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OZET

Siyez Bugdayi ve Kavuzsuz Arpa Eksi Hamurlarindan Laktik
Asit Bakterileri ve Mayalarin Izolasyonu ve
Karakterizasyonu

Elif CAKIR

Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Doktora Tezi

Danigsman: Prof. Dr. Muhammet ARICI

Es-Danisman: Dog. Dr. M. Zeki DURAK

Tahillarin hem teknolojik hem de besleyici 6zelliklerinin gelistirilmesi i¢in laktik asit
bakterileri (LAB) ve mayalardan olusan eksi hamur fermentasyonu potansiyel bir arag
olarak goriilmektedir. Beslenme agisindan iistlin ve kendine 6zgii 6zelliklere sahip siyez
bugday1 ve kavuzsuz arpa unlarinin eksi hamur teknolojisine yeni bir kaynak olmasi
amaciyla LAB ve maya biyogesitliligi arastirilmistir. Calismanin ilk agamasinda
spontan olarak laboratuar sartlarinda hazirlanan siyez ve kavuzsuz arpa eksi
hamurlarindan farkl kiiltiir ortamlarinan izole edilen LAB ve maya izolatlar1 FTIR da
on tanimlama yapilip, cluster agaclarindan LAB ve mayalar secilip PCR (16S)’da
tanimlanmistir. Siyez eksi hamurunda Lactobacillus crustorum (baskin tiir),
Pediococcus spp., Lactobacillus. brevis, Lactobacillus paraplantarum, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus curvatus olmak iizere yedi farkl tiir
PCR ile tanimlanmistir. Kavuzsuz arpa eksi hamurunda ise Pediococcus spp. (baskin
tiir), Lb. brevis, Lb. curvatus, Lb. fermentum, Lb. crustorum/Lb.musae, Lb. plantarum,
Lb. paralimentarius, Leu. mesenteroides ve Lb. equigenerosi olmak lizere 9 farkl tiir
belirlenmistir. Lb. crustorum/Lb.musae 168 ile iyi bir ayrim gdstermemistir. Her iki eksi

hamurda mayalardan Saccharomyces cerevisiae tiirii baskin bulunmustur. Calismanin
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ikinci asamasinda teknolojik 6zellikleri incelemek i¢in tanimlanan her tiirden segilen
LAB ve mayalarin tuz ve aside yliksek toleransli bakteriler oldugu belirlenmistir. Lb.
paraplantarum SB22 ve P. acidilactici 2AB, P. acidilactici SAB26, Lb. plantarum
SAB15 ve P. acidilactici SAB13 Bacillus subtilis ATCC6633, Bacillus cereus
ATCCI11778 ve Escherichia coli ATCC25922 patojen bakterilerine karsi yliksek
antibakteriyel aktivite géstermistir. Lb. crustorum, Lb. paraplantarum SB22, Lb. brevis
SB68, Lb. paralimentarius SAB23, Lb. brevis SAB16, Lb. brevis SAB31, Lb.
plantarum SAB15 ve Pediococcus tiirleri Penicillium carneum, Aspergillus flavus ve
Aspergillus niger’e kars1 antifungal aktivite gostermistir. Lb. paraplantarum SB22, Lb.
plantarum SB17, Lb. plantarum SAB30, P. pentosaceus SAB7 ve Leu. mesenteroides
SAB20 ve mayalardan S. cerevisae 3SM7-0 ve C. glabrata 4SAM3-4’te yiiksek fitaz
aktivitesi goriilmiistiir. Calismanin son asamasinda siyez ve kavuzsuz arpa unlarina (ve
%25, %50, %75 oranlarda bugday unu katkili) secilen LAB ve mayalardan siyez ve
kavuzsuz arpa eksi hamur ekmekleri ile spontan ekmekler yapilmistir. SS1 ve EHS1
siyez eksi hamurlar1 SB68 kodlu Lb. brevis, SB22 kodlu Lb. paraplantarum ve 3SM3-3
ve 3SM1-3 kodlu §. cerevisiae olmak iizere 2 fakli maya ile olusturulmus olup EAS1
kavuzsuz arpa eksi hamuru ise SAB31 kodlu Lb. brevis, SAB15 kodlu Lb. plantarum ve
SAMI1-4 kodlu S. cerevisiae ile iiretilmistir. Starter kiiltiir i¢eren siyez ve kavuzsuz arpa
ekmekleri spontan ekmeklerden daha yiiksek hacim, spesifik hacim ve daha diisiik
sertlikte elde edilmistir. Siyez ekmekleri siyez orani arttik¢a ekmek i¢i daha sar1 ve daha
az kirmizi, arpa ekmekleri de arpa orani arttikca daha kirmizi ve daha az sar
bulunmustur. Duyusal analiz sonuglarina gére en cok begenilen EHS1 eksi hamur
eklenmis SE1 (5.86) ve SE2 (5.77) ekmegi ile kavuzsuz arpa ekmeklerinden ise EHA1
eksi hamur eklenmis arpa unu igeren AKI (5.60) ve AK2 (5.16) ekmeklerinde

gorilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Eksi hamur, LAB, siyez unu, kavuzsuz arpa unu, PCR.

X1v



ABSTRACT

Isolation and Characterization of Lactic Acid Bacteria and
Yeast From Einkorn Wheat and Hull-Less Barley Sourdough

Elif CAKIR

Department of Food Engineering

Doctor of Philosophy Thesis

Advisor: Prof. Dr. Muhammet ARICI
Co-advisor: Assoc. Prof. Dr. M. Zeki DURAK

Sourdough fermentation consisting of lactic acid bacteria (LAB) and yeasts, which are
characterized for both nutritious and technological development of cereals, is seen as a
potential tool. The nutritionally superior and unique features of einkorn wheat and hull-
less barley flour have an effect on the microbiota of which it has a biodiversity. In the
first stage of the study, pre-identification performed with FTIR to LAB and yeast
isolates isolated from different media from spontan einkorn and hull-less barley
sourdough. LAB and yeasts representing the obtained cluster trees were chosen and
identified with PCR. From einkorn, seven different LAB species of Lactobacillus
crustorum (dominat species), Pediococcus spp., Lactobacillus brevis, Lactobacillus
paraplantarum, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum, and Lactobacillus
curvatus were identified. From hull-less barley, nine LAB species of Pediococcus spp.,
(dominant species), Lb. curvatus, Lb. brevis, Lb. plantarum, Lb. fermentum,
Lb.crustorum/Lb. musae, Lb. paralimentarius, Leu. mesenteroides and Lb. equigenerosi
were identified. Lb. crustorum / Lb.musae did not distinguish well with 16S. Of the
yeasts, Saccharomyces cerevisiae species was dominant. In the second stage of the

study, it was determined that the LABs and yeasts selected from each type identified to
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examine the technological properties are bacteria with high tolerance to salt and acid.
Lb. paraplantarum SB22 and P. acidilactici 2AB, P. acidilactici SAB26, Lb. plantarum
SAB15 and P. acidilactici SAB13 were shown to have high antibacterial activity
against B. subtilis ATCC6633, B. cereus ATCC11778 and E. coli ATCC25922. Lb.
crustorum, Lb. paraplantarum SB22, Lb. brevis SB68, Lb. paralimentarius SAB23, Lb.
brevis SAB16, Lb. brevis SAB31, Lb. plantarum SAB15 and Pediococcus sp. Showed
antifungal activity against Penicillium carneum, Aspergillus flavus and Aspergillus
niger’e. Lb. paraplantarum SB22, Lb. plantarum SB17, Lb. plantarum SAB30, P.
pentosaceus SAB7 and Leu. mesenteroides SAB20 and S. cerevisae 3SM7-0 and C.
glabrata 4SAM3-4 showed high phytase activity. In the final stage of the study, the
selected LAB and yeasts from different proportions of einkorn and hull-less barley
(25%, 50%, 75%) added to wheat flour were used to make einkorn and hull-less barley
sourdough breads. For SS1 and EHS1 2 different einkorn sourdough, SB68
Lactobacillus brevis, SB22 Lactobacillus paraplantarum with 3SM3-3 and 3SM1-3
coded Saccharomyces cerevisiae using 2 different yeasts were used for EAS1 hull-less
barley sourdough, SAB31 Lactobacillus brevis, SAB15 Lactobacillus plantarum and
SAMI1-4 Saccharomyces cerevisiae were used as starter culture. Breads containing
starter culture sourdough had higher specific volume compared to spontaneous breads
and lower hardness was obtained with einkorn and hull-less barley breads. Einkorn
breads had more yellow and less red linked to the increase in einkorn proportion, while
hull-less barley breads had more red color and less yellow linked to the increase in
barley According to sensory analysis results for einkorn bread samples with bests cores
SE1 (5.86) and SE2 (5.77) sourdough bread added to EHS1 sourdough containing, and
AK1 (5.60) and AK2 (5.16) sourdough bread with added to EHA1 sourdough

containing hull-less barley.

Keywords: Sourdough, LAB, einkorn flour, hull-less barley flour, PCR.
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GIRIS

1.1. Literatiir Ozeti

Eksi hamur, un (bugday, cavdar, piring gibi) ve suyun karigiminin spontan [1] ya da
starter kiiltlir ile kontrollii bir sekilde fermentasyonu ile elde edilen biyoteknolojik ve
geleneksel bir iirlindiir [2, 3]. Ayn1 zamanda eksi hamur kendine 6zgii heterojen laktik
asit bakterilerinden (LAB) ve mayalardan olusan fermente edici mikrobiyotay:1 temsil
eder [4]. Eksi hamurda mayalanma sirasinda olusan laktik asit fermentasyonu, proteoliz,
ucucu bilesikler, anti kiif ve rope Onleyici bilesikler [5, 6] gibi onemli aktiviteler
sayesinde tekstiir, raf Omrii, aroma ve besinsel oOzelliklerin gelismesini artirarak
ekmekgilik Ozelliklerini gelisirmektedir [7]. Bundan dolayr eksi hamur firincilik
tirlinlerinde ticari maya ile (Saccharomyces cerevisiae) birlikte kullanildigr gibi
alternatif olarak da kullanmilmaktadir [3]. Son yillarda tiiketicilerin kaliteli ve saglikli
gidalara yonelmesi firincilik sektoriinli besleyici ve duyusal 6zellikleri giiclendirilmis
firin Uriinlerinin {iretimine yoneltmistir [8, 9]. Bu durum bugday ununa alternatif ya da
bugday unu ile birlikte diyet lifi, protein, mineral, vitamin, fenolik bilesiklerce zengin
farkli kokenli unlarin kullanimi [10] ile yapilan eksi hamur ekmeklerinin iiretiminin ve
bu alandaki c¢aligmalarin artmasina kapilarmi agmistir. Siyez, diisiik glisemik indekse
sahip olmasinin yaninda, protein, yag (zengin doymamis yag asidi), fruktanlar,
fenolikler, tokoferoller ve karotenoid gibi bazi antioksidan fonksiyonel bilesikleri ve
¢inko, demir gibi 6nemli olan bazi iz elementleri [11-13] diger bugday tiirlerine gore
daha yiiksek oranda igermektedir. Ayni sekilde arpa da sahip oldugu protein, diyet lif ve
zengin beta-glukan ve nisasta ile gida uygulamalarinda ilgi ¢cekmektedir. Diinyada eksi
hamurdan farkli ¢esitte ekmek iiretiminde degisik hamur metotlar1 ve kullanilan LAB ve
maya tiirlerinin ¢esitliligi rol oynamakta ve [14, 15] ve hamur teknolojisi hamurun
icerdigi LAB ve mayalarin tanimlamasina bagl olarak ilerleme gostermektedir [15, 16].

Bu yiizden eksi hamurlarin mikrobiyal karakterizasyonu onem kazanmaktadir. Farkl



tilkelerde iiretilen eksi hamurlarin LAB popiilasyonunun karakterizasyonu iizerine
bircok calisma [17-23] yapilmasina ragmen iilkemizde yetisen siyez ve kavuzsuz
arpanin LAB ve maya karakterizasyonu {izerine c¢alisma bulunmamaktadir. Ayni
zamanda lilkemizde eksi hamurlar genellikle bugday unundan iiretilmektedir. Siyez ve
kavuzsuz arpanin eksi hamurda kullanim olanaklarinin artirilmasi {iizerine yeterli
aragtirma bulunmamaktadir. Siyez ve kavuzsuz arpa unlarinin mikrobiyal cesitliligi
lizerine yapilan arastirmalarin ve besinsel degeri yiliksek bu unlarin ekmeklik
Ozelliklerinin gelistirilmesine yonelik kisitl ¢alisma olmasi bu arastirmanin yapilmasina

ihtiya¢ dogurmustur.

1.2 Tezin Amaci

Bu arastirmada siyez bugday1 ve kavuzsuz arpadan laboratuvar kosullarinda spontan
olarak tiretilen eksi hamurlarin teknolojik ve mikrobiyolojik 6zelliklerinin arastiriimasi
amaglanmistir. Bu kapsamda tiretilen spontan hamurlardan izole edilen LAB ve mayalar
tanimlanip, teknolojik o6zellikleri tespit edilerek segilen LAB/maya kombinasyonu ile
starter kiiltlir olusturmak amaglanmistir. Kendi eksi hamurlarina adapte olan suslar ile
tiretilen starter kiiltiirle farkli oranlarda bugday unu katkili siyez ve kavuzsuz arpa

unlarindan eksi hamur ekmek {iretim imkanlar1 da planlanmistir.
Bu baglamda calisma kapsaminda;

1.Yiizde yiiz siyez bugday1 ve kavuzsuz arpa unlari ile bu unlarin %25, %50, %75
bugday unu katkili unlarin fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi (%nem, %okiil,

%protein, sedimentasyon, farinograf)

2. Eksi hamur formiilasyonun hazirlanmasi ve bu hamurlardan LAB ve mayalarin izole

edilmesi,

3. lzolatlarin FTIR metodu ile 6n tanmimlamalari yapilarak Clustur agagclari

olusturulmasi,

4. Segilen farkli LAB ve maya izolatlarin molekiiler yontemlerle (PCR) tanimlanarak

filogenetik aga¢ olusturulup LAB ve mayalarin ¢esitliliginin belirlenmesi,

5. LAB ve mayalarin teknolojik 6zelliklerinin belirlenmesi ve 6zellikleri en iyi olan

LAB/maya kombinasyonlari ile starter olusturulmasi



6. Ekmek {retimi ve ekmeklerin tekstiirel ve duyusal Ozelliklerinin tespiti

hedeflenmistir.

