur damlalari
sicak havayla nem icerigi (yaklasik %90) diiser. Uriin, kahverengilesmeyi énlemek
icin proses sirasinda sogutulur. Tambur-kurutma teknolojisinde paslanmaz ¢elik
silindirler buharla 1sitilir. Uriiniin ince bir filmi silindire yayihr ve hizlica
buharlasma meydana gelir. Tamburdaki yar1 kuruyan triiniin geri kalan kuruma
siiresi de Maillard reaksiyonunun olmasi i¢in kullanilmaktadir. Sicaklik/zaman
kombinasyonuna bagh olarak son eksi hamur daha ¢ok ya daha az karamelize
olabilmektedir. Tambur-kurutma yapilmis Tip III eksi hamuru sadece son {liriline
eksi hamur aromasi vermekle kalmaz ayni zamanda karamelize aroma da vermis
olur. Suyun buharlasmasi sirasinda ugucu aroma bilesenlerinin bir kayb1 meydana

gelir (Chavan ve Chavan, 2011).

Tip III eksi hamuruy, tip I ve II eksi hamur tiirlerine gore kalitenin siirekliligi, daha
uzun raf omrii, daha kiigiik hacim, kullanim kolayligi, tasima ve depolamada kolaylik
acisindan avantajlar sagladigi gibi standardize edilmis bir son liriin de sunmaktadir.
Bu sebeple bu iiriinlerin ticarilesmesi edistriyel olarak kullanilmaktadir

(Papadimitriou vd., 2019).
Tip IV Eksi Hamuru

Tip IV eksi hamuru baz1 geleneksel firinlarda ve laboratuvar g¢alismalarinda
kullanilir. Diger tirlerin karisim prosesleriyle elde edilmektedir. Fermentasyonda
starter kultir kullaniir ve geleneksel besleme prosediiriiyle ¢ogaltilir. Starter
kiltirin ortamdaki diger suslara gore daha az rekabetci olmasi ve eksi hamur
ortamina adapte olamamasi dogal mikrobiyotanin baskinligiyla
sonug¢lanabilmektedir (Minervini vd., 2010; Siragusa vd., 2009). Bu tiir eksi
hamurlarda olusan LAB ve maya tiirleri, kullanilan unun tiirtine ve kalitesine,
uygulanan fermentasyon kosullarina ve starter kiiltiiriin LAB ve mayalarla
etkilesimlerine baghdir (Meroth vd., 2003a; Minervini vd., 2010; Moroni vd., 2010;
Siragusa vd., 2009).
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2.1.3 Eksi Hamur Mikrobiyotasi

Eksi hamur, ekmek yapim prosesi ve ingrediyentleri arasinda interaktif etkilerden
ve mikrobiyal kompozisyonundan dolay1 ¢ok kompleks bir tirtindiir (Gobbetti vd.,
1999). Eksi hamur olarak adlandirilan tahil fermentasyonunda baskin
mikroorganizmalar LAB’lerdir. LAB eksi hamurda yaklasik 108 kob/g diizeyinde
bulunurken, birarada yasadiklar1 ya da simbiyoz olarak birlikte yasadiklar1 mayalar

cok daha az diizeyde bulunurlar.

Eksi hamurda mayalar LAB’ler ile iliskilidir. Maya/LAB orani genellikle 1/100
oranindadir (Gobbetti vd., 1994; Ottogalli, 1996). Eksi hamurda yirmiden fazla tiire
ait maya bulunur (Rossi, 1996; Gullo vd., 2003). Hamurdaki maya sayisi1 ve ¢esitliligi
hamurun su almasi, diizeyi ve kullanilan unun ¢esidi, fermentasyon sicaklig1 ve
hamurun bulundugu ortamin sicakligi gibi bir ¢ok faktére baghdir (Gobbetti vd.,
1994).

2.1.3.1 Eksi Hamurdaki Laktik Asit Bakterileri ve Metabolik Aktiviteleri

Mikrobiyoloji acisindan bakildiginda, eksi hamur, bu ortama adapte edilmis LAB
suslarinin secilmesinde uygun bir substrat olarak stresli bir ekosistem olarak kabul
edilir (De Vuyst ve Vancanneyt, 2007). Kullanilan un tiirinden bagimsiz olarak,
LAB’lerin dinamik popiilasyonu, eksi hamur fermentasyonunda ii¢ fazda gelisir

(Minervini vd., 2014);

1. Fermentasyonun ilk asamalarinda Enterococcus, Lactococcus ve Leuconostoc

tarleri baskindir.

2. Eksi hamura spesifik olarak Lactobacillus, Pediococcus ve Weisella tirleri ikinci

asamada baskindir.

3. Son asamada obligat heterofermentatif tiirler olmakla birlikte Lactobacillus (Lb.)

tirleri baskin olmaktadir.

Sadece obligat heterofermentatif tirler degil aym1 zamanda fakiltatif
heterofermentatif ve obligat homofermentatif tiirler olmak tlzere 60’dan fazla
Lactobacillus tiri eksi hamur ile iligkilendirilmistir (De Vuyst vd., 2017). Tablo
2.1’de eksi hamur tipine gore arakteristik LAB ve maya mikrobiyotasi verilmistir. En
fazla izole edilen tiirler Lb. brevis, Lb. fermentum, Lb. reuteri, Lb. rossiae ve Lb.

sanfranciscensis (obligat heterofermentatif); Lb. alimentarius, Lb. paralimentarius,
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ve Lb. plantarum (fakiiltatif heterofermentatif); Lb. amylovorus ve Lb. delbrueckii

(obligat homofermentatif)’'dir (Minervini vb., 2014). Bununla birlikte, gida

mikrobiyolojisinde molekiiler parmak izi ve sekansa dayali taksonomik yontemlerin

gelismesiyle cesitli yeni Lactobacillus tiirleri eksi hamur habitatinda belirlenmistir

(De Vuyst vd., 2014).

Tablo 2.1 Tiplerine gore olgun eksi hamurlardaki karakteristik lab ve maya
mikrobiyotasina genel bakis (Papadimitriou vd., 2019)

Tip I EKsi Hamuru

Tip II EKsi Hamuru

Tip III EKsi Hamuru

Laktik Asit Bakterileri

Obligat Heterofermentatif

Obligat Heterofermentatif

Obligat Heterofermentatif

Lactobacillus sanfranciscensis
Lactobacillus brevis
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus pontis
Lactobacillus rossiae

Lactobacillus sanfranciscensis
Lactobacillus brevis
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus pontis
Lactobacillus panis
Lactobacillus frumenti
Weisella spp.

Lactobacillus brevis

Fakiiltatif
Heterofermentatif

Fakiiltatif
Heterofermentatif

Lactobacillus alimentarius
Lactobacillus paralimentarius
Lactobacillus plantarum

Pediococcus pentosaceus
Lactobacillus plantarum

Obligat Homofermentatif

Obligat Homofermentatif

Lactobacillus amylovorus
Lactobacillus delbrueckii

Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus johnsonii
Lactobacillus farciminis
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus amylovorus
(cavdar)

Mayalar

Saccharomyces cerevisiae

Kazachstania exigua
Candida humilis

Pichia kudriavzevii
Torulaspora delbrueckii
Wickerhamomyces anomalus

Saccharomyces cerevisiae
(eklenmis)

Saccharomyces cerevisiae
(eklenmis)

Lactobacillus tiirleri LAB hamur mayas1 mikrobiyotasinda belirgin sekilde baskin

olsa da daha az baskin veya alt dominant LAB tiirleri de bulunmaktadir. Weissella,
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Pediococcus ve Leuconostoc turlerinin eksi hamurdaki varliklari sadece birkac tiirle
sinirl kaldigindan daha az baskin olarak bulunmaktadirlar (Huys vd., 2013). Obligat
heterofermentataif =~ Weissella  cibaria ve Weissella confusa, fakiltatif
heterofermentatif = Pediococcus acidilactici ve P. pentosaceus, obligat
heterofermentatif Leuconostoc mesenteroides ve Leuconostoc citreum eksi hamurda
siklikla karsilasilan turlerdir (De Vuyst vd. 2017). Bu tirler bitkisel kaynakli
ortamlara iyi adapte olarak gelisebilmektedirler (Corsetti vd., 2007; De Vuyst ve
Neysens, 2005). Homofermentatif laktokoklar, enterokoklar ve streptokoklar eksi

hamurda subdominant olarak bulunmaktadirlar (De Vuyst vd., 2014).

Eksi hamurdaki belirli LAB tiirlerinin baskinlig1 ve rekabet giicii unda bulunan
karbonhidratlarla iliskilendirilir (De Vuyst vd., 2009). Bugday unundaki mevcut
karbonhidratlar, maltoz, maltotrioz, rafinoz, sukroz, glukoz ve fruktozdur. Glukoz
miktar1 fermentasyon sirasinda artmakta, buna karsin mayalardaki invertaz
aktivitesinden dolay1 sukroz miktar1 diismektedir. Homofermentatif LAB’ler
glukozdan baslayarak glikoliz yoluyla laktik asit iretirler (homolaktik
fermentasyon), heterofermentatif LAB’ler 6-fosfoglukonat/fosfoketolaz (6-PG/PK)
yoluyla laktik asitin yaninda COz, asetik asit ve/veya etanol turetirler (heterolaktik
fermentasyon). Glukoz disindaki heksozlar izomerizasyondan ve/veya
fosforilasyondan sonra glukoz-6-fosfat veya fruktoz-6-fosfatla metabolik yola dahil
olurlar (Axelsson, 2004). Disakkaritler ise spesifik hidrolazlarla ve/veya
fosfohidrolazlarla, monosakkaritlere kadar parcalanirlar. Pentozlar fosforilasyona
ugrayarak epimerazlar veya izomerazlar sayesinde ribuloz-5-fosfat’a ya da ksiloz-5-
fosfat’a doniisiirler ve sonrasinda 6-PG/PK yolunun yarisinda metabolize olurlar
(Axelsson, 2004). Pentozlarin kullanimi LAB tiirleri ile sinirli degildir. Obligat
heterofermentatif LAB tiirleri 6-PG/PK yolunun kilit enzimi olan temel
fosfoketolaza sahiptirler, glikolizle heksozlar1 fermente eden fakultatif
heterofermentatif LAB’ler glikolizin anahtar enzimi olan fruktoz-1,6-difosfat
aldolaza sahiptir. Obligat heterofermentatif tiirler de ayni yolla pentozlari fermente
ederler. Bu kosullar altinda, fakiiltatif heterofermentatif LAB’lerin sahip oldugu
fosfoketolaz, mevcut pentozlar tarafindan uyarilir (Hammes ve Vogel, 1995).
Pentozlarin fermentasyonu esit mollerde laktik ve asetik asitin liretimine neden
olmaktadir. Obligat homofermenteatif LAB’ler pentozlari fermente etmez (Axelsson,

2004).
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Obligat heterofermentatif laktobasiller i¢in elektron alicis1 olarak oksijen ya da
fruktoz gibi kosubstratin kullanimi, hamurda artan asetat iiretimine baglanir.
Kofaktér rejenarasyonu i¢in metabolik gereksinmelerden dolayr homo- ve
heterofermentatif laktobasiller, redoks reaksiyonlari tizerindeki ¢esitli etkilerden

dolayi enerji harcarlar (Chavan ve Chavan, 2011).

Hemen hemen tiim LAB’lerin gelismeleri i¢in birden fazla aminoasite (4-14
aminoasit) ihtiya¢ duydugu bilinmektedir (Calderon vd., 2003). Bu sebeple protein
degredasyonunu saglayan proteolitik sistemler LAB’ler i¢in 6nemlidir. Proteolitik
sistem, ekstraseliller olarak bulunan serin-proteinazini, di/tri peptitleri,
oligopeptitler icin spesifik transport sistemini ve bir ¢ok intraseliiler peptidazi
icermektedir. Genel olarak proteolitik enzimler (proteazlar) proteinazlar ve
peptidazlar olarak gruplandirnlirlar. Proteinazlar, proteinin daha kigik peptit
fraksiyonlarina degredasyonunu katalizler; peptidazlar spesifik peptit baglarini
hidrolize eder ya da peptitleri tamamen aminoasitlere pargalar. Bugday ve ¢avdar
unlarinin  proteolitik  aktivitesinden baslica aspartik proteinazlar ve
karboksipeptidazlar sorumludur. Bu iki proteaz grubu da asidik kosullarda aktive

olur (Chavan ve Chavan, 2011).

Bugday ve cavdar proteinlerinin degredasyonu, ekmek aromasi, hacim ve tekstiir
icin kritik 6neme sahiptir. Gluten proteinleri, glutenin ve gliadin, bugday tanesi i¢cin
ana depo proteinleridir. Gliadin bugday tanesinin alkolde ¢6ziiniir proteini olmakla
birlikte glutenin seyreltik asitte ¢6ziinmektedir (Osborne, 1907). Gluteninler ytliksek
molekdl agirlikli (HMW) ve diisiik molekil agirhikli (LMW) fraksiyonlarina béliinen
yuksek polimerik proteinlerdir (Shewry ve Tarham, 1994). Gliadinler
intramolekiiler  disiilfit baglar1  icerdiginden = monomeriktir. Aminoasit
kompozisyonuna bagh olarak a-, y -, and w- tip gliadinler olarak simiflandirilr.
Alpha- ve y -gliadin, sistein kalintilar1 icermesine karsin w-gliadinler icermez
(Shewry ve Tatham, 1997). Cavdarin ana depo proteini ise alkolde ¢o6zlnir
sekalindir. Sekalin, y -sekalin, w-sekalin ve HMW sekalin olmak tlizere tlige ayrilir.
Tim eksi hamur fermentasyonu stresince sinirli 6lciide gerceklesen proteoliz,
tekstiir ve hacme ters bir etki yapmadan, ekmek aromasini olumlu yonde gelistirir
(Thiele vd., 2002). Aminoasitler ve peptitler fermente gidalarda aromaya etki eder.

Ozellikle ugucu aroma bilesenlerinin énemli énciilleridir. Aminoasitler, mikrobiyal
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degisimler icin substrat olarak hizmet etmekte ya da pisirme sirasinda aroma
bilesenlerine donlismektedir. Bu yilizden fermentasyon sirasinda sinirli Olglide
proteoliz ekmek aromasini iyilestirir (Thiele vd., 2002). Ekmek i¢i aromasi
mikrobiyal fermentasyon {riinleriyle olusur. Buna karsin kabukta termal
reaksiyonlardan kaynakl tat ve aroma olusumu baskindir (Kirchhoff ve Schieberle,

2001).

Optimum pH’lar1 3,0-4,0 olan endojen bugday proteinazlarinin ve asidifikasyonun
etkisinin, 6zellikle uzun siireli eksi hamur fermentasyonlarinda hamurda proteoliz
icin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. LAB’lerin susa spesifik proteolitik aktivitesi
proteolize ek olarak katkida bulunabilmektedir. Heterofermentatif laktobasiller
tarafindan gercgeklestirilen mikrobiyal asidifikasyon ve gluten proteinlerinde
distlfit baglarinin azalmasi, gluten proteinlerinin ¢6zinirligini arttirmakta ve
proteolitik degredasyona daha ac¢ik hale getirmektedir. Peptitlerin hidrolizi
(sekonder proteoliz) susa bagh olarak hamurda aminoasit biriktirmekte, buna
karsin mayalar hamurda aminoasit diizeyini diisiirmektedir (Chavan ve Chavan,

2011).
2.1.3.2 Eksi Hamur Mayalari ve Metabolik Aktiviteleri

Eksi hamurda mayalar, diisiik pH, sinirli oksijen, yiiksek karbonhidrat (esas olarak
maltoz) konsantrasyonlar1 ve LAB’lerle rekabet ortamina iliskin stresli bir ortama
dayanmak zorundadirlar (De Vuyst vd., 2014). Uzun yillardan (1971'den) beri
yapilan 353 eksi hamurda maya kompozisyonunun incelendigi ¢alismada spontan
hamurlarda belirlenen maya tiirleri; S. cerevisiae, K. humilis, T. delbrueckii, W.
anomalus, K. exigua, P. kudriavzevii ve Candida glabrata’dir (De Vuyst vd., 2017).
Baz1 maya tiirleri cok c¢esitli mikrobiyal ekosistemlerde gelisebilirler (6rn., S.
cerevisiae ve W. anomalus), bazilar1 (6rn., C. humilis and K. exigua) ise eksi hamur
matriksine iyi uyum saglarlar (De Vuyst vd., 2016). Tek bir eksi hamur genellikle bir
veya iki maya tiirii icerir. Spesifik olarak, S. cerevisiae ve C. humilis cifti Italyan
finnnciik mayali hamurlarinda bulunur. Kazachstania bulderi ve C. humilis bazi
Fransiz eksi hamurlarinda goriiliir, Belgika orijinli eksi hamurlarda ise S. cerevisiae
ve W. anomalus belirlenmistir (De Vuyst vd., 2017). Turkiye’'deki eksi hamurlarda
bulunan maya tiirleri ise Saccharomyces cerevisiae, Torulopsis holmii, Torulaspora

delbrueckii ve Kluyveromyces marxianus’tur (Gul vd., 2005; Arici vd., 2017). Eksi
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hamurlardaki S. cerevisiae'nin yaygin olarak izole edilmesi ticari mayanin
kullanilmasi ile iliskilendirilmektedir (Minervini vd., 2015). Spontan olarak
beslenen eksi hamurlarda da S.cerevisiae belirlenmisse de (Rizzello vd., 2015),
bunun da un orijinli oldugu belirtilmistir (Meroth vd., 2003b; Pulvirenti vd.., 2004).
Ayrica, laboratuvar ortaminda tretilen eksi hamurlardaki maya cesitliligi sadece
undan degil ayn1 zamanda proses kosullarindan, antimikrobiyal etki gosteren
flavonoidler ve tanninler gibi belirli un bilesenlerinden ve maya tiirleri i¢in spesifik
metabolik adaptasyon kapasitesinden kaynaklanmaktadir (Moroni vd., 2010, 2011;
Bessmeltseva vd., 2014; De Vuyst vd., 2016; Viiard vd., 2016; Lhomme vd., 2016).

Unda bulunan karbonhidratlar, S.cerevisiae tarafindan glikoliz yoluyla ve ardindan
pirtivat par¢alanmasiyla (NAD1'in rejenerasyonu) karbondioksit ve etanole kadar
fermente edilir (De Vuyst vd., 2016). NAD1'in rejenerasyonu, trikarboksilik asit
dongiisiiyle siiksinatin olusumuyla birlikte gliserol tiretimi ile saglanir (Merico vd.,
2007; Rezaei vd., 2015). Baslica maltoz olmak iizere fermente edilebilir
karbonhidratlarin konsantrasyonlari un amilazlarina baghdir. Undaki amilaz
aktivitesi ile mayanin maltozu ytlkseltgemesi arasindaki dengesizlik, mayalar icin
karbonhidrat ve nitrojen kaynaginin sinirli olmasina neden olur (Guerzoni vd.,
2013). Enerji kaynag1 olarak maltozu tercih eden S. cerevisiae suslarinin aksine, C.
humilis ve K. exigua gibi eksi hamura 6zgli mayalar maltoz negatiftir ve obligat
heterofermentatif LAB tiirleri ile trofik bir iligki (beslenme mutualizmi) olusturur.
Mayalar siikrozu invertaz aktivitesi ile hidrolize eder, glukozu kullanir ve LAB

suslarina fruktoz ve amino asit saglar (De Vuyst vd., 2017).
Genellikle mayalarin karbonhidrat metabolizmasi asagidakilere baghidir;

1. Pasteur etkisi; S. cerevisiae'de goriildigu gibi anaerobik kosullarda aerobik

kosullardan daha hizli karbonhidrat tiiketimi

2. Kluyfer etkisi, Candida spp. ve Pichia spp. icin glikoz fermentasyonunun yaninda

oligosakkaritlerin aerobik tiiketimi.

3. Crabtree etkisi, eksi hamur fermentasyonunda genel olarak goriilmeyen bir
durum olmasiyla birlikte respirasyon ve fermentasyonun bir arada bulunma

durumu
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4. Karbon kaynagi tiiriine bagh ve transkripsiyonal diizeyde diizenlenen karbon

katabolit baskisi (Barnett ve Entian, 2005).

Mayalarin dalli zincirli aminoasitleri Ehrlich yoluyla metabolize ettigi belirlenmistir.
ilk transaminasyon reaksiyonundan sonra, elde edilen a-keto asit, alkole
indirgenebilen veya hiicrenin disina atilan aside okside olan aldehite dontstiirilir.
Bu baglamda, 3-metil-1-biitanol ve diasetil, pek ¢ok maya susu tarafindan tretilir
(Pico vd., 2015). Ayrica, mayalar, hamurda az diizeyde pH diistisiine neden olan
asetik asit ve siiksinik asit gibi organik asitleri diisiik miktarda liretmektedirler
(Jayaram vd., 2013, 2014a, 2014b). Sonug olarak maya metabolizmasi tahil temelli
gidalarda fenoliklerin varligini, fitazlarin aktivitesiyle fitatin defosforilasyonunu
(Lioger vd., 2007; Moslehi-Jenabian vd., 2010) ve antifungal ajan olan etilpiriivat
olusumunu (Coda vd., 2011, 2013) etkilemektedir.

2.1.4 Eksi Hamur Teknolojisinin Yararh Uygulamalar

Saglikla iligkili olan, spesifik fizyolojik fonksiyonlara sahip fonksiyonel gidalara olan
tiiketici ilgisi gittikce artmaktadir. Fakat tiiketici tercihleri acisindan fonksiyonel
gida olsa da duyusal olarak iyi 6zelliklere sahip tirtin olmasi gereklidir. Tiiketiciler
ayni zamanda gidanin giivenli ve uygunlugu gibi diger kriterlerinin de tam olmasi
beklentisi icerisindedir. Gida olarak tahil tirtinleri, karbonhidrat, protein, Diyet Lifi
(DF), cesitli vitaminler ve non-nutrientler icin énemli bir kaynaktir (Chavan ve

Chavan, 2011).
e Diyet Lifi

Diyet lifi (DF) uzun yillardir tahillarin saghga faydali baslica bileseni olarak bilinir.
Fakat yapilan c¢alismalar, DF ile tahil tanesinin dis kabugunda bulunan
oligosakkaritler ve fitokimyasallar gibi baska faydali bilesenlerin de varligini
gostermistir.  Karbonhidratlarin ve  ¢esitli  bilesenlerin  diizeyleri  ve
biyoyararliliklari, 6nemli diizeyde prosesten etkilenmektedir. Eksi hamurun bir
diger avantaji tahilin kepek fraksiyonunu (lifce zengin) modifiye etmesidir. Boylece
ekmekte daha fazla kepek kullanilabilmektedir. Diyet lifinin besinsel 6nemi bir¢ok
calismada belirtilmistir. Oteriteler tarafindan onerilen giinlik alimin 25-30 g
olmasina karsin batida tipik bir diyet giinde 20 g kepek icermektedir. Gliniimtizde
bir¢ok insan ¢ok az diizeyde lif tiiketmektedir. Bati diyetindeki diyet lifinin bu distik
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diizeyi tip 2 diyabetinden koroner kalp hastaliklarina, kolorektal kanserden
obeziteye, kabizliga dental rahatsizliklara kadar c¢ok cesitli hastaliklarin
olusmasinda pay sahibidir. Firincilik tirtinlerinde diyet lifinin genel kaynagi basta
bugday kepegi olmak tlizere tahil kepegidir. Bunun yaninda arpa kepeginin ya da
yulaf kepeginin kullanim1 yayginlasmaktadir. Ozellikle karisik bagh B-glukanlar
icermesinden dolay1 yulaf ve arpa kepekleri ytliksek ¢oziiniir diyet lifi icermektedir.
Fakat ozellikle sagliga faydali olmasi beklenen tahil kepeginin eklenmesi ekmek
kalitesinde cesitli problemlere sebep olur. Lif eklenmesi su degisikliklere neden
olmaktadir: (1) hamurun su tutma kapasitesinin artmasi ve sert hamur olusmasi (2)
fermentasyon toleransinin azalmasi (son fermentasyon sirasinda daha kisa siirede
optimum hacmi tutabilme) (3) ekmek hacminin diismesi (4) siki ve elastik olmaya
ekmek ici olusmasi (5) ekmek cesidi ve lif cesidine bagli olarak farkli aroma olusumu

(Chavan ve Chavan, 2011).
¢ Eksopolisakkarit (EPS) Uretimi

Ekmek iiretiminde veya dondurulmus hamur tliretiminde ekmegin raf 6mriinii ve
tekstiirel 6zelliklerini iyilestirmek amaciyla polisakkaritlerin eklenmesi, genel
olarak uygulanan bir islemdir. L. mesenteroides’in ftrettigi dekstranin ticari
uygulamalar1 vardir (Decock ve Cappelle, 2005). Tieking vd. (2003a) una 5g/kg
diizeyinde dekstran eklenmesinin ekmek hamurunun viskoelastik 6zelliklerini
etkiledigini ve ayn1 oranda katilan reuteran ve levana gore ekmegin daha hacimli
oldugunu belirtmislerdir. Laktobasillerin trettigi polimerler (1) hamurun su
absorbsiyonu (2) hamur reolojisi ve islenebilirligi (3) dondurulma sitirecinde
hamurun stabilitesi (4) hacmi (5) ekmegin bayatlamasi gibi bir ka¢ teknolojik

ozelligini etkilemektedir.
e Besin Degeri ve Duyusal Ozelliklerin Gelistirilmesi

Besin kalitesi ve duyusal 6zelliklerin gelistirilmesiyle ilgili olarak, LAB’ler uzun
yillardir gidada kullanilmakta ve GRAS olarak nitelendirilmektedirler (Magnusson
vd., 2003). Tahil taneleri lisin, treonin, metionin, triptofan ve izolésin gibi esansiyel
aminoasitleri diisiik miktarda icerir. Bu sebeple tahil tanelerinin yiiksek kalitede
protein icerigine sahip olmadig1 diisiiniiliir. Diinyanin bir¢ok yerinde yaygin olan
tahil temelli beslenme, esansiyel aminoasitlerde eksiklige yol acar.