Giliniimiizde artan obezite, seker hastaligi, kalp, kolestrol vb. hastaliklarin ¢ogalmasi
siyez ve arpa gibi tahillarin onemini gittikce arttirmakta ve gelecegin tahillar1 olarak
nitelendirilmektedir. Diinyada organik siyezin yaygin kullanimin1 amaglayan
arastirmalar baslatilmistir. Bu durum iilkemiz i¢in siyez tariminin gelisimine firsat teskil
etmekte ve yerel gida {ireticilerine katki saglamasi agisindan da 6zgiin bir degere

sahiptir.
1.3 Hipotez

Besinsel degeri yiiksek olan siyez ve kavuzsuz arpa unlarmin daha c¢ok beslenme
Ozelliklerinin iizerine ¢aligmalar olmasi, bu {riinlerin fermente gidalarda kullaniminda
aday gosterilmesi agisindan 6nemli olusu ve mikrobiyotalarinin arastirilmasi {lizerine
yeterli ¢aligma olmayisi, ekmekgilik kalitesini artirmak amaciyla eksi hamur kullanimi
ile birlikte gluten igerigi diisiik besinsel degeri yiiksek farkli unlarin bugday unu ile
birlikte kullanilmasi {izerine yapilan ¢alismalara ihtiya¢ duyulmasindan dolay1 bu fikir
ortaya ¢cikmistir. Siyez ve kavuzsuz arpa unlarinin icerdigi LAB ve mayalarin teknolojik
ozellikleri belirlenerek secilen bu bakteri ve mayalar yapilacak siyez ve kavuzsuz arpa
eksi hamurlarinin kalitesini artiracagi ayni zamanda bugday unu ile de desteklenerek
siyez ve kavuzsuz arpa ekmeklerin firincilik 6zelliklerinin iyilesecegi diisiiniilmektedir.
Bu olgulardan yola ¢ikarak siyez ve kavuzsuz arpa unlarindan hazirlanan eksi
hamurlardan izole edilen LAB ve mayalardan starter olusturulmasi ve elde edilecek eksi
hamurun siyez, kavuzsuz arpa ve bunlarin bugday unu karisimlarindan yapilacak

ekmeklerde etkin bir sekilde kullanilabilecegi ¢calismanin hipotezini olusturmustur.



2

KURAMSAL TEMELLER

2.1 Eksi Hamur Teknolojisi

Eski ¢aglardan beri hamurun mayalanmasi amaci ile kullanilan eksi hamur [24] un ve su
karigiminin heterojen LAB ve mayalar tarafindan fermentasyonu sonucu meydana
gelmistir [25-27]. Eksi hamur ana hamurdan devamli besleme yapilarak ya da starter
kiiltiir kullanilarak tiretilmektedir [25-27]. Farkli hamurlar farkli mikrobiyotaya sahip
olduklar1 i¢in yeni LAB ve maya tiirlerinin kaynag1 olarak gériilmektedir. 10%kob/g*dan
fazla LAB igeren eksi hamur diisiik pH, sinirli oksijen, yiiksek karbonhidrat icerigi ile
stresli ve spesifik bir ekoksistem oldugu goriilmiistiir [28-30]. LAB ve mayalarin eksi
hamurda 100:1 olarak bulundugu belirlenmistir [31]. Eksi hamur laktik asit bakterileri
cogunlukla laktobasiller, 6zellikle de heterofermentatif olanlar stabil eksi hamur
ekosistemlerini olusturmaktadir. Eksi hamurda suslar genellikle Lactobacillus tiirlerine
ait olup Leuconostoc spp., Wiesella spp., Pediococcus spp., ve Entrococcus spp., gibi

tiirlerde bulunmaktadir [25].

-Spontan (Dogal Fermantasyon) : Unun kendi mikrobiyotasina bagli olarak un ve
suyun karisimi ile baslar, ortam kosullarindan, unun orjini, depolama kosullari, hijyenik
kosullar, bunun yaninda uygulanan fermentasyon prosesinin teknolojik parametreleri
spontan eksi hamur mikroflorasi {izerine etkili olmaktadir [32, 33]. Dogal fermantasyon

her zaman uygun tat ve aroma verememektedir [34].

-Starter Kiiltiir ile Fermantasyon: Ticari eksi hamur tesadiifi mikrobiyotaya
dayanmaz, saf LAB kiiltiirii veya LAB/maya karisim1 kullanilmakta olup eksi hamuru
kisa siirede asitlendirerek ekmek yapiminda kulanilmaktadir. Ticari starter kiiltiir;
Dondurarak kurutulmus tek veya karisik saf starter tiirlerin tozu olarak yada aktif eksi
hamurlardan elde edilen starter kiiltiirlerden olusmaktadir [32, 33]. Ticari olarak satisa
sunulan eksi hamur starterleri, genellikle iyi asidifkasyon ve aroma saglayan farkl

heterofermetatif ve homofermentatif LAB gruplarindan meydana gelmektedir.



2.2 Eksi Hamur Mikrobiyotasina Etki eden Faktorler

-Eksi Hamur Mikrobiyotasinin Orjini, Un Tipi

Eksi hamur fermentasyon siireci icinde LAB ve mayalarin varlig: stabilitesi uygulanan
teknolojik prosediir ve firincilik uygulamalarin yani sira ham materyale baghdir. Bazi
hammaddelerin kullanimi tahil ¢esidine ek olarak karbonhidrat, tuz, yogurt, meyve,
islem parametreleri, hamur verimi, besleme stiresi gibi bir bolgenin yerel geleneklerine
bagli olabilir. Ayrica trofik ve metabolik igbirliklerinin etkilesimi sonucu LAB ve/veya
maya tiirleri spesifik cografi alani ile iliskilendirilmektedir [30, 35]. Un igerisindeki
besin mevcudiyeti ve fizikokimyasal parametreler agisindan eksi hamur ortamina adapte
tiir ve/veya suslar bu ekosistemde gelisir ve stabil simbiyotik mikrobiyal topluluklarin
kurulmasinda anahtar rol oynar [30, 36]. Bununla birlikte LAB tiirleri eksi hamurdaki
kontaminasyondan dolayr spesifik degildir. Buna karsihik Lb. fermentum ve Lb.
plantarum fermentasyon boyunca un tipine veya yeteri kadar direngli olmayan starter
kiiltiirlere bakilmaksizin fermentasyon boyunca hakimdir[30, 37-39]. Cogu eksi hamur
bugday ve cavdar unundan yapilmaktadir. 38 yayinda bugday eksi hamurunda Lb.
plantarum, Lb. brevis, Lb. fermentum, Lb. sanfranciscensis ve Leu. mesenteroides; 12
cavdar eksi hamurunda Lb. plantarum, Lb. brevis, Lb. fermentum Lb. sanfrancensis
belirlenmistir. Karabugday, amarant ve kinoa kinoa gibi pseudo tahillarda Lb.
plantarum, Lb. fermentum, Lb. paralimentarius ve Lb. helveticus belirlenmistir [30, 40,

41].

-Eksi Hamur Fermentasyon Islemlerinin Cesitleri

Eksi hamur uygulanan teknolojiye bagli olarak

-Tip I eksi hamurlar veya geleneksel eksi hamur;

-Tip II eksi hamurlar veya hizlandirilmis eksi hamur;

-Tip III kurutulmus eksi hamurlar ve

-Tip IV eksi hamur [42] olmak {izere 4 grup altinda siniflandirilmaktadir [43].

Geleneksel tekniklerle iiretilen Tip I eksi hamur (28-30°C de pH 4 ortaminda)
mikroorganizmalarin gaz {iretimini siirdiirebilmeleri i¢in gilinlik olarak aktif
tutulmaktadir. ilk olarak Fransiz ekmeginde asit iiretiminden sorumlu oldugu bulunan

Lb. sanfranciscensis maltozdan yiiksek miktarlarda laktik asit ve asetik asit iireten
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zorunlu bir heterofermentatif LAB tiiriidiir [44]. Tip I eksi hamurda heterofermentatif
Lactobacillus tiirleri olan Lb. brevis, Lb. plantarum, Lb. rossiae, Lb. sanfranciscensis
[30] baskin tiirler olarak belirlenmistir (Tablo 2.1). Zorunlu heterofermentatif laktik asit
bakterileri maltozdan yiiksek miktarda laktik asit ve asetik asit iiretmektedir. Bu nedenle
eksi hamur ekmegindeki eksime aktivitesine ve gaz iiretimine yardimct oldugu
belirlenmistir [45, 46]. Geleneksel bugday ve c¢avdar ekmegi iiretiminde 3-48 sa
arasinda fermentasyon ile olusmaktadir [47]. Tip II eksi hamur iiretiminde fermentasyon
sicakligr genellikle 30°C’nin iizerinde ve 2 ile 5 giin slirmektedir. Cavdar ekmeginin
daha hizli daha verimli biiyiikk 6lgekli kontrollii eksi hamur mayalama islemlerine
yonelik endiistriyel talepler ile tip 2 eksi hamurlarin gelismesine neden olmustur. Bu
hamurlarda 24 saat icinde pH 3,5 altina diiser. Tip II eksi hamurlar endiistriyel
uygulamalara uygun 6zelliktedir. Bu tip eksi hamurlar yari-akiskan karaktere sahip olup
kolayca islenebilir niteliktedir. Tip II eksi hamurlarin hazirlanmasinda kontrollii
kosullarda un, cesitli malt ve fungal amilazlarin katkilanmasi ile LAB ve maya
fermentasyonu gergeklestirilmektedir[48]. Mikroorganizmalar genellikle ge¢ duragan
fazda oldugu ic¢in smirli metabolik aktivite gosterdiklerinden fermentasyona
hiikmedecek kadar rekabetgi degildirler. Tip II ile yiiriitiilen fermentasyonlar1 tamamen
farkli proses parametreleri, kompozisyon ve popiilasyon dinamikleri i¢cerdiginden farkli
bir mikrobiyal ekosisteme yol agmaktadir. Zorunlu homofermentatif Lb. acidophilus,
Lb. delbrueckii, Lb. amylovorus (cavdar), Lb. farciminis ve Lb. johnsonii ve
heterofermentatif i¢in zorunlu Lb. brevis, Lb. fermentum, Lb. frumenti, Lb. pontis, Lb.
panis, Lb. reuteri, ayrica Weissella nin tiirleri (Tablo 2.1) bulunmustur [49-51]. Bu
mikroorganizmalarin en belirgin metabolik aktivitesi asit ve karbondioksit tiretimidir.
Tip III eksi hamur ise starter kiiltiir tarafindan baglatilan eksi hamurun kurutulup toz
haline getirilmesi ile elde edilmis olup ekmek yapiminda asit arttiric1 ve aroma tasiyicisi
olarak  kullanilmaktadir. Cogunlukla kurumaya direngli hayatta kalabilen
heterofermentatif Lb. brevis ve fakiiltatif heterofermentatif P. pentosaceus ve Lb.
plantarum suglarin1 icermektedir [52]. Cesitli dehidrasyon teknikleri (sprey drying gibi)
[48, 53] uygulandigi i¢in Tipl ve Tip II’ye gore sabit kalite, daha uzun raf 6mrii, daha
kiictik hacim, kullanim, nakliye, depolama ve son olarak da iiretim kolayligi gibi
arasinda tost ekmegi, waftle, cavdar ekmegi, San Francisco ekmegi ve Panettone ¢esitli
avantajlar sunmaktadir. Tip III eksi hamurdan {iretilen ekmek tirtinleri bulunmaktadir
[42, 48, 54]. Tip IV eksi hamur starter kiiltiir ile baslatilip besleme ile ¢ogaltilip

geleeksel firmlarda ve laboratuvar ¢alismalarinda kullanilir [55, 56]. Oncelikle hamur
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mikrobiyotas1 undan kaynakli olugsuyor ve eksi hamur fermentesyonunun ardindan eksi
hamurla besleme ile (gevreden bulagmalarla) ve adepte LAB’leri hamur
mikrobiyotasinin olusmasina yardimci oluyor [57]. Ayrica, esas olarak bagirsakta
laktobasillerin  hamurda olusumu c¢apraz bulagsmanin bir sonucu olarak
goriilebilmektedir [58]. Spelt, Emmer ununa gore daha genis biyocesitlilige sahiptir.
Nadirende olsa Lb. rossiae ve W. confusa bulunmustur [59]. Organik un hamurlarinda
en baskin tiir Lb. plantarum iken eski Afrika tahillarinda (Acha, beyaz fonio ya da ag
piring ve Iburu olarak da bilinir) P. pentosaceus da bulunmustur [60, 61]. Karabugday
veya Teff unlarindan yapilan glutensiz eksi hamurlarda, Lb. plantarum, Lb. pontis, P.
pentosaceus, Leu. holzapfelii, Lb. gallinarum, Lb. graminis ve W. cibaria [62, 63]
tiirlerini icermektedir. Amaranth unlarinin spontan eksi hamurunda Lb. plantarum, Lb.
sakei ve P. pentosaceus tespit edilmistir [64]. Baklagil unlar1 da laktik asit bakterilerinin
diger kaynaklaridir. Bugday-baklagil hamurunun mikrobiyotast Lb. plantarum, Lb.
sanfranciscensis, Leu. mesenteroides, Lb. fermentum, W. cibaria, Lb. pentosus, Lb.
coryneformis, Lb. rossiae, Lb. brevis, Lb. parabuchneri ve Lb. paraplantarum dahil
olmak iizere ¢ok genis bir ¢esitlilik ile karakterize edilmistir [65]. Olgun bir eksi hamur
stabilitesi ~ ¢evresel = mikrobiyotaya, = metabolik  aktivitesine (un  ve/veya
mikroorganizmalarin  amilaz  aktivitesi, kofaktorrejenerasyon  kabiliyeti  ve
mikroorganizmalarin enerji Uiretme kabiliyeti) spesifik teknolojik islem parametrelerine
(unun kimyasal ve enzimatik bilesimi, mayalanma ve depolama sicakligi, pH ve redoks
potansiyeli, hamur hidrasyonu ve verimi, fermentasyon siiresi, starterlerin kullanimi
ve/veya ticari mayasi)’na baghdir. Yunan eksi hamurundan Lb. sanfranciscensis, Lb.
brevis, Lb. paralimentarius ve W. cibaria LAB tiirleri izole edilmistir [21]. Lb.
fermentum Isvec eksi hamurlarinda baskin [67] olup Rus eksi hamurlarinda ise Lb.
brevis ve Lb. plantarum ile birlikte ortaya cikar [68]. Alman tip II. Cavdar eksi
hamurunda Lb. fermentum’un baskin oldugu tespit edilmistir. Lb. curvatus, Lb.
crispatus nadiren eksi hamurdan izole edilmistir [22]. Inkiibasyon sicakhigi, geri
besleme uygulamalart hamurun pH’st gibi uygulanan teknolojiler —hamur
mikrobiyotasindaki tiirlerin cesitligini etkilemektedir [56, 69-72]. Buna karsin eksi
hamurdaki LAB’lerin genis yayilimci olusu sadece fermentasyon kosullarindan
etkilenmez ayn1 zamanda LAB’nin spesifik genotiplemesine bagli olarak tiir ici

heterojenligi neden olmaktadir [30, 73, 74].



Tablo 2.1 Eksi hamurlarin siniflandirilmast ve mikrobiyotasi

Eksi Hamur Tip I Eksi Hamur Tip II Eksi Hamur Tip IIT
Obligat Obligat

Obligat
Heterofermentatif Heterofermentatif Heterofermentatif
Lb. sanfranciscensis Lb. sanfranciscensis Lb. brevis

Lb. brevis
Lb. fermentum
Lb. reuteri
Lb. pontis

Lb. rossiae

Lb. brevis

Lb. fermentum
Lb. reuteri
Lb. pontis

Lb. panis

Lb. frumenti

Wiesella spp.
Fakiiltatif Heterofermentatif Fakiiltatif Heterofermentatif
Lb. alimentarius P. pentosaceus
Lb. paralimentarius Lb. plantaum
Lb. plantarum
Obligat Obligat
Homofermentatif Homofermentatif

Lb. amylovorus

Lb. delbrueckii

Lb. acidophilus

Lb. johnsonii

Lb. farciminis

Lb. delbrueckii

Lb. amylovorus(rye)

Yeast

Saccharomyces cerevisiae
Kazachstania exigua
Candida humilis

Pichia kudriavzevii
Torulaspora delbrueckii

Wickerhamomyces anomalus

Papadimitriou vd.[66]



-Si1cakhik

Fermentasyon sicakligi eksi hamurda fermentasyon boyunca mikroorganizma
topluluklarin1 ve metabolitlerini etkiler. Fermentasyon katsayisi olarak laktik asidin
/asidik aside oranina etki yapararak sicaklik arttik¢a laktik asit artisina bagli olarak
asitlesme artar [30, 75-77]. Diisiik fermentasyon sicaklifinda ise maya gelisimi artarak
etanol ve lezzet olusumunu destekler. Literatiire gore diisiik ya da orta fermentasyon
sicaklig1 30°C’nin altindadir. Bu durum Lb. sanfrancensis ve C. humulis arasinda pozitif
bir iligski yaparken Lb. fermentum i¢in negatif bir iliskiye yol acar. Ciinkii Lb. fermentum
tip 2 eksi hamurlarinda yiliksek sicakliklari tercih eder. Geri beslemeli sivi eksi
hamurlarda ise Lb. fermentum 30°C ve 37°C’de baskinken Leu. citreum 23°C’de baskin
oldugu belirlenmistir [30, 78]. Mevsimsel ve giinliik sicaklik degisimleride
mikroorganizma topluluklarini etkileyebilir. Fransiz tip 1 eksi hamurlarinda cevre
sicakliginda Lb. frumenti ve Lb. panis’in varligi belirlenmistir [79]. Sudan eksi
hamurlarinda yiiksek sicaklik kosullarinda sorgum eksi hamur femantasyonunda Lb.
helveticus sorumlu olurken c¢avdar eksi hamurlarinda yiiksek sicaklikta Lb.

amylovorus’tur [36, 49].
-Geri Besleme

Eksi hamurda geri besleme miktar1 gerekliligi, siiresi eksi hamur mikrobiyotasinin
stabilitesine ve mikrobiyal biyotanin canliliklarini etkilemektedir. Kisa zaman
araliklarla eksihamurun tazelenmesi hizli biiyliyen hizli asitlestiren LAB tiirlerinin
secilmesinde etkili olmaktadir. Lb. sanfrancensis 4-6 saat arasinda hizli geri besleme
eksi hamurlarinin gelismesine izin verir [80-83]. Besleme adimlarinin uzunlugu,
tazeleme siklig1 LAB’nin biiyiime yogunlugunu belirler [29, 30, 77]. Uzun geri besleme
zamanlart ve geri besleme olmayan eksi hamurlarda besin agisindan fakir
fermentasyonlara yiiksek adaptasyon saglayan, aside toleransli LAB tiirlerine (Lb.

fermentum, Lb. plantarum, Lb. reuteri) rastlanmaktadir [30, 84-86].
-Hamur Verimi ve pH

Hamur verimi olgun eksi hamurun su aktivitesi ve asitligi lizerine dogrudan etkilidir.
Diisiik eksi hamur verimi biiyliyen mikrobiyotaya fermentasyon i¢in daha yiiksek
karbonhidrat saglayarak unun etkisini arttirir, yiiksek hamur verimine kiyasla asitlesme
oranini yavaslatir [30, 77, 87]. Hamur verimi ne kadar yiiksek olursa olsun akigkan eksi

hamurlarda asetik asit iiretimi olumsuz etkilense de asitlesme daha hizli ve daha



giiclidiir [48, 87]. Aside toleranlt Lb. fermentum, Lb. plantarum ve Lb. reuteri akigkan
hamur verimi yiiksek tip2 eksi hamurlarda yaygindir[30, 38, 77, 86, 88].

-Bolgeye ozgiilliigii

Bellirli bir eksi hamurun cografi kokeni ile mikrobiyota arasinda iliski oldugu
diisiiniilsede LAB ve mayalarin izolasyon cins/tiir taksonomisi i¢in kullanilan
metodolojinin  gegerliligine baglidir. Bu nedenle, ornekleme ve tanimlama
prosediirlerini belirleyen faktorler, ilgili mikroorganizmalarin tespitinin dogrulugu

tizerinde biiyiik etkiye sahiptir [25, 26, 89].
2.3 LAB ve Mayalarin Tammmlanmasi

Farkli iilkelerde iiretilen eksi hamur popillasyonlarinin LAB ve mayalarin
karakterizasyonu i¢in bir¢cok c¢alismalar yapilmistir[19-23, 90]. Bu c¢alismalarda
kullanilan yontemler genel olarak fenotipik ve genotipik (molekiiler) yontemler olarak
iki temel baslik altinda incelenmistir. Geleneksel fenotipik yontemler morfolojik,
fizyolojik (farkli pH, sicaklik, tuz konsantrasyonlarinda gelisme, gaz {iretimi vb),
metabolik, biyokimyasal 6zellikler (karbonhidrat fermentasyonu) ve kemotaksonomik
markdrler (hiicresel yag asitleri, mikolik asit, polar lipitler, quininler, poliaminler, hiicre
duvarn bilesikleri, ekzopolisakkaritler) ile beraber fajtiplendirmeleri, hiicre yiizeyindeki
antijenler, antimikrobiyel duyarlilik profilleri ve toplam hiicre ya da hiicre duvari
proteinlerinin elektroforetik patternleri (1D yada 2D) icermektedir [91-93]. Yapilan
caligmalarda kullanilan API CHL50 gibi biyokimyasal tani yontemlerinin 6zellik
kazanmis tiirlerin veya alt tiirlerin tanimlanmasinda yetersiz kalmasi [93] fenotipik
yontemler arasinda en giivenilir yontem olan protein profil analizininde de baz tiirler
icin smirlt olmasi, protein profiline dayali tiplendirme tekniginin yeterli olmadig1 ve
dogrulugunu kanitlamak i¢in molekiiler yontemlere ihtiya¢ duyulmasina neden olmustur
[94]. DNA’y1 kromozomun kesimine dayanan DNA restriksiyon patternlerindeki
poliformizmini ve ekstrakromozomal DNA’nin varlifina ve yokluguna dayanan bir¢ok
yontemi igerir. LAB ve mayalarin suslarinin tiplendirilmesinde kullanilan genotip
yontemler arasinda plazmid profili, vurgulu alan jel elektroforezi (PFGE), Restriksiyon
Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), gibi PCR temelli olmayan yontemler ile
Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD), Cogaltilmis Fragment Uzunluk
Polimorfizmi (AFLP), Tekrarlanan Palindromlara Dayali PCR (REP), Cogaltilmis
Ribozamal DNA Geni Restriksiyon Analizleri (ARDRA), 16S-23S Genler Aras1 Ayirict
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Bolge (ISR), PCR gibi PCR temelli Yontemler ve 16S rRNA ‘ya dayali dizi analizleri
yer almaktadir [95].

2.3.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu Temelli Molekiiler Yontemler

-Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi Polimeraz Zincir Reaksiyonu

(RFLP):

Genomdaki hedef bolgelerinin spesifik primerler ile gogaltilip, retriksiyon enzimleri ile
kesilip agaroz jel elektroforeziyle ayrilmasina dayanan hizli bir yontemdir. Hedef
bolgenin dnceden bilinmesi gerektiginden evrensel primerler kullanilmaktadir [93, 96].
Calisilacak bolgenin kisitl genomu ayrim giiciinii diislirmekte olmas1 dezavantajdir [93,

97].
-Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA-PZR (RAPD)

Ozgiil niikleotit dizisi bilinmeden PCR ile rastgele bir primer kullanilarak belli bir tiire
veya susa 0zgii DNA sekanslarin1 amplifiye etmek i¢in kullanilabilmektedir. RAPD
PCR analizlerinde primer tasarlamak ic¢in tanimlanacak olan genomun sekansinin
bilinmesine ihtiya¢ duyulmaz. Yakin iligkili tiirleri ve tiir i¢i ayrimlar saglayabilme
olanigina sahiptir [98-100]. Primerlerin baglanmasiyla DNA molekiilleri ¢ogaltilarak
agaroz jel veya poliakrilamid jel ektroforezi ile birbirinden ayrilarak boyanabilmekte ve
ayrim saglanmaktadir. Primerlerin baglanma yerleri arasindaki uzaklik farkliliklar
agaroz jelde goriiniir farkli say1 ve uzunluktaki bantlarin olugmasi ile ayrilmaktadir.
Secilen primerler kenine 0zgiin olmayan bdlgere baglanmasi dez avantaja neden
olmaktadir. Ayrica ayn tiiriin farkli suslarinda primerlerin baglanma yerlerinin say1 ve
baglanma uzakliklarinin degisik olmasi amplifiye edilen pargalarin say1 ve biiytikliik
farkliligina neden olmaktadir [99, 100]. Ayrica 6zgiinliigii ve tekrarlanabilirligi kontrol
etmek amaciyla her fakli tiir i¢in reaksiyon kosullarinin optimizasyonuna ihtiyag
duyulmaktadir [100]. Diger molekiiler yontemlere gore hizli, ucuz, kolay ve kisa siirede
sonug verebilmektedir [93, 100, 101]. Gidalarda izole edilen LAB’lerin cins, tiir ve

suslarin ayrilmasinda basarili kulanilmaktadir [100].
-Cogaltilmis Fragment Uzunluk Polimorfizmi (AFLP)

AFLP yakin tiirlerin karakter analizinde genetik markdr teknikleri icersinde ¢oklu lokus
parmak izine dayanmaktadir. DNA iizerindeki spesifik bir bolgeyi ve sekansi taniyan
farkli retriksiyon enzimleri ile kesim islemi sonucu farkli yiizlerce DNA fragmanlari

olusmaktadir [102]. Daha sonra istenilen hedef PCR teknigi ile ¢ogaltilir. Reaksiyon
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sonucu elde edilen 30-80 fragman jel elektroforezde ayrilir [103]. Tiir ve alt tiir
seviyesinde ayrim saglamasi, genis bir alan taramasi, ucuz kisa zaman almasi ve kolay

yorumlanmasi yoniinden avantaj saglamaktadir [100, 104, 105].
-Tekrarlanan Palindromlara dayali PZR (Rep-PZR)

DNA icindeki degisken sayida tekrarlayan ve Okaryotik organizmalarda Rep olarak
isimlendirilen bu elementler bakteri hiicrelerinde merkezi korunmus palindromik yap1
PZR ile amplifikasyonundan elde edilen spesifik bantlarin incelenmesiyle yapilan bir
tiplendirme yontemi tanimlamistir[106]. Ug ceside ayrilan REP’in ilki 35-40 baz cifti
biiyiikliigiinde ve gesitli halkalar1 yapisinda bulundurmaktadir. ikincisi 124-127 baz ¢ifti
biiyiikliigiine sahip Enterobakteriyal tekrarlanan interjenik palindromik konsensus
(ERIC) ve son olarak 154 baz ciftlik box A, B ve C olarak alt {initelere sahip
elemenlerdir. Cok sayida Ornege uygulanabilen teknigin en 6nemli dez avantaji

serilerdeki yliksek degisimdir. Tiir ayriminda pek tercih edilmemektedir [107-109].
2.3.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu Ribotiplendirme
-Cogaltilmis rDNA Geni Restriksiyon Analizi (ARDRA)

Evrensel primerler veya spesifik primerler kullanilarak Temeli 16S rDNA bdlgesinin
cogaltilmasi esasina dayanan PZR-RFLP esash bir yontemdir [109, 110]. Cogaltilan
bdlgenin niikleotit kompozisyonuna gore secilen retriksiyon enzimleri genis sayida
tiirin net bir ayrimimi saglamaktadir. Sonugta olusan fragmentler agaroz jelde
goriintiilenerek siniflandirilir [109]. Sinirli retriksiyon enzimleri kullanimi yontemi

kolaylagtirmakta hizl1 bir tarama yontemine olanak saglamaktadir [100].
-16S-23S i¢ Transkribe Edilen Ayiric1 Bolge PZR

Prokaryotlarda bulunan 16S, 23S ve 5S gen bolgeleri ara bolgelerle ayrilmakta sekansta
hem genus hem tiir seviyesinde uzunluk acisindan cesitlilik gdstermektedir. Bu
bolgelere 6zgli primerler kullanilarak PZR islemi gerceklestirilerek sekanslama islemi
yapilarak sonuca gidilmektedir[111]. Prokaryotlarda r RNA’y1 kodlayan 16S, 23S ve 5S
olmak iizere 3 gen bdlgesi bulunmaktadir. Bunlar ara bolgelerle ayrilmakta ve sekansta
hem genus hem tiir seviyesinde uzunluk agisindan cesitlilik géstermektedir. 16S ve 23S
rRNA bolgeleri yiiksek derecede korunmus dizileri igeren bolgelerdir. Bu bolgelere
0zgl primerler kullanilarak PZR islemi gergeklestirilerek sekanslama islemi neticesinde
sonuca gidilebilir [109, 112]. Agaroz jelde ayrilan ¢ogaltilan bolgeler karsilagtirildig:

i¢in restriksiyon analizi veya sekansi, yontemin ayrim giiciinii i¢in 6nemlidir [109, 113].
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2.3.3 DNA Sekans Analizi

DNA molekiiliniin niikleotit kompozisyonunun belirlenmesine dayanan ydntem,
DNA’daki farkliliklar tizerine kurulmustur. Her izolatin tiim genomunun sekanslanmasi
pratik olmadigi i¢in 16S rRNA sekanslar1 veri bankalar1 olugturulmus ve bu sekanslarin
karsilagtirilmast  tanimlanmasina olanak saglamaktadir. Bakterilerin taksonomik
calismalar1 16S rRNA sekanslar1 i¢in olduk¢a kullanishh olup bu sekanslara gore
evrimsel agaclar ile bakteriyel tiirlerin filogenetik iligkileri belirlenmektedir [109, 114] .

2.4 FTIR ile LAB ve Mayalarin Tanimlanmasi

Fourier doniisiimlii kizil6tesi (FTIR) spektroskopisi, mikroorganizmalar i¢in hizli, ucuz,
hassas ve yliksek verimli bir teknolojidir. FTIR yontemi, bozulmamis mikroorganizma
hiicrelerin kimyasal temelli ayrimin1 miimkiin kilar ve farkli bakteri i¢in farkli ve
tekrarlanabilir karmasik biyokimyasal parmak izleri tiretir [115, 116]. Bu teknikte, cok
renkli bir kizilotesi kaynak (400-4000 cm), drnekle etkilesime girer ve igindeki
molekiiller, titresim hareketlerinin uyarildigi radyasyonu ya absorbe eder ya da
yansitabilir. Kimyasal bag, kompozisyon ve yapilarina 6zgii olan molekiiler titresim
modlarma karsilik gelen sadece belirli frekanslar absorbe edilmektedir. Hangi
molekiiler gruplarin var oldugu ve bunlarmm nasil diizenlendigi veya bu molekiiler
gruplarin etkisimleri spesifik frekanslardaki 1sik absorbsiyonundaki degisikliklerle
belirlenmektedir. Sonuglar FTIR spektrumu modeli altinda verilmektedir. Bakteri FTIR
spektrumlari, bireysel suslar icin benzersiz olabilecek oldukga spesifik modellerdir.
Bakterilerin IR spektrumlari, proteinler, membranlar, hiicre duvart ve niikleik asitler
gibi temel bilesenlerin toplam kimyasal bilesimini temsil eder [116]. Boylece bu
spektrum iizerinde onun frekansi ve yogunlugu ile karakterize edilen her spektral bant,
karakteristik molekiillerin “molekiiler parmak izini” yansitir [117-119]. Bakteriler,
bireysel susglar icin benzersiz olabilecek oldukg¢a spesifik orta kizildtesi spektral pikler
gostermistir [116]. Bu pikler i¢in bes spektral pencere yaygin olarak kullanilir (Sekil
2.1)[120].
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Sekil 2.1 Bir bakteri hiicre numunesinin kiz1lOtesi (FTIR) spektrumu,

Spektrum bes bilgilendirici spektral pencereleri igerir: W1 veya yag asidi bolgesi (3000-2800 cm ), W2
veya amid bolgesi (1800-1500 cm™); W3 veya kanistk bolge (1500-1200 cm™!); W4
veyapolisakkaritbdlgesi (1200-900 cm™); ve W5 veya fingerprint bdlgesi (900-700 cm™) [121].