Mikroorganizmalarin liyofilize kiiltiirleri temel protein kalitesini arttirmak icin tahil
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tanelerine eklenebilir (ElI-Megeed ve Sands, 1989). Eksi hamurdan iiretilen firincilik
trunlerinin mineral kullanilabilirligi de arttirilabilir (Larsson ve Sandberg 1991;
Lopez vd., 2003). Bugday hamurunun mikrobiyolojik ya da kimyasal olarak
asitlendirilmesiyle elde edilen diisiik pH, fitat komplekslerinin par¢alanmasina
neden olarak minerallerin kullanilabilmesini saglar. Lb. sanfranciscensis’in Urettigi
EPS, eksihamurun besinsel o6zelliklerini gelistirmekte, fakat bifidobakterler
tarafindan metabolize edilebilmektedirler (Korakli vd., 2001). Baz1 eksi hamur
LAB'lerinin insanlarda tahil intoleransina sebep olan prolamin peptitlerini hidrolize

ettigi gorilmiustir (Di Cagno vd., 2002).
e Aroma Geligimi

Mayali  firincihik  driinlerinin = aromasi1  hammaddeden, eksi  hamur
fermentasyonundan, starter ¢esidinden, son fermentasyon ve firin kosullarindan
etkilenir. Laktik asit ve asetik asit arasindaki oran nihai ekmegin aromasini
etkileyen 6nemli bir faktordiir (Corsetti ve Settanni, 2007). Bu orani fermentasyonu
gerceklestiren mikroorganizmalar, fermentasyon sicakligi ve un cesidi etkiler
(Hansen ve Schieberle, 2005). Eksi hamurun optimal kullanimi, ekmegin tadini ve
aromasini gelistirebilmektedir (Paterson ve Piggott, 2006). Bugday eksi hamur
ekmeginin aromasi normal bugday ekmeginin aromasindan daha zengin ve
aromatiktir. Bu durum eksi hamurun uzun fermentasyon siiresine baglanmaktadir
(Brummer ve Lorenz, 1991). Ekmek i¢indeki en etkili aromatik bilesenlerden biri
olan 2-feniletanol konsantrasyonu eksi hamur ekmeginde fazladir (Gassenmeier ve
Schieberle, 1995). Yakin bir zamanda, fermentasyonun glutensiz uriinlerde de
bulunan aroma bilesenlerini tetikledigi goriilmiistiir. Ornegin Towga'nin iiretiminde
sorgumun fermentasyonunda farkli aroma bilesenleri olusmustur (Mugula vd.,
2003). Lb. orientalis, Lb. brevis veya Lb. plantarum’un gerceklestirdigi
fermentasyonda yiiksek konsantrasyonda alkol, Lb. plantarum ve Pediococcus
pentosaceus’un bulundugu fermentasyonda da 6nemli miktarda diasetil tretildigi
belirlenmistir. Lb. plantarum ve mayalarin birlikte gerceklestirdikleri
fermentasyonda aldehit liretimi artmistir. Lb. plantarum igeren karigik kiilttirlerle
yapilan fermentasyon, misir temelli lirtinlerde diasetil miktarini arttirmistir (Edema
ve Sanni, 2008). Firincilik triinlerinde EPS treten laktobasiller, hamurda polimer

olusumuna ek olarak ekmekte aromayi, tekstiirii ve raf 6mriinii gelistirici yonde rol
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oynar. Ornegin Lb. pontis ve Lb. reuterinin EPS iireten suslari, ekmek aromasini
pozitif yonde etkileyen arginini metabolize etme 6zelligi gosterirler. Buna ek olarak
Lb. reuteri’nin EPS treten suslari, rop olusumuna neden olan basillerin gelismesine
engel olan reutericyclin liretirler (Gaenzle ve Vogel, 2003; Thiele vd., 2002; Tieking
vd, 2003b).

e Hamur Yapisi ve Ekmek Ozellikleri

Eksi hamur fermentasyonu hem eksi hamurun kendisini hem de eksi hamur iceren
ekmek hamurunun o6zelliklerini etkiler. Hamurda fermentasyon, elastikligi ve
viskositeyi azaltir, buna karsin ekmek hamuruna eksi hamur katilmasi daha az
elastik ve yumusak hamur olusumuna yol acar (Clarke vd., 2004). Di Cagno vd.
(2002), deneysel tekniklerle fermente hamurun reolojisini incelemislerdir;
hamurun uzamaya kars1 direnci azalmis ve yumusakligi artmistir. Eksi hamur
fermentasyonu sirasinda farkli organik asitler tretilir. Bu organik asitler ekmegin
aromasini gelistirir, glutenin sismesine yardimci olur, gaz tutusu arttirir, iyi
tekstitere sahip ve hacimli bir {iriin meydana gelir (Park vd., 2006). Fermentasyon
sirasinda LAB’ler tarafindan iiretilen EPS’lerin hidrokolloidlerin yerini alabilecek

potansiyele sahip olabilecekleri goriisti bulunmaktadir (Korakli vd., 2001).

Fermentasyon sirasinda iiretilen asitler hamurun yogurma o6zelliklerini gii¢lii bir
sekilde etkiler. Diisiik pH’ya sahip hamur daha kisa yogurma stiresine ihtiya¢ duyar
(Hoseney, 1994). Olgun eksi hamurun pH’s1 3,5-4,3 araligindadir fakat kullanilan
starter kiiltiire ve prosese gore degisir. Unun oOzellikleri, o6zellikle kiil icerigi,
asidifikasyonda 6nemli dlizeyde etkilidir (Esteve vd., 1994; Clarke vd., 2002). Asit
bugday unundan ekstrakte edilen glutenin fraksiyonunun ¢éziinmesiyle artar ve
glutenin sisme giiciinii etkiler (Axford vd., 1979). Ticari mayayla yapilan ekmekle
kiyaslandiginda, eksi hamur ekmegi daha nemli, siki ve sakizimsi tekstiire sahiptir
(Qarooni, 1996). Bugday ekmegine eklenen eksihamurun, ekmek hacmine olumlu
etkisi bulunmaktadir (Esteve vd., 1994; Clarke vd., 2004). Firincilik iiriinlerinde
nispeten kiiciik gozenekler (1 ya da 2 mm) istenir. Buna karsin biiyiik bosluklar ve
ekmek icinde diizensiz gozenek dagilimi istenmeyen bir durumdur. Hamura %20
oraninda eksi hamur eklenmesiyle ortalama gézenek oraninda artis gézlenmistir ve

triintin kabul edilebilirligi artmistir (Crowley vd., 2002).
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e Raf Omrii

Firincillik sektoriinde bayat triinler tiliketici tercihini olumsuz yonde etkiler.
Bayatlama, bozulmaya sebep olan organizmalarin faaliyetinden ¢ok, ekmek icindeki
bazi degisikliklerle olur (Bechtel vd., 1953). Ekmegin kontaminasyonunda havadan
gelen tozlar ve kif sporlar1 baslica etmenlerdir (Legan, 1993). Ekonomik kayba ek
olarak ekmegin bozulmasi tiiketici saglig1 agisindan risk olusturmakta, 6zellikle
ekmegin mikotoksijenik kiiflerle kontamine olmasi bu durumu daha da 6nemli
kilmaktadir. Eksi hamurdaki LAB'lerin ekmegin bayatlamasina karsi olumlu etkileri
vardir. Bayatlama oraninin azalmasina etkili olan ekmegin spesifik hacminin artisi
bu etkilerden biridir (Axford vd., 1968). Ekmegin eksi hamur icermesi bayatlamay1
geciktirir. Bayatlama diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) ile 6l¢iilebilir (Corsetti
vd., 2001). Eksi hamur baglantili LAB’ler organik asitler, CO2, etanol, hidrojen
peroksit, diasetil, yag asitleri, fenillaktik asit, reuterin ve fungisin gibi bir¢cok
antimikrobiyal madde liretir (Messens ve De Vuyst, 2002; Schniirer ve Magnusson,
2005). Organik asitler arasinda heterofermentatif LAB’lerin iirettigi asetik asit ve
propiyonik asit laktik asitten daha etkilidir (Schniirer ve Magnusson, 2005). Lb.
sanfranciscensis CB1'in lirettigi kaproik asit; asetik, formik, propionik, butirik ve n-
valerik asitlerle birlikte ekmekte Fusarium, Penicillium, Aspergillus tiirlerinin
gelisimini inhibe etmede kilit rol oynar (Corsetti vd., 1996). Lb. plantarum da ¢ok
genis antimikrobiyal aktiviteye sahiptir ve flrettigi fenillaktik asitin fungal
inhibisyondan sorumlu oldugu belirlenmistir (Dal Bello vd., 2007; Lavermicocca vd.,
2000; Ryan vd. 2009). Bugday ekmeginde antifungal Lb. plantarum suslariyla
fermente edilen eksi hamurla kalsiyum propiyanatin birlikte kullanilmasinin
sinerjistik etki olusturdugu bulunmustur (Ryan vd. 2008). Eksi hamurda Lb.
reuteri'nin, disik molekul agirlikli antibiyotik olan, Gram-pozitif LAB ve mayalara
kars1 etkili reutericyclin’i trettigi gorilmistir (Geaenzle vd. 2000). Lb. reuteri
suslarinin ayni zamanda bakteri, maya ve funguslara karsi etkili bir antimikrobiyal
madde olan reuterin trettigi belirlenmistir (Geenzle, 2004). Eksi hamur LAB’leri
muhtemelen organik asitlere ve diger bilinmeyen antibakteriyel maddelere bagh
olarak ekmekte Bacillus spp./nin neden oldugu rop olusumuna karsi etkisi vardir

(Katina vd., 2002; Valerio vd., 2008).
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¢ Antibakteriyel ve Antifungal Aktivite

Genellikle LAB’ler fermente gidalarin korunumunda ve mikrobiyal giivenlik
acisindan kritik rol oynar. Boylece fermentasyon sonunda olusan nihai iiriinde

mikrobiyal stabilite korunmus olur

Ekmek ve diger mayali tiriinler bozucu bakteri ve mayalarla kontamine olabilirler.
LAB’ler hem antibakteriyel hem de antifungal 6zellik gosterirler. Eksi hamur
eklenmesi ekmegi bozulmaya karsi1 korumanin etkili yollarindan biridir. Bu sayede
tliketici isteklerine uygun, katki maddesi eklenmemis bir trtin uretilir (Messens ve
De Vuyst, 2002). Cesitli bilesenlerin ilave edilmesinin yanisira (6rnegin organik
asitler, hidrojen peroksit, diasetil), eksi hamur LAB’leri lirettikleri bakteriyosin veya
diger maddeler sayesinde diger mikroorganizmalari inhibe edebilmektedir. Ornegin
Lb. reuteri LTH2584’nin irettigi disik molekiill agirhkli antibiyotik olan
reutericyclin bunlardan biridir (Holtzel vd., 2000).

Antibakteriyel bilesenler, karmasik gida sistemlerinde mikrobiyal interaksiyonlari
diizenler. Sadece eksi hamur LAB’lerinin irettigi birka¢ bakteriyosin ya da
bakteriyosin benzeri inhibitér madde (BLIS) tanimlanmistir. Lb. bavaricus M1401’in
trettigi bavarisin (Larsen vd., 1993), Lb. plantarum ST31’in lirettigi plantarisin ST31
(Todorov vd., 1999) ve Lb. sanfranciscensis C57’nin trettigi BLIS C57 (Corsetti vd,,
1996) bunlardan birkacidir. LAB bakteriyosinleri Listeria monocytogenes, Bacillus
subtilis ve Staphylococcus aureus gibi gida kaynakli patojenleri ve/veya gidayi
bozucu bakterileri inhibe edebildigini gostermistir. Boylece bunlarin gida katkisi
olarak kullanimi, starter ya da koruyucu kilttir olarak bakteriyosin iiretici suslarin
kullanimi, daha giivenli gida iiretmek amacina katki saglayabilir. Ustelik
bakteriyosinler gida endiistrisinin kullandig1 kimyasal koruyucu maddelerinin

azaltilmasini da destekleyebilir (Messens ve De Vuyst, 2002).

Firincilik triinlerinde en ¢ok goriilen bozulma, fungal gelismeyle olur. Mikotoksin
uretebilme kabiliyetleri géz oOniine alinirsa bu durum halk saghgini tehdit
etmektedir (Legan, 1993). Firincilik iriinlerinde bozulmaya yol agan Kkiifler
genellikle Aspergillus, Cladosporium, Endomyces, Fusarium, Monilia, Mucor,
Penicillium ve Rhizopus tirleridir (Legan 1993; Keshri vd., 2002). Lb.
sanfranciscensis CB1'in ekmekte bozulmaya sebep olan Fusarium, Penicillium,

Aspergillus ve Monilia’ya kars1 inhibitor aktivitesinin sorumlusu, kaproik asitin kilit
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rol oynamasiyla birlikte asetik, kaproik, propionik, butirik ve n-valerik asitlerinin
karisiminin sinerjist etkisidir (Corsetti vd., 1996). Lavermicocca vd. (2000) Lb.
plantarum ITM21B'nin iirettigi iki antifungal bileseni saflastirip tanimlamislardir.
Fenillaktik ve 4-hydroxy-fenillaktik asit olarak tanimladiklar1 bu bilesenlerin
fungisit aktivitelerinin pisirmeden sonra da devam ettigini belirlemislerdir.
Laktobasillerin yukarda belirtilen iki antifungal bileseni liretme yetenekleri vardir.
Bunlardan fenillaktik asit daha gligliidiir. Aspergillus niger ve Penicillium roqueforti
gelisimini 7 giinlin uzerinde engelleyerek ekmegin raf dmriinii 6nemli diizeyde
arttirdig1 gorulmiustiir. Lb. casei, Lb. pentosus, Lb. paracasei subsp. paracasei ve Lb.
coryniformis subsp. coryniformis'in fungisinleri turettigi bulunmustur (Gourama,

1997; Okkers vd., 1999; Magnusson ve Schniirer, 2001).

2.2 Fitik asit

Fitik asit, heksa hidrik siklik alkol meso-inositoliin heksafosforik esterleridir. Tuz
yapisinin fitat olarak nitelendirildigi ve inositol heksakisfosfat (IP6) olarak da
bilinen fitik asit (Sekil 2.2), yaygin olarak bitki tohumlarinda veya tahillarda
(Harland ve Oberleas, 1987; Reddy vd., 1989), kéklerde ve yumrularda (Harland ve
Oberleas, 1987; Wolters vd, 1993; Ravindran vd., 1994), meyve ve sebzelerde
(Harland ve Oberleas, 1987; Wolters vd, 1993; Ravindran vd. 1994),
kuruyemislerde (Harland ve Oberleas, 1987; Wolters vd, 1993), cesitli bitki
tiirlerinin polenlerinde (Baldi vd., 1987) bulunmaktadir. Bir¢ok bitki dokusunda
fosforun temel depo formudur. Inositol penta-(IP5), tetra- (IP4) and trifosfat (IP3)
da fitat olarak nitelendirilir (Reddy, 2001).
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Sekil 2.2 Fitik asidin kimyasal yapis: (Kumar vd., 2010)

Fitik asit, bircok hububat ve yagh tohumun agirlik¢a %1-3"linii ve toplam fosforun

%60-90'1n1 olusturan biitiin bitki tohumlarinin 6nemli bir bilesenidir (Graf, 1983).
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Fitatlar, 6zellikle tohum c¢cimlenmesinde, bir¢ok fizyolojik fonksiyona hizmet eder
(Afinah vd., 2010). Tahillarda, fitat, aleuron tabakasinda ve ruseymde bulunurken,
endosperm fitat icermez. Fitatin yaklasik %80'i, bugday, piring gibi kii¢lik taneli
tahillarda aleuron tabakasinda bulunurken, %20’si ise dokularda bulunmaktadir

(Schlemmer vd., 2009)

Fitatlar Ca2*, Mg2+, Zn%* ve Fe2+ gibi iki degerli minerallerin giiclii selatorleri oldugu
icin antinttrient bilesenler olarak kabul edilmektedir. Fizyolojik pH degerlerinde
olusan ¢oziinmeyen mineral-fitat kompleksleri, insan gastrointestinal yolundan
emilemedikleri i¢in mineral biyoyararlihigin1 zayiflatmaktadirlar (Greiner ve
Konietzny, 2006). Fitik asidin mineralleri selatlama yetenegi, insan beslenmesinde
bir endise kaynagi olarak kabul edilmekte ve hayvanlarda ve insanlarda yapilan
bir¢ok in vitro ve in vivo g¢alismalarla, fitik asitin bu minerallerle kompleksler
olusturarak mineral biyoyararliligini azalttig1 ortaya konmaktadir (Reddy vd., 1989;
Krebs, 2000). Mineraller, intraseliiler ve ekstraseliiler enzimlerin aktivasyonunda,
metabolik reaksiyonlarin kontrolii i¢cin gerekli viicut sivilarinda ve hiicre ile ¢evresi
arasinda ozmotik dengenin saglanmasinda kritik pH seviyelerinin diizenlenmesinde
rol oynarlar. Esansiyel minerallerden herhangi birinin eksikligi, ciddi metabolik
bozukluklara neden olmakta ve sagligi tehlikeye atabilmektedir. Bazi mineral
eksiklikleri gelismekte olan iilkelerde olduk¢a yaygin olmasina karsin gelismis
tilkelerde de mineral yetersizlikleri goriilebilmektedir (Lopez vd., 2002). Cocuklar,
gencler, hamile kadinlar ve yaslilar dahil olmak iizere toplumun belirli kesimleri icin
mineral yetersizligi ciddi rahatsizliklara sebebiyet vermektedir. Ozellikle biiyiime
doénemlerinde olan ¢ocuklar, gencler ve hamile kadinlar i¢in diyetle birlikte alinan
fitat diizeyi oldukca 6nem arz eder (Weaver ve Kannan, 2002). Fitatlar dogada
iyonik olduklarindan, dogrudan yiukli protein gruplariyla veya dolayl olarak,
kalsiyum gibi pozitif ytiklt bir mineral iyonunun aracilik ettigi negatif ytikli protein
gruplariyla reaksiyona girebilirler. Elde edilen fitat proteini ve fitat-mineral-protein
kompleksleri ayrica protein sindirimini ve biyoyararliligini olumsuz yonde
etkilemektedir (Cheryan ve Rackis, 1980; Thompson, 1993). Fitat ayrica, dogrudan
bir fosfat grubu ile hidrojen baglanmasiyla veya dolayl olarak proteinler (Rickard
ve Thompson, 1997) araciligiyla nisasta ile baglanabilmekte ve nisasta
¢ozinirliginiin ve sindirilebilirliginin azalmasina neden olabilmektedir (Reddy ve

Sathe, 2001). Antinutrient 6zelliklerinin aksine, bitkilerde fitat gii¢lii bir demir ve
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cinko selatorii olarak bu metallerin aracilik ettigi serbest radikal olusumunu

azaltarak bir antioksidan olarak da islev gormektedir (Lei ve Porres, 2003).

Fitatlar 1sil isleme, ziraat isleme teknolojilerine, depolama ortamlarina karsi
oldukca dayaniklidir. Gida isleme (evde ve endiistride) 1slatma, pisirme, ¢cimlenme,
1sinlama, ekstriizyon, 6giitme, kizartma, fermentasyon, kizartma, mikrodalga gibi
cesitli yontemleri igerir. Bu isleme yontemlerinin her biri, islenecek gida tiiriine ve
kullanilan isleme yonteminin tlriine bagh olarak fitat1 bir dereceye kadar
azaltabilir. Bircok durumda, fitat rediiksiyonu tam degildir ve bu nedenle bazi
fitatlar tipik olarak islenmis gidada kalir. Bu nedenle, tek basina gida isleme fitatin
olas1 olumsuz etkilerini dnleyemez. Monogastrik beslenmede fitat azalmasi i¢in
eksojen enzimlerin kullanimi son zamanlarda gozden gecirilmis ve fitat azaltma

amaciyla termostabil fitazlarin gelistirilmesi onerilmistir (Bedford, 2000).

2.2.1 Mineral Alim Uzerine Fitatin Etkisi

Diyetle alinan fitat, ¢6ziinmeyen bir fitat mineral kompleksi olusturmakta ve bu
komplekslerin  gastrointestinal sistem tarafindan kolayca emilememesi
minerallerin biyolojik olarak kullanilabilirligini azaltmaktadir. Ayrica ince
bagirsakta fitat parcalayici enzim bulunmadigindan ve sindirim sisteminin st
kismindaki mikrobiyal popiilasyon sinirli oldugundan dolayr fitat-mineral
kompleksi, insan bagirsaginda kismi olarak hidrolize edilebilmektedir (Igbal vd.,
1994). Fitik asit alt1 glicli ayrismis protona (pKs 1,1 ila 2,1) ve alt1 zayif ayrismis
protona (pKs 4,6 ila 10,0) sahiptir. Mineraller tizerindeki etki, fitat mineral (M) veya
peptit-mineral-fitat komplekslerinin olusumu ile gozlenir. Fitat, iki ve ti¢ degerlikli
katyonlarla ¢ok ¢esitli coziinmeyen tuzlar olusturur. Genellikle, Zn2+, Ca2*, Mg2+ gibi
iki degerlikli katyonlar ¢oziinmez penta ve heksa ikameli tuzlar olusturur. Bu
komplekslerin ¢oziinmezligi, fitik asit bakimindan yiiksek diyetlerde minerallerin
biyoyararliliginin azaltilmasinin ana nedeni olarak kabul edilir. Kompleks, peptit
icerdiginde, proteinlerin biyoyararliligi ve enzimatik aktivite de azalmaktadir

(Heaney vd., 1990).

Harland ve Oberleas (1987) ortalama 200 gidadaki fitat oranlarini degerlendirmis
ve mineral emilimi {lizerine fitatin inhibitor etkisinin doza bagh oldugunu

belirtmislerdir. Cok diisiik fitat konsantrasyonlarinda dahi demir emilimi olumsuz
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etkilenir. C)rnegin, fitat : demir oranm 0,2 : 1,0 gibi diisiik oldugunda bile, fitat hala
glclu bir inhibe edici etki sergiler (Hallberg vd., 1989; Hurrell vd., 1992). Kalsiyum
emiliminde ise bu oran belirsizdir. Baz1 arastirmacilar fitat : kalsiyum molar orani
0,17’den diisiik olmasim énermektedirler (Umeta vd., 2005). Inositol fosfatlarin
kalsiyum emilimi tizerindeki olumsuz etkisinin, IP5 ve IP6 gibi yiliksek inositol
fosfatlarla sinirlh olup olmadigr halen bilinmemektedir (Gibson vd., 2010). Cinko
biyoyararliligl tlzerine diyetle alinan fitatin inhibe edici etkisi i¢in bir esik
bulunmamaktadir. Hambidge vd. (2004) fraksiyonel ¢inko emilimi ve fitat alimi
arasindaki etkiyi fitat:cinko molar oran1 7:1’den 37:1’e kadar genis bir aralikta
incelemis ve arasinda negatif etki oldugunu belirtmislerdir. Fitat varlhiginda
kalsiyumca zengin gidalarin tiiketilmesinin ¢inko alimini olumsuz etkiledigi ile ilgili
kanitlar vardir. Misir ekmegi ile kalsiyumca zengin tortilla ekmeklerinin fraksiyonel
cinko emilimi a¢isindan karsilastirildigr bir c¢alismada ¢inko emiliminin misir
ekmegi tliiketiminden sonra daha fazla oldugu belirtilmistir (Barnett vd., 2005).
Bununla birlikte, Uluslararasi Cinko Beslenme Danisma Grubu (IZiNCG), fitat:¢cinko
oraninin tek basina fitatin, cinko biyoyararhligi iizerinde olumsuz etkisi oldugu
yoniinde degerlendirilmesini 6nermektedir. Cogu diyette, hem kalsiyumun hem de
proteinin, emilen ¢inko yiizdesini tahmin etmek icin anlamh bir 6ngoéri giici
vermedigi sonucuna varmislardir. Sonug¢ olarak, Hotz ve Brown (2004) diyetleri,
fitat:cinko oranina gore iki kategoriye ayirmistir. Fitat:cinko molar orani>18
(6rnegin tahil temelli diyetler) olan diyetlerde, ¢inko absorbsiyonunun eriskin
erkek ve kadinlarda sirasiyla %18 ve %25 oldugu, buna karsin oranin 4-18
araliginda olan diyetlerde (6rnegin vejeteryan diyetlerde) %26 ve %34 oldugunu
belirtmislerdir. Hurrell (2004) ise eriskinlerde izotop ¢alismalarindan elde edilen
verilere dayanarak, fitat:cinko molar oram1 4 ila 8 arasindaki diyetlerde,
yetiskinlerde ¢inko emiliminin ~% 20 oraninda olmasi gerektigini rapor etmistir.
Fakat bu emilim tahminlerinin, bebeklerin ve kii¢ciik cocuklarin diyetlerine

uygulanabilir olup olmadigi kesin degildir (Gibson vd., 2010).

Farkli minerallerin fitik aside baglanma kuvvetleri biiyiik farkliliklar gosterir.
Selasyon kuvveti, periyodik cetvelde alkalin toprak metallerinden agir metallere
gecerken mineralin atom sayisiyla artmaktadir. Vohra vd. (1965) tekli katyonlarin
varlhiginda serbest asit olarak fitatin titrasyon kurvesini kullanarak katyonlarla fitat

komplekslerinin Cu2+>Zn2*>Co2+*>Mn2*>Fe3+>CaZ* kuvvet sirasina gore katyonlarla
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kompleksler olusturdugunu belirtmislerdir. Fitat-mineral komplekslerinin
stabilitesinin ~ ise = Zn2*>Cu2?*>Ni2*>Co2*>Mn?2+>Ca%*  seklinde  oldugunu
bildirmislerdir. Bu calismada fitattan en ¢ok etkilenen mineralin ¢inko oldugu
gorulmektedir. Orta Dogu’daki ¢inko eksikliginin sorumlusunun mayalandirilmamis
ekmeklerdeki hidrolize olmamis fitatlardan kaynaklandigl dusiintiilmektedir
(Weaver ve Kannan, 2002). Fitat kompleksleri ayrica diyetteki ¢esitli minerallerle
de dogrudan veya dolayli olarak etkilesime girerek biyoyararliliklarini
azaltmaktadirlar (Wise, 1983). Iki katyon, eszamanli olarak mevcut oldugunda, fitat
olusum miktar1 artmaktadir. Fitat ve kalsiyum varliginda, ¢6ziinmeyen
komplekslerin olusumu nedeniyle diger minerallerin emilimi baskilanir (Sandberg
vd, 1993). Ornegin kalsiyum fitat Zn'ye daha fazla c¢ekim gostererek alt
presipitasyonlar olusturur. Boylece diyetle alinan Zn’'nin yararhlhigin etkiledigi gibi
endojen Zn'nin de reabsorbsiyonunu diisiiriir. Bununla birlikte Zn-fitat bileseninde
Zn'nin fitata gore yiiksek molarda bulundugu durumlarda Ca?*, Zn2*'y1 fitat-
baglanma bdélgelerinden uzaklastirmakta ve ¢oziiniirligiini arttirabilmektedir.
Serbest Zn2+ miktar1 dogrudan Ca?* konsantrasyonuyla orantilidir. Ayrica, Mg2+'nin
Zn?*'nin fitat varliginda bilesik olusturmasini kuvvetlendirdigi gosterilmistir, ancak
Zn2* ¢6zlUnirligi tizerinde Ca2*'dan daha az belirgin bir etki yaptig1 gorilmiistir

(Wise, 1983).

insanlar tizerinde yapilan ¢caligmalar fitatin, demir emiliminde ¢ok giiclii bir inhibe
edici etkisi oldugunu gostermektedir (Brune vd., 1992). Ayrica fitatin Ca*2 emilimini
azalttig1 ancak bunun insanlarda Zn?* ve Fe*2/+3 emilimini azaltmasi kadar belirgin
olmadig belirlenmistir. Kolonda bulunan mikrobiyotanin fitati defosforilizasyon
etme yetenegine sahip olmas1 Ca*?un serbest kalmasina sebebiyet vermektedir
(Sandstrom vd., 1990). Fitatin Cu*?, Mn*? ve Mg*2 lizerindeki etkileri ile ilgili

calismalar oldukga sinirhidir (Lopez vd., 2002; Lonnerdal, 2002).