Zengin tiir ¢esitliligine sahip olan LAB’nin tanimlanmasi giictiir. FTIR spektrometresi
ile bakteri tanimlanmasi ve sayim hizli ve ucuz maliyette gergeklestirilmektedir. FTIR
spektroskopisi iizerine galigmalarin arttirilmasina ihtiya¢ bulunmaktadir. Curk ve vd.
[117] yaptiklar1 ¢alismada P4-P5 (1200-900 ve <900), P3-P5 (1500-1200 ve <900) ve
P3-P4 (1500-1200 ve 1200-900) pencerelerini kullanarak LAB suslarii ayirmislardir.
Weinrichter vd.[122] 2974-2857 ve 1800-1580 cm™ arahiginda Lb. casei, Lb.
rhamnosus, Lb. plantarum, Lb. pentosus, Lb. delbrueckii ve Lb. helveticus’u
tanimlamislardir. Lb. plantarum suslar1 %100, Lb. rhamnosus suslar1 %91 ve Lb. casei
suslar1 ise %87 dogrulukla tespit edilmisken, Lb. casei suslarinin %7°s1 Lb. rhamnosus
olarak belirlenmis, diger %6’s1 teshis edilememistir. Lb. acidophilus suslarini ayirmak
i¢in kullanilan 30002700 ve 1800— 750 cm™ aralig1 Lb. acidophilus suslar1 %95, Lb.
amylovorus %95, Lb. crispatus %69, Lb. gallinarum %100, Lb. gasseri %88, Lb.
helveticus %100 ve Lb. johnsonii %91 dogrulukla tanimlanmistir [123].
Homofermentatif laktobasiller Lb. plantarum, Lb. acidophilus, Lb. kefirgranum, Lb.
kefiranofaciens ve Lb. caseinin tanisinda ise 1230-900, 1777-1690, 1357-1240 ve
29602870 cm ! spektral pencereleri kullanilmistir [124]. Yapilan c¢alismalarda FTIR
spektroskopisini insan ve hayvanlardan izole edilen en sik maya tiirlerinin tanimlanmasi
icin duyarli ve etkili bir analiz olarak degerlendirmektedir [125]. FTIR ile maya
tanimlamasi tizerine yapilan bir ¢alismada 39 maya izolatin1 FTIR spektroskopi yontemi
ile tamimlayarak karsilastirmiglardir [125]. FTIR da ii¢ spektral pencere kullanilarak
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(3030 - 2830, 1350 - 1200 ve 900 - 700 cm’') Ward algoritmasi ile maya cinsi iki
kiimeye ayrilmigtir. Mevcut calisma, farkli kaynaklardan izole edilen c¢esitli Candida,
Cryptococcus, Trichosporon, Rhodotorula ve Geotrichum tiirleri arasindaki 6nemli
spektral farkliliklar1 gostermislerdir. FTIR tekniginin, {i¢ Candida tiriiniin (C. albicans,
C. glabrata ve C. parapsilosis) karsilastirilmasina imkan vererek spektral pencerelerin

en iyi ayirt edici 6zelligi oldugu sonucuna varmislardir.
2.5 Molekiiler Metotlar ile LAB ve Mayalarin Tammmlanmasi

Giliniimiizde, LAB identifikasyon/tiplendirme c¢aligmalarinda ilgi odagi fenotipik
yontemlerden daha kesin ve hassas sonuglar veren molekiiler (genotipik) yontemlere
dogru kaymistir [93, 126]. Cins diizeyinden sus diizeyine kadar mikroorganizmalarin
farkli seviyelerde tanimlanmasinda gelismis bir bakis a¢ist sunmaktadir [93]. DNA
tiplendirme yontemleri, DNA’daki farkliliklarinin ayrimina dayanmis olup 16S rDNA
klonlama yontemi mikrobiyal ekoloji alaninda en ¢ok kullanilan yontemlerden biridir.
16S rDNA tiirler arasinda degisken dizilere sahip olmasi ve korunmus bolge olmasindan
dolay1r mikroorganizmalarin siniflandirilmasinda kullanilmaktadir [109, 127]. PCR’1n
prensibi ¢ift zincirli DNA molekiiline 1sil islem uygulanmasi sonucu iki zincir
arasindaki hidrojen baglarmin kopmasi sonucu istenen hedef bolgenin iki ucuna spesifik
20-30 baz uzunlugunda iki ayr1 oligoniikleotitinin uygun sicaklikta DNA’ya yapismalari
ve yeni ¢ift DNA’lar olusturacak sekilde uzamasina dayanmaktadir. Bu adimlarin
herbirinin gerceklesmesi i¢in uygulanan sicaklik araliklari birinci adim igin 94-98°C
araliginda, ikinci adim igin 37-65°C araliginda ve iiclincii adim igin ise 72°C’de
gerceklestirilmekte ve bu dongiiler 30-35 kez tekrarlanmaktadir [128]. LAB’nin
tanimlanmasinda 16S rDNA veya 23S rDNA’y1 hedef alan primerlerden yararlanilan
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)’na dayali yontemler (Sekil 2), arastirilan
Lactobacillus tiirlerinin  tanimlanmasinda basarili  bir sekilde kullanilmaktadir.
Molekiiler teknikler, gii¢lii bir ayrim giicline sahip olmalari, tekrarlanabilir olmalari,
uygulamasinin kolay olmasinin yaninda, sonucglarin kolay yorumlanabilmesi gibi
nedenlerden dolay1 son yillarda siklikla kullanilmakta ve gelistirilmektedir [129, 130].
Rizello vd. [65] yaptiklar calismada bugday ununa baklagil unu ile Tip 1 eksi hamur
hazirlayip (nohut, mercimek ve fasulye) ekmek yapimi i¢in LAB tanimlamislardir.
Bugday baklagil unundan hazirlanan eksi hamurdan RapdPCR ile segilen laktik asit
bakterilerine PCR yapilarak mikrobiyotasint tamimlayip Lb. plantarum, Lb.

sanfranciscensis, Leu. mesenteroides, Lb. frosacill, W. cibaria, Lb. parabuchneri ve Lb.
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paraplantarum [63] tiirlerini belirlemislerdir. Diger bir ¢calismada ise kavuzlu bugday
unundan (spelt unu)ve emmer unundan yapilan eksi hamurdan laktik asit bakterinin
karakterize edilmesinde 45 izolattan p4, p7 ve m13 primerleri kullanilarak RAPD PCR
sonucu spelt unundan Lb .plantarum (dort izolat), Lb. brevis [131], Lb. curvatus [132],
Lb. sanfranciscensis (ig), Lb. fermentum, W. confusa (ii¢) ve P. pentosaceus
/acidilactici; emmer unundan ise Lb. plantarum [18], Lb. rossiae, Lb. plantarum, Lb.
curvatus ve W. confusa tespit etmislerdir [59]. Benzer bir calismada ise bes amarant
undan spontan olarak hazirlanan eksi hamurdan baskin LAB aragtirilmistir.
Fermentasyon sirasinda RAPD PCR ile secilmis suslar16S rDNA ile tanimlanmustir. Lb.
plantarum RTal2, Lb. sakei RTal4 ve P. pentosaceus RTall baskin tiir olarak
belirlenmistir [64]. Meksika fermente misir hamuru olan pozolun LAB cesitligi 16S
rRNA'min PCR amplifikasyonu kullanilarak incelenmist, 36 koloniden 14’i farkli
tanimlanmistir. Bunlardan Lc. lactis, Streptococcus sp., Lb. plantarum, Lb. casei, Lb.
alimentarius [133] ve Lb. delbrueckii ve Clostridium tirlerini tamimlamiglardir [134].
Geleneksel/tipik ekmeklerin iiretimi i¢in kullanilan 19 italyan hamurunun mikrobiyotasi
arastirilmistir. RAPD PCR ile LacbF/LacbR ve LpCoF/LpCoRprimerleri kullanilarak
Lb. plantarum, Lb. pentosus ve Lb. paraplantarum ayirt edilmistir [135, 136]. Ayrica
PheS primerleri ile Enterococcus, Weissella, Leuconostoc [136] Lb. casei, Lb. paracasei
ve Lb. rhamnosus tirleri ayirt edilmistir [136, 137]. En sik tanimlanan laktik asit
bakterileri ise Lb. sanfranciscensis (toplam LAB izolatlarinin (yaklasik %28'1), Lb.
plantarum  (yaklasik %16) ve Lb. paralimentarius (yaklasik %14) olarak
belirlenmiglerdir. 16 adet eksi hamurdan S. cerevisiae tespit edilmis olup ayrica C.
humilis, K. barnettii ve K. exigua da tamimlamislardir [136]. Diinya ¢apinda analiz
edilen farkli unlarin eksi hamurlarinda en ¢ok karsilasilan maya tiirleri S. cerevisiae, C.
humilis, T. delbrueckii, W. anomalus, K. exigua ve P. kudriavzevii'dir [29, 138]. PCR
esaslt teknikler ile mayalar hem tiir, hem de sus diizeyinde tanimlanabilmektedir [139].
Yapilan ¢aligmalarda 5.8S rRNA geni, 18S ve 26S rRNA genlerine gore tiirler arasinda
daha fazla degiskenlik gosterdigi belirlenmistir [140]. Minervini vd. [141] yaptiklari
caligmada geri besleme boyunca eksi hamurdan LAB ve mayalar1 tanimlamiglardir.
Mayalarda 18S rRNA verilerine dayanarak S. cerevisiae, K. exigua'min baskin tiirler
olarak belirlemiglerdir. Palla vd. [142] yaptiklart ¢alismada Tuscan firinlarindan
aldiklar1 geleneksel eksi hamurlarin maya popiilasyonlar1 arastirilmistir. Izole edilmis

200 sus arasindan 78'1 rastgele se¢ildi ve molekiiler olarak karakterize edilmistir. Maya

16



suslar 5.8S-ITS boélgelerinin amplifikasyonu ile tanimlanmis olup S. cerevisiae baskin

tiir olarak belirlenmistir.
2.6 Eksi Hamur Mikrobiyotasi ile ilgili Literatiir Calismasi

2.6.1 Eksi Hamur LAB

LAB topluluklarima gelince, ¢cogunlukla laktobasiller 6zellikle heterofermentatif LAB
stabil eksi hamur ekosistemlerini olusturmaktadir [143]. Bugiine kadar yapilan
caligmalarda eksi hamurdan 60'tan fazla laktobasil tiirii (zorunlu homofermentatif,
fakiiltatif heterofermentatif ve zorunlu heterofermentatif olanlar) izole edilmistir.
Zorunlu heterofermentatif laktobasillerin yiiksek oranda karbohidrata adapte
metabolizmalar (6rnegin, Lb. fermentum, Lb. reuteri ve Lb. sanfranciscensis'in maltoz
fermentasyon kabiliyeti) amino asit asimilasyonu (6rnegin, Lb. fermentum ve Lb. reuteri
metabolik yolunda arjinini deiminasyonu) ve stres yanitlar1 (6rnegin, ADI metabolik
yolu ile iliskili asidik stres yaniti ve stres proteinlerinin tretimi) gibi Ozelliklerine
sahiptir [144-146]. Weissella (zorunlu heterofermentatif; Weissella cibaria, Weissella
confusa), Pediococcus (fakiiltatif heterofermentantatif, P. acidilactici, P. pentosaceus)
ve Leuconostoc bakterileri (zorunlu heterofermentatif, Leu. mesenteroides, Leu.
citreum) homofermentatif Lactococcus, Enterococcus ve Streptococcus tiirleri daha az
baskin tiirleri olusturmaktadir. Milenyumdan (2000 yilindan) 6nce yapilan ¢aligmalarda
zorunlu homofermentatif olarak Lb. amylovorus, fakiiltatif heterofermentatif Lb.
alimentarius ve Lb. plantarum ve zorunlu heterofermentatif temsilcisi ise Lb. brevis, Lb.
fermentum, Lb. reuteri, Lb. panis, Lb. pontis ve Lb. sanfranciscensis eksi hamur LAB
tiirlerinin ¢ogunlugunu olusturdugu bilinmekteydi. Bu LAB tiirlerinin ortaya ¢ikmasi
hem hakim LAB’lerin eksi hamur mayalanma kosullarina adaptasyonlarini hem de
spesifik olmayan heterojenligi yansitmaktadir. Lb. sanfranciscensis ve Lb. alimentarius
hemen hemen sadece eksi hamurlarla iligkili oldugu bilinmekteyken, sik sik eksi
hamurdan izole edien Lb. brevis ve Lb. plantarumun ise ¢ogu zaman diger fermente
gidalardan da izole edildigi belirlenmistir [30]. Daha sonra (2000 yilindan sonra)
yapilan calismalarda ise eksi hamurlardan, homofermentatif Lb. crustorum, Lb.
midensis, Lb. nantensis ve Lb. nodensis, fakiiltatif heterofermentatif Lb. spicheri ve
zorunlu heterofermentatif Lb. acidifarinae, Lb. frumenti, Lb. hammesii, Lb. namurensis,
Lb. rossiae, Lb. secaliphilus, Lb. siliginis ve Lb. zymae yeni laktobacillus tiirleri izole
edilmistir. Bu LAB tiirleri ilk olarak eksi hamurun ekosisteminden izole edilmistir.

Fakat bu LAB tiirlerinin eksi hamura o6zgii olup olmadigi diger fermente gida
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ekosistemlerinin arastirilmasiyla ¢oziimlenebilir. Ornegin Lb. namurensis gesitli
fermente gidalarda bulunurken [73, 74, 147] Lb. rossiae ise Orta ve Giiney Italya ve
Belgika’daki ¢esitli eksi hamurlardan izole edilmistir [147].

2.6.2 Eksi Hamur Mayalar

Eksi hamur ekosisteminin 6zellikleri g6z oniine alindiginda, Basidiomycetes mayalar ve
dimorfik Ascomycetes aksine fermentasyon yetenegi nedeniyle sadece Ascomycetes
mayalar bulunur. Eksi hamurlarda 1970’ten sonraki 40 yayinda en sik karsilasilan 6
maya tiri S. cerevisiae, K. exigua, S. exiguus, C. humilis, P. kudriavzevii, T.
delbrueckii, ve W. anomalus’tur [143]. Sadece orijinal olarak K. exigua (S. exiguus
olarak) eksi hamurdan izole edilmistir [44]. Bu maya tiirlerinin ¢ogu ekosistemde
bulunmaktadir. Bir tek eksi hamur genellikle bir veya iki maya tiirii baskin olmakta
bunlar arasinda 12°den fazla yapilan c¢alismada C. humilis (ve K. exigua), P.
kudriavzevii ve S. cerevisiae en sik gorillen mayalar icersindedir [29]. Baz1 eksi
hamurlarin stabilitesi LAB ve maya tiirleri arasindaki isbirligine bagli olmasina ragmen
cogu eksi hamurda en ¢ok S. cerevisiae (ticari maya) mevcudiyeti ortamindaki varligina
baglanabilir. Ayrica, ekmek hamurlar1 sik sik W. anomalus, K. barnettii, K. unispora ve
T. delbrueckii mayalarimi barindirmaktadir [29, 148]. Buna karsilik, laboratuvarda
tiretilen geri beslemeli eksi hamur fermentasyon siirecinde W. anomalus, C. glabrata ve
S. cerevisiae hakim bulunmustur [29]. Hem S. cerevisiae hem de W. anomalus, maltoz-
pozitiftir ve diisiik bir pH ve yiiksek ozmotik basinca karsi bir dereceye kadar
toleranshidir. K. exigua olarak, K. barnettii, maltoz negatiftir ve Lb. sanfranciscensis ile
bir tiir trofik iliski icerisindedir [29]. Tek bir eksi hamur genellikle birlikte basit veya
cok karmasik bir mikrobiyati temsil eden bircok LAB tiirlinii barindirir. Alternatif
olarak, spesifik antimikrobiyallerin iiretilmesi (6rnegin eksi hamurlarda Lb. reuterimin
iirettigi eutericyclin gibi) nedeniyle rekabet edebilirlik tek bir tiiriin ve/veya susun
egemen oldugu eksi hamurlara neden olabilir [149]. Tek tek tiirlerden ziyade toplam
mikrobiyal topluluklar g6z 6niine alindiginda, maya ekosistemleri, maya ve LAB tiirleri
ve/veya LAB tiirlerinin kararh iligkileri ile karakterize edilir. Bu mikrobiyal topluluklar,
dahil olan tiirlerin metabolik yeteneklerini yansitir ve maya ekosisteminde énemli olan
trofik iligkilere isaret eder. Stabil maya-LAB birlikteliginin Ornekleri, K. exigua
(maltoz-negatif, asittolerant) ve Lb. sanfranciscensis (maltoz pozitif)’dir. C. humilis
(maltoz negatif, aside toleransli) ve Lb. sanfranciscensis, K. barnettii (maltoz negatif)

ve Lb. sanfranciscensis, S. cerevisiae (maltoz pozitif) ve Lb. plantarum (glukoz ve
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fruktoz tercih eder) [27, 29]. Stabil LAB tiir birlikteliginin 6rnekleri arasinda Lb.
sanfranciscensis, Lb. plantarum, Lb. alimentarius ya da Lb. brevis bulunur [20, 56, 81,
150, 151]. S. cerevisiae ekmek tizerinde sekil, kabuk, yenilebilirlik ve lezzet tizerindeki
olumlu etkilerden dolay1 diger mayalardan daha iyi goriilmektedir [152]. Mayanin temel
fonksiyonu fermente edilebilir sekeri kullanarak CO- tiretmek ve bdylece ekmek hacmi
olusturmaktir. Fermentasyon boyunca kimyasal bilesikler iireterek ekmegin aromasini
olusturmaktadir. Mayanin CO; iiretme yetenegi; susa, hiicre miktarina, hiicre
aktivitesine ve ortamdaki fermente seker miktari ile iliskilidir [153]. Almeida vd. [154],
geleneksel ekmek hamurlarindan izole ettikleri S. cerevisiae ve T. delbrueckii suslarinin
ticari mayaya benzer hamur kabartma yetenegine sahip olduklarini tespit etmislerdir.
Tiim tahillarda bulunan mayalar 10%-10* adet/g arasinda degismektedir [155]. Daha
yliksek hacimli ve diisiik yogunluga sahip ekmek tiretimi i¢in diger mayalara gore daha
iyi bir performans gosteren S. cerevisiae en iyi tad1 da sagladigr belirtilmistir. Yapilan
caligmalarda laktik asit bakterileri ve S. cerevisiae kullanilarak yapilan hamurlardan
iiretilen ekmeklerin sekil, kabuk, yenilebilirlik ve lezzet agisindan ¢ok iyi sonuglar elde
edildigi agiklanmistir [156, 157]. Finlandiya’da eksi hamur starteri iizerine yapilan
caligmalarda mikrobiyotanin ¢cogunlugunun 7. holmii ve S. cerevisiae'den olustugunu
belirlemiglerdir. Bazi hamur Orneklerinde ise Hansenula anomala, Endomycopsis
fibuligera, Torulopsis stellata ve Torulopsis unisporus maya tiirlerini teshis etmislerdir.
Ispanya’da Barber ve Baguena [158], yaptiklari calismada eksi hamur kullanilarak
hazirlanan hamurlarin mikrobiyotasinda fermentasyon siiresince maya sayisinda
meydana gelen degisiklikleri belirlemislerdir. Fermentasyonun ilk asamasinda maya
sayis1 (2,4 x10° kob/g) degismezken diger asamalarda diizenli olarak artmis ve
fermentasyonun sonunda 4,9x10° kob/g’a ulasmuistir. Eksi hamurda S. cerevisiae, C.
boidinii, H. minutau, C. parapsilosis ve R. glutinis gibi mayalar teshis etmislerdir.
Vernocchi vd. [159] tipik Italyan ekmegi iiretiminde kullanilan hamurun maya
popiilasyonunda baskin maya tiiriinlin C. milleri oldugunu ve mayalarin énemli bir
kisminin maltozu fermente edemeyenlerden olustugunu tespit etmislerdir. Bir
arastirmada, Giiney Italya’da eksi hamurdan laktik asit bakterileri ve maya izole
edilmis, izole edilen mayalarin biiyilkk cogunlugunun S. cerevisiae oldugu rapor
edilmistir [20]. Bugday ve cavdar eksi hamurlarinda en sik bildirilen mayalar S.
cerevisiae ve C. humilis; diger tiirler P. kudriavzevii ve K. exigua [25, 39, 81, 159, 160],
W. anomalus [19], W. subpelliculosa [161], C. Glabrata [22, 279], K. unispora ve T.
delbrueckii [162] dir.
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2.7 LAB ve Mayalarin Ekmek Kalitesi Uzerine Etkisi

Altin standart olarak ekmek yapiminda kullanilan eksi hamur y6reye 6zgii unlardan
gelen mikrobiyal enzimlerin etkisi ile meydana gelen biyokimyasal degisiklikler ile eksi
hamur 6zelliklerini ve bu sayede ekmek kalitesini biiyiik dl¢iide etkilemektedir. Eksi
hamur fermentasyonun ekmegin dokusu, lezzeti, raf 6mrii ve beslenme {izerine olumlu
etkileri bulunmaktadir [42]. Homofermentatif ve heterofermentatif LAB ve mayalar
degisen oranlarda ve bilesimlerde [163] iceren eksi hamurda; homofermentatif LAB
sekeri fermente ederek laktik asit olustururken; heterofermentatifler laktik asidin disinda
onemli miktarda COa, etil alkol, asetik asit ve diger ucucu bilesikler olugsmaktadir [164].
Ayni zamanda mayalar ve LAB’’nin siirdiirdiikleri simbiyotik yasam sonucunda
mayalar ve heterofermentatif LAB’leri hamurun kabarmasindan sorumlu olurken,
homofermentatif LAB’leri ekmegin elastikiyetini, asitlik ve lezzeti ilizerine etki
etmektedir [164]. Gluten, hamurun viskozitesine ve esnekligine biiyiik Ol¢iide katkida
bulunur [42, 66]. LAB suslar tarafindan laktik ve asetik asit iiretimine bagli olarak,
asidik bir ortamin varlig1 gluten proteinlerinin sigsmesine ve daha yiiksek ¢oziiniirliigiine
neden oldugu i¢in ekmek uzayabilirligi ve elastikiyetinde bir artisa neden olmaktadir
[66, 165]. LAB ve mayalar tarafindan smirli proteolitik aktivite, daha fazla
karbondioksit tutulmasini saglayarak ekmegin yumusakligini ve hacmini olumlu yénde
etkilemektedir [66, 166]. Ayrica bazi LAB'ler tarafindan iiretilen ekzopolisakaritler
(EPS'ler), hamur reolojisini ve ekmek yapisini iyilestirme potansiyeline sahiptir [23,
167]. Eksi hamur ayn1 zamanda ekmek bayatlamasi iizerine olumlu etkisi vardir [167].
EPS {iretimi ve nisasta regrogradasyonu sayesinde ekmek bayatlama oranini azaltmakta
ekmek hacmi ve ekmek i¢i yumusaklhigi saglamaktadir [168, 169]. Eksi hamur
fermentasyonu boyunca iiretilen aroma bilesenleri homofermentatif ve heterofermentatif
laktik asit bakterilerinin {irettigi organik asitleri igeren ugucu olmayan aroma bilesenleri
ile alkolleri, aldehidleri, ketonlar1 ve esterleri igeren ugucu bilesenlerden meydana
gelmektedir [34, 170, 171]. Eksi hamur ekmeginin kalitesini mikrobiyal fermentasyon
olumlu olarak etkilemektedir. Eksi hamurun igerdigi farkli maya ve bakteri tiirleri
yalnizca istenen ugucu bilesenlerin miktarmi arttirmaz aynt zamanda pisirme
sicakliginda reaksiyona girebilecek aromatik bilesikleride iiretmektedir. Dahasi bazi
eksi hamur mikroorganizmalar1 istenmeyen bilesikleri de indirgemektedir [172, 173].
Homofermentatif LAB temel olarak diasetil, asetaldehit ve heksanal sentezler [66, 165].

Izoalkoller ilgili aldehitleri ve etil-asetat, maya fermentasyonunun karakteristik ugucu
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bilesikleridir [66]. Eksi hamur ekmegi daha fazla ucgucu bilesige sahip oldugundan
kimyasal olarak asitlendirilmis ekmege kiyasla duyusal testlerde daha yiiksek puanlar
alir, bu da ekmek hamurunun iyilestirilmesinden yalnizca hamur asitlenmesinin sorumlu
olmadigin1 gostermistir. Ustelik LAB fermentasyonu ile yeterli miktarda ugucu bilesik
olusumu, yaklasik 12-24 saatlik bircoklu asama prosesinde gergeklestirilirken, sadece
ticari maya ile birka¢ saat icinde fermentasyon yapilir [24, 66]. Mikrobiyal
fermentasyon esas olarak asitler, alkoller, aldehitler, esterler ve ketonlar iiretir ve eksi
hamur ve ekmek i¢i ugucu bilesiklerin olusum i¢in ana yoldur [66, 174].
Heterofermentatif LAB esas olarak asetik asit ve etanol iretimine katkida bulunur,
ancak ayn1 zamanda spesifik esterler iiretir ve aldehitleri karsilik gelen alkollere indirger
[66, 175]. K. marxianus ve Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus ile hazirlanan eksi hamur
ekmegi, ticari mayali ekmege kiyasla daha karmasik bir aroma profili sundugu
belirlenmistir [176]. Eksi hamur icerdigi mikrobiyota sayesinde biyolojik koruma
gorevi yapmaktadir [132, 177, 178]. Kiif gelisimi ekmek bozulmasina neden oldugu i¢in
ekmek iiretim endiistrisinde biiylik kayiplara neden olmaktadir. Misir, piring, sorgum,
dari, karabugday, teff gibi ¢esitli tahil tiirlerinin, farkli mikotoksinlerle (6rnegin,
triktotenen, zearalenon, fumonisine, okratoksin, aflatoksin vb.) kirletildigi rapor
edilmistir [66, 179]. Eksi hamur LAB suslari, mikotoksinle kontamine olmus tiriinlerin
ilgili molekiilleri baglayarak veya degradasyon yolu ile detoksifikasyonu saglamaktadir
[180]. Eksi hamurdaki LAB [181] ve mayalar fitaz aktivitesi gostermektedir [182].
Ayrica mayalar, 6zellikle B vitamini kompleksi olmak iizere birgok vitamin iiretme
kabiliyetine sahiptir [66]. Vitaminler disinda ekmekte fenolik bilesikler gibi biyoaktif
bilesikler iceren tahil bazli gidalarin antioksidan durumunu arttirmaktadir [66, 181].
Eksi hamur fermentasyonu nisastanin jelatinizasyon derecesini azaltir ve daha az
sindirilebilir olan diren¢li nisasta olusumunu destekler [183, 184]. Ayni1 zamanda
serbest kalan amino asitlerin, peptidlerin ve serbest fenolik bilesenlerin, glukoz
metabolizmasini diizenledigi ve glisemik indeksi diisiirdiigii bildirilmektedir [40, 185].
Eksi hamurdaki bazi LAB, insan tahil intoleransinda yer alan prolamin peptidlerine
yonelik hidrolize edici aktiviteler gosterdigi icin, geleneksel ekmege kiyasla eksi hamur
ekmegini  gelistirmektedir [186]. Torrierri vd. [187] yaptiklarnn ¢alismada,
ekzopolisakkarit (EPS) iireten laktik asit bakteri (LAB) suslar ile elde edilen eksi
hamur ekmeginin kalitesi ve raf dmrii lizerindeki etkisini incelenmistir. Yiiksek orandan
eksi hamur igeren ekmek numuneleri (30g/100 g) daha diisiik eksi hamur (20g/100 g)

iceren ekmek numunelerine gore depolama sirasinda daha yiiksek hacim, daha yiiksek
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nem icerigi ve daha iyi mekanik Ozellikler gostermislerdir. Ayrica 30 g/100 g eksi
hamur ekmegin islenmesinde koruyucu bir etki gostermis, bu yiizden eksi hamur
konsantrasyonunun ve EPS'nin fonksiyonel o6zellikler iizerindeki olumlu roliini
dogrulamuslardir. Lb. plantarum FST 1.7°’nin, bugday ekmeginin raf omriinii artiran
antifungal bilesikler {trettigi goOsterilmistir. Moore vd.[188] yaptiklar1 calismada
glutensiz ekmegin kalitesini ve raf Omriinii iyilestirme kabiliyeti agisindan Lb.
plantarum ¥ST1.7 ve Lb. sanfranciscensis TMW 1.52 arastirilmistir. Sonug olarak Lb.
plantarum FST 1.7 igeren glutensiz ekmeklerde kiiflenme gecikmis olup L. plantarum
FST 1.7°nin daha yiiksek kalite ve raf omriine sahip glutensiz ekmek iiretmek igin
kullanilabilecegini gostermislerdir. Tahil fermentasyonlarindan izole edilmis Lb. reuteri
tarafindan iiretilen birgok bakteriyosinin tamimlanmis ve Lb. sanfranciscensis suslarinin
proteinli bilesiklere inhibitor aktivite lirettigi rapor edilmistir [189, 190]. Bugday unu
hidrolizatinda Lb. sanfranciscensis'in biliylimesi, kiifleri inhibe eden asetik ve kaproik
asitlerin olusmasina neden oldugu [190, 191] ayrica hamurda fenillaktik asit
olusumunun, ekmeklerde kiif inhibisyonuna katkida bulundugu gosterilmistir [190].
Eksi hamurdan izole edilen Lb. pontis, Lb. panis, Lb. mukoza, Lb.reuteri, Lb.oris ve Lb.
acidophilus [190, 192] suslarmin bazilari, insan bagirsak hiicrelerine yapisma
kabiliyetine sahip oldugu [190, 193] ve yapisma ve antagonistik bilesiklerin olusumu
kombinasyonu, oOzellikle tahil kaynakli probiyotik suslarinin gelisimi ig¢in cazip