Komplekslerin kararliligi ve ¢coziintirligii pH degerine, ortamdaki katyona, fitat-
katyon molar oranina ve ¢ozeltideki diger bilesiklerin varligina baghdir (Oberleas,
1983). pH, fitatin ¢éziiniirligiini etkileyen en 6nemli faktérdiir (Cheryan vd., 1983).
Fitat kompleksleri diisik pH degerlerinde daha ¢6ziiniir formdadir (Torre vd.,,
1991). Ca?+, Cd?*, Zn2+ ve Cu?* tuzlarnn pH 4-5'ten diisiik pH’larda ¢6zliniir olma

egilimindedir, Mg-fitat ise pH 7.5'tan sonra asidik pH’larda ¢6zilinebilir duruma gelir
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(Nolan vd., 1987). Buna karsin demir-fitat kompleksinde iki bilesenin de esit molar
oldugu durumlarda kompleksin pH 1,0-3,5 araliginda ¢6ziinmez formda oldugu, pH
4'Un uzerinde de ¢oziinebilir duruma geldigi belirlenmistir (Kumar vd., 2010).
Bununla birlikte, kepekte bulunan fitat, gastrik pH'da (yaklasik olarak pH 2), Ca'nin
aslinda baglanmadigini ve bu bilesenin Ca iyonunun ¢oziiniirligiine katkida

bulunmadigini belirtmislerdir (Siener vd., 2001).

Fitatin bebeklerde ve kii¢iik cocuklarda demir, ¢inko ve kalsiyumun biyoyararlilig
tizerindeki etkisi tizerine ¢alismalar sinirlidir. Bu nedenle, yetiskin diyetleri i¢cin arzu
edilen fitat-mineral molar oranlarinin, bebeklerin ve kii¢iik ¢ocuklarin diyetleri icin
de uygun olup olmadig1 belirsizdir (Sheng vd., 2006). Benzer sekilde, ¢cocuklarin
yuksek fitat iceren bir diyetin bu minerallerin emilimindeki engelleyici etkisine
uyum saglama yetenegine sahip olup olmadiklar1 belirsizdir. Bagirsak cinko
emiliminin artmasiyla yetiskinlerin diisiik ¢inko ve fitat icerikli diyetlere adapte
olabilecegine dair bazi kanitlar vardir. Bununla birlikte, yiiksek fitath diyetlerle
kiyaslanabilir bir uyum goriilmemektedir (Hunt vd., 2008). Benzer durum demirde
de gorilmektedir. Demir emilimi yetiskinlerde ve cocuklarda yiiksek fitat iceren
diyetlerle diismektedir (Brune vd., 1989). Cinko ve demirin aksine, tahil bazh
gidalarin yiiksek fitat icerigi, bebeklik doneminde ve erken ¢ocukluk déneminde
kalsiyum durumu iizerinde 6nemli bir etkiye sahip olmamakla birlikte yiiksek
kalsiyum iceren gida alan bebeklerde kalsiyum emiliminin yiiksek (% 60) oldugu
bildirilmistir (Davidsson vd., 1996). Bunun yerine, kiigiik ¢ocuklar arasindaki
kalsiyum eksikliginin zayif emilimden ziyade diisiik alim nedeniyle olmasi

muhtemeldir (Hurrell, 2004).

2.2.2 Fitatin Protein Sindirilebilirligi Uzerine Etkisi

Fitat, hem asidik hem de alkali pH'da proteinlerle kompleksler olusturmaktadir. Bu
fitat-protein interaksiyonu, enzimatik aktiviteyi, protein ¢oziinirligliini ve
proteolitik sindirilebilirligi etkileyebilecek protein yapisindaki degisikliklerden
kaynaklanmaktadir. Protein-fitat komplekslerinin beslenmedeki 6nemi hala
arastirilmakla beraber in vitro calismalar fitat-protein etkilesimlerinin protein
sindirilebilirligini olumsuz yonde etkiledigine dair giiclii kanmitlar sunmaktadir
(Cheryan ve Rackis, 1980). In vitro calismalar fitat-protein komplekslerinin

proteolitik enzimler tarafindan parcalanamayacagini gostermistir (Kumar vd.,
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2010). Bununla beraber calismalarda pepsin, tripsin, kimotripsin (Deshpande ve
Damodaran, 1989; Inagawa, 1987; Singh ve Krikorian, 1982), lipaz (Knuckles, 1988)
ve amilaz (Deshpande ve Cheryan, 1984; Knuckles ve Betschart, 1987) gibi sindirim
enzimlerinin fitat tarafindan inhibe edildigi belirlenmistir (Kumar vd., 2010). Fakat
fitatin, proteinin besin degeri lizerindeki olumsuz etkisi, monogastrik hayvanlarla
yapilan ¢alismalarda acik¢a dogrulanamamustir (Sebastian vd., 1998). Inhibitér etki,
miyo -inositol fosfat konsantrasyonu ile artmaktadir. Fitat-protein etkilesimlerinin
spesifik olmayan yapisi, tripsin ve a-amilazin aktivitesi icin gerekli olan kalsiyum
iyonlarinin selasyonu veya bu enzimlerin substratlar ile etkilesimi nedeniyle bu

inhibisyonun gergeklesebildigi diisiiniilmektedir (Greiner ve Konietzny, 2006).

Fitatlar bitkinin proteini ile iliskilidir. Proteolize diren¢ gosteren bazi proteinlerle
gliclti bir kompleks olusturur. Proteinin in vitro sindirilebilirligi tizerine yapilan bir
calismada, faba fasulyesi, bezelye, tam bugday unu, protein konsantresi, protein
izolaty, laktalbiimin, kazein, serum alblimin ve zein 6rneklerinde oda sicakliginda bir
saat siireyle inkiibasyondan sonra 10 mg N iceren herhangi bir proteine, 10 mg'a
kadar fitik asit ilavesinin olumsuz etkileri olmustur. Bu ¢alisma, fitik asit: protein
etkilesimlerinin in vitro protein sindirilebilirligini olumsuz yonde etkiledigine dair

giiclii kanitlar sunmaktadir (Harland ve Morris, 1995).

2.2.3 Fitatin Karbonhidrat Kullanimi Uzerine Etkisi

insanlarda fitat alim ile kan sekeri tepkisi arasinda negatif bir iliski belirlenmistir
(Lee vd., 2006). Bunun nedeninin, fitatin, karbonhidratlar ile kompleksler
olusturmasina baglanmaktadir. Fitatlar karbonhidratlarla kompleks olusturarak
cozinirliklerinin azalmasina ve glikozun sindirilebilirligini ve emilimini olumsuz
yonde etkilemesine sebep olmaktadir. Fitat, nisasta ile hidrojen baglar1 yoluyla
dogrudan ya da nisasta ile bagl olan proteinler araciligiyla dolayli olarak
baglanabilmektedir (Rickard ve Thompson, 1997). Ayrica, kan sekeri tepkisindeki
azalma, diisiik glisemik indeks, diyabet hastalarina kan glikozunu kontrol etmede
yardimci olabilir (Thompson vd, 1987; Yoon vd., 1983). Bu nedenle, fitat
bakimindan zengin yiyeceklerin bati toplumunda yaygin olarak goriilen ve
beslenmeye bagl hastaliklardan biri olan diabetes mellitusun Onlenmesi ve
yonetiminde biiyiik bir besinsel 6neme sahip oldugu diisiintilmektedir (Greiner ve

Konietzny, 2006). Ayrica fitatin, Ca?* iyonu ile kompleks olusturarak amilaz
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aktivitesini inhibe ettigi ileri siirtilmektedir (Selle vd., 2000). Thompson vd. (1987)
defitasyona tabi tutulan fasulye unu tiiketiminin insanlarda glisemik indeks artisina
sebebiyet verdigini bildirmislerdir. Ayrica yapilan bir ¢alismada sodyum fitat ile
kompleks olusturmus bugday ve fasulye nisastasina sodyum fitat eklenmis ve insan
tiikurigu tizerinde inkilibe ederek nisasta hidrolizini incelenmis, nisasta hidrolizinin

azaldig belirtilmistir (Thompson vd., 1987; Yoon vd., 1983).

2.2.4 Fitik Asit Parcalanmasi

Fitat degredasyonu, gida prosesi sirasinda ve gastrointestinal kanalda meydana
gelmektedir (Sandberg, 2001). Cesitli gida isleme ve hazirlama teknikleri ve ayrica
eksojen enzimlerin eklenmesi, gidalardaki fitat miktarini azaltmak i¢in uygulanan
yontemlerdir (Kumar vd., 2010). Fitat degradasyonu fosfatin inositol halkasindan
uzaklasmasiyla meydana gelirr Bu durum mineral baglama giiciini
zayiflatacagindan ve kompleksin ¢6zlnirliigiinii  arttiracagindan  dolay1
minerallerin biyoyararliigini arttirmaktadir. Islanma, ¢imlenme, malt olusumu ve
fermentasyon gibi biyolojik gida proses asamalar1 sirasindaki fitatin hidolizi,
bitkilerde ve mikroorganizmalarda dogal olarak bulunan fitaz aktivitesinin bir

sonucu olarak gerceklesir (Sandberg, 2001).
2.2.4.1 Fitatlarin Enzimatik Degredasyonu

Fitazlar (miyo-inositol heksafosfat fosfohidrolaz, EC 3.1.3.8 ve EC 3.1.3.26)
bitkilerde, mikroorganizmalarda ve hayvansal dokularda bulunmaktadir. Fitat1 ve
ayni zamanda diisiik inositol fosfatlar ya da niikleotidler gibi diger organik fosfatlari
farklh afinite ve etkinlikleri ile hidrolize ederler (Schlemmer vd., 2009). Fosfat
gruplarinin asamali olarak parcalanmasi, diistik fosforilize edilmis inositol fosfat ve
inorganik fosfat olusumuna yol acar, reaksiyon miyo-inositol olusumuna kadar
devam eder. Farkl fitazlarin fitattan fosfat gruplarini hidrolize etme yolu da farkh
olmaktadir. Bu durum da farkli inositol pentafosfat izomerleri olusumuna sebebiyet
vermektedir (Konietzny ve Greiner, 2002; Sandberg, 1991; Schlemmer vd., 2009).
3-fitaz (EC 3.1.3.8) ve 6-fitaz (EC 3.1.3.26) olmak iizere siiflandirilmis iki tiir fitaz
vardir. Isimlendirme ilk hidrolize edilen fitat fosforester baginin pozisyonuna gére
yapilmistir (Persson vd., 1991; Quan vd., 2004). 3-fitaz mikroorganizma kaynakl
iken 6-fitaz bitki kaynaklidir (Wodzinski ve Ullah, 1996). Fakat Escherichia coli'nin
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6-fitaz ve soya fitazlarinin 3-fitaz olmasi gibi istisnalar da bulunmaktadir. Baskin
olan inositol fosfatin, kademeli inositol fosfat bozulmasinin herhangi bir asamasinda
olustugu gorillmektedir ve hidroliz orani, fosforilasyon derecesi ile azalmaktadir

(Konietzny ve Greiner, 2002; Sandberg, 1991; Schlemmer vd., 2009).

Tahillarda fitaz icin optimum sicaklik 45°C'dir, yaklasik 55°C'ye kadar stabil sekilde
calisir, optimum pH ise 5,0-5,6' arasindadir (Wodzinski ve Ullah, 1996). Kiifler
tarafindan tretilen fitazlarda 2,5 ve 5,0 olmak iizere genellikle iki optimum pH
vardir (Konietzny ve Greiner, 2002; Simon ve Igbasan, 2002; Ullah ve Gibson, 1987).
Bu fitazlarda en uygun sicaklik ise 58°C olmakla beraber 68°C’'nin iizerindeki
sicakliklarda aktivite gostermezler. Bacillus subtilis’in trettigi gibi bakteriyel
fitazlarda optimum pH, 7,0’den 7,5’e kadar degisiklik gostermektedir ve bir ¢cogu icin
aktivite gosterdigi en uygun sicaklik yaklasik 50°C’dir (Schlemmer vd., 2009).

Cok sayida bitkisel kaynaktan fitaz enzimi izole edilerek karakterizasyonu
saglanmistir. Ozellikle tohumlarda yiiksek fitaz aktivitesine rastlanmistir (Greiner
ve Egli, 2003). Aktivite daha ¢ok aleuron dokularinda belirlenmis, fakat az diizeyde
de olsa endosperm ve skutellumda da tespit edilmistir. islenmemis tahillarda fitaz
aktivitesi cok degisken diizeylerde aktivite gostermekle beraber en yiiksek
cavdarda, en dusik diizeyde ise bugday, yulaf, kavuzlu bugday ve misirda
bulunmustur (Greiner ve Konietzny, 2006). Fitaz aktivitesi ayrica hasat zamanina ve
ekim cesidine gore degismektedir (Steiner vd., 2007). Islenmemis yulaf, bugday ile
benzer fitaz aktivitesi gosterir (Frglich vd., 1988), ancak yulaf lipidinde ransiditeyi
onlemek icin uygulanan 1s1l islemden dolayy, yulaf fitazlar1 biiyiik 6l¢iide inaktive
olmaktadir (Bartnik ve Szafranska, 1987). Gidalardaki bitkisel ya da mikrobiyal
fitazlar, gidalardaki fitat icerigini diisiirmek ve dolayisiyla minerallerin ve iz
elementlerin biyoyararliligini arttirmak icin gida prosesi sirasinda yaygin olarak

kullanilmaktadir (Schlemmer vd., 2009).
2.2.4.2 Gida isleme Sirasinda Fitatin Enzimatik Degradasyonu

Fitat hidrolizi, gida hazirlama ve lretimi sirasinda hem bitkilerde dogal olarak
bulunan fitazlardan hem de maya ve diger mikroorganizmalarin fitaz aktiviteleriyle
olmaktadir. Tahil ve baklagillerin dogal enzimlerinin yaninda aktivitenin artmasini
saglayan biyolojik proses teknikleri yumusatma, c¢imlendirme, pisirme ve

fermentasyondur. Malt yapimi sirasindaki cimlendirme asamasi sirasinda enzimler
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sentezlenmekte veya aktive edilmektedir. Fermentasyon prosesinde olusan organik
asitler sonucunda ortamin pH’si tahillardaki fitaz aktivitesi icin uygun duruma
gelmektedir. Fermentasyonda starter kiiltiir olarak kullanilan mikroorganizmalarin
ayrica fitaz aktiviteleri bulunmakla beraber gida prosesleri sirasinda fitaz
preparatlar1 da eklenebilmektedir. Fitat degradasyonuyla mineral biyoyararhligini
arttirmaya yonelik gida prosesini optimize etmek i¢in fitazlarin optimal kosullarinin
bilinmesi gereklidir. Farkl bitki tiirlerinin fitaz aktivitileri i¢in optimum kosullar da
farklilik gostermektedir (Sandberg, 2001). Cesitli ¢calismalarda tahillarin (Greiner
vd., 2000; Greiner ve Alminger, 1999; Nakano vd. 1999; Konietzny vd., 1994;
Hayakawa vd., 1989), baklagillerin (Greiner, 2002; Greiner vd., 2001; Houde vd,,
1990; Gibson ve Ullah, 1988; Mandal vd., 1972) ve fermentasyonda kullanilan
mikroorganizmalarin (Sumengen vd., 2013; De Angelis vd., 2003; Nayini, 1984) fitaz
enzimleri saflastirilarak o6zellikleri ¢alisilmistir. Bununla birlikte, saflastirilmis bir
enzimin ozellikleri, bir gida matrisindeki ayn1 enzimin 6zellikleri ile ayn1 degildir

(Greiner ve Konietzny, 2006).
e Islatma

[slatma genellikle baklagil ve tahil tohumlarinin islenmesini kolaylastirmak icin 6n
islem olarak kullanilir. Buislem 15-20 dakikalik kisa prosesler seklinde yapilabildigi
gibi 12-16 saatlik prosesler seklinde de uygulanabilmektedir. Evlerde, tahillar ve
baklagiller oda sicaklifinda gece boyunca suya batirilir. Fitat suda ¢6zlnir
oldugundan dolay1 1slatma suyunun atilmasiyla o6nemli bir fitat azalmasi
gerceklestirilebilmektedir. Bununla birlikte endojen fitazlarin etkisi fitat azalmasina
katkida bulunmaktadir. Proses sirasinda uygulanan sicaklik ve pH'nin, enzimatik
fitat hidrolizinde onemli bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Greiner ve
Konietzny, 1999; Greiner ve Konietzny, 1998; Fredlund vd., 1997). Sicaklik 45-65°C
araliginda ve pH 5,0-6,0 araliginda gerceklestirilirse bitksel fitazlar i¢cin optimum
kosullar gerceklestirilmis olup fitatlarin 6nemli bir diizeyde (26-100 %) enzimatik
hidrolizi ger¢ceklesmis olur (Greiner ve Konietzny, 1999; Fredlund vd., 1997).

e Pisirme

Fitatlar sicakliga dayanikli bilesenler olmasi sebebiyle pisirme sirasinda onemli
diizeyde fitat yikiminin olmasi beklenmemektedir. Bu nedenle pisirme sirasindaki

onemli diizeyde fitat defosforilizasyonu pisirme suyunun atilmasiyla ya da
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pisirmenin erken zamanlarindaki bitki fitazlarinin faaliyetiyle gerceklesir (Greiner
ve Konietzny, 1998). Uzun siire yliksek sicaklik uygulamalar1 endojen enzimlerin
kademeli olarak etkisizlesmesine neden olur. Bu nedenle, 1s1l isleme dayanikh
fitazlara sahip bitkilerin kullanilmasi veya aymi 0Ozellikteki eksojen fitazlarin
eklenmesi pisirme sirasinda fitat fosforilasyonunu iyilestirmek i¢in 6nerilmektedir.

(Kumar vd., 2010; Greiner ve Konietzny, 2006)
e Cimlenme

Cimlenme, baklagillerde ve tahillarda, 6zellikle fitat ve proteaz inhibitorleri gibi bazi
anti-besinsel maddelerin par¢alanmasiyla besin degerini ve lezzetini arttirmak icin
yaygin olarak kullanilan bir islemdir. Baz1 bugday tirleri, cavdar ve arpa harig
cimlenmemis baklagil ve tahillarda az dizeyde fitaz aktivitesi gérulmiustir (Egli vd.,
2002; Steiner vd., 2007; Viveros vd., 2000). Fakat ¢imlenme sirasinda 6nemli
diizeyde fitat diizeyinde diisme meydana geldigi belirlenmistir (Greiner vd., 2001;
Greiner, 2002; Vidal-Valverde vd., 1998). Bitki tohumlari ¢cimlenme sirasinda fitati
inorganik fosfat kaynagi olarak kullanmaktadir. Mineral diizeyinde ciddi bir artisa
neden olan fitat seviyesi, 6 ila 10 giinliik cimlenmeden sonra elde edilebilmektedir.
Cimlenme yoluyla mineral biyoyararliligini arttirmak i¢in uzun siire gerektiginden,
bu yaklasimin gida iiretimi igin ekonomik bir endiistriyel yontem olarak

gorilmemektedir (Greiner ve Konietzny, 2006).
¢ Fermentasyon ve Ekmek Yapimi

Fermentasyon raf omriiniin uzatilmasi, gida giivenliginin arttirilmasi, aroma
gelisimi, besinsel iceriginin  zenginlesmesi, anti-besinsel bilesenlerin
uzaklastirilmasi ve saglig1 desteklemesi gibi istenen karakteristiklere ulasmak icin
gidanin ve bilesenlerinin ¢cok ¢esitli mikrobiyal ve enzimatik islemden ge¢mesini
kapsamaktadir. Bir¢ok tahil, baklagil ve sebze ile ¢ok c¢esitli fermente {iriinler
tretilmektedir. Fermentasyonlarda kullanilan mikroorganizmalar, fermente edilen
tahil ya da baklagillerde dogal olarak bulunmakta veya starter kiiltiir olarak 6zel
tasarlanmaktadir. Mikroorganizma tiirii, kullanilan fermentasyon kosullar1 ve
hammaddede bulunan baslangi¢ fitat diizeyi fitatin par¢alanma derecesini énemli
olciide etkiler. Baslica fermentasyonda aktif rol oynayan mikroorganizmalar laktik
asit bakterileri, mayalar ve kiiflerdir. Fitatin par¢alanmasi ekmek yapimi sirasinda

uretilen ekmek tirtine bagh olarak dretimin farkli asamalarinda
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gerceklesebilmektedir. Hamurun pH degerini, endojen tahil fitazlarinin aktivitesi
icin daha elverisli bir seviyeye dlslirmek, fermentasyon sirasinda
mikroorganizmalarin fitat hidrolizine katkisini da saglamaktadir (Greiner ve
Konietzny, 2006). Mikrobiyal enzimlerin verimliligi, fermentasyon sirasinda fitati
uzaklastirmanin oranini ve derecesine etki eder. Bircok calisma, fermentasyon
sirasinda fitat hidrolizinin, minerallerin (kalsiyum, magnezyum, bakir, ¢inko ve
demir) biyoyararliligini 6nemli 6l¢iide arttirdigini géstermektedir. Fitat hidrolizi,
ekmek yapiminin farkl asamalarinda goriilebilmektedir ve ekmek tiiriine baghdir.

Fitat hidrolizini 6nemli 6l¢lide etkileyen faktorlerden bazilar: sunlardir:
1. Un ¢esidi, ekstraksiyon orani

2. Maya miktari ve tiiri

3. Hamur pH’sy, su icerigi, fermentasyon siiresi

4. Pisirme kosullar1; kabarma siiresi ve sicaklik

5. Katki maddeleri; kalsiyum ve magnezyum tuzlari, sodyum bikarbonat

Mikroorganizmalarin fitat1 hidrolize etme kaabiliyetleri yeterli diizeyde
arastirlmamistir (Reddy vd., 1989; Lopez vd., 2000). Hangi mikroorganizmanin
fermente triinlerde en etkili ve ekonomik dilizeyde fitaz {trettigi heniiz
bilinmemektedir. Bu tiir mikrobiyal fitazlarin molekiiler diizeyde anlasilabilmesi,
fermentasyona gerek olmadan belirli bir gidadan fitatin uzaklastirilmasini
etkileyebilecek yontemlerin gelistirilmesine yardimci olabilir. Tahillar ve baklagiller
tiiketilmeden once pisirildigi veya ekstriizyon isleminde oldugu gibi farkh ytiksek
sicakliklara maruz Kkaldigi goéz ontine alindiginda 100°C veya daha yilksek
sicakliklara dayanabilen termostabil bir enzimin tanimlanmasi ve gelistirilmesi bu

konuda 6zellikle faydali olabilir (Sathe ve Venkatachalam, 2001).
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3

MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Calismada kullanilan laktik asit bakterileri, istanbul’da endiistriyel olarak faaliyet
gosteren bes isletmeden alinan eksi hamur 6rneginden ve laboratuvar kosullarinda
uretilen iki eksi hamur orneginden izole edilmistir. Maya izolatlarnn ise
TAGEM/13/Ar-GE/4 ve TUBITAK 5150003 nolu projeler kapsaminda Ttrkiye’'nin
cesitli bolgelerinden alinan eksi hamurlardan elde edilenlerden kullanilmis,
bununla birlikte laboratuvarda tretilen iki eksi hamur orneginden de izole
edilmistir. Istanbul’dan bes isletmeden alinan eksi hamur érnekleri ST1, ST2, ST3,
ST4 ve ST5 olarak kodlanmis, laboratuvar tretimi eksi hamurlar ise LB1 ve LB2
olarak kodlanmistir. Projeler kapsaminda toplanan 6rnek kodlar1 ve toplanan
bolgeler Tablo 3.1’de verilmistir. Ekmek iiretiminde kullanilan %72,57
karbonhidrat, %13,7 protein, %1,87 yag ve %1,2 kiil iceren tam bugday unu (Erisler
Gida San. ve Tic. A.S., Istanbul) temin edilmistir. Iyotlu tuz ve icme suyu lokal

marketlerden alinmistir.

Tablo 3.1 Eksi hamur kodlari ve toplanan bélgeler

Eksi Hamur Alinan Bolge Eksi Hamur Alinan Bolge

Kodlar Kodlar:

SB Safranbolu VK-6 Ege

AK-3 Trabzon 39LM Kirklareli
AK-4 Trabzon 39CM Kirklareli
AK-5 Trabzon 37KM Kastamonu
L-1 Trabzon 61TM Trabzon
SP-1 [sparta 78SM Karabiik
SP-2 I[sparta 78STM Karabiik
VK-1 Ege 5901 Tekirdag
VK-3 Ege 0301 Afyon
VK-5 Ege 0302BM Afyon
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3.2 Yontem

3.2.1 Laktik Asit Bakterileri ve Maya Izolasyonlar: I¢in Eksi Hamur Uretimi

Laktik asit bakterileri ve maya izolasyonu gerceklestirmek tizere iki farkh eksi
hamur laboratuvar kosullarinda tretilmistir. Bir hamur %100 bugday unu, diger
hamur ise %75 bugday unu, %25 nohut unundan hazirlanarak elde edilmistir.
Hamur verimi 160 olacak sekilde hazirlanmis ve %80 nisbi nemde 30°C’'de
fermentasyona birakilmistir. Hamur verimi sabit tutularak t¢ giin siireyle hamur

beslenmmistir.

3.2.2 Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Toplanan ve tretilen eksi hamurlardan 10 g alinip 90 mL steril peptonlu su ile
homojenize edildikten sonra seri diliisyonlar hazirlanmistir. Bu diliisyonlardan
MRS agara (de Man, Rogosa and Sharpe, Merck, Almanya) ekim yapilmis ve 37°C'de
48 saat inkiibasyona birakilmistir. Atipik olarak goriinen laktik asit bakterileri
tekrar ayn1 agara cizilerek koloniler tek koloni ¢izme ydntemi ile saflastirlmustir. iki
defa bu islem tekrar edildikten sonra saf laktik asit bakterisi izolatlar1 MRS broth’a
alinmis 37°C’de 24 saatlik inkiibasyondan sonra sivi besiyerlerinden 1 mL alinarak
10.000 rpm 4°C’de santrifiij edilmistir. Supernatant1 atilip pellet iizerine 100 pL

gliserol eklenerek -80°C’de izolatlar kullanilincaya kadar muhafaza edilmistir.

3.2.3 Maya izolasyonu

Hazirlanan seri diliisyonlardan yayma yontemi kullanilarak Dichloran Rose Bengal
Chloramphenicol Agara (DRBC, Merck, Almanya) ve Saboraud Dextrose Agar’a
(Merck, Almanya) ekim yapilmis ve 30°C’'de 72 saat inkiibasyona birakilmistir.
Atipik goriilen mayalar ayn1 agarlar lzerinde tek koloni diisiirme yontemi ile
cizilerek saflastirilmistir. Ayni islem iki defa gerceklestirildikten sonra saf maya
izolatlar1 Saboraud Dextrose Borth’a (Merck, Almanya) alinmis ve 30°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi siv1 besiyerlerinden 1 mL alinarak
10.000 rpm 4°C’de santrifiij edilmistir. Supernatanti atilip pellet {izerine 100 pL

gliserol eklenerek -80°C’de izolatlar kullanilincaya kadar muhafaza edilmistir.
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3.2.4 Laktik Asit Bakterilerinin ve Mayalarin Kat1 Besiyeri Uzerinde Fitaz

Aktivitesinin Tespiti

Elde edilen suslarin fitaz liretme yetenekleri fosfat kaynag1 olarak sodyum fitat
iceren sentetik fitaz tarama besiyerinde (Tablo 3.1) belirlenmistir. Izole edilen maya
ve LAB’ler nokta ekim yontemiyle ekilip 30°C’de 72 saat inkiibe edildikten sonra
seffaf zon olusumu gozlenmistir. Seffaf zon olusumu goriilen suslar fitaz pozitif
olarak, zon olusturmayan suslar da fitaz negatif olarak degerlendirilmistir.
inkiibasyondan sonra olusan seffaf zonun cap1 élgiilerek fitaz aktivitesi kalitatif
olarak belirlenmistir. Kolonilerin etrafinda olusan zonlarin fitaz iiretiminden mi
yoksa mikrobiyal asit liretiminden mi oldugunun anlasilmasi i¢in besiyerinin ytlizeyi
saf su ile yikanarak kolonilerin besiyerinden ayrilmasi saglanmistir. Daha sonra
petri kutusuna %?2’lik kobalt kloriir ¢ozeltisi eklenerek 5 dakika oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda c¢ozelti dékiilerek yerine taze hazirlanmis
esit hacimde %6,25’lik amonyum molibdat ¢6zeltisi ve %0,42’lik amonyum vanadat
cozeltisi karisimi eklenerek 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
inkiibasyondan sonra ¢ézelti dokiilmiis ve seffaf zonun varhig1 incelenmistir (Bae

vd., 1999).