goriilmektedir [190].
2.8 Siyez Unu ve Firincihikta Kullanimi

Mikro ve makro besin maddesi agisindan zengin olan tahillar insane gidasi
beslenmesinde oldukc¢a biiyiik bir 6neme sahiptir [194]. Bugday ekmegi giiniimiizde
diinya niifusunun biiylik bir kism1 i¢in temel gida maddesi olmasina karsin mikrobesin
maddesi eksikligine [195] sahiptir. Son yillarda diisiik etkili ve siirdiiriilebilir tarima
olan egilim ve gidalarin beslenme yonlerinin daha fazla dikkat ¢ekmesinden dolay1
siyez de dahil olmak tizere bir¢ok unutulan “eski” tahilin yeniden kesfedilmesine yol
acti. Siyez diisiik verimine ragmen (ekmeklik bugdayin yaklasik {igte biri) glinlimiizde
Fransa, Almanya, Avusturya, Macaristan, Bulgaristan ve Italya da dahil olmak {izere
bir¢ok iilkede bu kabuklu bugdayin ekiminde 6nemli bir gelismelerle siirdiiriilmektedir
[12]. Makarnalik ve ekmeklik bugdaylarin yakin akrabasi olan siyez (Triticum
monococcum L. subsp. monococcum), Tlrkiye’nin yaklasik 10.000 y1l 6nce Karacadag

bolgesinde bulunan diploid kabuklu bugdaydir [196]. Siyez bugday: yaklasik 12.000 yil
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once Mezopotamya ve Dogu Akdeniz’de evcillestirilmesi ile siyez tariminin
yayilmasinda etkili olmustur. Binlerce yildir Avrupa’da ve Yakin Dogu’da genis ¢apta
hasat edilen ve yenilen siyez Tun¢ Cagi’nda daha verimli olan durum ekmeklik
bugdaylarin yerini aldi. Yeni aragtirma projeleri 7. monococcum’un hem beslenme hem
de teknolojik kalite agidan insan tiiketimi potansiyelini hedef almakta modern teknikler
ve 1slah galigmalari ile Italya, Almanya ve Kanada da dahil olmak iizere pek ¢ok iilkede
caligmalara devam edilmektedir. Siyez (Triticum monococcum) [196] giliniimiizde,
geleneksel Einkorn bugdaylari, Akdeniz bélgesi, Tiirkiye, Balkan iilkeleri, giiney Italya,
giiney Fransa, Ispanya ve Fas'n daglik bélgelerinde [196] iilkemizde Ozellikle
Karadeniz bolgesinde Kastamonu ve Sinop c¢evresinde yetistirilmektedir [13]. Siyez
bugday1 icerdigi yliksek protein, karotenoid, tokol gibi beslenme agisindan {istiin ve
kendine 6zgii 6zelliklerin kesfi ile onem kazanmaya baglamistir (Tablo 2.2). Organik
tarim ile yetistirilmeye uygun ve c¢evre dostudur. Ekmeklik bugday ile
karsilagtirildiginda einkorn genellikle hastaliklara karsi daha direngli olup kurakliga

dayanma kabiliyetine sahiptir fakat verimi diisiiktiir.

Tablo 2.2 Siyez ununun bilesimi

Besin Ozellikleri? Miktar
Protein® 2/100g 15,5-22,8
Yag® g/100g 4,0-4,4
Nisasta® g/100g 60,6-71,4
Amiloz® ¢/100g nigasta 23,2-28,6
Karoteneid? mg/kg 5,3-13,6
Tokol? mg/kg 61,5-115,9
Cinko® mg/kg 42,7-71,1
Demir® mg/kg 37,2-62,6
Manganez® mg/kg 34,4-68,2
Bakir® mg/kg 4,9-8,3
Magnezyumf mg/kg 1,19-2,00
Fosfor® mg/kg 4,54-6,27
Fenolikmadde' mgGAE/g 1,48-1,63

a:Bandolini vd.[201], b: Barandoli vd. [11] c¢: Hidalgo, Brandoli ve
Ratti[202], d:Hidalgo vd. [203], e: Ozkan vd. [204], f: Zengin[13]

Siyez bugdayi yliksek protein, kiil, karotenoid ve tokol igerikli kii¢iik tohumlara sahiptir
[197-200]. Siyez ununun hamur ve ekmekg¢ilik 6zelligi genellikle diisiik olarak kabul
edilmektedir [205, 206] fakat besinsel degerlerinin yiiksek olmasi ekmek kalitesini
artirmaktadir [207]. Siyez unu yapiskan ve gii¢siiz hamur reolojikozellikleri nedeniyle
firin Uriinleri i¢in uygun goriilmemis, daha ¢ok hayvan beslenmesinde tercih edilmistir.
Bununla birlikte, hamur isleme zorluklarina ragmen, somun hacmi ve ozellikleri ile

bugday ekmege benzer formda ekmekler elde edilebildigi agiklanmigtir [208]. Protein
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icerigi ve bilesimi, ekmek yapimini etkileyen en 6nemli kriter olarak kabul edilir [13].
Diploid bugday olan siyez, yliksek seviyelerde protein, fosfor, potasyum, piridoksin
(B6), lutein ve beta-karoten igermektedir [198]. Siyez bugday1 diger bugdaylardan daha
diisiik beta-amilaz ve lipoksijenaz enzimlerine sahip oldugu i¢in 6nemli antioksidan
bilesikleri olan karotenoidleri, tokoferolleri, konjugefenolikleri ve fitosterollerin
bozulmasini dnleyerek gidanin besleyici 6zelliklerini korumaktadir. Einkorn, bugday ile
karsilastirildiginda lipid miktar1 (doymamis yag asitleri dahil) ve eser elementler (Zn,
Fe) daha yiiksek olarak karakterizedir [13]. Mineral acisindan 6zellikle ¢inko ve demir
gibi 6nemli baz1 iz elemental yiliksek konsantrasyonda bulunur [13]. Arabinoksilan
(diyet lif) ve beta-glukanlarsiyezde sinirli miktarlarda bulunur [209]. Gebruers vd. [210]
yaptiklar1 calismada 5 siyez ekmegin ve 151 bugday ekmeginde toplam arabinoksilan
(diyet lif) icerigini, 14,5-23,5'e kars1 13,5-27,5 g/kg™! km, beta glukan igerigi 2,5-3,5 ve
5,0-9,5 g/kg! km aralifinda belirlemislerdir [12, 211, 212]. Antognoni vd. [213],
yaptiklar1 caligmada siyez igeren eksi mayali ekmeklerin karotenoidlerin ve serbest folik
asitleri in vitro olarak sindirim Oncesi ve sonrasi karakterize etmisler ve siyez eksi
hamuru fermentasyonu modern bugdaylardan daha yiiksek seviyede karotenoidleri
korudugunu dogrulamislardir. Barone vd. [214] yaptiklar c¢alismada siyez ekmeginin
domuz modelli olarak bagirsak fizyolojisi ve metabolizmasi {izerindeki etkilerini
glisemik ve insiilinemik yaniti, mikrobiyota ve metabolik profillerini karakterize
etmiglerdir. Bagirsak mikrobiyotasindaki kisa zincirli yag asidi iireticilerini (6rn,
Blautia, Faecalibacterium ve Oscillospira) zenginlestirmeye ve muhtemelen daha iyi
emilim sagladig1 ve daha yiiksek metabolik cesitlilige yol actigini belirlemislerdir. Siyez
ekmegi tliketiminin bagirsak ekosisteminin sagligini tesvik ettigini aciklamiglardir.
Siyezdeki germ, kepek ve endosperm ekmeklik bugday ununa gore istilinliik
gostermektedir [11]. Siyezde kepek (%16-22,9) ve endosperm (%74-81) ekmeklik
bugdaydan daha biiylik farkliliklar gozlenirken germ orani, ekmeklik bugdaydan
(marjinal olarak) (%3,1-2,9) iistlindiir [205, 215]. Ayn1 sekilde protein igerigi ortalama
18¢/100 g kuru maddeyi (km) ve genellikle 20g/100 g asmakta olup ekmek
bugdayindan yiiksektir [11, 199, 215]. Siyez ekmeklik bugdaydan %50 daha yiiksek
lipid icerigine sahip olup yag asidi kompozisyonunda 14 farkli bilesik i¢ermektedir.
Linoleik (C18: 2n6) (%50,9-54), oleik (C18: 1n9 18 C18: 1n7) (%24,8-26,4) ve
palmitik (C16: 0) (%13,9-16,7) asitleri en fazla igermektedir [202, 216, 217]. Ekmeklik
bugdayda linoleik asit de yaygin yag asididir, ancak palmitik asit oleik asitten daha

fazla miktarda bulunurken, diger yag asitleri tilirler arasinda oldukga sabittir. Sonug
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olarak, siyezlipidleri, ekmeklik bugdaydan daha yiiksek tekli doymamis yag asitlerine
(MUFA), diisiik ¢oklu doymamis yag asitlerine (PUFA) ve diisiik doymus yag asitlerine
(SFA) sahiptir [202]. Ayrica, yiiksek lipoksijenaz aktivitesi [218] isleme sirasinda besin
kalitesini diger bugdaylara gére daha iyi korumasina katkida bulunur [201, 219]. Siyez
iyi bir mikro besin kaynagi olarak kabul edilir, yapilan ¢aligmalarda siyez ekmekleri
bugday ekmeklerinden daha yiiksek oranda P, Mg, Zn, Fe, Mn, K, Sr ve Mo
minerallerini i¢cermektedir [220]. Siyez sar1 renginden dolay1 bir¢ok arastirmaci
tarafindan pigment analizine tabi tutulmus olup poliploit bugdaylarinkinden ¢ok daha
yiiksek karotenoid degerlerine sahip oldugu belirlenmistir [215]. Bu durum lutein
bakimindan zengin durum ve ekmeklik bugdaydan 2-5 kat daha fazla degere sahip
oldugu belirlenmistir. Renk tonu islem sirasinda yogunlasarak, ¢ogu tiiketiciler i¢in
cekici bir 6zellik olan siyez igerikli gidalarin (makarna gibi koyu sar1 renkte) olmasini
saglar [226]. Yiiksek oranda diyet lifi karotenoid ve tokol icerigi ile bebek mamas1 gibi
yeni veya Ozel gidalarin gelistirilmesi i¢in umut verici bir aday oldugu sonucuna
vartlmistir [198, 199, 203, 211, 215]. Zayif toksit etkileri ile siyez¢dlyak hastalar1 i¢in
uygun goriilmemektedir. Ustiin beslenme 6zellikleri ile fonksiyonel ve dzel gidalarin
gelistirilmesinde dikkatleri iizerine ¢ekmektedir [12]. Bunun ig¢in siyez {iizerine

arastirmalarin ¢ogaltilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir [13].
2.9 Arpa Unu ve Firincihikta Kullanimi

Son yillarda, normal bugday ekmeginin beslenme profilinin iyilestirilmesi biiyiik ilgi
cekmistir. Bu durum genellikle bugday ununun son iiriin i¢eriginde ve bilesiminde diyet
lifi veya vitamin, mineral, protein zenginlestirilmesine katki saglayan farkli kokenli
unlarin desteklenmesi ile basarilmistir [10]. Arpa 10000 yildan fazla zamandan beri
Etiyopya ve Giineydogu Asya'da yetistirilmektedir. Misir, Yunanlilar, Romalilar gibi
eski uygarliklar gida ve yem olarak kullanmaktaydi. Giinlimiizde de ¢ogunlukla hayvan
yemi, malt ve bira iiretimi ic¢in tahil olarak kullanilir; kahve ikame maddeleri ve
alkolsiiz igeceklerin yam sira dogu Avrupa'da ¢orbalar ve giiveglerin hazirlanmasinda
da kullanilmaktadir [221]. Kishk yazlik olarak fazla soguk ve sicak olmayan nemi
yiiksek yerlerde verim alinabilmektedir. Cogunlukla yemlik ve maltlik olarak

kullanildig1 agiklanmistir [222-225].
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Tablo 2.3 Arpanin besinsel degeri

Arpanin besinsel degeri %
Protein® 8-13
Yag? 2-3
Nigasta® 52-71
Seliiloz/lignin® 4-6
Arabinoksilan® 4-7
Toplam diyet lif® 18-20
Beta glukan® 3,6-10
Mineral madde 2-3

a: Mac Gregor vd.[226], b: Karaduman[227] c: Altan vd. [228],
d: Dogan vd. [229]

Arpalarin ekmeklerde kullanilmasinin besin degerini (Tablo 2.3) ve dolayisiyla insan
saghigina faydalarimi arttirdign bildirilmistir [223, 230]. Beta-glukan gibi ¢6ziinebilir
liflerin saglikla ilgili 6énemi uzun zamandir bilinmektedir; 6zellikle beta-glukanlar,
fonksiyonel 6zelliklerinden o6tiirti cok dikkat ¢ekmistir [221, 230]. Nilsson vd. [231]'nin
caligmasinda beta-glukanin, glisemik insiilin yanit1 calismasi iizerinde olumlu bir etkisi
oldugu gostermistir [230, 231]. Arpanin tiiketimden sonra 10 saate kadar kan sekeri
seviyesini diizenleyebilecegini gosterdi. Ayrica, diinya capinda biyoaktif bilesenler
olarak kabul edilir [232]. Beta-glukan, tahillarin endosperm hiicre duvarlarinda,
ozellikle yulaf ve arpada (1- 3) ve - (1-4) baglar1 olan lineer glikoz zincirlerinden
olusan nisasta olmayan bir polisakarittir [230]. Arpanin yetersiz protein alanlarda gida
takviyesi olarak tiiketimi icin milkemmel bir se¢im oldugu bilinir [233]. Arpa B
vitamini Ozellikle P, K, Ca, Mg, Se minerallerini ve yiiksek oranda antioksidan
bilesiklerin (6rnegin tokoferoller ve tokotrienolleri ) ve karisik bagh (1/3), (1/4) beta D-
glukanlar1 igermektedir [234]. Beta glukanlarin yiiksek diyabet kontrolii, bagirsaktaki
probiyotik bakterilerin gelismesini tesvik etmektedir [235]. Ayni1 zamanda plazma
kolesteroliinii diisirme, glisemik indeksi azaltma, lipit metabolizmasini iyilestirme,
bagisiklik sistemini arttirma ve kolon kanseri riskini azaltma yetenekleriyle
bilinmektedir [224, 236]. Arpa genotipleri kabuklu ve kabuksuz olarak smiflandirilir
[237]. Kavuz igeregininarpanin gidalarda kullaniminda smirlayict bir faktdr olarak
goriilmesi kavuzsuz arpaya dikkatleri ¢gekmistir [238]. Diinyada kavuzsuz arpanin insan
gidas1 olarak tiiketimi gittikce dnem kazanmaya baslamistir. Yiiksek ¢oziinelebilir lif

icerigi, protein, beta glukan ve enerji igerigi ile ekmek yapiminda pagalda
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kullanilabilmesi ve hayvan rasyonlar i¢in uygun bir kaynak olmasi kavuzsuz arpanin

Onemini artirmistir [239].

Tablo 2.4 Kavuzsuz arpanin besinsel degeri

Bilesen %
Protein 13-18
Nisasta 60-74
Coziinebilir diyet lif 3-6
Beta glukan 4-8
Toplam diyet lif 12-17

Karaduman [227, 240]

Ogiitiilebilen kavuzsuz arpa kepek ve una islenebilmektedir. Protein ve nisasta kavuzsuz
arpanin O6nemli bilesenlerinden olup beta -glukani kavuzlu arpaya gore daha yiiksek
cesitleri bulunmaktadir [241]. Protein oran1t %13-18 (Tablo 2.4) arasinda degismekle
birlikte endistriyel kullanim ic¢in proteinlerin miktar ve kompozisyonu etkili
olmaktadir[205]. Kabuksuz c¢esitler kabuklu cesitlerden daha fazla protein, lipit,
coziilebilir diyet lif igeridiginden daha iyi besin degerine sahiptir[10, 237]. Yalin
(kabuksuz) arpa ¢oziiniir (SDF) ve ¢oziinmez (IDF) 1yi bir diyet lifi kaynagidir (Tablo
2.5). Diinyanin ilk bes onemli iireticilerinden biri olan Tiirkiye de hi¢ ekim alan
olmamasina ragmen basta Kanada olmak iizere, Cin, Rusya, Japonya, Kore, Brezilya,
Sili, Arjantin, Avustralya ve Ekvator da kavuzsuz arpa iiretimden 6nemli paya sahiptir
[239, 242]. Pejcz vd.[243] yaptiklar1 calismada arpayla zenginlestirilmis ekmekler
¢coziinen ve coziinemeyen diyet lif %40 oraninda ve arpa iceren ekmegin kontrol
ekmekten %67’den daha fazla diyet lif ve %160’ dan daha fazla beta glukan igermekte
oldugunu belirlemislerdir. Maiya vd. [244] yaptiklar1 ¢calismada %10, %20, %30 ve
%40 arpa ununun hamurun reolojik ve kalite 6zelliklerine etkisi incelenmistir. Kontrol
(%0) ile %40 oraninda arpa unufarinograf su emilimi artisin1 ve uzamaya karsi
ekstensograf direncini arttirmis ve uzayabilirlikte azalma gosterirken amilografta geriye
birakmada azalma ve yliksek viskozite degerleri belirlemislerdir. Arpa ve yerel bugday
unundan yapilan Balade ekmeklerinin fiziksel kimyasal ve duyusal analizleri lizerine
yapilan calismada tiiketiciye kabul edilebilir orant %15 ve %30 oraninda arpa ununun
bugday unu ile karistirilabilecegini gostermislerdir [245]. Zanini vd. [246] yaptiklari
calismada segtikleri LAB ve mayadan olusturduklar starter kiiltiirden yaptiklart eksi
hamuru %100 bugday unu, %50 bugday unu ve %50 kavuzsuz arpa unu (karma unu);

%100 kavuksuz arpa unundan ekmek yaparak firincilik 6zelliklerini incelemislerdir.
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Tablo 2.5 Kavuzsuz arpa ununun kepek, TCL ve CL Bilesimi

Toplam Coziinebilir Lif Coziinebilir lif
(%) (%)
Bilesenler Kepek Un Kepek Un
Beta glukan 22,4 20,3 38,4 26,80
Dayanikli nisasta 6,3 8,3 5,4 6.9
Lignin 7,8 6,4 TE TE
Pentozanlar 19,7 13,9 6,5 5,7
Uronik asit 1,2 2 1,1 1,2

Karaduman, [227]

Coziinebilir 1if oranini artirmak i¢in eksi hamur ekmek yapimina bugday ununu kismen
veya tamamen arpa unu katmiglardir. Arpa ekmeginin daha yiiksek besin degeriyle elde
edilmesinde kullanilabilecegini gostermistir. Firin endiistrisinde arpanin basarili bir
sekilde kullanilabilecegi onaylanmigtir. Monogastriklerde sindirim oranini yavaslatan
viskoz soliisyonlar olusturma kabiliyetlerinden dolay1 beta-glukanlara benzer fizyolojik
etkilerinin olabilece8i tahmin edilmektedir [224]. Misir, bugday ve ¢avdardan suda
coziinebilen arabinoksilanlarin fermentasyonu kisa zincirli yag asitlerinin {iretimi,
serum kolesteroliiniin azaltilmas1 ve kalsiyum ve magnezyumun adsorpsiyonunda
tyilestirme {izerinde olumlu bir etkisi oldugu gosterilmistir [224]. Ayrica arpadaki beta
glukanlarin arabinoksilan ile kombinasyon halinde ekmegin raf émriinii uzatabilecegi

distiniilmektedir [223].
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3

MATERYAL METOT

3.1 Materyal

Calisma kapsaminda kullanilan siyez, kavuzsuz arpa ve bugday unu Istanbul Halk
Ekmek (IHE) A.S’den temin edilmistir. Numuneler analizleri yapilana kadar

buzdolabinda (4°C) muhataza edilmistir.
3.2 Metot

3.2.1 Unlarin Fizikokimyasal Analizi

3.2.1.1 Nem Tayini

Orneklerin nem miktari, AACC Metot No: 44-15A"ya gore belirlenmistir [247].
3.2.1.2 Kiil Analizi

Calismada kullanilacak siyez ve kavuzsuz arpa unlar1 ve karigimlarinin kiil tayini
AACC Metot No: 08-01’e [248] gore yapilmistir. Krozeler igerisine 1-2 g civarinda un
iceren Ornekler 900°C’de siyahlik kalmayacak sekilde kil firininda (Wise Therm-
Daihan FH-03, Kore) yakilmistir. Krozeler tartilarak kuru maddetizerinden % kiil

miktar1 hesaplanmustir.
3.2.1.3 Protein Tayini

Calismada kullanilacak siyez ve kavuzsuz arpa unlar1 ve karigimlarinin protein miktar
tayini, Kjeldahl AACC Method No: 46-11A’ya[249] gore yapilmistir. Un 6rneklerinden
1g tartilip Kjeldahl balonuna konulmus, 25 mL derisik H>SO4 ve 1 adet katalizor tableti
(Potasyum siilfat (K»SO4), sodyum siilfat (Na;SOs4), titanyum oksit (TiO2) ve bakir
siilfat (CuSOs4) karisimlarini igeren tablet) ilave edilip, koplirme bitene kadar 200—
250°C’de 15 dakika, daha sonra 350—400°C’de 8 saat yakma iglemine tabi tutulmustur.
Ornekler mavi-yesil renge déniisene kadar yakma islemi siirmiistiir. Ornekler sogumaya

birakildiktan sonra 5 mL %40’lik NaOH, 3 mL %3’liik borik asit ilave edilmis ve
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destilasyon baslatilmistir (BehrDistillation Unit-S5, Almanya). Destilasyon islemi
yapildiktan sonra 1M HCI ile titrasyon gerceklestirilmistir. 5,70 ile hesaplanarak %

ham protein hesaplanmistir.
3.2.1.4 Zeleny Sedimentasyon Tayini

Tayin i¢in un Orneklerinden 3,2 g tartilmig 100 mL’lik agz1 kapakli dl¢ii silindirine
konulmustur. Uzerine 4 ppm’lik bromfenol mavisi ¢6zeltisinden 50 mL ilave edildikten
sonra 5 dk mekanik calkalayicida calkalandiktan sonra lizerine 25 mL laktik asit
sedimantasyon test ¢ozeltisi ilave edilerek 5 dk daha ¢alkalanarak diiz bir yiizeyde 5 dk
bekletildikten sonra ¢oken miktar mL i¢cende bulundugu 6l¢ii silindirinden okunmustur

[248].
3.2.1.5 Unlarin Farinograf Analizi

Unlarm farinograf o6zellikleri (AACC Metot 5410)’a gore belirlenmistir [249].
Formiilasyonlarda kullanilan siyez ve kavuzsuz arpa un karigimlari (BrebenderInc.,
Almanya) cihaz 30°C sicakliga geldikten sonra %14 rutubet icerigi esasina gore
yapilmistir. Farinograf cihazinda unun yogrulurken 500 FU c¢izgisini yakalamasi i¢in
gerekli olan su miktar slire sonunda unun yaklasik % su grafik degerleri hesaplanarak

belirlenmistir.
3.2.2 Siyez ve Kavuzsuz Arpa Eksi Hamurlarimin Hazirlanmasi

Spontan eksi hamur disardan starter kiiltiir veya ana eksi hamurdan ekleme yapmadan
un ve su karigimimin fermentasyonu sonucu olugsmaktadir. Siyez ve kavuzsuz arpa
unundan laboratuvar sartlarinda 100 g un 100 g steril su ile kanstirilip 4 dk karistirtlip
homojen hale getirildikten sonra 28°C’de 24 saat fermentasyona fermentasyona
birakilarak eksi hamur hazirlanmistir. Fermentasyon kademeli gerceklestirilmistir. 1:1
oraninda un ve su ile beslenerek her 24 saatte pH ve TTA 06l¢timii yapilarak 7 giin

boyunca fermentasyon siirdiirtilmiistiir.
3.2.2.1 Eksi Hamurlarin pH ve TTA Analizi

Eksi hamur numunelerin pH degeri bir pH metre (HANNA Instruments, ABD) ile
Olclilmiis ve daha sonra 10 g numune 90 mL damitilmis su iginde seyreltilmis, bu
calkalama altinda pH 8,5 oluncaya kadar 0,1 M NaOH ile titrayon yapilmistir [250].

Her 6rnek i¢in iki bagimsiz dl¢tim yapilmaistir.

30



3.2.2.2 Toplam LAB ve Maya Tespiti

LAB tanimlamak amaciyla modifiye edilmis maltoz MRS (ModMRS) Agar (Merck,
Almanya), MRS Agar (Merck, Almanya), Rogosa Agar (RA) (Merck, Almanya) ve
MRS-5 Agar (Merck, Almanya) besiyerleri kullanilmistir. Modifiye edilmis maltoz
MRS agar besiyeri bilesimine %1 w/v maltose, %5 v/v taze maya ekstrakti ilave
edilerek (pH 5,6) hazirlanmigtir. MRS-5 agar ise 5g/L glukoz, 10g/L maltoz, 5 g/L
fruktoz kullanilarak hazirlanmistir. Laktik asit bakterileri 37°C‘de 48 saat aneorobik
olarak inkiibe edilmistir. Mayalarin tanimlanmasinda ise Sabaroud Dekstroz Agar
(SDA, Merck, Almanya) kullanilmistir. Mayalar 28°C’de 48 saat inkiibe edilmistir.
Siyez ve kavuzsuz arpa unundan spontan olarak hazirlanan eksi hamurlardan 10 g
hamur steril numune posetlerinde %0,1°’lik 90 mL tamponlanmis steril peptonlu suda
homojenize edilerek 10"’den 10%e kadar seri diliisyonlar hazirlanmis, yayma
yontemiyle farkli besiyerlerine ekim yapilmig olup 30-300 koloni araliginda sayimlari
gerceklestirilmistir. Besiyerleri, pipet uglari, metal spatiiller vb. malzemeler ekimlerden

once otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilmistir.
3.2.3 Spontan Eksi Hamurlardan izole Edilen LAB ve Mayalarin Tanimlanmasi
3.2.3.1 LAB ve Mayalarin izolasyonu

Laktik asit bakterileri siyez unu ve kavuzsuz arpa eksi hamurundan 155 izolat mayalar

ise 49 izolat se¢ilerek tanimlanmistir.
3.2.3.2 Kiiltiir Stoklarmin Olusturulmasi ve Depolanmasi

Saf kiif izolatlari, stoklar1 yapilmak {izere laktik ait bakterileri izole edildikten sonra
MRS brothda 37°C’de 24 saat, mayalar ise SDA brothda 30°C’de 24 saat inkiibe
ediltikten sonra steril mikrosantrifiij tliplerine aktarilmis, 10,000 rpm 4 °C’de
santrifiijlenip elde edilen pelletlere 100 pL gliserol eklenip -80°C’de muhafaza
edilmistir [251].

3.2.3.3 izolatlarin FTIR Teknigi Kullanilarak Secilmesi

Eksi hamur oOrneklerinden elde edilen laktik asit bakterileri ise MRS Agar’da
gelistirildikten sonra APT Agar’da (All purpose Tween Agar) 34°C'de 24 saat aneorobik
kosullarda gelistirilmistir. Maya izolatlar1 ise SDA agarda inkiibe edildikten sonra YGC

agarda (Yeast Extract Glucose Chloramphenicol Agar) 30°C’de 24 saat inkiibasyona

birakilmistir. Gelisen kolonilerden 1 6ze dolusu almip 100 pL saf su igerisinde
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coziindiriilmiistiir. Kiz1lotesi gegirgen ZnSe tastyicisina (¢apt 25 mm) ¢oziindiiriilen
koloninin 25 pL°‘si aktarilarak 40°C’de 45 dk kurutulmustur. Siire sonunda FTIR
Spektrofotometre cihazinda 4000— 400 cm™! dalgaboyu araliginda kolonilerin spektrum
okumasi yapilmistir. FTIR spektrumlari, mikroplaka okuyucu module sahip HTS-XT
modiiliine sahip FTIR spektrometresi kullanilarak elde edilmistir (Sekil 3). Bu
simiflandirma isleminde en spesifik ve tanimlayict siniflandirmanin saglanabilmesi i¢in
LAB’de Ward’s algoritmasi ve birincil tiirev, mayalarda Ward’s algoritmasi ve ikincil

tiirev birlikteliginden yararlanilmistir [252-254].

3.2.3.4 izolatlarin PCR ile Tamimlanmasi

Sekil 3.1 FTIR analiz asamalari

3.2.4 Tanimlanan LAB ve Mayalarin Teknolojik Karakterizasyonu

FTIR analizi sonucu elde edilen cluster agact degerlendirilerek farkli kollardan yer alan

LAB ve mayalardan segilerek sekans analizine gonderilmistir.
- Genomik DNA izolasyonu

Mayalarin ve LAB’lerin Genomik DNA ekstraksiyonunda ise, uygun sivi besiyerinde
gelisen kiiltirden 1 mL santriflij tiplerine aktarilarak 4°C'de 10 dakika boyunca 13.000
g'de santrifiijlendikten sonra, supernatanti ayrilmistir. Pellet -80°C'de 15 dakika
bekletildikten sonra 95 ml 1X TAE buffer i¢cinde yeniden siispansiyona alinmis, 5 uL
(2,5 mg/mL) Lizozim (Sigma, Saint Louis, ABD) ilave edilerek 15 dakika boyunca
25°C'de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra 2 pL proteinaz K eklenerek (20
mg/mL, Sigma, Saint Louis, ABD) karisim 1 saat 58°C'de su banyosunda bekletilmistir.
Ardindan 8 dakika boyunca 95°C su banyosunda bekletilerek enzim inaktive edilmistir

[255].
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16S rDNA Gen Dizilimi ile Bakteri ve 26S Gen Dizilimi ile Mayalarin Tanimlamasi

-PCR Karisiminin Hazirlanmasi

Amplifikasyon i¢in olusturulacak PCR karisimi (25 pL) ve termal dongii (BioRad,
AppliedBiosystems, ABD) sartlar1 Tablo 3.1, 3.2 ve 3.3’ te verilmistir [28, 61].
Primerler ise, 1X TE (Tris-EDTA) buffer/ultra saf su ile sulandirilarak 100 pM stoklar

halinde hazirlanmis ve PCR karigiminda kullanilmak {izere 12,5 pM’a 1X TE

buffer/ultra saf su ile seyreltilmistir.