Tablo 3.2 Sentetik fitaz tarama besiyeri

Besiyeri

Bilesimi g/L
D-glikoz 20
Sodyum fitat 4
Kalsiyum klortir 2
Amonyum nitrat 5
Potasyum kloriir 0,5
Magnezyum siilfat 0,5
Demir sitlfat 0,01
Mangan stlfat 0,01
Agar 15

3.2.5 Ekstraseliiler Fitaz Aktivitesi Tayini

Sentetik fitaz tarama kati besiyerinde zon olusumu belirlenmis maya izolatlari
Sabouraud dextrose broth’'ta (Merck, Almanya) 30°C’de 24 saat inkiibe edildikten
sonra %0,1 sodyum fitat (Sigma, ABD) iceren Sabouraud dextrose broth’a %2

oraninda transfer edilerek 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Sentetik fitaz
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tarama kat1 besiyerinde zon olusumu belirlenmis LAB izolatlar1 ise MRS broth’ta
37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildiktan sonra %0,1 Sodyum fitat ve % 0,2 glikoz
eklenen MRS borth’a %2 oraninda inokiile edilmis ve 30°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyondan sonra besiyerleri 4°C ve 9.000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Supernatanttan 250 pL alinarak 250 pL reaksiyon substratiyla
(0,1 mol/L sodium asetat-asetik asit cozeltisi icerisinde (2 mmol/L Na-fitat)
karistirilarak 50°C’de 15 dakika inkiibasyona birakilmistir. Reaksiyonu durdurmak
icin karisima 500 pL 10% (w/v) trikloroasetik asit (TCA) eklenmistir. Hazirlanan
ornekler 1 mL taze hazirlanan renklendirme ¢ozeltisiyle karistirilarak 10 dakika oda
sicakliginda bekletilmistir. Renklendirme ¢ozeltisi; %5,5°lik (v/v) siilfiirik asit
cozeltisi icerisinde %2,5’luk amonyum molibdat iceren ¢ozeltiden 4 hacim, 2,5%
(w/v) demir siilfat iceren ¢ozeltiden 1 hacim karistirilarak elde edilmistir. Santrifiij
isleminden sonra Orneklerin absorbansti 700 nm’de spektrofotometrede
Olcilmiustir (Raghavendra ve Halami, 2009). Fitaz aktivitesi, farkl
konsantrasyonlarda fosfor kullanilarak olusturulan kalibrasyon egrisi kullanilarak

belirlenmistir.

3.2.6 Kalibrasyon Grafiginin Hazirlanmasi

Kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi icin stok c¢ozeltiler Tablo 3.2’deki miktarlara
gore hazirlanmistir. 1 mL o6rnek c¢ozeltiler lizerine 1,5 mL yukarida belirtilen
renklendirme c¢ozeltisinden eklenmistir. Elde edilen karisim, spektrofotometrede

700 nm absorbansta ol¢iilmiistiir.

Tablo 3.3 Kalibrasyon egrisi i¢in hazirlanan stok ¢ozeltiler

Kor Ornek1 Ornek2 Ornek3 Ornek4 Ornek5 Ornek6

Saf su (mL) 5 4,75 45 4,25 4 3,75 3,5

Stok ¢ozelti (mL) 0 0,25 0,50 0,75 1 1,25 1,5
Hazirlanan ¢ozelti

derisimi (ug/mL) 2,5 5 7,5 10 12,5 15

Fosfor konsantrasyonuna (pg/mL) karst okunan absorbans degerleriyle

kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Tablo 3.2, kalibrasyon egrisi i¢cin hazirlanan
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stok ¢ozelti bilesimi ve seviyelerini gostermektedir. Hazirlanan bu ¢ozeltiler ile Sekil

3.1'de verilmis olan kalibrasyon egrisi olusturulmustur.

0,3 ; Kalibrasyon Grafigi
0,25 .
o ] ..o'.
QE 0,2 E ......
o oo
£ 0,15 ] Lo’
< Lo y =0,0117x + 0,0649
2 01 ] o’ R?=0,9973
K]
< ]
0,05 -
0 ] T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 3.1 Kalibrasyon grafigi

3.2.7 Fitaz Aktivitesi Gosteren LAB ve Mayalarin FT-IR ile Tanimlanmasi

Eksi hamur 6rneklerinden elde edilen maya izolatlar1 Sabaroud Dekstroz Agar (SDA,
Merck, Almanya)’da gelistirildikten sonra YGC agara (Merck, Almanya) ekilmis ve
30°C'de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. LAB izolatlar1 ise MRS agar’da
gelistirildikten sonra All Purpose Tween agar (APT, Merck, Almanya)’da anaerobik
olarak 34°C 24 saat inkiibe edilmistir.

Gelisen kolonilerden bir 6ze dolusu alinarak 100 pL steril saf su igerisinde
cozindurilmistir. Kizilotesi gegirgen ZnSe tasiyicisina (¢ap1 25 mm) ¢oéziindiiriilen
koloninin 25 pL ‘si yerlestirilerek 40°C de 45 dk kurutulmustur. Siire sonunda FT-
IR Spektrofotometre cihazinda 4000 - 500 cm! dalgaboyu araliginda kolonilerin
spektrum okumasi yapilmistir. FT-IR spektrumlari, HTS-XT mikroplaka okuyucu
modiile sahip FTIR spektrometresi (Bruker Tensor 27, Almanya) (Sekil 3.2)

kullanilarak elde edilmistir.

3.2.8 16S rDNA ve 26S rDNA Gen Analizi

izolatlarin DNA Ekstraksiyonu i¢in GF-1 niikelik asit ekstraksiyon kiti (Vivantis,
Malezya) kullanilmistir. Ekstraksiyon iretici firmanin protokoliine gore

gerceklestirilmistir. Mayalarda NL1, 5’-GCC ATA TCA ATA AGC GGA GGA AAA G-3’
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Sekil 3.2 FT-IR spektrofotometre cihazi

ve LS2, 5P-ATT CCC AAA CAA CTC GAC TC-3P primerleri kullanilmistir (Cocolin vd.,
2000). Dongii; 95°C 5 dk, 95°C 60 sn, 52°C de 45sn, 72°C 60sn, 72°C 7 dak
kosullarinda 30 déngu olarak gerceklestirilmistir. Laktik asit bakterilerinde ise
PEU7 (5-GCA AAC AGG ATT AGA TAC CC-3"), DG74 (5-AGG AGG TGA TCC AAC CGC
A-37) cifti kullanilmistir (Durak vd., 2006).95°C 5 dk, 94°C 15 sn, 52°C de 30sn, 72°C
2d, 72°C 5 dk (30 dongii) kosullar1 uygulanmistir. PCR cihaz1 (Applied Biosystems,
Verity, ABD) PCR iirlinline %1 lik jelde 120 V’ta 1,5 saat elektoroforez islemi
uygulandiktan sonra goriintii alinmistir (GelDoc-XR, Bio-Rad, Fransa) (Sekil 3.3). Jel
goruntisi alinan érneklerin DNA’lar saflastirilarak sekans analizine yollanmistir.
Dizi analizi sonuglari, BLAST (Basic Local Alingment Search Tool) programi
kullanilarak veritabanlar ile karsilastirilmis ve tarama sonucunda dizinin hangi
mikroorganizmaya ait oldugu benzerlik ytlizdesiyle belirlenmistir. Filogenetik
agaclarin olusturulmasinda MegAlign programi kullanilmis, Neighbor-Joining

metodunda bootstrap degeri 2.000 replikasyon olarak alinmistir.

Sekil 3.3 PCR analiz asamalari
(Sirasiyla amplifikasyon, elektroforez ve goriintii alma islemleri)
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3.2.9 Eksi Hamur Uretimi

En yiiksek fitaz aktivitesi gosteren HEB33 kodlu Lactobacillus brevis ve ELB78 kodlu
Lactobacillus plantarum ile TGM38 kodlu Saccharomyces cerevisiae suslari eksi
hamur tiretiminde kullanilmistir. U¢ hamurda da TGM38 Saccharomyces cerevisiae
kullanilmis, bir hamurda HEB33 Lactobacillus brevis, bir hamurda ELB78
Lactobacillus plantarum, bir hamurda da ikisinin karisimi seklinde kombinasyon
olusturulmustur. Bunun yaninda hi¢bir sus kullanilmadan spontan eksi hamur
uretimi  gerceklestirilerek  izole edilen suslarla yapilan hamurlarla
karsilastirilmistir. Buna gore -80°C’de stoklanan suslar oncelikle kati besiyerinde
(SDA ve MRS agar) cizme yontemi ile 24 saat siire ile aktiflestirilmis, ardindan
mayalar 5 mL SDB broth icerisinde, laktik asit bakterileri ise 5 mL MRS broth
besiyerinde 24 saat siire ile inkiibe edilmistir. Ardindan ikinci kez 50 mL siv1
besiyerlerine alinan kiltiirler 20 saat tekrar inkiibe edilmis ve hiicre pelletleri
+4°C’de santriflijlenerek yikama islemine tabi tutulmustur. Yikama islemi ic¢in
oncelikle %0,9’luk NaCl kullanilmis ardindan steril saf su ile yikama islemine tabi
tutulmustur. Sonrasinda tiim hiicre pelletleri alinmis ve 100 g tam bugday unu +120
g saf su karisimi icerisine alinmistir. Her bir kombinasyonla tiretilen eksi hamur
ornekleri 25°C, 30°C ve 35°C sicakliklarda %80 nisbi nemde 20 saat fermentasyona
tabi tutulmustur. Spontan fermentasyonda ise 100 g tam bugday unu, 120 g saf su
ile homojen karisim yapilarak 25°C, 30°C ve 35°C sicakliklarda %80 nisbi nemde 24
saat fermentasyona birakilmistir. Bu hamurdan 110 g alinarak 50 g un, 60 mL su ile

karistirilarak 24 saat siire ile yeniden fermente edilmistir.

3.2.10 Ekmek Uretimi

Hammadde olarak tam bugday unu, saf su, tuz ve hem kiiltiirler ile hazirlanan hem
de spontan fermentasyona tabi tutulan eksi hamur o6rnekleri kullanilmistir.
Farinograf analizi ile tespit edilen su (un miktari lizerinden, %60,3), tuz (un miktari
lizerinden %1,5), un ve eksi hamur yogurucu haznesine ilave edilmistir. On
karistirma (1 dk), yogurma (5 dk), 20 dk 6n fermentasyon, 3 saat ana fermentasyon,
(30°C, %80 nispi nem) ve alt sicaklik 195°C ve iist sicaklik 190°C olacak sekilde
pisirme asamalar1 uygulanmistir. Eksi hamurlar ekmek hamuru agirlig1 tizerinden

%30 olacak sekilde hamura ilave edilmistir.
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3.2.11 Eksi Hamurda pH Gelisimi ve Titrasyon Asitligi

10 g eksi hamur 6rnegi 90 mL saf su ile manyetik karistirici kullanilarak homojenize
edilmistir. Eksi hamurun pH'1 pH metre (Hanna, Almanya) kullanilarak él¢iilmusttir.
Titrasyon asitligi ise 0,1 N NaOH kullanilarak pH 8,5’e kadar titre edilerek

belirlenmistir. Sonuglar sarfiyat (mL) cinsinden verilmistir.

3.2.12 Eksi Hamurda LAB ve Maya Sayim

Maya ve laktik asit bakterilerinin (LAB) sayimi i¢in, 10 g hamur 90 mL steril pepton
suyu (1 g/L) ile homojenize edilmistir. Maya ve LAB’in sirasiyla SDA (Merck,
Almanya) ve MRS agar (Merck, Almanya) besiyerleri kullanilarak ekimleri yapilmis
mayalar i¢in 30°C’de LAB i¢in ise 37°C’de inkiibasyon yapilmistir. Mayalar i¢gin 48
saat LAB i¢in 24 saat sonunda sayimlar yapilmistir. Sayim islemleri eksi hamur
iretiminde fermentasyon oOncesi ve sonrast olarak iki asamada da

gerceklestirilmistir.

3.2.13 Ekmek Hamurunun Reolojik Ol¢iimleri

Hamur numunelerinin dinamik reolojik o6l¢iimleri stres ve sicaklik kontrollii
rotasyonel reometre (Antonpaar MCR 302, Avusturya) ile gerceklestirilmistir.
Oncelikle lineer viskoelastik bélgenin belirlenmesi icin amplitude sweep test
yapilmis ve %0,1 olarak bulunmustur. Freakans sweep test 25°C'de 0,628 ile 62,8
rad/s arasinda gerceklestirilmis elastik modiil (G'), viskoz modiil (G") ve kompleks

modiil (G*) belirlenmistir.

3.2.14 Spesifik Hacim Analizi

Uretilen ekmekler oda sicakhigina geldikten sonra agirlik (g) élgiimleri yapilmis ve
kolza tohumu ile yer degistirme esasina dayandirilarak hacim (mL) degerleri
belirlenmistir. Elde edilen hacim degerlerinin agirliga oranlanmasiyla spesifik

hacim (mL/g) degerleri bulunmustur.

3.2.15 Renk Olg¢iimii

Ekmek i¢ ve dis rengi, Hunter L, a ve b renk degerleri, renk tayin cihaz1 (CR-400

Konica Minolta, Japonya) ile belirlenmistir. Kaydedilen renk degerlerinden L,
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koyuluk (0-siyah) /parlaklik (100-beyaz), a degeri kirmiziya (+a)/yesile (-a) ve b

degeri de sariya(+b)/maviye (-b) calan degerler olarak ifade edilmistir.

3.2.16 Tekstir Profil Analizi

Ekmek oOrneklerinin tekstiirel 6zelliklerinin belirlenmesinde (TPA) her ekmek
numunesi, 1,25 mm kalinlikta dilimlenmis ve 5 kg yiik hiicresi ve 36 mm ¢aplh
silindirik sikistirma probu ile donatilmis doku analiz cihaz1 (SMS TA.XT2 Plus,
ingiltere) kullanilarak bir sikistirma testine tabi tutulmustur. Sertlik, esneklik,

yapiskanlik, sakizimsilik, cignenebilirlik, elastikiyet 6zellikleri saptanmistir.

3.2.17 Duyusal Analiz

Tam bugday ekmeklerinin kabuk dis rengi, i¢ renk, tat ve aroma, yabanci tat ve koku,
gozenek yapisi, tekstiir, cignenebilirlik ve genel durum kriterlerine gore duyusal
analizi yapilmistir. Eksi hamur ekmegi hakkinda fikri olan 12 panelist se¢ilmis ve
duyusal ozelliklerin belirlenmesinde 1 (Asir1 koti)) - 7 (Miikkemmel) arasinda

degerlendirme yapilmasi istenmistir.

3.2.18 Ekmek Orneklerinde Fitik Asit Tayini

Ekmek orneklerinin fitik asit oranlar1 high-performance liquid chromatography
(HPLC) ile belirlenmistir. HPLC ve mineral analizi 6ncesi ekmek oOrnekleri
dondurularak kurutulmus ve 6gilittilmiistir. Bu 6rneklerden 40 mg alinarak 24 saat
0,4 M, 1,6mL HCl ile ekstrakte edilmis ve 5.000 g’de 10 dakika santrifiij edilmistir
(Nielsen vd., 2007). Elde edilen supernatant 0,45 pm’lik filtreden gecirilerek HPLC
sistemine enjekte edilmistir. HPLC sisteminde PDA detektorii ve 4,6 x 250 mm ¢ap1
ve uzunlugundaki C18 kolonu (SunFire, Waters, ABD) kullanilmistir. Analiz akis hizi
1 mL/dk, kolon sicaklig1 40°C’de gergeklestirilmis ve mobil faz kullanilmistir. Fitik

asit 195nm’de belirlenmistir.

3.2.19 Mineral Madde Analizi

Dondurularak kurutulup 6giitiilmis ekmek 6rneklerinin mineral igerigi (Zn, Fe, Mg,
Ca and K) Shimadzu ICPE-9000 Plasma Atomic Emission Spectrometer cihaziyla
belirlenmistir. Her 6rnek 0,5 g teflon kaplara tartilmis ve tizerine 7 mL %65°’lik HNO3
ve 1 mL %35 (v/v)lik H202 eklenmistir. Mikrodalga firinda (Milestone SK10,
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Avusturya) yakma islemi yapildiktan sonra ¢ozelti 0,45 pm'’lik filtreden gecirilerek

sisteme verilmistir.

3.2.20 Real Time PCR ile Baz1 Mayalarin Gen Ekspresyonunun Incelenmesi
e Primer Tasarimi

PHO3 (Fitaz geni) geninin ekspresyonunun Real Time PCR’da (BioRad, CFX96,
Fransa) analizi i¢cin PHO3 genine 6zgl primer tasarimi Primer3 Input (version 0.4.0)
yazilimi kullanilarak gerceklestirilmistir. ACT1 geninin primer dizilimi Balaban vd.
(2016)'nin yaptig1 calismadan alinmistir. Calismada kullanilan primerlerin dizileri

Tablo 3.3’te verilmistir.

Tablo 3.4 Real Time PCR’da kullanilan primerler

Gen Adi ileri Primer Dizisi Geri Primer Dizisi

(5l_> 3!) (5l_> 3))
ACT1 (Kontrol) CTT TCAACG TTC CAG CCT TC TCA CCG GAA TCC AAA ACA AT
PHO3 GGT CCT GGC CGT ATG AGT AA ATT TTC GCC GCT AGT TCT GA

e RNA izolasyonu

Belirtilen suslar Sabouraud Dextrose Agar’da 30°C’de 48 saat inkiibe edilerek
aktiflestirildikten sonra Sabouraud Dextrose Broth’a alinmis ve 30°C'de 12 saat

inktibasyona birakilmistir.

inkiibe edilen 6rneklerden 2 mL alinarak RNase (Sigma) solusyonu ve ddHz0 ile
yikanmis havana alinmistir. Orneklerin iizerine siv1 azot eklenerek havaneli ile
déviilmiistiir. Uzerine 1 mL Trizol eklendikten sonra tekrar sivi azot ile érnek
muamele edilmistir. Elde edilen numuneler 2 mL’lik eppendorf tiiplere alinmis 10
dk, 12.000 rpm 4°C’de santrifiij edilmistir. 1 mL supernatant alinarak tizerine 200
uL kloroform eklenmis ve tekrar 10 dk 12.000 rpm 4°C’de santriflij edilmistir.
Supernatant alinarak iizerine 500 pL isopropanol eklenmis ve 10 dk oda sicakliginda
bekletilmistir. Tekrar 10 dk 12.000 rpm 4°C'de santrifiij edildikten sonra
stipernatant atilmistir. Kalan fazin tizerine 1000 pL %75'lik etil alkol eklenmis ve 5
dk 7.500 g’de santrifiij edilmistir. Supernatant tekrar dokiildiikten sonra kalan fazin
kurumasi i¢in 50°C’lik su banyosunda bekletilmistir. Kuruyan numunelerin iizerine

100 pL RNA free sudan eklenerek 50 °C’de 10 dk bekletilmistir. Elde edilen toplam
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RNA -80°C’de saklanmistir. Toplam RNA konsantrasyonlar1 ve saflik dereceleri
spektrofotometrede (Shimadzu Bio Spec-nano, Japonya) A260 nm’de 6l¢lilmiistiir

(Wang vd., 2006).
e c-DNA Sentezi

Toplam RNA’lardan cDNA sentezi, kit (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilarak
tretici talimatina gore gerceklestirilmistir. Daha 6nce 6l¢iilmiis olan total-RNA
konsantrasyon degerleri kullanilarak, cDNA sentezi 6ncesinde her bir 6rnegin RNA
konsantrasyonu 1 pg/ul’ye esitlenmistir. c-DNA sentezi sonrasinda tekrar

konsantrasyonlar spektrofotometrede 6l¢tiilmiistiir.
¢ Real Time Kosullari

PHO3 geninin ekspresyonu Real Time cihazi (BioRad, CFX96, Fransa) ile SYBR Green
QPCR Master Mix (Agilent Technologies, ABD) kiti kullanilarak belirlenmistir.
Kontrol geni (housekeeping gene) olarak, maya ¢alismalarinda siklikla tercih edilen,

beta-aktin (-actin, ACT1) geni kullanilmistir.

PHO3 geni i¢in; 95°C 10 dk’da 6n inkiibasyon yapildiktan sonra 45 dongi olarak
95°Cde 10 s, 57°C 30 s, 72°C 20 s amplifikasyon islemi uygulanmistir. Erime egrisi
ise sicaklik 65°C’den 95°C’ye ¢ikarilarak elde edilmistir.

ACT1 geni icin; 95°C 10 dk’da 6n inkiibasyon yapildiktan sonra 45 dongii olarak
95°Cde 10 s, 56°C 18 s, 72°C 30 s amplifikasyon islemi uygulanmistir. Erime egrisi
ise sicaklik 65°C’den 95°C’ye ¢ikarilarak elde edilmistir.

Her ornek icin reaksiyon ti¢ tekrarli olarak yapilmistir. Ekspresiyon diizeyi
karsilastimali esik dongiisii (Ct) metodu kullanilarak gerceklestirilmistir. Fitaz
aktivitesi tespit edilmeyen ticari Saccharomyces cerevisiae susu kontrol olarak

secilmistir.
o Istatistiksel Analiz

Elde edilen verilen analizi ve degerlendirilmesi icin JMP6 paket programi
kullanilmistir. Degerlendirilen parametrelere iki faktor varyans analizi uygulanmis

ve gruplar arasindaki farkliliklar a=0,05 manidarlik diizeyinde belirlenmistir.
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A

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Eksi Hamurlardan izole Edilen LAB ve Mayalar

Endistriyel olarak faaliyet gosteren isletmelerden ve laboratuvar kosullarinda
tiretilen eksi hamur 6rneklerinden ekim yapilmis, uygun diltisyonlardan morfolojik
farklik  goriilenlerden se¢cim yapilarak LAB ve maya izolasyonlari
gerceklestirilmistir. Secilen kolonilerden stok kiiltiirler hazirlanarak -80°C’de
analize kadar muhafaza edilmistir. Bu hamurlardan fitaz aktiviteleri belirlenmek
tzere toplamda doksan ti¢ LAB izolati, yirmi yedi maya izolati1 elde edilmistir.
Bununla birlikte elli alti maya izolati TAGEM/13/Ar-GE/4 ve TUBITAK 5150003
nolu projeler kapsaminda Tirkiye'nin cesitli bolgelerinden toplanan eksi
hamurlardan elde edilen mayalar kullanilmistir. Sekil 4.1 ve Sekil 4.2’de saflastirilan
LAB ve maya izolat orneklerinin koloni gortntiileri verilmistir. Eksi hamur
orneklerinden izole edilen LAB ve mayalarin tanimlama sonuglar1 bélim 4.4’de

verilmistir.

Sekil 4.2 Saflastirilan LAB izolat 6rnekleri
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4.2 Laktik Asit Bakterilerinin ve Mayalarin Kati Besiyeri Uzerinde
Fitaz Aktiviteleri

izole edilen laktik asit ve mayalarin fitaz aktivitesine sahip oldugunu belirlemek
amaciyla Na-fitatli besiyerine nokta ekim yapilmis ve zon olusturmasi gézlenmistir
(Sekil 4.3). Olusan =zonlarin fitaz aktivitesinden ya da asit iiretiminden
kaynaklandigin1 belirlemek amaciyla yikama yapilmistir. Bunun i¢in zon iceren
biitiin besiyerleri, ilizerindeki bakteri ya da maya kolonisi saf su iceren piset
yardimiyla uzaklastirildiktan sonra %2’lik kobalt Kklorit ¢ozeltisi ve esit hacimde
hazirlanmis %6,25’lik amonyum molibdat ve %0,42’'lik amonyum vanadat
cozeltileriyle muamele edilmistir. Yikama sonrasinda zonun kaybolup kaybolmadigi
gozlemlenmistir (Sekil 4.4). Zon olusumunun yikama sonrasinda kaybolmadig:
ornekler dogrudan fitaz pozitif LAB ya da maya olarak degerlendirilmistir. Bu
kapsamda 93 laktik asit bakterisi ve 83 maya izolatinin fitaz aktivite taramalari
yapilmigtir. incelenen laktik asit bakterilerinden 64 tanesinin, mayalardan ise 58

tanesinin fitaz pozitif oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.3 Fitaz tarama besiyerinde zon olusturan izolat 6rnekleri

Sekil 4.4 Fitaz tarama besiyerinde yikama sonrasi stabil kalan zon 6rnekleri
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4.3 Laktik Asit Bakterileri ve Maya izolatlarinin Spektrofotometrik

Ekstraseliiler Fitaz Aktiviteleri

Kat1 besiyerinde fitaz pozitif olarak belirlenen LAB ve maya izolatlarinin
spektrofotometrik ekstraseliiler fitaz aktiviteleri belirlenmistir. LAB ve maya
izolatlarina ait ekstraseliiler fitaz aktiviteleri sirasiyla Sekil 4.5'te ve Sekil 4.6’da
verilmistir. LAB izolatlarinin aktiviteleri 711,97 - 803,95 U/mL araliginda
degisirken, en yiiksek aktiviteyi HEB33 kodlu Lactobacillus brevis izolat1 (803,95
U/mL) gostermistir. Lactobacillus brevis HEB33't, 797,88 U/mL ile ELB78 kodlu
Lactobacillus plantarum takip etmistir. Bu iki sus sonrasinda eksi hamur tiretiminde
starter olarak kullanilmistir. Mayalarda ise ekstraseliiler fitaz aktivitesi 582,12 -
90,58 U/mL araliginda degismis, en yiiksek aktiviteyi TGM 38 kodlu Saccharomyces
cerevisiae izolat1 gostermistir. LAB izolatlar1 maya izolatlarina gore belirgin olarak

daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

Nuobariene vd. (2015) eksi hamurdan laktik asit bakterisi izole etmisler ve fitaz
aktif izolatlar1 tanmimlamislardir. Lactobacillus panis, Lactobacillus reuteri,
Lactobacillus fermentum ve Pediococcus pentosaceus tirlerini fitaz aktif olarak
belirlemisler, Lb. panis’i 140 U/mL ile en yiiksek aktivite gosteren izolat oldugunu
belirtmislerdir. Sumengen vd. (2013) salgamdan izole ettikleri laktik asit
bakterilerinin ekstraseltiler fitaz aktivitelerini incelemis ve en yiiksek aktivitenin
984,50 U/mL ile Lactobacillus plantarum’da oldugunu belirtmislerdir. Raghavendra
ve Halami (2009) farkli kaynaklardan izole ettigi LAB'lerin aktivitelerini incelemis
ve en yiksek aktivitenin Pediococcus pentosaceus’ta oldugunu bulmuslardir.
Nuobariene vd. (2012)'nin yaptig1 bir baska calismada eksi hamurdan izole ettikleri
mayalarin ekstraseliiler fitaz aktivitelerini incelemisler ve en yiiksek aktiviteyi S.
cerevisiae’da bulmakla beraber Candida humilis ve Pichia kudriavzevii'nin de yliksek
aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Caputo vd. (2015) eksi hamurlardan 60 maya
izolat1 elde etmisler ve en yiiksek ekstraseliiler fitaz aktivitesini Kluyveromyces

exigua ve Saccharomyces bayanus’da oldugunu belirlemislerdir.

Demirbas vd. (2017) ve Turk (2000) ekstraseliiler fitaz aktivitesinin susa bagh
olarak degistigini bildirmistir. Bu calismada da benzer sekilde tiirden ziyade sus

farkliliklarina bagh olarak aktivitenin degistigi goriilmtuistiir.
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izolatlar, alindig1 eksi hamur 6rnekleri iizerinden degerlendirildiginde en yiiksek
fitaz aktivitesine sahip laktik asit bakterileri olan HEB33, ST1 kodlu, ELB78 ise ST3
kodlu istanbul’dan alinan hamurdan izole edildigi goriilmiistiir. Maya izolatlarinda
en ylksek fitaz aktivitesine sahip olan TGM38, AK-4 kodlu Trabzon’dan alinan eksi
hamur 6rneginden izole edilmistir. Yiiksek fitaz aktivitesine sahip 39LM3, 39LM6,
39LM4 izolatlar1 39LM kodlu Kirklareli'nden alinan hamurdan elde edilmistir.
Bununla birlikte maya izolatlarinda diistik aktivite gosteren LABE kodlu izolatlar

laboratuvarda tiretilen hamurdan (LB1)alinan izolatlar oldugu gérilmiustiir.

Lactobacillus brevis HEB33 en yiiksek aktiviteyi (803,95 U/mL) gosterirken ELB32
kodlu L. brevis susu LAB’ler arasinda diisiik aktvite (725,58 U/mL) gostermistir.

Benzer olarak ELB78 kodlu Lactobacillus plantarum 797,88 U/mL ile yiiksek
aktiviteye sahipken ELB75 kodlu L. plantarum 736,25 U/mL ile diger LAB’lerle
karsilastirildiginda diisiik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Mayalar icin de
ayni durum gozlenmistir. TGM 38 kodlu Saccharomyces cerevisiae mayalar arasinda
en yuksek aktivitiye (582,12 U/mL) sahipken, LABE19M kodlu S. cerevisiae ise en
dustk aktiviteyi (90,58 U/mL) gostermistir.

4.4 izolatlarin Fourier Transform Infrared Spektroskopisi ile

Tanimlanmasi

Mikroorganizmalarin hizli ve dogru bir sekilde tanimlanabilmesi yoniinden bir
vibrasyonel teknik olan Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FT-IR), degerli
ve yararll bir hale gelmistir. Bu teknik kullanilarak pahali reaktiflerin veya
kimyasallarin kullanimi gerekmeksizin ekonomik bir sekilde, hizh ve ytlksek
dogrulukta sonuglar elde etmek miimkiindiir. Infrared spektroskopisinde temel
prensip olarak IR radyasyonu, incelenen hiicrenin komponentleri tarafindan
absorplanir ve hiicrenin tiim kimyasal yapisini yansitan, parmak izi niteligindeki bir
spektrum elde edilir. Diger teknikler ile kiyaslandiginda, gergeklestirilen
tanimlamanin gesitli faktorler ile sinirlh olmadig1 goriilmektedir. Elde edilen bir
infrared spektrumu ¢ok fazla miktarda bilgi icermektedir. Dolayisiyla, farkl tiirdeki
tanimlama problemlerinin ¢6ziilmesi yoniinden avantaj saglamaktadir (Wenning ve

Scherer, 2013).
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Sekil 4.5 LAB izolatlarina ait ekstraseliiler fitaz aktiviteleri (U/mL)
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Sekil 4.6 Maya izolatlarina ait ekstraseliiler fitaz aktiviteleri (U/mL)
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Tim FTIR spektrumlari, mikroplaka okuyucu module sahip HTS-XT modiiliine sahip
FTIR spektrometresi kullanilarak elde edilmistir. Numunelerin IR 15181n1 geciren,
ZnSe yiizey lizerine yerlestirilmesiyle olciimler gerceklestirilmistir. Olciimlerde
infrared spektrumunun 4000 cm?! ve 500 cm araligindaki verilerden
yararlanilmistir. Spektral ¢oziiniirliilk, 4 cm! degerindedir. Her bir infrared

spektrumu, 40 taramanin ortalamasi alinarak elde edilmistir.

Eksi hamur orneklerinden elde edilen bazi maya ve LAB izolatlarinin FTIR

spektrumlari Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de gosterilmistir.
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Sekil 4.7 Baz1 maya izolatlarinin FTIR spektrumlari
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Sekil 4.8 Baz1 LAB izolatlarinin FTIR spektrumlari
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Sekil 4.9 Maya izolatlarinin FT-IR ile yapilan siniflandirma analizi
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Sekil 4.10 LAB izolatlarinin FT-IR ile yapilan siniflandirma analizi
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Calisma kapsaminda elde edilen spektrumlara hiyerarsik kiimeleme analizi
yapilmistir. Bu kapsamda LAB’lerin siniflandirma islemi, spektrumun ¢ farkh
bolgesi secilerek yapilmistir. 1500-1200 cm! protein, yag ve fosfat bilesenlerini
iceren karisim  bolgesi; 1200-900cm-!  hiicre duvart iginde bulunan
karbonhidratlarin parmak izi benzeri absorbsiyon gruplarinin baskin oldugu
polisakkarit bolgesi; 900-700 cm! heniiz hiicresel bilesenlere veya fonksiyonel
gruplara atanmamis bazi spesifik spektral modelleri gosteren parmak izi bolgesidir

(Dziuba vd., 2007).

Mayalarin siniflandirma islemi de spektrumun ti¢ farkli bolgesi segilerek yapilmistir.
Bu bolgeler, 3036-2824 cm-! yag asidi bolgesi, 1350-1198 cm-1 protein, yag ve fosfat
bilesenini iceren karisim bolgesi ve 905-694 cm-! heniiz hiicresel bilesenlere veya
fonksiyonel gruplara atanmamis bazi spesifik spektral modelleri gosteren parmak
izi bolgesidir. Bu siniflandirma isleminde en spesifik ve tanimlayici siniflandirmanin
saglanabilmesi i¢cin mayalarda Ward’s algoritmas ve ikincil tiirev birlikteliginden,
LAB'lerde ise Ward'’s algoritmasi ve birincil tiirev birlikteliginden yararlanilmistir.
Bu analiz ile spektrumlar arasindaki benzerlik iliskisi, grafiksel olarak bir
dendrogram tizerinde gosterilmektedir. Elde edilen dendrogram sayesinde farkl
tirlere ait suslarin benzerlik iliskisine gore gruplandirilmasi miimkindir
(Kimmerle vd., 1998). Sekil 4.9’da eksi hamur 6rneklerinden izole edilen fitaz
pozitif mayalarin, Sekil 4.10’da ise fitaz pozitif LAB’lerin dendogrami goértlmektedir.
Dendogram 1iizerinden segilen 38 LAB, 24 maya izolat1 genotipik olarak

tanimlanmistir.

Dziuba vd. (2007) Lactobacillus tiirlerini FTIR'da siniflandirma analizine tabi
tutmus ve 1500-1200 cm ! karisim bolgesi, 1200-900cm-! polisakkarit bolgesi, 900-
700 cm! parmak izi bolgesinin birlikte kullaniminin ayirimda basarili oldugunu
belirtmistir. Bu c¢alisma kapsaminda gerceklestirilen sekans sonuclariyla FTIR
dendogrami karsilastirildiginda ayni basari elde edilememis, sekans sonucunda
belirlenen L. plantarum, L. brevis ve L. pentosus igin belirgin bir ayirim
yapilamamistir. Maya 6rneklerinde ise LAB'lere gore daha basarili bir siniflandirma
gerceklestirilmis, T. delbrueckii ve S. cerevisiae suslar1 basarili bir sekilde ayrilmistir,

Fakat TGM15 kodlu T. delbrueckii'yi S. cerevisiae gruplandirmasinin iginde
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gostermistir. Bununla birlikte daha once Pichia anomala olarak tanimlanan
Wickerhamomyces anomalus’u ve Pichia membranifaciens’i birbirine yakin iki tiir

olarak siniflandirmis, S.cerevisiae grubundan ayri olarak gruplandirmistir.

4.5 izolatlarin PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile Tanimlanmasi

LAB ve mayalarin FT-IR ile elde edilen siniflandirma analizi sonuglarina gore farkl
kollara ayrilan izolatlardan se¢im yapilarak LAB’ler icin 16S rDNA, mayalar icin 26S
rDNA dizi analizi PCR ile gerceklestirilmistir. Tanimlanmasi gergeklestirilen 38 adet
LAB’de Lactobacillus plantarum (10 izolat), Lactobacillus pentosus (10 izolat) ve
Lactobacillus brevis (18 izolat) olmak tizere lg¢ tiir belirlenmistir (Tablo 4.1).
Filogenetik agacta (Sekil 4.11) ise baslica iki ana grup goriilmektedir. Bunun sebebi
Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus pentosus’'un yiiksek diizeyde benzer
fenotiplere sahip olmasiyla birlikte genotipik olarak da birbirine ¢ok yakin iki sus
olmasidir (Torriani vd., 2001). Mayalarda ise iki ana grup (Saccharomyces cerevisiae
ve Torulaspora delbrueckii) olmakla birlikte Wickerhamomyces anomalus ve Pichia
membranifaciens olmak tizere iki ayr1 izolat da elde edilmistir (Tablo 4.2). Mayalara

ait filogenetik agac Sekil 4.12’de verilmistir.

Yapilan c¢alismalarda eksi hamur mikrobiyotasinda 20’den fazla maya tiru
bulunmustur. En sik karsilasilan maya tiirii ticari maya olmasindan kaynakl
Saccharomyces cerevisiae’dir (De Vuyst ve Neysens, 2005). Kazachstania exigua,
Candida humilis ve Pichia kudriavzevii diger karsilasilan maya tiirleridir (Garofalo
vd., 2008; lacumin vd., 2009). lacumin vd. (2009)'nin yaptig1 calismada Italya’nin
dort farkl firlnindan toplanan eksi hamurlarin her birinden 20 maya izolat1 elde
etmisler ve li¢ 6rnekten %100 Saccharomyces cerevisiae, bir 6rnekten ise %90
Candida  humilis ve %10 Candida  milleri'min  identifikasyonunu
gerceklestirmislerdir. Ayn1 ¢alismada baskin oranda Lactobacillus plantarum izole
edilmis, bununla birlikte Lactobacillus brevis, Pediococcus pentasaceus ve Weisella
cibaria izole etmislerdir. Zhang vd. (2011)'nin Cin’de yaptiklar: bir bagka ¢alismada
ise 28 eksi hamur Orneginde baskin maya tiiriiniin Saccharomyces cerevisiae
oldugunu, bununla birlikte 6rneklerden Torulaspora delbrueckii, Candida humilis ve
Pichia guilliermondii'nin de belirlendigi belirtilmistir. Zhang vd. (2011) ayni
zamanda eksi hamur orneklerinden laktik asit bakterilerini izole etmisler ve baskin

LAB izolatinin Lactobacillus plantarum oldugunu, onun yaninda Lactobacillus brevis,
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Lactobacillus rossiae, Lactobacillus mindensis tiirlerinin de oldugunu bildirmislerdir.
Avrupa menseili eksi hamurlarda ise siklikla izole edilen LAB Lactobacillus
sanfranciscensis’tir (Gobbetti ve Corsetti, 1997). Giil vd. (2005) Isparta ¢evresinde
14 eksi hamur 6rneginde Saccharomyces cerevisiae (27,0%), S. delbrueckii (2,7%),
Torulopsis holmii (10,8%) ve T. unisporus (2,7%) mayalarinin tanimlanmasini

gerceklestirmislerdir.

Tablo 4.1 Maya izolatlarinin sekans sonucu

izolat Kodu Sekans Sonucu
78STM4 Saccharomyces cerevisiae
LABE25M Saccharomyces cerevisiae
LABE33M Saccharomyces cerevisiae
78SM3 Saccharomyces cerevisiae
61TM3 Saccharomyces cerevisiae
TGM61 Saccharomyces cerevisiae
LABE42M Saccharomyces cerevisiae
LABE41M Saccharomyces cerevisiae
LABE39M Saccharomyces cerevisiae
LABE19M Saccharomyces cerevisiae
LABE16M Saccharomyces cerevisiae
TGM33 Saccharomyces cerevisiae
TGM38 Saccharomyces cerevisiae
TGM41 Saccharomyces cerevisiae
TGM10 Saccharomyces cerevisiae
TGM55 Saccharomyces cerevisiae
TGM22 Torulaspora delbrueckii
TGM24 Torulaspora delbrueckii
TGM26 Torulaspora delbrueckii
TGM15 Torulaspora delbrueckii
TGM20 Torulaspora delbrueckii
TGM19 Torulaspora delbrueckii
LABE10M Wickerhamomyces anomalus
5901M9 Pichia membranifaciens
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Tablo 4.2 Laktik asit bakterilerinin sekans sonucu

izolat Kodu Sekans Sonucu
ELB46 Lactobacillus plantarum
ELB75 Lactobacillus plantarum
ELB62 Lactobacillus plantarum
ELB96 Lactobacillus plantarum
ELB43 Lactobacillus plantarum
ELB90 Lactobacillus plantarum
ELB93 Lactobacillus plantarum
ELB85 Lactobacillus plantarum
ELB51 Lactobacillus plantarum
ELB78 Lactobacillus plantarum
ELB89 Lactobacillus pentosus
ELB37 Lactobacillus pentosus
ELB41 Lactobacillus pentosus
ELB52 Lactobacillus pentosus
ELB80 Lactobacillus pentosus
ELB58 Lactobacillus pentosus
ELB92 Lactobacillus pentosus
ELB86 Lactobacillus pentosus
ELB79 Lactobacillus pentosus
ELB60 Lactobacillus pentosus
HEB22 Lactobacillus brevis
ELB17 Lactobacillus brevis
HEB34 Lactobacillus brevis
HEB35 Lactobacillus brevis
HEB39 Lactobacillus brevis
HEB9 Lactobacillus brevis
ELB15 Lactobacillus brevis
HEB30 Lactobacillus brevis
HEB33 Lactobacillus brevis
ELB5 Lactobacillus brevis
ELB25 Lactobacillus brevis
HEB27 Lactobacillus brevis
ELB100 Lactobacillus brevis
ELB101 Lactobacillus brevis
ELB104 Lactobacillus brevis
ELB105 Lactobacillus brevis
ELB32 Lactobacillus brevis
ELB99 Lactobacillus brevis
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ELB46

ELB75
ELB89
ELB37
ELB41
ELB62
- ELBY6 i
ELB43 ’ Lactobacillus plantarum ‘
— ELB52 |
ELB90 "
" ELB80 >
B ELB93
: T ELBSS ‘ Lactobacillus pentosus ‘
= ELB92
B ELB85
. - ELB51
B ELB86
= ELB79
"""""""""""""""""""""""""" ELB78
ELB60
HEB22
ELB17
-~ HEB34
HEB35
1 - HEB39
-~ HEB9
ELB15
HEB30 (
EE&” - Lactobacillus brevis
ELB25
ELB27
ELB100
ELB101
ELB104
ELB105
""""""""""""""""" ELB32
59 . . ELB99 _
4 2 0
Nucleotide Substitution per 100 residues
Sekil 4.11 LAB izolatlarina ait filogenetik agag
r 785TM4
- LABEZ5M
- LABE33M
- T8SM3
- 61TM3
- TGMG1
- LABE42M
- LABE41IM L . a
. LABE39M Saccharomyces cerevisiae
- LABE19M
- LABE16M
TGM33
TGM38
TGM41
TGM10
TGMSS
TGM22 ‘
TGM24
TGM26 - [ Torulaspora delbrueckii ]
TGM15
TGM20
7 TGM19 —
LABE10M —= [ Wickerhamomyces anomalus ]
105 5901MO-__

18

16 14 12 10 8 8

Nucleotide Substitution per 100 residues

kY
[ Pichia membranifaciens ]

Sekil 4.12 Maya izolatlarina ait filogenetik agag
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4.6 Uretilen Eksi Hamur ve Ekmeklerin Ozellikleri

Spektrofotometrik fitaz aktivitesi tayinine gore en ytiksek fitaz aktivitesine sahip iki
laktik asit bakterisi (HEB33 Lactobacillus brevis ve ELB78 Lactobacillus plantarum)
ve bir maya (TGM38 Saccharomyces cerevisiae) segilerek ti¢ farkli starter
kombinasyonu olusturulmus ve bunlara ilaveten spontan eksi hamur tretimi
gerceklestirilmistir. Her ii¢c kombinasyonda TGM38 Saccharomyces cerevisisae
kullanilmistir. Tablo 4.3’te olusturulan kombinasyonlar ve ekmek kodlar:
gorilmektedir. EH 1 eksi hamuruna mayaya ek olarak HEB33 kodlu Lactobacillus
brevis, EH2 eksi hamuruna ELB78 kodlu Lactobacillus plantarum ve EH3 eksi
hamuruna ise her iki sus da eklenmistir. EH 4 eksi hamuru spontan olarak
Uretilmistir. Eksi hamur oOrnekleri farkli sicakliklarda (25°C, 30°C, 35°C)
fermentasyona birakilmis ve ekmek yapilarak fitik asit oraninin maksimum diizeyde

distirilmesi hedeflenmistir. Sekil 4.13’te iretilen eksi hamurlara ait 6rnekler

goriilmektedir.
Tablo 4.3 Ornek kodlar1 ve sus kombinasyonlari
Sicaklik Ornek Kodu Sus Kombinasyonu

EH1 HEB 33+TGM38

25oC EH2 ELB78+TGM38
EH3 HEB33+ELB78+TGM38
EH4 Spontan
EH1 HEB 33+TGM38

30°C EH2 ELB78+TGM38
EH3 HEB33+ELB78+TGM38
EH4 Spontan
EH1 HEB 33+TGM38

350C EH2 ELB78+TGM38
EH3 HEB33+ELB78+TGM38
EH4 Spontan

*HEB 33: Lactobacillus brevis, ELB78: Lactobacillus plantarum, TGM38: Saccharomyces
cerevisiae.
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4.6.1 Eksi Hamur Orneklerinin pH ve Toplam Titrasyon Asitligi (TTA)

Uretilen eksi hamur orneklerinde 0. ve 20. saatlerde pH olciilerek gelisimi
izlenmistir (Tablo 4.4). Fermentasyonun baslangicinda 6rneklerin pH ve TTA’lar1
benzerlik gostermekle beraber pH 6,26-6,47 araliginda, TTA ise 1,20-1,55 araliginda
oldugu belirlenmistir. 20.saat sonunda 6l¢tlilen pH degerleri 6nemli diizeyde diisiis
gostermis ve 6rneklerin pH degerleri 3,71-4,06 araliginda dl¢iilmiistiir. En diisiik pH
degeri 35°C’'de spontan olarak gerceklesen eksi hamurda gorilmiis ve istatistiki
diizeyde onemli bulunmustur (p<0,05). Tim sicakliklarda uygulanan kiiltiir
kombinasyonlar1 20 saat sonunda orneklerin pH’larini benzer diizeylerde
distirmistiir. pH agisindan sicaklik ve sus degisimi pH'da 6nemli bir farkliliga yol
acmamistir. TTA'nin 20. saat sonunda 30°C ve 35°C’de gerceklesen spontan
fermentasyonla {lretilen eksi hamurlarda o6nemli diizeyde yiiksek oldugu
belirlenmistir (p<0,05). Genel olarak 35°C’de tretilen tiim eksi hamurlarin TTA
sonucu diger sicakliklarda gergeklesen eksi hamurlara gore ytliksek bulunmustur.
Genellikle yiiksek sicaklik, yiiksek su aktivitesi ve tam bugday unu kullanimi eksi
hamurda asit Uretimini arttirmaktadir (Brummer ve Lorenz 1991, Lorenz ve

Brummer, 2003).

Sekil 4.13 Uretilen eksi hamur 6rnekleri

4.6.2 Eksi Hamur Orneklerinin LAB ve Maya Sayilar

Uretilen eksi hamurlarin fermentasyon baslangicinda ve 20. saatin sonunda LAB ve
maya sayimlar1 alinmistir. Baslangic asamasinda LAB ve maya sayimlarinda
istatistiki olarak farkliik goriilmemesi, ayn1 diizeylerde sus kullanilmasindan

kaynaklanmistir. Eksi hamurda steril su ve iiretiminde steril materyal
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kullanilmasindan dolay1 spontan fermentasyon baslangicinda gelen LAB ve mayalar
undan gelmektedir. Tablo 4.5'ten de goriilecegi lizere fermentasyon sonunda eksi
hamur 6rneklerindeki LAB sayisinin 6,99-9,47 log kob/g araliginda, maya sayisinin
ise 5,54-7,25 log kob/g araliginda oldugu belirlenmistir. 25°C’de Lactobacillus brevis
HEB33+Saccharomyces cerevisiae TGM38 kombinasyonuyla tretilen eksi hamurun
LAB sayisinin aymi sicakliktaki diger kombinasyonla tretilenlere gore ve diger
sicakliktaki ayni kombinasyonla tretilen eksi hamurlara gore 6nemli dizeyde
yliksek bulunmustur (p<0,05). Genel olarak 35°C’de tretilen eksi hamurlarin
fermentasyon sonundaki LAB sayilar diger sicakliklara gore daha diisiik diizeyde

bulunmustur (Sekil 4.14).

Tablo 4.4 Eksi hamur 6rneklerinin pH ve TTA 6l¢timleri

) pH TTA
Uygulana - Ornek Kullanilan sus

n Sicakhk  Kodu 0.saat 20.saat 0.saat 20.saat
EH1  HEB33+TGM38 6,45+0,01%2 4,03+0,12%¢ 1,25+0,07%%  6,45+0,645

5o EH2  ELB78+TGM38 6,440,017 3,88+0,03% 1,25+0,06"* 6,30+0,008
EH3  HEB33+ELB78+TGM38  6,47+0,01%% 3,91+0,01% 1,35+0,074 6,900,145

EH4  spontan 6,400,024 4,02+0,05% 1,40+0,11A*  6,95+0,07
EH1  HEB33+TGM38 6,46+0,01%2 3,91+0,04% 1,20+0,07A° 7,25+0,064B

“0°C EH2  ELB78+TGM38 6,44+0,01%% 3,96+0,07% 1,25+0,077%  6,50+0,06°°
EH3  HEB33+ELB78+TGM38  6,26+0,035° 3,92+0,08% 1,55+0,06% 7,35+0,1180

EH4  Spontan 6,440,012 3,98+0,01% 1,40+0,14°% 8 20+0,145
EH1  HEB33+TGM38 6,47+0,01%% 4,06+0,10% 1,25+0,06"2 7,65+0,07A%

. EH2  ELB78+TGM38 6,46+0,017% 3,92+0,06" 1,25+0,06"%  7,25+0,35"¢
e EH3  HEB33+ELB78+TGM38  6,44+0.02%% 3,98+0,03% 1,35+0,074% 8,20+0,14A°
EH4  Spontan 6,39+0.014° 3,71+0,06%° 1,35+0,074%  8,80+0,14%

*HEB 33: Lactobacillus brevis, ELB78: Lactobacillus plantarum, TGM38: Saccharomyces
cerevisiae. Farkl kiiciik harfler, aym sicaklikta suslar arasindaki farklihigi;; farklh biiyiik
harfler ise ayni suslarin sicakliklara gore farkliliklarini belirtmektedir.

Fermentasyon sonunda maya sayimmi 25°C ve 30°C’'de EH2 eksi hamurunda
(Lactobacillus plantarum ELB78+ Saccharomyces cerevisiae TGM38) ve EH3 eksi
hamurunda (Lactobacillus brevis HEB33+ Lactobacillus plantarum ELB78+
Saccharomyces cerevisiae TGM38) yiiksek bulunmustur (Sekil 4.15). Buna karsin
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beklenildigi tizere 35°C’de tiretilen eksi hamurlarda maya sayimi diger sicakliklarda

tretilen eksi hamurlardakine gore daha diisiik diizeyde belirlenmistir (p<0,05).

Tablo 4.5 Eksi hamur 6rneklerinin LAB ve maya Sayilari

Uygulanan Ornek LAB (log kob/g) Maya (log kob/g)
Kullanilan Sus
sicaklik  Kodu 0.saat 20.saat 0.saat 20.saat

EH1 HEB33+TGM38 7,39+0,0242  9,47+0,0642 6,47+0,01B2  7,17+0,184ab

. EH2 ELB78+TGM38 7,24+0,174a  8,61+0,11Bd 6,40+0,084  6,95+0,194b
25°¢ EH3 HEB33+ELB78+TGM38 7,28+0,1342  9,26+0,158b 6,40+0,0242  7,25+(,154a
EH4 Spontan 3,35+0,214»  8,83+0,108¢ 3,28+0,144b  6,21+0,04¢c

EH1 HEB33+TGM38 7,24+0,1542  9,41+0,0582 6,19+0,09¢@  6,81+0,258b

30°C EH2 ELB78+TGM38 7,19+0,0542  9,15+0,334b 6,44+0,1742  7,07+0,07A2
EH3 HEB33+ELB78+TGM38 7,31+0,114a  9,45+0,06%a 6,440,164  7,27+0,104

EH4 Spontan 3,88+0,144>  8,98+0,024b 3,75+0,214>  6,69+0,068b

EH1 HEB33+TGM38 7,22+0,024a  8,84+0,03Ca 6,69+0,0542  6,48+0,10¢

350 EH2 ELB78+TGM38 7,11+0,104a 8,57+0,178b 6,36£0,,054  5,54+0,045¢
EH3 HEB33+ELB78+TGM38 7,15+0,034a  8,76+0,05¢ 6,44+0,16%  6,45+0,048b

EH4 Spontan 3,31+0,214>  6,99+0,13¢c 3,59+0,264>  6,80+0,0142

*HEB 33: Lactobacillus brevis, ELB78: Lactobacillus plantarum, TGM38: Saccharomyces
cerevisiae. Farkl kiiciik harfler, aym sicaklikta suslar arasindaki farkliligy; farkl biiytik
harfler ise ayni suslarin sicakliklara gore farkliliklarini belirtmektedir.
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Sekil 4.14 Eksi hamur 6rneklerinin 0. ve 20.saat LAB sayilan

*EH1: HEB33+TGM38; EH2: ELB78+TGM38; EH3: HEB33+ELB78+TGM38; EH4: Spontan
fermentasyon (HEB33: L.brevis, ELB78: L.plantarum, TGM38: S.cerevisiae
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Sekil 4.15 Eksi hamur 6rneklerinin 0. ve 20.saat maya sayilari

*EH1: HEB33+TGM38;

EH2: ELB78+TGM38; EH3: HEB33+ELB78+TGM38; EH4: Spontan

fermentasyon (HEB33: L.brevis, ELB78: L.plantarum, TGM38: S.cerevisiae

)

4.6.3 Ekmek Hamuru Orneklerinin Viskoelastik Ozellikleri

Farkli sicakliklarda iiretilen eksi hamurlar ekmek hamuruna %30 oraninda

eklenmis ve yogurma sonrasinda kesme kontrollii reometre ile sabit sicaklik

degerinde (25°C) frekans siipiirmesi testi uygulanmistir. Orneklerin basing

siplirmesi testi sonrasinda belirlenen lineer viskoelastik bolgelerinde 0,625-62,5

rad/s araliginda uygulanan frekans siiptirmesi testi ile elastik modiil (depo modiili,

G"), kompleks modiilii (G*) degerleri dl¢iilmiis ve

G'"), viskoz modiil (kayip modiild,

gl olarak degisimleri grafiksel olarak gosterilmistir. Tiim ekmek

acisal frekansa ba

hamuru 6rnekleri benzer reolojik davranis sergilemis, tiim 6rneklerde frekansa

bagh olarak elastik modiilii, viskoz modiilii ve bunlarin bir fonksiyonu olan

kompleks modiili degerleri artis sergilemistir. Ekmek hamuru 6rneklerinin elastik

modiilt degerlerinin viskoz modiili degerlerinden frekans taramasi siiresince daha

yliksek oldugu tespit edilmis ve hamur 6rneklerinin katiya yakin viskoelastisite
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sergiledigi gorilmistiir. Ayn1 zamanda Tablo 4.6’daki ham degerlere bakildiginda
tiim o6rnekler i¢in K’ degerinin K" degerinden daha yiiksek olmasi da kat1 karakter
gosterdigini belirtmektedir. Sekil 4.16, Sekil 4.17 ve Sekil 4.18 sirasiyla 25, 30,
35°C’de sus kombinasyonlarina bagh olarak ekmek hamurundaki elastik modiil (G")
ve viskoz modiil (G") degisimi; Sekil 4.19, Sekil 4.20, Sekil 4.21 ve Sekil 4.22 ise
sirasiyla EH1, EH2, EH3 ve EH4 eksi hamurlarinin kullanildigi ekmek hamuru
orneklerinde sicakliga bagh olarak elastik modiil (G') ve viskoz modiiliin (G")

degisimini gdstermektedir.

Eksi hamurda gerceklesen fermentasyon, kendi reolojisinde ve kullanildig1 ekmek
hamuru reolojisinde temel farkliliklara sebep olur. Fermentasyon eksi hamurun
elastikliginin ve viskozitesinin diismesine sebep olmaktadir (Wehrle ve Arendt,
1998; Clarke vd. 2004). Ekmek hamurunda ise eksi hamurun kullanimi uzun
fermentasyon stireleriyle daha belirgin olmakla birlikte daha az elastik ve daha

yumusak hamur olusumuna neden olmaktadir (Clarke vd., 2004).

80,000 -
{25°c
60,000 e ®
) : g 2 2 ¢ 2 2
2 40,000 3 e
s ’ {1 @ OHEB334TGM33
© ] AELB73+TGM 38
20,000 O HEB334ELB7B+TGM38
A Spontan
D T T T T T 1 T T T T 1 T T T T I T
] 20 40 60
w [rads?]
40,000
125°C
2 ] e
£ 20,000 - e @ 2 9 e @
3 i Q a OHEB33+TGM38
© ® e AELB73+TGM 38
O HEB33+ELB784TGM33
T MSpontan
0 - r 1 . rr 1ot
0 20 40 60
w [rads]

Sekil 4.16 25°C’de sus kombinasyonlarina bagli olarak ekmek hamurundaki
elastik modil (G') ve viskoz modiil (G") degisimi
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Sekil 4.17 30°C’de sus kombinasyonlarina bagli olarak ekmek hamurundaki
elastik modil (G') ve viskoz modiil (G") degisimi
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60,000 J a 2 ¢ 2 9 g £
B ol g @ aaas e
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ASpontan
U‘ 1 T T T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60
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- 1 iy
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Sekil 4.18 35°C’de sus kombinasyonlarina bagl olarak ekmek hamurundaki
elastik modil (G') ve viskoz modiil (G") degisimi
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Sekil 4.19 EH1 eksi hamurunun sicakliga bagh olarak elastik modiil (g') ve viskoz

modiil (G") degisimi
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Sekil 4.20 EH2 eksi hamurunun sicakliga bagh olarak elastik modiil (g') ve viskoz

modiil (G") degisimi
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Sekil 4.21 EH3 eksi hamurunun sicakliga bagh olarak elastik modiil (g') ve viskoz
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Sekil 4.22 EH4 eksi hamurunun sicakliga bagh olarak elastik modiil (g") ve viskoz

modiil (G") degisimi

modil (G") degisimi
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4.6.4 Uretilen ekmeklerin spesifik hacim ve renk degerleri

Ekmek orneklerinin hacim ve spesifik hacim degerleri Tablo 4.7°de verilmistir.
Ekmeklerin spesifik hacim degerleri 1,39-2,01 arasinda degismistir. Tablodan da
gortiilecegi lizere spontan olarak fermentasyona birakilan hamurlardan iiretilen
ekmeklerin hacimleri sus eklenerek iiretilenlere gore 6nemli diizeyde diisiik oldugu
belirlenmistir (p<0,05). Sicakligin etkisine bakildiginda ise 35°C’de gerceklesen
fermentasyonla iretilen eksi hamurlardan elde edilen ekmeklerin de diger

sicakliklarda iiretilenlere gore diisiik kaldig tespit edilmistir (Sekil 4.23).

Tablo 4.7 Ekmek 6rneklerinin hacim ve spesifik hacim degerleri

Uygulanan Hacim Specifik Hacim
sicaklik Ornek Kodu Kullanilan Sug (cm?) (cm?/g)
EH1 HEB 33+TGM38 271,254,784  2,01+0,064
S50C EH2 ELB78+TGM38 270,00+4,124a 1,98+0,0442
EH3 HEB33+ELB78+TGM38  275,00£5,65% 2,010,024
EH4 Spontan 195,00£0,018>  1,40+0,018b
EH1 HEB 33+TGM38 261,25+10,32480  1,88+0,084b
20ec EH2 ELB78+TGM38 273,75+2,464  1,98+0,024
EH3 HEB33+ELB78+TGM38  260,00+4,148>  1,88+0,038b
EH4 Spontan 200,00£0,01Ac 1,420,004
EH1 HEB 33+TGM38 205,00£17,3382  1,47+0,138a
seoc EH2 ELB78+TGM38 198,75+13,1582  1,41+0,098a
EH3 HEB33+ELB78+TGM38  196,25+4,82¢a  1,39+0,04¢a
EH4 Spontan 200,00£0,01% 1,420,004

*HEB 33: Lactobacillus brevis, ELB78: Lactobacillus plantarum, TGM38: Saccharomyces
cerevisiae. Farkl kiiciik harfler, aym sicaklikta suslar arasindaki farklihgi; farklh biiyiik
harfler ise ayni suslarin sicakliklara gore farkliliklarini belirtmektedir.
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Sekil 4.23 Ekmek 6rneklerinin spesifik hacim degerleri

*EH1: HEB33+TGM38; EH2: ELB78+TGM38; EH3: HEB33+ELB78+TGM38; EH4: Spontan
fermentasyon (HEB33: L.brevis, ELB78: L.plantarum, TGM38: S.cerevisiae

Ekmek 6rneklerinin renk degerleri L* (parlaklik), a* (kirmizilik), b* (sarilik) olarak
Olclilmiis ve Tablo 4.8'de belirtilmistir. 30°C’de iiretilen eksi hamur eklenen
ekmeklerin kabuk L* degerlerinde istatistiki anlamda bir farklilik goriilmemistir
(Sekil 4.24). Fakat ekmek i¢ci L* degeri farkliik gostermistir (Sekil 4.27). Bu
sicaklikta spontan hamur eklenen ekmeklerin i¢ renginin daha koyu oldugu tespit
edilmistir. Buna karsin 35°C’de tlretilen eksi hamur eklenen ekmeklerin i¢ L*
degerinin diger sicakliklarda tretilen eksi hamur eklenen ekmeklere gore daha

disiik diizeyde oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

Kabuk rengine ait a* degeri 9,16-12,84 arasinda degisirken (Sekil 4.25), i¢ renge ait a
degeri ise 5,78- 6,55 araliginda degismistir (Sekil 4.28). 25°C’deki ekmeklerde starter
eklenen orneklerin kabuk rengine ait a* degeri digerlerine gore daha ytlksek
diizeyde bulunmustir. 30°C’'nin spontan eksi hamurlar1 eklenmis ekmeklerin a* ve
b* degerleri ayni sicakliktaki sus eklenen ekmeklerinkine gore daha diisiik dlizeyde

oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

72



*11paR{oWII[9( ULIBI[I].18] 9103 eI IedIs

uLIe[$ns tuke ast Jafjrey ynanq ppie [giIppie) epuisele Je[$ns eR{IPR{eIIS UA®. “Ia[JIey yndny IpjIe,] apisiaa.1a3°§ :@SND L, ‘wnivjunjd-1
:8L4Td ‘S1a2.q"T :€£GHH) uoAsejuauridy ueyuods :yHA ‘BEWIL+8LATA+ECTAH ‘€HA ‘8EWDL+8L9TH :ZHH ‘8EWDL+EEATH ‘THH«

wZFOFPE'ST  evLE'0FSS'O  aZLTFLI'ES  asgS'TFET'6T  wEFO0F6E'6  asET'TFLE'0S uEuods g
wa0E0F0T'9T  wIH0FPT'9  96'0F10°SS  =s€H0FISTC  =IE079T'6 wBe'TFeL'es SEWDL+B/ETI+EEddIH .0
e lH'0FEFOT  =wZE'0FPT'9  es18'0769%S  =:85'0F60'TT  =8E'0F61'6  wsZGTF60'ES BEWDL*8LETE .0 23
«a6E'0F00'LT  =8T'0TSE'Q  00850FSEHS  =s?0O'TFSTZZ  =aZ#078T'6  =v0T'TFOEHS BEWDL+EE83H L 00
#%0S'0FTZ'9T  «TIT'0FEE'9  «TE'07TT'SS  =¥9L'07Z5TZ  w«bI'0F9E'6  =¥B6'0F1T'SS ueuods o
wIE0FEH'BT  savbT'0796'S  w8FOFIBLS  wEO'TFLE'PT  :aC6'076¥0T wvE6'0780'05 SEWOL+BLETA+EEEIH . o
wOE'0F9S'8T  abE'0TBL'S  wT6'0FSLLS = TT'TFLE'SZ =sB0'TTES'OT  =BS'TFSH'SS SEWDL+8LETE g 208
w8T'0F68'LT  wav0Z'0FLT'D  as0Z'0TL6'SS  amv0STTLY'ET  afT'0FSH6  =wL9'TFOL'SS BEWDL+EE83H L 00
wI9'0F0L'ST  =ZE'0T8F9  awibTTH6'FS  waTE'TT66'6T  «1Z'0THS'6  wevE6'0TELFS ueuods g
0 TFLEOT  av6C'0F66'S  wrl'0FFLLS  =26'0FCLLPT  wC6'0FCECT  wr0'1Sg'ss SEWOL*BLETI+EEEIH .o
0E'0729'LT  aw0B'0FLI'9  «EZ'0THO'SS  weEH'TFEE'ZZ  =EL'OFHOZT  asT0'TFOO'ES BEWDL*8LETE .0 e3¢
wZP'0TOLLT  asZE0FLE'S  ewBT'TFOF'SS  wZH'TFISHEZ  =ZCTFHETT  =ISTFIOSS SEWDL+EEEAH [0
w4 w0 #1 # w0 Y PR npoy HIEIS
— - yawlg ueuemaLn

13Ua. 31 9A YNQE UIULIS[YIUIQ Jouq 8'F O[qeL

73



B e e e e e e S e e
Pttt bbb bbb
B
it r b S P P R e P b e A

,+.....+.....+.....+.....+.....+.....+.....+.....+.....+.....+.....+.....+.....+.....+.+.+.+.+.+.+.+.+.+.+.+..
el die e
s
sl

R
B e
PR
G
B T

11aBap
x 1Y auibuay ngey dawx3

30°C 35°C

Uygulanan Sicaklik (°C)

25°C

geri

it L*¥de

Sekil 4.24 Ekmek kabuk rengine a

[ o e e e e e e o e e e
"-.-.+++.-.+++.-.+++.-.+++.-.+++.-.+++.-.+++++++++++++++++++.—.+++J—
Einmonn e

‘ R
CE T i
.....-.+...+.-.+...+.-.+...+.-.+...+.-.+...+.-.+...+.-.+...+.-.+...+.-.+...+.-.+...+.-.+...+.-.+...+.-.+...+.-.+...+.-.+...+.-.+...+.r..

aBap
x8 1y auIbuay yngey yaw3

35°C

25°C

C)

o

Uygulanan Sicaklik (

BEH1
B EH2
B EH3
EEH4

‘
€T6T Hfiiiiiisiiiiies

S A s
R
frisrananadndnanininininiiiiiniiiiiiiig

rehddebebebebddbebdetebdibddatbebeb bbb d ety

geri

este WREITIEEEEEEREEEEE

B R R R R R R R R R R AR AR AR AR AR AR AR e
B e
B R R
Eeliidanseidanniidnnniniinanititisaniitidanig

‘
6661 TT.yyyyyuyyyyyyyy
[F

T
bR R
L P L ELE P P P P FLE FLE FLE FLE ELE FLE FLE ELE ELEELE
B

Sekil 4.25 Ekmek kabuk rengine ait a* de

1abap
«0 Ny du1buay ngey yowg

30°C 35°C

Uygulanan Sicaklik (°C)

25°C

geri

itb*de
HEB33+ELB78+TGM38

Sekil 4.26 Ekmek kabuk rengine a
L.plantarum, TGM38

HEB33+TGM38

Spontan

1siae

: EH4:

S.cerev

EH3:

ELB78+TGM38;

EH2:

1]

*EH1

is, ELB78:

L.brev

fermentasyon (HEB33

74



LT'ES
10°SS

69'%S

SEYS

e
L L L L L L L L Lt
B RN

B
P R R PR P

TT'ss
184S
8L'LS
L6'SS

B et e e e e et e e e b e e e e e e e o]
B A A A
R

Bt At A o B B o B o B B e e 0 0
B
o
B e

o o o o
© < N

Habap .7 Ny auibuay 3] yawx3

30°C 35°C

Uygulanan Sicaklik (°C)

25°C

geri

i it L*de

ic rengine a

Sekil 4.27 Ekmek

BHEHL
B EH2
EEH3
EH4

B )
fioaaaanananananananananananana
R
R Lt L L LT LT
e R R R R R

35°C

30°C
Uygulanan Sicaklik (°C)

411
Ty
R R R
e

]
2

25°C

© < N o

1abap e )iy aulbuay 5| yaun3

geri

i ita*de

¢ rengine a

Sekil 4.28 Ekmek

N
T
(]

BEIEH1
EAEH3
B EH4

FbiA A
B e

A P A A ]
B
P R A G R K i
Rt

0L'ST +HE333333sdssssss

Lo o Lo o Lo o
N N i —

1abap .q Ny auibuay 3| yawy3

30°C 35°C

Uygulanan Sicaklik (°C)

25°C

geri

itb*de
HEB33+ELB78+TGM38

i¢ rengine a

ELB78+TGM38

Sekil 4.29 Ekmek

Spontan

1siae

; EHA4:

S.cerev

EH3:

)

, ELB78

EH2:

)

HEB33+TGM38

*EH1

L.plantarum, TGM38:

1S,

L.brev

fermentasyon (HEB33

75



"IIPOR[OWAII[D(] ULIBI[I[.18] 9103 eI IBJIS
urie[$ns ke ast Japjley ynAng prej AgiIp{Ie} Depulsele 1e[$ns eR{I{edIS 1UAe Iajley yndny 1p31e, apIsiAa.4a3°S :gSND.L ‘wnivjup|d-]
:8LdTd ‘S12.4q"T :€€GAH) uoAsejuauriay ueyuods :yHA ‘BEWIL+8LATA+EETAH ‘€HA ‘8EWDL+8.L9TH :ZHH ‘BEWDL+EEAAH ‘THH«

aT0'0FSE0  evi¥0F9%'8 evhSOF8TTT  aaT00F89°0 eaZ00F9L°0 v06'0FSHIT uejuodg YHA

mmmo.owom.o v8S'0FSY'S av08'0F0TL  =a€0'0F0L0 =Z00FLLO <om.o%oo.3 8EWD.L+8LATd+EEHTH €HH

wl00¥8E0  av0S'0¥529 v8L0FE08  wT00FZL0 =af0°0F8L0 <wo.ow:.: 8EWD.L+8LdTH CHA Jost
mmﬁo.owwm.o wvEB'0F6T9 wvS6'0F96'L  eaT0'0FILO =aE0°0F8L0 <mm.ﬁﬂ,om.: 8EWD.L+EE 4H THH

aaZ00F%€0  =al6'0F029 ea80‘TFEO0S  aaC0'0F69°0 aavE0'0FLL0a9E TFEITT uejuods YHA

ewZ00F9%0  aa8T'0FLYY aaZZ'0F8T'S evI0'0F8L0 =alT0'0F980 4a6Z'0¥99'9 8EWDHL+8LATA+EEIAH €H4

eal00F9%'0  aab P 0FLOY aa8¥'0F¥6SY  waT0'0FLLO ev10'0F680 4a95'0¥26'S 8EWDL+8.LATH CHA Je08
ewZ00F8Y'0  aaSE0FLIY al¥0FTLY  evZ0'0F6L0 evZ0'0F880 aab¥'0FE6'S 8EWD.L+EE 4H THH

wvI0'0F8E0  =aSL'0FLED eg98'0F¥6'L  wI10'0FZL0 avE0'0F080 aL0TF660T uejuodg YHA

awvT0'0¥8%'0  aa8Z'0F80% aaSE0F09Y  awl0'0F6L0 evl00F68°0 wb¥0FE8'S SEWDL+8LATA+ECITH €Hd

wvT0'0F8Y'0  aalh'0FE6'S aabS'0F0Y'y  av00'0F6L0 =vZ0'0F680 4a89'0F6S’S 8EWD.L+8.dTH ¢HA Jese
evI00F0S0  aa¥EOFVIY a@9€'07¥9Sy  wI0'0F080 evI00F16°0 aa8¥%'0F0L’S 8ENWDL+EE g4H THA

10ADNSe[d  NIAIIqauaugdry)  qiswnziyes  rueysidex  MIipusd  (N) qIpISS $ns ueueqny| npoy| yauIQ :MMMMMMD

119[1980P YL, UIULSP{OUIQ 3UD{T 6'% O[qeL

76



4.6.5 Ekmek Orneklerinin Tekstiir Profil Degerleri

Ekmeklerin sertlik, esneklik, yapiskanlik, sakizimsilik, cignenebilirlik, elastikiyet
degerleri Tablo 4.9’da verilmistir. Ekmek 6rneklerinin sertlik degerleri 5,59-16,45N
arasinda degisiklik gostermistir. Tim sicakliklarda spontan eksi hamur eklenmis
ekmek oOrneklerinin sertlik degerleri, sus eklenerek yapilanlara goére belirgin
diizeyde yiiksektir (p<0,05). Fakat en sert ekmekler 35°C'de fermentasyona
birakilmis eksi hamurlardan fretilen ekmeklerdir. Bununla birlikte aym
sicakliklarda sus eklenen eksi hamurlardan iiretilen ekmeklerin sertlik degerlerinde
istatistiki anlamda bir farklilik gorilmemistir. Ekmek o6rneklerinin esneklik
degerleri 0,76-0,91 arasinda oldugu belirlenmistir. 25°C’deki 6rneklerin esneklik
degerlerinde 6nemli bir farklilik tespit edilmemistir. Bununla birlikte 35°C’de
fermentasyona birakilmis eksi hamurlardan iiretilen ekmeklerin esneklik degerleri
digerlerine gore daha diisiik diizeyde oldugu belirlenmistir. Orneklerin yapiskanlik
diizeyleri de 0,68- 0,80 arasinda degiskenlik gostermis, 25 ve 30°C’deki 6rneklerin
arasinda belirgin bir fark tespit edilmemistir. TPA analizlerinde ikincil parametre
olarak hesaplanan sakizimsilik ve ¢ignenebilirlik degerleri géz 6niine alindiginda
yapiskanlik ve esneklik oranlarinda 6nemli diizeyde bir farklilik olmamasinin bu
degerlerin orneklerin sertlik degerine gore sekillenmesine sebep olmustur. Sertlik
ve yapiskanlik parametrelerinin carpimi olan sakizimsilik degeri 4,40-11,18
araliginda, sakizimsilik ve esneklik degerinin ¢arpimi olan ¢ignenebilirlik degerinin
de 3,93-8,46 araliginda farklilik gostermistir. En yliksek oranda sertlik degerine
sahip olan 35°C’deki spontan eksi hamrundan iiretilen 6rnekte en yiiksek

sakizimsilik ve ¢ignenebilirlik degerleri tespit edilmistir.

4.6.6 Ekmeklerin Duyusal Ozellikleri

Ekmek o6rneklerine ait duyusal 6zellikleri Tablo 4.10’da verilmistir. Ayrica Uretilen
ekmeklerin kabuk rengini ve i¢ kesitini ortaya koyan goriintiiler Sekil 4.30 ve Sekil
4.31’de gosterilmistir. Duyusal olarak panelistlerden ekmeklerin kabuk rengi,
ekmek ici rengi, gozenek yapisi, tat, koku, cignenebilirlik ve genel durum
parametreleri degerlendirmeleri istenmistir. Genel degerlendirmede en yiiksek
begeniyi 25°C’de Lactobacillus plantarum ELB78+ Saccharomyces cerevisiae TGM38
suslariyla tiretilen EH2 eksi hamurundan elde edilen ekmek almistir (5,88). Buna

karsin genel olarak spontan eksi hamurlariyla tiretilen ekmekler ve 35°C’de
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fermentasyona birakilan tiim eksi hamurlarin ekmeklerinin genel begeni skorlari
dustuktir. Ayni ekmeklerin gozenek yapisi degerlendirmeleri de benzerlik
gostermistir. Kabuk rengi, ekmek i¢i rengi, tat, koku gibi parametrelerde ¢ok belirgin

farkhiliklar gorilmemistir.

Sekil 4.30 Ekmeklerin dis goriinisleri
1. EH1 (Lactobacillus brevis HEB33+ Saccharomyces cerevisiae, 2. EH2
(Lactobacillus plantarum ELB78+ Saccharomyces cerevisiae TGM38), 3.EH3
(Lactobacillus brevis HEB33+ Lactobacillus plantarum ELB78+ Saccharomyces
cerevisiae TGM38), 4. EH4 (Spontan)
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Sekil 4.31 Ekmeklerin i¢ kesiti
1. EH1 (Lactobacillus brevis HEB33+ Saccharomyces cerevisiae, 2. EH2
(Lactobacillus plantarum ELB78+ Saccharomyces cerevisiae TGM38), 3.EH3
(Lactobacillus brevis HEB33+ Lactobacillus plantarum ELB78+ Saccharomyces
cerevisiae TGM38), 4. EH4 (Spontan)
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4.6.8 Fitik Asit Parcalanma Oranlan

Ekmek 6rneklerindeki fitik asit miktarlari Sekil 4.32’de ve liretimde kullanilan tam
bugday ununa gore parcalanma oranlar1 Sekil 4.33’te verilmistir. Tam bugday
ununun fitik asit icerigi 9,51 mg/g olarak belirlenmistir. Baska ¢alismalarda da tam
bugday unundaki fitik asit miktar1 8,50- 22,20 mg/g arasinda belirlenmistir (Garcia-
Estepa vd., 1999; Febles vd., 2002, Izzreen vd., 2017). Ekmek 6rneklerinde ise bu
degerler 2,88-6,40 mg/g araliginda tespit edilmistir (Tablo 4.11). Belirlenen
sonuglara gore fitik asit pargalanma orant %30,47-69,76 arasinda degistigi
bulunmustur. En yiiksek oranin (%69,76) 25°C'de fermente edilen, Lactobacillus
brevis HEB33, Lactobacillus plantarum ELB78 ve Saccharomyces cerevisiae TGM38
suslarinin birlikte kullanildig1 EH3 kodlu eksi hamurdan tiretilen ekmek 6érneginde
oldugu gorillmiistir. Yine 25°C’de fermente edilen, Lactobacillus brevis HEB33 ve
Saccharomyces cerevisiae TGM38 suslarinin kullanildigi EH1 kodlu ekmekteki
par¢alanma oraninin %60,43 ve Lactobacillus plantarum ELB78 ve Saccharomyces
cerevisiae TGM38 suslarinin kullanildigt EH2 ekmeginde ise %56,71 oldugu
belirlenmistir. Her ekmek 6rneginde Saccharomyces cerevisiae TGM38 maya olarak
kullanildig1 géz oniline alindiginda bu sicaklikta, iki laktik asit bakterisi (LAB)
kombinasyonuyla tiretilen ekmeklerdeki fitik asit degredasyonunun bu suslarin
yalmiz kullanildigi 6rneklerden daha fazla oldugu ve iki susun fitik asiti
parcalayabilme kabiliyetleri agisindan sinerjistik bir etkilesim halinde olduklar
belirlenmistir. Fakat diger sicakliklarda bu sinerjistik etki gorilmemistir. 25°C’de
fermente edilen eksi hamurlardan iiretilen ekmeklerde belirlenen degredasyon

oraninin diger sicakliklarda tiretilenlerden daha fazla oldugu tespit edilmistir.

8
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S 4 D EH1
E EH2
.‘5 2
< B EH3
= 0 EH4
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30°C
Uygulanan Sicaklik (°C)

Sekil 4.32 Ekmek 6rneklerindeki fitik asit miktari
*EH1: HEB33+TGM38; EH2: ELB78+TGM38; EH3: HEB33+ELB78+TGM38; EH4: Spontan
fermentasyon (HEB33: L.brevis, ELB78: L.plantarum, TGM38: S.cerevisiae
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Tablo 4.11 Ekmek 6rneklerindeki fitik asit miktari

- Fitik Asit
Sicaklik Ornek Kullanilan Miktari
Kodu suslar
(mg/g)
Bﬂiiay 9,51+0,38
EH1 HEB 33+TGM38 3,76+0,138b
T EH2 ELB78+TGM38 4,12+0,03Bc
EH3 HEB33+ELB78+TGM38 2,88+0,25¢c
EH4 Spontan fermentasyon 6,39+0,294a
EH1 HEB 33+TGM38 3,99+0,29¢b
30°C EH2 ELB78+TGM38 6,61+0,284a
EH3 HEB33+ELB78+TGM38 4,80+0,188b
EH4 Spontan fermentasyon 5,15+0,298b
EH1 HEB 33+TGM38 6,40£0,314a
3500 EH2 ELB78+TGM38 4,99+0,258b
EH3 HEB33+ELB78+TGM38 5,47+0,198a
EH4 Spontan fermentasyon 5,12+0,468b

*HEB 33: Lactobacillus brevis, ELB78: Lactobacillus plantarum, TGM38: Saccharomyces
cerevisiae. Farkl kii¢lik harfler, ayni sicaklikta suslar arasindaki farkliligs; farkh biiytik
harfler ise ayni suslarin sicakliklara gore farkliliklarini belirtmektedir (p < 0.05).

Haros vd. (2008) yaptiklar1 ¢alismada farkli kaynaklardan izole ettikleri
Lactobacillus suslarinin fitaz aktivitelerini incelemis ve iki Lactobacillus plantarum
susunun yliksek aktivite gosterdigini belirlemislerdir. Fakat mikroorganizmalar icin
fitik asit degredasyonunun optimum 50°C ve 70°C araliginda oldugunu, 37°C’'de
disiik diizeyde kaldigimi bildirmislerdir. Bu ¢alismada ise 35°C’de gelisen eksi
hamurlardan tiretilen ekmeklerde 25°C’dekine gore daha diisiik degredasyon orani
gorilmiistiir. Bu farkliligin suslarin gelistigi ortamdan kaynaklanmasi muhtemeldir,
nitekim Haros vd. (2008) suslarin fitaz aktivitelerini yalnizca besiyeri iizerinde
belirlemislerdir. 25°C’deki bu yiiksek parcalanma oranlar1 spontan olarak
gerceklesen eksi hamurlardan tiretilen ekmekler icin gecerli degildir. Genel olarak
tim sicakliklarda spontan fermentasyonun kullanildig1 eksi hamurlardan iretilen
ekmeklerde oranin starter kullanilanlara gore daha diisiik kaldig1 belirlenmistir.
Caputo vd (2015)'nin S. cerevisiae’nin ekmek lretiminde fitat pargalama oranlarini
analizledigi bir calismada ticari maya ile eksi hamurdan izole ettikleri ve yiiksek
fitaz aktivitesine sahip oldugunu belirledikleri S. cerevisiae susuyla ekmek tiretimi
gerceklestirmisler ve fitat oranlari ekmekleri

parcalanma acisindan
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karsilastirmislardir. Her iki eksi hamur iiretiminde de mayaya ek olarak aym Lb.
plantarum susu kullanmislar ve sonug¢ olarak eksi hamurdan izole ettikleri S.
cerevisiae susuyla gerceklestirdikleri tiretimde fitat parcalanma oraninin 6nemli
olciide yiiksek oldugunu vurgulamislardir. Lopez vd. (2001) de ayni sekilde maya ve
eksi hamur fermentasyonuyla tretilen ekmeklerin fitat parcalanma oranlarini
incelemis ve eksi hamur fermentasyonunun ciddi oranda fitat par¢alanma oranini
arttirdigini belirtmislerdir (%62-%38). Eksi hamur ve fermentasyonundaki fitat
par¢alanma oranlarinin ticari maya ile yapilan ekmeklere gore ¢ok daha ytksek
olusu eksi hamur fermentasyonunda mikroorganizmalarin rol oynadig1 pH diistisi
ile aciklanabilmektedir. Bu faktor fitaz aktvitesi i¢in optimum kosullar:
saglamaktadir (Lopez vd., 2001). Aym1 durum endojen fitazin aktivitesi icin de
gecerlidir. Leenhardt vd. (2005) ekmek hamurunu eksi hamur ile asitlendirmenin
(pH 5,5) fitatin par¢alanmasini 6nemli diizeyde destekledigini bildirmistir. PoZrl vd.
(2009) ekmekteki fitik asit ve pH arasinda bir korelasyon oldugunu belirtmis ve pH
dusttikee fitik asit miktarinin da distiigiini belirlemislerdir. Karaman vd. (2018) ise
eksi hamurdan izole ettikleri LAB ve mayalar arasinda kombinasyonlar uygulayarak
eksi hamur elde etmis ve ekmek iiretiminde kullanmislardir. Ekmekteki fitik asit ve
mineral miktar1 oraniyla sus kombinasyonlarini kiyaslamiglar ve en yiiksek fitat
parcalanma oraninin, bugday unundaki fitat miktarina gére %57,5 oraninda
pargalayan S.cerevisiae ve Pediococcus pentosaceus’un birlikte kullanildig1 sus

kombinasyonunda bulmuslardir.
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Uygulanan sicakhik

Sekil 4.33 Tam bugday unundaki miktara gore fitik asit par¢alanma oranlari
*EH1: HEB33+TGM38; EH2: ELB78+TGM38; EH3: HEB33+ELB78+TGM38; EH4: Spontan
fermentasyon (HEB33: L.brevis, ELB78: L.plantarum, TGM38: S.cerevisiae
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4.6.9 Mineral Madde icerigi

Ekmek orneklerinin icerdigi mineral madde miktarlar Tablo 4.12’de verilmistir. En
ylksek Ca ve Mg oranlarinin fitik asit parcalanma oranlarinda oldugu gibi 25°C’deki
EH3 ekmeginde oldugu gorilmiistir. Tim ekmek o6rneklerindeki Ca, Fe ve Mg
oranlar1 unda bulunan oranlardan daha ytksek oldugu belirlenmistir. Sadece
ekmeklerin Zn icerigi yaklasik olarak unla ayni diizeydedir. Tam bugday unundaki
Ca icerigi 345,1 mg/kg iken, bu oran ekmek orneklerinde 378,1-434,8 mg/kg
araliginda bulunmustur. Tiim ekmeklerde Ca orani una gore artis gostermistir. Fe
icerigi, 30°C’de spontan olarak fermente edilen eksi hamurdan iiretilen EH4
ekmeginde 58,4 oraniyla en yiiksek diizeyde oldugu bulunmustur. Tam bugday
ununun Mg icerigi 836,4 mg/kg iken, bu oran 25°C’de fermente edilen her iki
LAB’nin de kullanildig1 EH3 ekmeginde 931,3’e ylikselmistir. En yiiksek Zn oraninin
24,85 mg/kg’la 25°C’de fermente edilen Lactobacillus plantarum ELB78’in
kullanildig1 EH2 ekmeginde oldugu belirlenmistir.

Anastasio vd. (2010) fitaz pozitif Lactobacillus plantarum, Leuconostoc gelidum ve
E.faceium kullanarak hamur hazirlamis ve 30°C’de fermente ederek demir, ¢inko ve
manganez oranlarini incelemisler ve aym sekilde fitaz pozitif suslarin mineral
icerigini arttirdigin1 bildirmislerdir. Karaman vd. (2018) farkhh LAB ve maya
suslariyla eksi hamur hazirlamis ve 30°C'de fermente etmislerdir. Fe iceriginin
Lactobacillus brevis ve Saccharomyces cerevisiae suslarini kullandiklar ekmekte en
yluksek oranda oldugunu bildirmislerdir. Ayn1 ¢alismada beklenilenin aksine Ca
oraninin eksi hamurdan yapilan ekmekte degil, ticari mayayla yapilan ekmekte

yliksek oldugunu belirlemislerdir.
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4.7 Hedef Gene (PHO3) Ait Real Time Analizi

S. cerevisiae’da PHO3 geni tarafindan kodlanan temel form ve PHO5, PHO10 ve
PHO11 tarafindan kodlanan bir form olmak iizere iki tiir asit fosfataz enzimi
belirlenmistir (Satyanarayana ve Kunze, 2009). Calismada PHO3 hedef gen olarak

secilmis ve anlatim diizeyi Real Time PCR ile belirlenmistir.

Real Time PCR ile PHO3 hedef geninin ekspresyonuna ait dongii sayilarina karsilik
gelen relatif florasan birimi Sekil 4.34’teki gibidir. Ayrica 6rneklerin PHO3 geninin
anlatim diizeyine ait Cq degerleri Tablo 4.13’te verilmistir. Beklenildigi gibi en
yluksek fitaz aktivitesine sahip suslarin Cq degerleri daha diisik diizeyde
bulunurken, fitaz aktivitesi zayif olan ticari mayanin Cq degeri daha ytliksek diizeyde

bulunmustur.

Amplification

SO0
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G00
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o 10 20 30 40
Cycles

Sekil 4.34 PHO3 Gen Ekspresyonu

Tablo 4.13 PHO3 Geninin Ekspresyonuna Ait Cq Degerleri

Izolat Cq

Ticari 38,12
TGM38 34,70
TGM41 35,00
39LM3 35,21

*TGM38, TGM41, 398LM3: Saccharomyces cerevisiae
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4.7.1 PHO3 Geninin Ekspresyonuna Ait Erime Profili

Erime egrisi analizi, SYBR-Green vb floresan boyalarin kullanildig1 analizlerde,
cogalan DNA’'nin hedef bolge oldugunu kesinlestirmek amaciyla kullanilir.
Amplifikasyon sonrasi erime egrisi analizi, primer-dimer hatalar1 i¢in Real Time PCR
reaksiyonlarini kontrol etmek ve reaksiyon spesifikligini saglamak icin
kullanilmaktadir. Erime egrisi analizinde, ikili sarmal DNA 6rneginin sicakligl yavas
yavas artirilarak floresan sinyalin sicakliga bagh degisimini gosteren bir grafik
olusturulur. Floresan sinyalin ani diislisiinden kaynaklanan pikler araciligiyla, DNA
iplikgiklerinin birbirlerinden ayrilmalar1 gézlemlenir. PHO3 geninin ekspresyonu

analizine ait erime egrileri Sekil 4.35’te verilmistir.

Melt Curve
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Sekil 4.35 PHO3 Geni Ekspresyon Analizine Ait Erime Grafigi
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Erime egrisi analizinde tek pik goriilmesi spesifik olmayan bir amplifikasyon
olmadigin1 gostermektedir. Bu sebeple erime egrileri incelendiginde yapilan

analizin guivenilir oldugu kabul edilmistir.

4.7.2 Kontrol genine ait (Housekeeping gene) Real Time PCR Analizi

Kontrol geni olarak, maya calismalarinda siklikla tercih edilen, beta-aktin (-actin,
ACT1) geni kullanilmistir. Real Time PCR ile kontrol geninin ekspresyonuna ait
dongii sayilarina karsilik relatif florasan birimi Sekil 4.36’daki gibidir. Ayrica

orneklere ait Cq degerleri Tablo 4.14’'da verilmistir.

Amplification
T T T T T T
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ROOD

o 400
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200

100

H 10 20
Cycles

Sekil 4.36 ACT1 Gen Ekspresyonuna Ait Dongti Sayilarina Karsilik Gelen Relatif
Floresan Birimi

Tablo 4.14 ACT1 Kontrol Geninin Ekspresyonuna Ait Cq Degerleri

Izolat Cq

Ticari 33,21
TGM38 33,25
TGM41 33,16
39LM3 32,91

* TGM38, TGM41, 398LM3: Saccharomyces cerevisiae

4.7.3 ACT1 geninin ekspresiyonuna ait erime profili

ACT1 kontrol geninin ekspresiyonu analizine ait erime egrileri Sekil 4.37’de

verilmistir. Erime egrisi analizinde tek pik gorilmesi spesifik olmayan bir
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amplifikasyon olmadigini géstermektedir. Bu sebeple erime egrileri incelendiginde

yapilan analizin giivenilir oldugu kabul edilmistir.

Melt Curve
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Sekil 4.37 ACT1 Geni Ekspresyon Analizine Ait Erime Grafigi

4.7.4 Fitaz Gen Ekspresiyonunun Analizi

Fitaz gen ekspresiyonunun analizi karsilagtirmali Ct metodu kullanilarak
gerceklestirilmistir. Tim Ct degerleri, kontrol geni olan ACT1’e ait Ct degerlerine
gore normalize edilmis ve 2-22Ct degerleri hesaplanmistir (Sekil 4.38). Kontrol susu
olarak fitaz aktivitesi gostermeyen ticari Saccharomyces cerevisiae susu

kullanilmistir.
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*TGM38, TGM41, 398LM3: Saccharomyces cerevisiae

Sekil 4.38 TGM38, TGM41, 39LM3’e ait fitaz genlerinin kontol genine gore

normalize edilmis 2-2ACT degerleri

incelenen suslar arasinda fitaz geninin ekspresiyonu en yiiksek olan TGM38'de
gorilmektedir, TGM38'i TGM41 ve 39LM3 takip etmektedir. TGM38, TGM41 ve

susun ekstraseliiler fitaz aktiviteleri sirasiyla 582,1 U/mL, 504,1 U/mL, 469,1 U/mL
a0

39LM3 izolatlarinin ekstraseliiler fitaz aktiviteleri incelendiginde de yiiksek
diizeyde aktivite gosterdikleri ve ayni siray: takip ettikleri belirlenmistir. Bu iig¢

olarak tespit edilmistir.



5

SONUC VE ONERILER

Tam bugday unu, beyaz una gore yiiksek besin icerigine sahiptir. Besinsel lif,
protein, vitamin ve mineral iceriginden dolay1 tiiketimi tesvik edilmektedir. Fakat
bununla beraber icerdigi fitik asitin tam bugday ununda bulunan mineral
maddelerin biyoyararliligin1 azaltmasi ve besinsel oOzelliklerini negatif yonde
etkilemesi bir sorun olusturmaktadir. Tiim diinyada en ¢ok tiiketilen gida olmasi

sebebiyle bu sorunun ¢6ziimii 6nem arz etmektedir.

Bu calisma kapsaminda farkl isletmelerden eksi hamurlar toplanarak, bunlara ek
olarak laboratuvar ortaminda eksi hamur iireterek laktik asit bakterileri ve maya
izole edilmis, bu mikroorganizmalarin fitaz aktiviteleri belirlenerek FT-IR ile
siniflandirma analizine tabi tutulmus ve siniflandirma analizine gore belirlenen
suslarin molekiiler yontemlerle tanimlamalar1 yapilmistir. Yiiksek fitaz aktivitesine
sahip laktik asit bakterileri ve maya ile eksi hamur starter kiiltiir kombinasyonlari
olusturularak ve farkl sicakliklar kullanilarak eksi hamur iretilmis ve bu eksi
hamur 6rnekleri ile ekmek tiretilerek fitik asit oranlar1 ve mineral madde oranlari
incelenmistir. Ayn1 zamanda bu kombinasyonlarin ekmegin kalitesine olan etkileri
de belirlenmistir. Bunlara ek olarak bazi Saccharomyces cerevisiae izolatlarinin fitaz
geninin belirlenmesine yonelik primer gelistirilerek Real Time PCR ile fitaz geninin
ekspresyonu incelenmistir. Calisma sonucunda o6nemli sonuglarnt su sekilde

siralamak mimkiindir;

e LAB izolatlar1 maya izolatlarina gore belirgin olarak daha ytiksek aktiviteye

sahip oldugu belirlenmistir.

e En yiiksek fitaz aktivitesi laktik asit bakterilerinde HEB33 kodlu
Lactobacillus brevis gostermis, bunu ELB78 kodlu Lactobacillus plantarum

izolat1 takip etmistir.

e En ylksek fitaz aktivitesi gosteren maya ise TGM38 kodlu Saccharomyces

cerevisiae olmustur.

o Fitaz aktivitesinin tiire bagh degil, susa bagh olarak degistigi belirlenmistir.
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Tanimlanmasi gergeklestirilen 38 adet LAB’de Lactobacillus plantarum (10
izolat), Lactobacillus pentosus (10 izolat) ve Lactobacillus brevis (18 izolat)
olmak iizere li¢ tiir belirlenmistir. Mayalarda ise iki ana grup (Saccharomyces
cerevisiae ve Torulaspora delbrueckii) olmakla birlikte Wickerhamomyces
anomalus ve Pichia membranifaciens olmak iizere iki ayri tir de izole

edilmistir.

Uretilen eksi hamurlarin pH’lar1 20. saat sonunda pH 4 ve altina diismiis, TTA

ise sicaklik yiikseldikce artma egilimi gostermistir.

Eksi hamurlarda yapilan LAB ve maya sayim sonuglarina goére 25°C ve 30°C
sicakliklarda tiretilen eksi hamurlarin LAB ve maya sayimlari daha yiiksek

diizeyde bulunmustur.

Ekmek hamurlarinda yapilan reolojik analiz sonuglarinda tim ekmek
hamuru oOrnekleri benzer reolojik davranis sergilemis, tim orneklerde
frekansa bagh olarak elastik modiili, viskoz modiili ve bunlarin bir

fonksiyonu olan kompleks modiilii degerleri artis sergilemistir.

Spontan olarak fermentasyona birakilan hamurlardan iiretilen ekmeklerin
hacimleri starter eklenerek iiretilenlere gére énemli diizeyde diisiik oldugu

belirlenmistir.

Yapilan renk analizlerinde spontan hamur eklenen ekmeklerin i¢ renginin
daha koyu oldugu tespit edilmistir. Buna karsin 35°C’de tiretilen eksi hamur
eklenen ekmeklerin i¢ L* degerinin diger sicakliklarda tretilen eksi hamur

eklenen ekmeklere gore daha diisiik diizeyde oldugu tespit edilmistir.

Tekstiir degerleri acisindan sus eklenerek yapilan ekmekler 25°C ve 30°C’de
fermentasyon yapilan eksi hamurlarla tretilen ekmeklerde iyi diizeyde
bulunmustur. Fakat spontan olarak tiretilen ve 35 C’de fermentasyon yapilan
eksi hamurlarla iiretilen ekmeklerin tekstiir profillerinin ayn1 diizeyde

olmadig1 belirlenmistir.

Duyusal analiz sonuclar1 da tekstiir sonuglarini desteklemis ve 25°C ve
30°C’de fermentasyon yapilan eksi hamurlarla tiretilen ekmeklerin begeni

dieyleri yiiksek bulunmustur.
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e En yiiksek fitik asit pargcalanma oraninin 25°C'de fermente edilen,
Lactobacillus  brevis HEB33, Lactobacillus plantarum ELB78 ve
Saccharomyces cerevisiae TGM38 suslarinin birlikte kullanildigi EH3 kodlu

eksi hamurdan tretilen ekmek 6rneginde oldugu gorilmiistiir.

e En yiiksek Ca ve Mg oranlarinin da fitik asit par¢calanma oranlarinda oldugu
gibi 25°C’deki EH3 ekmeginde oldugu gorilmiustir. Fe icerigi 30°C'de
spontan olarak fermente edilen eksi hamurdan iiretilen EH4 ekmeginde, en
yliksek Zn oraninin da 25°C’de fermente edilen Lactobacillus plantarum

ELB78’in kullanildig1 EH2 ekmeginde oldugu belirlenmistir.

e Real time PCR analiz sonuglarinda en yiliksek fitaz aktivitesine sahip
S.cerevisiae susunun (TGM38) fitaz gen ekspresiyonunun da en ylksek

diizeyde oldugu tespit edilmistir.

Bu c¢alismalarda ¢ikan sonuglar fermentasyon sicakliginin ve eksi hamurda
kullanilan starter suslarinin fitik asit tiretimini, buna bagh olarak ekmekteki mineral
madde diizeylerini etkiledigini gostermistir. Calisma sonucunda ekmek Kkalite
parametreleri, duyusal analiz sonuglar, fitik asit degredasyonu ve mineral madde
icerigi goz oniine alindiginda eksi hamurun 25°C'de fermente edilmesi ve starter
kaltir olarak Lactobacillus brevis and Lactobacillus plantarum’un birlikte

kullanilmasi onerilmektedir.
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A

Sekanslanan Laktik Asit Bakterilerinin 16s rDNA Gen

Dizilimleri

ELB46 Lactobacillus plantarum

CAACTGAAGGGGCCGGCGTGGAATCTCCAAGCTAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAG
TGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTC
AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTAC
GCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCT
TCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGG
GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACT
CTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATG
CCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTC
GCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGC
CTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGG
GGTAACCTTTTAGGAACCAGCCGCCTAAGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAA
CAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGTGTCTACACCCCTTCCACAAC

ELB75 Lactobacillus plantarum

AGGTTAAAAAAAGGTTTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTA
ACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTT
ACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGG
ATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC
AACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTG
CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCTTTATGCCCCTTATGACCT
GGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCT
AATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCG
GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACA
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CACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACAACCCAAAGTCGGGTGGGGTAACCTTTT
AGGGAACCAGCCGCCTAAAGGTGGGAACAGATGAATAAGGGTGGAAGTCGTAACCAGG
GAAGCCGTAAGGAAAAACCTGGGGGTTGGATTACCCTTCCTTTAAACCG

ELB89 Lactobacillus pentosus

TGGTTAACAGAATGATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAAC
GCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTAC
CAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGAT
ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCC
GGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGG
GCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTA
ATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGG
AATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGG
AACCAGCCGCCTAAGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAG
GAGAACCTGCGGTGATTATCACACCTTTCTCTTA

ELB37 Lactobacillus pentosus

GGCACCTAACTTTTGATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAA
CGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTA
CCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGA
TACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGC
CGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTG
GGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCT
AATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCG
GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACA
CACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAG
GAACCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGT
AGGAGAACCTGCGGTTGGTTCACACCTCCTAAAC
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ELB41 Lactobacillus pentosus

ACGGCTAACGATGATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACG
CATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACC
AGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGAT
ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCC
GGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGG
GCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTA
ATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGG
AATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGG
AACCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTA
GGAGAACCTGCGGTTGGTTTCACCCTCCTCCAAC

ELB62 Lactobacillus plantarum

GAATTAACATCCGTCCTATGCTAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTA
ACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTT
ACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGG
ATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC
AACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTG
CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCT
GGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCT
AATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCG
GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACA
CACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAG
GAACCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGT
AGGAGAACCTGCGGTTGGATTCACCTCCTAAAC

ELB96 Lactobacillus plantarum

CTTCTTATCGTCTGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAA
CGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGAC
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GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTA
CCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGA
TACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGC
CGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTG
GGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCT
AATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCG
GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACA
CACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAG
GAACCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGT
AGGAGAACCTGCGGTTGGTTCCACCTCCTACTAC

ELB43 Lactobacillus plantarum

CCGTTTCCTTATACCCCATAGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGC
TAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACC
TTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACAT
GGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGAC
TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGAC
CTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAG
CTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGT
CGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTA
CACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTT
AGGAACCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCC
GTAGGAGAACCTGCGGTATACTCCCCCCCCCCAATACC

ELB52 Lactobacillus plantarum

ATTCGGCATACTTCTTGTAAAGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAG
CTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAAT
TGACGGGCTGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAA
CCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGAC
ATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
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CCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTTAAGTTGGGCACTCTGGTG
AGACTGCCGGTGACAAACCCGGAGGAAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCT
TATGACCCTGGGCTACACACGTGCTACAAGGGATGGGACAACGAGTTGCGAATTCGCGA
GAATAAACTTATTCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGGTAGGCTGCCACTCCGCC
TACTTGAGTCGGAATCCTTGTAATCGCGAATAACATGCCGCGGTGAAATACGTTCCCCG
GGCCTTGTACAACCCGCCCCTTACACCTTAGAATTTGGAACCCCCAAATCGGGGGAACT
TTTAGAAACCAGCCCCTAAGGTGGAACAATGATTAGGGTGAATCCTACAAGGTGCCTA
TGGAGAACCGGGGTTGGTACATCCTCATAAAAC

ELB90 Lactobacillus plantarum

GGTAGGGGGGGCGATGCTAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGC
ATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACC
AGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGAT
ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCC
GGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGG
GCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTA
ATCTTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCCGCCTACCATGAAGT
CGGAATCGGCTAGTTATTCGGCGGATATCAGCATGGCCGGCGGTGTGAATACGTTTCCC
GGGGCCTTGGTCAACACACGCGCCGTGTCAACACACACATGTAGAGAGTGTGTGTGTAA
CACACCACAGAGTGTGCGTGTGTGGGGTAACTCTTTTAGAGAACACAGCCGCCCTATAG
GGGGGAAAAATGAATTTGGGGTGTAAATTCTAAAAAGGGTACCCTTGAGAAACACGGG
TGGGTACCCCCCCTCCAAAAAAAA

ELB80 Lactobacillus plantarum

CCCGCTACGATGATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGC
ATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACC
AGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGAT
ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCC
GGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGG
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GCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTA
ATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGG
AATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGG
AACCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTA
GGAGAACCTGCGGTTGTTCACCCCTCCTACGACTGCTTCGTTGCGACGACCTCACCCTA
ATCAGTCTGTCACCTTGGCGCGGCTGGTTCCTAAAGGGTTACCCACCGACTTTGGGTGT
TACAAACTCTCAGGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGGCGGGGAAAGGTATTCGCGC
ATGCTGATCGCGATGTACAGCGATTCGACTCATGTAGGCGAGTTGCAGCTACATCGAAC
TGAGAATGGCTTTAGAGATAGCTACTCTGCAGTTGCACTGTGTACATCATGTAGCAGTG
TGTAGCAGGTCATAGGCATGAATGATTGACGTCATCCTCTTCGTTTGTCGGGCCTCAAG
GATGCGCATCATGGCTGGCCAGTCGATAATAAGGTTGGCTTCGGTATACACTACAGAGT
GAACCATGTACACCGGACACAGT

ELB93 Lactobacillus plantarum

CGCTAACTATATGTATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAAC
GCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTAC
CAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGAT
ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCC
GGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGG
GCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTA
ATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGG
AATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGG
AACCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTA
GAGACCTGCGTGATTAACACCCTCATTACTACGGTACTTGTTACGACTTCACCCTAATC
ATCTGTCCACCTTAGGCGGCTGGTTCTAAAGGTTACCCACCGACTTTGGGTGTTACAAA
CTCTCAGGTGTGACGCGGGTGTTGTTACAAGGCCGGAACGTATTCACCGCGCATGCTGA
TCCGGTTACAGGATCCACTCATGTAGGCAGGTGCGCCCTACACTCGCACTGGAATGCTT
TAGAATAAGCTCACTCTCGCGAGTTGCACTGGTGGTCACTCTGGACAGGTGTGCAGGTA
AGGCCGTACGAATAAATTCACTCCTGTTGCGTCAGGACCAATATGTCGGCAGAT
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ELB58 Lactobacillus plantarum

GTCAATTTCATAGTATGCTAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACG
CATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACC
AGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGAT
ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCC
GGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGG
GCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTA
ATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGG
AATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGG
AACCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTA
GGAGAACCTGCGGTGTTACACACCCTCCCTATAACGGCTACCTTTGTTACGACTTTCAC
CCTAATCATCTGTCCACCTTAGGCGGCTGGTTTCTAAAAGGTTACCCACGACTTTGGGT
GTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGCGGGAACGTATTCACGCGGC
ATGCTGATCGCGATTACTAGCGATTCGACTTCATGTAGCCAGTTGCAGCTACATCGACT
GAGAATGCTTAAGAGATAGCTACTCTGCAGTGCAACGTTGTACATCATGTAGCACGTGT
GTAGCCAGTCATAGGGCATGAATGATGAGCATCCTTTTCGTGTACGATTCAAAGGCCAT
AACTGCACGTAATAAGTGCTGATTAACATTCGCGGTTGCAGCT

ELB92 Lactobacillus plantarum

TAAACAATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCAT
TAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAG
GTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACA
GGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA
GCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGT
GACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCT
CTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATC
GCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG
CCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAACC
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AGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAG
AACCTGCGGTTGTTTCACACCTCCTCTAACGCTACCTTTGTTACGACTTCACCCTAATC
ATCTGTCCACCTTAGGCGGCTGGTTCTAAAAGGTTACCCACCGACTTTGGGTGTTACAA
ACTCTCAGGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCGGGAACGTATTCACGCGGCATGCT
GATCGCGATTACTAGCGATTCGACTTCATGTAGCAGTTGCAGCTACAATTCGAACTGAG
AATGGCTTAGAGATTAGCTTACTCTGCGAGTTGCCACTGTTGTACATCATTGTAGACAG
TGTTGTAGCCAGTCATAAAGGGCATTGATGATTGACTCATCCACACTCTCGTTGTACGG
CTCACAGAGGCGACATATAGTGCGCCATGGCAATATATAAAGGTGGTCTTGGTTACACA
TTCAAGGTGTGACAGCTACCTA

ELB85 Lactobacillus plantarum

TCGCTAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACG
CATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACC
AGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGAT
ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCC
GGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGG
GCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTA
ATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGG
AATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGG
AACCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTA
GGAGAACCTGCGGTTCATATTACCCCTCCTCCTACGCTTCCTTTGTTACGACATCACCCT
AATCATCTGTCCACCTTAGGCGGCTGGTTCCTAAAAGTTACCCACGACTTGGGTGTTAC
AAACTCTCAGGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAGCGGGAACGTATCACGCGGCATGCTGA
TCGCGATTACAGCGATTCGACTCATGTAGGCAGTTGCAGCTACAATCGAACTGAGAATG
GCTTTAGAGATAGCTACTCTCAGTGCACTCGTTGTACATCATGTAGCAGGTGTTAGCCA
AGGGTCTTAGGGCATGAGTGGATTGGACTATCACACTTCTGGTTGTACGCAGTCTCAAG
AGCACCTATATCTGCATGAATATAAGTGTCTTCGGTTAACTTACAGGTGCACCAGTCAG
TGAT

ELB51 Lactobacillus plantarum
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GCAACTAATTGCGTATGCTAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACG
CATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACC
AGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGAT
ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCC
GGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGG
GCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTA
ATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGG
AATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGG
AACCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTA
GGAGAACCTGCGGTTGGATCACCTCCTACAACGG

ELB86 Lactobacillus plantarum

TCCTTAACTATTTGTATGCTAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAAC
GCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTAC
CAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGAT
ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCC
GGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGG
GCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTA
ATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGG
AATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGG
AACCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTA
GGAGAACCTGCGGTTTATCACACCTCTCTCTACCGC

ELB79 Lactobacillus plantarum

ATGCTAACGATGATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGC
ATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACC
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AGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGAT
ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCC
GGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGG
GCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTA
ATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGG
AATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGG
AACCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTA
GGGAGAACCTGCGTGTTATACAACCCTCTCTTACAGACCGGCTTCCGTTTGGTTACGAA
CCCTCACCCTAATCATGCTGTCCACCTTGAGGGCGGCTGGTTTCCTAAAAGGTTACCCC
ACCGACTTTGGGTGTTACAACTCTCAGGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAGTCGGGGAAC
GTATTCACGCGCATGCTGATCGCGATACAGCGATCACTTCATGTAGCAGTGCAGCTACA
TCGACTGAGAATGCTTAGAGATTAGCTTACTCTGCAATGCACTGTGTACATCATGTAGC
AGTGGTAGCAGTCATAGCATGATGATTGACTATCCACTTCGGTGTACGGTCCAAGTCCA
TATGGCAGTAATAAGTATGGCTTCGTATTACTGACGGTGCTAACAGTTACTC

ELB78 Lactobacillus plantarum

ATGATACGATGATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCA
TTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAG
GTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACA
GGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA
GCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGT
GACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCT
CTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATC
GCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG
CCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAACC
AGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAG
AACCTGCGGTGTTCTAACCCCTCCCTCCAACGGCTACCTTTGTTACGACTTCACCCTAAT
CATCTGTCCACCTTAGGCGGCTGGTTTCTAAAAGTTACCCACGACTTTGGGTGTTACAA
ACTCTCAGGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAGCGGGAACGTATTCACGCGGCATGCTGAT
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CGCGATTACTAGCGATTCGACTCATGTAGCAGTTTGCAGCTACATCGAACTGAGATGGC
TTTTAGAGATAGCTACTCTGCAGTTTCACTGATGTACATCATGGTAGCAGTGTGTAGCA
GGTCATAGGGCATGATGAATTGACGTCATCATCTCGATTGTACCGCATTCAAAGGCACT
TATGTCTGGCATGTATATATTAAAGTGCTTTCGGATTTACATCACAGGTGACACAATG
GTCATACGTGAT

ELB60 Lactobacillus plantarum

TTTCCCGGATCATTCGTTTAGCTAGTGTTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGC
TAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACC
TTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACAT
GGATACAGGTGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
CAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACT
GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACC
TGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGC
TAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTC
GGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTA
GGAACCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCG
TAGGAGAACCTGCGGTTGGATCCACCCTCCTGTAACGGCTACCTTTGTTACGACTCACC
CTAATCATCTGTCCACCTTAGGCGGCTGGTTTCTAAAAGGTTACCCCACCGACCTTGGG
TGTTACAAACTCTCAGGGTGTGACGGGCGGTTGTGTACAAGCCGGGAACGTATTCACGC
GGCATGCTGATCGCGATACCAGCGATTCGACTTCATGTAAGCAGTTGCAGCTACAATCC
GAACTGAGATGGCTTAGAGATAGCTACTCTCGAGTTGCAACTCGTGTACATCATTGAAG
CATGTGTGTAGCCAGGCTTATAGGACGATGATGATTAGACATCTCACTCTCGGTAGTAC
GCAATCAGAGCCACTATATGCTGACATAGTAATAAAGGATGGCTGTGGAGTTACAC

HEB22 Lactobacillus brevis

GACTTATCCGTATGAGTTGCTAAGTTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCT

AACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCT
TACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGA
ATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
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CAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACT
GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACC
TGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAAGTCGTGAGGCTAAGC
TAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTT
GGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGATAACCTTCGG
GAGTCAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGT
AGGAGAACCTGCGGTTGGATCACCCTCCTTCATACT

ELB17 Lactobacillus brevis

CTTTCGGCCCAATGAGGTGCTAGATGTTGGAGGGTTTGCGCCCTTCAGAGCTGCAGCGG
ACAGACTTTGCACTCCCCCGGGGGAGTACGACTGCGTGGTTTTGGATCACCTCCTTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTA
CCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAAT
GACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGC
CGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTG
GGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAAGTCGTGAGGCTAAGCTA
ATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTTGG
AATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGATAACCTTCGGGA
GTCAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAG
GAGAACCTGCGGTTGGTTCCACCTCCCTTA

HEB34 Lactobacillus brevis

CTTCGTACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACG
CATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACC
AGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGA
CAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCG
GTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGG
CTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAAGTCGTGAGGCTAAGCTAAT
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CTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTTGGAA
TCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACAC
CGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGATAACCTTCGGGAGT
CAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGA
GAACCTGCGGTTGTTCTCACCCCTCCTGCGTACGCTTCCTTGGGTTACGACTCACCTAAT
CAGTCTGTCCATCTGTAGAGCGGCTGACTCCGGAGAGGTTATCTCACCGGCTTTGGGTG
TTACAAACTCTCAGGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAGGCCGGGAACGTATCACGCGGCA
TGCTGATCGCGATTACAGCGATTCACTTCAGTAGGCAGTTGCAGCTACAATCGAACTGG
AGACGGCTTTAGAGATAGCTAGCTAGACTCGACTCGTGTACGTCATGTAGCAGTGTGTT
AGCCAGTCATAGGCATGAATGATTGAGTATCCATTCTCGTTGTACGGCGTCAACGGTCA
TGAAGTCTGCGCCAGTATATAAGTTGGCCTTTCGGTAACACTTGATCAGGTGACAACGG
T

HEB35 Lactobacillus brevis

ATCGCAAGAATGAGTGCTAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGC
ATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACC
AGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGA
CAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCG
GTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGG
CTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAAGTCGTGAGGCTAAGCTAAT
CTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTTGGAA
TCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACAC
CGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGATAACCTTCGGGAGT
CAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGA
GAACCTGCGGTTGTTACTCCACCTTTCTACGGAACGGCTAGCTTGGTTACGACCTCACC
CTAATCATCTGTCCATCTGTAGACGCTGACTCGCGAGAGTTATCTCACGGCTTTGGGTG
TTACAAACTCTCAGGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAGCGGAACGTATTCACGCGGCATG
CTGATCGCGATTACAGCGATTCCACTTCATGTTAGGCAGTTTGCAGCCTACATTCGGAA
CTGAGAACGCTTAAGGAATAAGCTTAAGCCTCAGCACTCTCGCACTCTGTTTGTTACGC
TCTATGTAACCAGGTGTGGTCCAGGTTAAGGGCGATTATTTGACTTCATTTCGTGTACG
TTCAAGCTCAATTGTCGTCGCAG
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HEB39 Lactobacillus brevis

TTCGCAACGATGAGTGCTAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGC
ATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACC
AGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGA
CAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCG
GTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGG
CTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAAGTCGTGAGGCTAAGCTAAT
CTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTTGGAA
TCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACAC
CGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGATAACCTTCGGGAGT
CAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGA
GAACCTGCGGTGTATCACACCCTCCTCCAAACGGCTACCTTGGTTACGACATCACCCTA
ATCATCTGTCCACCTTAGACGGCTGACTCCGAAGGTTATCTCACGGCTTTGGGTGTTAC
AACTCTCAGGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAGCCGGGAACGTATTCACGCGCATGCTGA
TCGCGATTACAGCGATTCACTTCAGTAGGCAGTTGCAGCTACATCGAACTGAGAACGCT
TTAGAGATTAGCTAGCTCAGACTCCGACTCGTGTACGTCATTGTAGCAGTGTGTAGCAA
GTCATACGGGCATGATGAATTGACGTCATCACCTCTCCGTTTGGTACGGCGTCAAAAGT
ACCACTGAATGTCGCCAGTATATATAGGGTGCGTGCGATTACACTAGACAGTGTAACCA
GTGGCTCAGTGACT

HEBO9 Lactobacillus brevis

CCGTAAGATGAGTGCTAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCAT
TAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAG
GTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACA
GGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA
GCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGT
GACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAAGTCGTGAGGCTAAGCTAATCT
CTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTTGGAATC
GCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG
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CCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGATAACCTTCGGGAGTCA
GCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGA

ACCTGCGGTGTATACCCCCTTCCTTACCTACCGGCTACCTTGTTACGACTCACCTAATCA
GTCTGTCCACCTGTAGGGGCTGACTCCGAAGGTTATCTCACGGCTTTGGGTGTTACAAA
CTCTCAGGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAGCGGGAACGTATCACGCGCATGCTGATCGC
GATTACAGCGATTCACTTCAGTAGCAGTTGCAGCTACATCGAACTGAGACGCTTAGAGA
TAGCTAGCTCGACTCGACTCGTGTACGTCATTGTAACAGGTGGTTAGCAGTCATACGGG
CATGATGAATTGACTATCATCTCGCTTGTACGGTCAAAGTCCATAAGTCTGCACAGTAT
ATATGTGCATTCGGGGTACATGACAGTGAAACAGTGCA

ELB15 Lactobacillus brevis

GGCGGCACAAAGAGTGCTAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGC
ATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACC
AGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGA
CAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCG
GTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGG
CTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAAGTCGTGAGGCTAAGCTAAT
CTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTTGGAA
TCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACAC
CGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGATAACCTTCGGGAGT
CAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGA
GAACCTGCGGTTGATCACCCCTCCTATAAACGGCTACCTTTGTTACGACTTCACCTAAT
CATCTGTCCACCTTAGACGCTGACTCCGAAAGTTATCTCACCGGCTTTGGGTGTTACAA
ACTCTCAGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAGGCGGGAACGTATTCACGCGCATGCTGATC
GCGATTACAGCGATTCACTTCATGTAGGCAGTTGCAGCTACAATCGAACTGAAACGGCC
TTAGAGATTAGCTTAGCTAGACTTCGGACTCGTGTACGTTCATTGTTACAGGTGTGGTA
GTCCACGTCATAAGGGGCATGATGATTGACTATCACTTCGTTGTTACGGCGTCTCAAAG
CACCTGATGCTGACGTGATAATAGTGTGTCTTCGGATTACACATTTCAGGTGAGTCAAC
GTC
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HEB30 Lactobacillus brevis

TGGAAACAATGAAATGCTAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGC
ATTAAGCACTCCGGTTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATAGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACC
AGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGA
CAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCG
GTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGG
CTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAAGTCGTGAGGCTAAGCTAAT
CTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTTGGAA
TCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACAC
CGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGATAACCTTCGGGAGT
CAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGA
GAACCTGCGGTTGGTTTACACCCTCCCTACATACGG

HEB33 Lactobacillus brevis

ATCGCACAAGAGTGCTAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCAT
TAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAG
GTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACA
GGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA
GCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGT
GACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAAGTCGTGAGGCTAAGCTAATCT
CTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTTGGAATC
GCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG
CCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGATAACCTTCGGGAGTCA
GCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGA
ACCTGCGGTGTAAACCCCCTTCCTACCGACCGCTACCTTCGTTACGACCTCACCCTAAAT
CGTCTGTCCATCTGTAGGCGGCTGACTCGCGAGAGGTTATCTCACGGGCTTTGGGTGTT
ACAAACTCTCAGGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAGGCCGGGAACGTATTCACGCGGCAT
GCTGATCGCGATTACAGCGATTCACTTCAGTAGCAGTTGCAGCTACATCGAACTGAGAA
CGCTTAGAGATAGCTAGCTCAGACTCGACTCGTGTACGTCATTGTAGCAGTGTGTAGCA
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GTCATAAGGCATGATGAATTGACTCATCACTCTCGTTGTACGGTCAAAAGTCACGGTAT
ATGCTGCAGTAATATAGTGCTTGCGATACACTAGAACAGGTGCACAACATGCACGCCGT

ELB5 Lactobacillus brevis

GCGTTCGCCAACAATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCT
AACGCATTAAGCACTCCGGTTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACC
TTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAG
AATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGAC
TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGAC
CTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAAGTCGTGAGGCTAAG
CTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGT
TGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTA
CACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGATAACCTTCG
GGAGTCAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCG
TAGGAGAACCTGCGGTTGGTTCACCTCCTTCATAC

ELB25 Lactobacillus brevis

CAATTCCTCCCATCCCCCCGGGTCTCATTTAGTGCTAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTC
AGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCTTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAAC
TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCT
ACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCC
CTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCA
CTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCA
TGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAAG
TCGTGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTC
GCCTACATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTT
CCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGGCGGG
TGAGATAACCTTCGGGAGTCAGCCGTCTAAAGGTGGGGACAGATGATTTAGGGTGAAA
GTCGTAACAAGGGTAGCCGTAGGAAGAACCTGCGGTTGGGATCATCCTCCTTAAT

ELB27 Lactobacillus brevis
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TTTCCGAATAATATGAAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCT
AACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCT
TACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGA
ATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
CAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACT
GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACC
TGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTTGCGAAGTCGTGAGGCTAAGC
TAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTT
GGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGATAACCTTCGG
GAGTCAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGT
AGGAGACCTGCGTGTTACATACTCACCCTCCATCATAAAA

ELB100 Lactobacillus brevis

CTGAAATTTTGGTCGTAGATGCTAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCT
AACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCT
TACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGA
ATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
CAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACT
GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACC
TGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTTGCGAAGTCGTGAGGCTAAGC
TAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTT
GGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGATAACCTTCGG
GAGTCAGCCGTTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTA
GGAGAACCTGCGGTTGGTACTCACCCTCCTGCATACG

ELB101 Lactobacillus brevis

TGCGCCTACCGTTGAGTGCTAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAAC
GCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTAC

128



CAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATG
ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCC
GGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGG
GCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTTGCGAAGTCGTGAGGCTAAGCTA
ATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTTGG
AATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGATAACCTTCGGGA
GTCAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAG
GAGAACCTGCGGTTGTTTAACCCTCCTCATACGCTACTTTGTTACGACTTCACCCTAAT
CATCTGTCCACCTTAGACGCTGACTCCGAAAGTTATCTCACCGGCTTTGGGTGTTACAA
ACTCTCAGGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCGGGAACGTATTCACGCGGCATGCT
GATCGGCGATTACAGCGATTTCACTTCATGTAGGCAGTTGGCAGCTACATTCGAACTGG
AGAACGGCTTTAGAGATTAAGCTTAGCTCGACTCCACTCGTGTTACGTCATTGTTAGCA
GGGGTGTTAGCCAAGGTCATAAGAGGGGCATGATGATTTGGACGTCATCTCACTTCTTG
CGTGTGTGACGGCGCGTCTACACAGTGCGCAGTCGGAAGTGACTGGCCAACTGATCGGA
TATATATAAGGTGGCTTTTGGGGATATCACATACTTTCACAGCGTGAGTGAGACCAGA
GTCAGTCGCGA

ELB104 Lactobacillus brevis

TGCGCCTACCGTTGAGTGCTAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAAC
GCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTAC
CAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATG
ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCC
GGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGG
GCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTTGCGAAGTCGTGAGGCTAAGCTA
ATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTTGG
AATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGATAACCTTCGGGA
GTCAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAG
GAGAACCTGCGGTTGTTTAACCCTCCTCATACGCTACTTTGTTACGACTTCACCCTAAT
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CATCTGTCCACCTTAGACGCTGACTCCGAAAGTTATCTCACCGGCTTTGGGTGTTACAA
ACTCTCAGGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCGGGAACGTATTCACGCGGCATGCT
GATCGGCGATTACAGCGATTTCACTTCATGTAGGCAGTTGGCAGCTACATTCGAACTGG
AGAACGGCTTTAGAGATTAAGCTTAGCTCGACTCCACTCGTGTTACGTCATTGTTAGCA
GGGGTGTTAGCCAAGGTCATAAGAGGGGCATGATGATTTGGACGTCATCTCACTTCTTG
CGTGTGTGACGGCGCGTCTACACAGTGCGCAGTCGGAAGTGACTGGCCAACTGATCGGA
TATATATAAGGTGGCTTTTGGGGATATCACATACTTTCACAGCGTGAGTGAGACCAGA
GTCAGTCGCGA

ELB105 Lactobacillus brevis

TGGCCCCCTACTTTAGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCT
AACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCT
TACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGA
ATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
CAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACT
GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACC
TGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTTGCGAAGTCGTGAGGCTAAGC
TAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTT
GGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGATAACCTTCGG
GAGTCAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGT
AGGAGAACCTGCGGTTGGTTCCACCTCCTTATAC

ELB32 Lactobacillus brevis

CTGGCCAACAGTTGAGATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTA
ACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTT
ACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAA
TGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC
AACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTG
CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCT
GGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTTGCGAAGTCGTGAGGCTAAGCT
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AATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTTG
GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACA
CACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGATAACCTTCGGG
AGTCAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTA
GGAGAACCTGCGGTTGGTTTCCACCTCCTA

ELB99 Lactobacillus brevis

TCCGGCAACAGAATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTA
ACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTT
ACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAA
TGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC
AACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTG
CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCT
GGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTTGCGAAGTCGTGAGGCTAAGCT
AATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTTG
GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACA
CACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGATAACCTTCGGG
AGTCAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTA
GGAGAACCTGCGGTTGTTCCCACCCCTCCCTCATACGCTACCTTGTTACGACTTCACCCT
AATCATCTGTCCACCTTAGACGGCTGACTCCGAAGTTATCTCACGGCTTTGGGTGTTAC
AAACTCTCAGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAGGCGGGAACGTATTCACGCGGCATGCTG
ATCGCGATTACAGCGATTCACTTCATGTAGGGCAGTTGCAGCTACAATTCGAACTGAGA
AACGCTTTTAGAGATTAGCTTAGCTTCGACTTCCACTCGTGTACGTCATTGTAGCAGTG
TTGTAGCCACGTGCATAAGGGGCATGAATGGATTGGAGCCTCATCACTCTTCGTGTTAC
AGCGGCGTCTAACAGGTACACGTAATGACGTGGCTCAGCTGACATATATGGGTGGTCTT
GGGGATATTACACACATTGCAGACGGTGTAGTGAACAGTAACG
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B

Sekanslanan Mayalarin 26s rDNA Gen Dizilimleri

78STM4 Saccharomyces cerevisiae

GTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTT
GGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGA
GGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCG
AG

LABE25M Saccharomyces cerevisiae

CGGGGCATGCTTAGTACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTAC
CTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGT
TCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTT
TGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATATA

LABE33M Saccharomyces cerevisiae

CGGGCATGCCTTAGTACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACC
TTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTT
CCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTT
GTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATATA

78SM3 Saccharomyces cerevisiae

GTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTT
GGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGA
GGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCG
AG

61TM3 Saccharomyces cerevisiae

TTAGTACGGCGAGTGAGCGGCAAAAGCTCAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTGCCCGA
GTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGG
ACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTTGTAAAGTGCCTT
CGAA
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TGM61 Saccharomyces cerevisiae

AGGTATGCCTTAGTACGGCGAGTGAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCT
TCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTC
CTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTT
GTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATATA

LABE42M Saccharomyces cerevisiae

CGGGTATGCTTAGTAACGGCGAGTGAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACC
TTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTT
CCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTT
GTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATATA

LABE41M Saccharomyces cerevisiae

CGGGGGATAGTCCTTTTAGTAACGGCGAGTGAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCT
GGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTC
TATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCG
GTTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATATA

LABE39M Saccharomyces cerevisiae

GGCCATGCTTAGTAACGGCGAGTGAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTT
CGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCC
TTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTTG
TAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATATA

LABE19M Saccharomyces cerevisiae

CGGTATGCCTTAGTACGGCGAGTGAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTT
CGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCC
TTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTTG
TAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATATA

LABE16M Saccharomyces cerevisiae

CGGTCATGCCTTAGTACGGCGAGTGAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCT
TCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTC
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CTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTT
GTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATATA

TGM33 Saccharomyces cerevisiae

AAAAAACCTGGGTGATTGCACGTGTTGCTTAGAAGGCGGTGAAGCGGCAAAGCTCAAA
TTTGAAATCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCC
GTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCG
AGGAGTGCGGTTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTC
TAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACA
AGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAA
ATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGT
GGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCC
ATAGGAATGTAGCTTGCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGG
ACTGAGGACTGCGACGTAAGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTA
ANANAGGGGNCCAAAAANAAAA

TGM38 Saccharomyces cerevisiae

CCCGACGTTGATATAGCTGACTACGGCGAGTGAAGCGGCAAAGCTCAAATTTGAAATCT
GGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTC
TATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCG
GTTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGG
TGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGT
GATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGA
AAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGG
GAATCTCGCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAAT
GTAGCTTGCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGAC
TGCGACGTAAGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTTGAAAANNGGG
NGAAAAAAAA

TGM41 Saccharomyces cerevisiae

CAACGGGGGTATGCCTTAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAGCTCAAATTTGAAATCT
GGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTC
TATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCG
GTTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGG
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TGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGT
GATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGA
AAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGG
GAATCTCGCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAAT
GTAGCTTGCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGAC
TGCGACGTAAGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGCTGAAAANNNGG
GCCAAAAAAAA

TGM10 Saccharomyces cerevisiae

CAAACGGGGTATGGCTTAGTACGGCGAGTGAGCGGCAAAGCTCAAATTTGAAATCTGG
TACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTA
TGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGT
TCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTG
GTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGA
TGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAA
GGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGA
ATCTCGCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGT
AGCTTGCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTG
CGACGTAAGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCGCCCGTCGAAAAANANNNAA
AAAAAAAAA

TGM55 Saccharomyces cerevisiae

ACAACGGGGGTATGCCTTAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAAT
CTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTG
TCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGC
GGTTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGG
GTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAG
TGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGA
AAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGG
GAATCTCGCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAAT
GTAGCTTGCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGAC
TGCGACGTAAGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTAAAAANNGG
GGGAAAAAAA
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TGM22 Torulaspora delbrueckii

AGTTGTTTGATGGCTGCGCAGCCCGCTACGGCGAGTGAGACGGCAAAAGCTCAAATTTG
AAATCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATATTGTAGAAGGTAACTTTGGGGCTGGT
CCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGG
ATCCCAGTTCTTTGTAAAGTGCTTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGGATATA

TGM24 Torulaspora delbrueckii

CCTCCCCAACCCCCCTACGGCGAGTGAGCGGCAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTT
CGGTGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAAGGTAACTTTGGGGCTGGTCCTTGTCTATGTTCC
TTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGATCCCAGTTCTTTGT
AAAGTGCTTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGGAAATA

TGM26 Torulaspora delbrueckii

TAGTTTTAGGGGCTGCCACCCCCTACGGCGAGTGAGCGGCAAAGCTCAAATTTGAAATC
TGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAAGGTAACTTTGGGGCTGGTCCTTGT
CTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGATCCCA
GTTCTTTGTAAAGTGCTTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATATA

TGM15 Torulaspora delbrueckii

GAAGATCTGTTCTTTGTAACGCCGCGTCTGAACGGTACAACGGACGAGTGAGCGGCTAA
AGCTCAAATTTCGAATCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAAGGTAACT
TTGGGGCTGGTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCC
GTGTGGCGAGGATCCCAGTTCTTTGTAAAGTGCTTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGA
ATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGA
TAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAG
TACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGCGCCCTCT
GCTCCTTGTGGGTGGGGGAATCTCGCATCTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGCGGCAG
GATAAATCTGCAGGAATGTAGCTTGCCTCGGTAAGTGTTATATCCTGTAGAAATACTG
CCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACTTTACGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGC
CGCCCCTCTT

TGM20 Torulaspora delbrueckii

CCAACGTGGGCATGCCTTAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAGCTCAAATTTGAAATCT
GGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAAGGTAACTTTGGGGCTGGTCCTTGTC
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TATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGATCCCAG
TTCTTTGTAAAGTGCTTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGT
GGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTG
ATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAA
AGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGCGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTGGGGG
AATCTCGCAGCTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGCGGCAGGATAAATCTGCAGGAATG
TAGCTTGCCTCGGTAAGTGTTATATCCTGTAGAAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACT
GCGACTTTACGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTGAAAAACCG
GAACCAAA

TGM19 Torulaspora delbrueckii

AACAAGCTGGGTGTATTGCGAGCGATGCTCAAACGGCGAGTGAGCGGCAAAGCTCAAA
TTTGAAATCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAAGGTAACTTTGGGGCT
GGTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCG
AGGATCGCGGTTCTTTGTAAAGTGCTTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTC
TAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACA
AGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAA
ATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGCGCCCTCTGCTCCTTGT
GGGTGGGGGAATCTCGCATCTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGCGGCAGGATAAATCT
GCAGGAATGTAGCTTGCCTCGGTAAGTGTTATATCCTGTAGAAATACTGCCAGCTGGGA
CTGAGGACTGCGACTTTACTTCAAGGATGCTGGCTTATTGTTTATTTGCCCCCCTCTAA
AANNNGGGAC

LABE10M Wickerhamomyces anomalus

CAGGGAAATGCCTCAGTAAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTA
GCACCTTCGGTGTTCGAGTTGTAATTTGAAGATGGTAACCTTGGGTTTGGCTCTTGTCT
ATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCTGATGAGATGCCCATT
CCTATGTAAGGTGCTATCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATATA

5901M9 Pichia membranifaciens

AGCGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAGATTTGAAATCGTGCTAATTTTTTTGGCACG
AGTTGTAGAGTGTAGGCGGGAGTCTTTGTGGAGCACGGTGTCCAAGTCCCTTGGAACA
GGGCGCCTGAGAGGGTGAGAGCCCCGTGGGGTGCCGTGCGAAGCTTTGAGGCCCTGCTG
ACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATAA
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