Tablo 3.1 PCR amplifikasyonu i¢in hazirlanan karisim

Taq DNA Polimeraz (Sigma,
Taq DNA Polimeraz Miksi 12,5 uL [USA) 0,5 uL
(2X PCR Master Mix, Intron) (5U of Taq DNA polymerase)
H>O (Ultra Saf) 7,5 uL | 10X Buffer 2 uL
ForwardPrimer (12,5 uM) 2 ulL 2.5 mM of dNTP mixture 2 ulL
ReversePrimer (12,5 uM) 2 ulL H,0 (Ultra Saf) 17,5 uL
Ornek (Template) DNA 1 ulL ForwardPrimer (12,5 uM) 1 pL
ReversePrimer (12,5 uM) 1 pL
Ornek (Template) DNA 1 uL
Toplam PCR Karisimi 25 uL Toplam PCR Karisimi 25 uL

Tablo 3.2 Kullanilan primerlerin dizilimi

Primer Cesidi

Primer Dizilim

PEU7 (forward) (16S)
DG74 (reverse) (16S)
PSFPL (16S)

P8O6R (16S)

27 (168)

1492r (168)

NLI (26S5)

LS2 (26S)

5-GCA AAC AGG ATT AGA TAC CC-3’
5’-AGG AGG TGA TCC AAC CGC A-3°
5"-AGTTTGATCCTGGCTCAG-3’

5’- GGACTACCAGGGTATCTAAT-3’
5"-AGAGTTTGATCCTGGCTCA-3"
5"-CGGCTACCTTGTTACGAC-3’
5'-GCCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’
5"-ATTCCCAAACAACTCGACTC-3’
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Tablo 3.3 PCR amplifikasyonu i¢in primerlere gore termal dongii sartlari

Primerler Primer dongii
ik
PEU7 ve DG74 Denatiirasyon 94°C 5dk

LAB Denatiirasyon 94°C 15 sn,
Baglanma 52°C de 30sn, Baker vd. [256]
Uzama 72°C 2dk,
Son Uzama  72°C 5dk.
Dongii Sayisi 30
Ik
Denatiirasyon 95°C 4dk,
P806 ve PSFPL LAB Denatiirasyon 94°C 1 dk Chen vd. [257].
Baglanma 55°C 2dk
Uzama 72°C 7dk
Son Uzama  72°C 10dk
Dongii Sayisi 30
ik
Denatiirasyon 94°C 2dk
27F-1492R LAB Denatiirasyon 94 °C 40 sn  Chen vd. [257]
Baglanma 45°C 50 sn
Uzama 45°C 50 sn
Son Uzama 72 °C2dk

Dongii Sayisi 35
Ik
NLI1-LS2 MAYA Denatiirasyon 95°C 5 dk,

Denatiirasyon 95°C 60 sn
Baglanma 52°C 45sn,
Uzama 72°C 60sn,
Son Uzama  72°C 5dk
Dongii Sayis1 30

PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi (Clean-up)

PCR firiinleri, GF-1 PCF (Vivantis, Malezya) ve MEGA quick-spin (Intron, Giiney

Kore) purifikasyon kitleri kullanilarak saflagtiriimistir.
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Sekil 3.2 PCR analiz cihazlari

(Swrasiyla amplifikasyon, elektroferez ve goriintii alma islemleri)
-Amplikonlarin Yiiriitiilmesi ve Goriintiilenmesi:

Amplifikasyondan sonra olugan PCR iiriinleri ve negatif kontrol, bir miktar yilikleme
boyasiyla (loading dye) karistirilmis ve 5’er uL. alinarak jele yliklenmistir. DNA ladder
(100 baz cifti) esliginde elektroforezde (ThermoFisherScientific, ABD) %1,2’lik agaroz
jelde, 0,5 X TBE tamponunda (Tris-Borik asit-EDTA), 1,5 saat elektoroforezde
yiirlitiilmiis, UV-goriintiilleme sisteminde (BioRad EZ, Almanya), bant goriintiilerine

bakilmigtir (Sekil3.1).
-Sekans ve BLAST Analizi

Clean-up islemiyle elde edilen son ftriinler jel goriintiisii alindiktan sonra sekansa
gonderilmistir. Sekans kromatogramlari, CLC Main Workbench (Qiagen, Almanya)
programina aktarilmis ve diizenlenmistir. Niikleotid dizilimleri ClustalW’da
hizalanmistir. Dizi analizi sonuglari, BLAST (Basic Local Alingment SearchTool)
programi kullanilarak veritabanlar1 ile karsilastirilmis ve tarama sonucunda dizinin
hangi mikroorganizmaya ait oldugu benzerlik yilizdesiyle belirlenmistir [258]. BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) sistemi ile %97-100 arasinda benzerlik gdsteren

izolatlarin hangi tiire ait oldugu belirlenmistir [17, 28, 62].
3.2.4.1 LAB ve Mayalarin Safra ve Asit Toleranslarinin Belirlenmesi

Chung vd. [259]'nin metoduna gore brothda aktiflestirilen LAB’nin optikal
yogunluklar1 Spektrometrede (600 nm) optikal yogunluklart esitlendi. OD degerleri
ayarlanan bakteriler pH’s1 2,5’e ayarlanan MRS broth ve %0,3 oraninda safra (Sigma,
ABD) igeren MRS Broth’a inokiile edilerek 37°C’de 24 saat inkiibe edilmis ve MRS
Agar’a ekim yapilmistir. OD degerleri kontrol grubu (pH’ s1 6,0 olan MRS sivi
besiyerinde gelisen kiiltlirlin yogunlugu) ile 24 saat sonraki sayim sonuglar ile

karsilastirilarak suglar iizerindeki ylizde canlilik degeri hesaplanmistir.

Safra tuzuna /pH direng gosteren bakteri sayis1 (%)=A/B*100
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A: Safra tuzuna /pH brothda 24h sonraki bakteri say1s1
B: Baglangi¢ bakteri sayis1 bakteri sayisi
3.2.4.2 LAB ve Mayalarin NaCl’e Toleranslarinin Belirlenmesi

Chung vd. [259]'nin metoduna gore brothda aktiflestirilen LAB OD degerleri 1'e
ayarlanan bakterilerden tuz oran1 %6 ayarlanan MRS Broth’a inokiile edilerek 37°C’de
24 saat inkiibe edilmigtir. MRS Agar’a ekilerek sayimi yapilmistir. Kontrol grubu ile 24

saat sonraki sayim sonuglari ile karsilastirilarak % canlilik degeri belirlenmistir.
NaCl direng gosteren bakteri sayist (%)=A/B*100

A: NaCl brothda 24h sonraki bakteri sayis1

B: Baglangi¢ bakteri sayis1 bakteri sayisi

3.2.4.3 Antimikrobiyal Aktivite

LAB'min antimikrobiyal aktivitesi difiizyon agar yontemi [260, 261] ile belirlendi.
Bacillus subtilis ATCC6633, Bacillus cereus ATCC11778 ve Escherichia coli
ATCC25922 patojen bakterileri YTU Gida Miihendisligi Boliimii kiiltiir koleksiyonundan
(YTUGMKK) temin edilmistir. Nutrient Broth’da B. subtilis ATCC6633, B. cereus
ATCCI11778 ve E. coli ATCC25922 patojen bakterileri 37°C’de 24 saat aktiflestirilmis,
yaklasik 10°-10"kob/mL olan 100 mikrolitre Nutrient Agarl petriye yayilmis, 37°C’ de
aktiflestirilen LAB 10mL MRS Broth’a %1 inokiile edilmis mayalar ise SDA brotha
inokiile edilmistir. 14000g de 5 dk santrifiij edilmis, elde edilen siipernatant Nutrient
Agar’da agilan 6mm kuyulara aktarildiktan sonra LAB’ler 37°C’ de mayalar ise 30°C

24 saat inhibe edilip inhibisyon zonlart mm olarak dl¢tilmistiir.
-Antifungal Aktivite

Eksi hamur izolatlarinin antifungal aktiviteleri, Penicillium carneum, Aspergillus flavus
ve Aspergillus niger'e kars1 belirlenmistir. Penicillium carneum, Aspergillus flavus ve
Aspergillus niger kiifleri YTU Gida Miihendisligi Boliimii kiiltiir koleksiyonundan
(YTUGMKK) temin edilmistir. LAB MRS Agar iizerine ¢izilip aktive edilmis ve MRS
broth'ta 24 saat gelistirilmistir. MRS agar iizerine 10 mikrolitre spot ekim olarak difiize
edildikten sonra 24 saat 34 °C'de inkiibe edilmistir. Mayalar ise SDA agarda aktivite
edilip, SDA broth’da 24 saat 30°C’de gelistirilmistir. SDA agar iizerine 10 mikrolitre
spot ekim yapilmig, 10 mL Malt ekstrakt Yumusak Agar hazirlanarak (3% malt

ekstrakti, 0,7% agar, %1 kiif sporlar1) spot ekimi yapilmis bakteri ve maya besiyerleri
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tizerine aktarilip 30°C'de 72 saat aerobik olarak inkiibe edilmistir. Olusturan inhibisyon
bolgeleri incelenmistir [262].

3.2.4.4 LAB ve Mayalarin Kati Besiyerinde Fitaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Laktik asit bakterilerileri ve mayalarin fitaz liretme yetenekleri kalsiyum fitat veya
sodyum fitat iceren besiyerinde belirlenmistir. Bu besiyeri D-glikoz (20 g/L), sodyum
fitat (4 g/L), kalsiyum klortiir (2 g/L), amonyum nitrat (5 g/L), potasyum kloriir (0,5 g/
L), magnezyum siilfat (0,5 g/L), demir siilfat (0,01 g/L), manganez siilfat (0,01 g/ L) ve
agar (15 g/L) dan hazirlanmistir [263]. LAB ve mayalar spot yontemi ile inokule edilip
30°C’de 7 giin inkiibe edilmis, seffaf zon olusumu goriilen suslar fitaz aktif olarak, zon

olusturmayanlar negatif olarak degerlendirilmistir. Zon ¢ap1 mm olarak 6l¢iilmiistiir.
3.2.5 Ekmek Hamurunun Hazirlanmasi

Yapilan calismada siyez ve kavuzsuz arpa eksi hamur ekmekleri Sekil 3.2°de
gosterildigi gibi hazirlanmistir. Eksi hamurlarin yapilmasinda kullanilan starter kiiltiir

kombinasyonu Tablo 3.3’te gosterilmistir.

Tablo 3.4 Calismada kullanilan eksi hamur izolatlari

Eksi Hamur Cesidi izolat Kodu Tiir ad:
Siyez SB68 Lactobacillus brevis
Bugday (Kontrol) SB22 Lactobacillus paraplantarum
3SM3-3 Saccharomyces cerevisiae
Siyez SB68 Lactobacillus brevis
Bugday (Kontrol) SB22 Lactobacillus paraplantarum
3SM1-3 Saccharomyces cerevisiae
Kavuzsuz Arpa SAB31 Lactobacillus brevis
Bugday (Kontrol) SABI5 Lactobacillus plantarum
SAM1-4 Saccharomyces cerevisiae
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100 g Un
100 ml su

11

Starter Kiiltur ilavesi

Q1

Eksi Hamur Uretimi
Fermantasyon
25 0C 2685 24 sa

N

Un: 100g
Su: Farinograf WA
Tuz %1,5
Eksi Hamur 220

Q1

Ekmeklere Sekil Verilerek
3sa 30°C %85

Nemde Fermantasyon
isleminden sonra

L1

190°C 40dk pisirme

Sekil 3.3 Siyez ve kavuzsuz arpa eksi hamur ekmeklerinin yapim semasi

3.2.5.1 Starter Kiiltiir ile Siyez Eksi Hamuru ve Kavuzsuz Arpa Eksi

Hamurlarmin Hazirlanmasi

Ekmek yapiminda kullanilacak eksi hamurun hazirlanmasinda spontan siyez ve
kavuzsuz arpa eksi hamurlarinin ekosisteminden izole edilip tanimlanan LAB ve
mayalardan rekabet giicii yliksek, teknolojik ozellikleri bakimindan 6zellikle tuza ve
aside yiiksek tolerans gosteren antimikrobiyal aktiviteye sahip en iyi suslar secilip
kullanilmistir. Secilen Lactobacillus brevis SB68, Lactobacillus paraplantarum SB22,
Saccharomyces cerevisiae 3SM3-3 ve Saccharomyces cerevisiae 3SM1-3 olusan 2
farkli kombinasyon kullanilmis olup %100 siyez unundan ve kontrol olarak %100
bugday unundan eksi hamur iiretilmistir. Kavuzsuz arpa eksi hamuru ise Lactobacillus
brevis SAB31, Lactobacillus plantarum SAB15 ve Saccharomyces cerevisiae SAM1-4’
den olusan tek bir kombinasyon kullanilmis olup, %100 arpa unundan ve kontrol olarak
%100 bugday unundan eksi hamur iretilmistir. Buna gore -80°C’de stoklanan suslar
oncelikle kat1 besiyerine laktik asit bakterileri MRS Agara 24 saat, mayalar SDA Agara
cizme yoOntemi ile 48 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 kiiltiirler 20 saat tekrar
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inkiibe edilmis ve hiicre pelletleri 4°C’de santrifiijlenerek yikama islemine tabi
tutulmustur. Yikama iglemi i¢in dncelikle % 0,9’luk NaCl kullanilmis ardindan steril saf
su ile yikama islemine tabi tutulmustur. Sonrasinda tiim hiicre pelletleri alinmis ve 100g
siyez unu, 100g steril saf su karisim1 igerisine alinmistir. Uretilen eksi hamur &rnekleri
25°C sicaklikta %80 nisbi nemde 20 saat fermentasyona tabi tutulmustur. Spontan eksi
hamurlarda 100g un, 100g saf su ile homojen karisim yapilarak 25°C sicaklikta %80
nisbi nemde 24 saat fermentasyona birakilmstir. Uretilen eksi hamurdan 100g alinip 50

g un, 50 g oraninda su ile beslenerek tekrar ayni sekilde fermete edilmistir.
3.2.5.2 Eksi Hamurlarimm pH ve TTA Tayini

Uretilen eksi hamurlarm pH 6lciimii i¢in (HANNA, ABD) pH metre cihazi
kullanilmistir. Eksi hamur 6rneginden 10g tartilip 90 mL saf su ile hizli karistiricida
(DAIHAN HG-15D, Giiney Kore) homojenize edilmistir. Titrasyon asitligi ise 0,1 N
NaOH kullanilarak pH 8,5’e kadar titrasyonu ile belirlenmistir. Sonuglar % laktik asit

cinsinden hesaplanmuistir.
3.2.5.3 Eksi Hamurlarin LAB ve Maya Sayimi

Maya ve laktik asit bakterilerinin (LAB) sayimi i¢in, 10g hamur 90 mL steril pepton
suyu ile homojenize edilmistir. Maya ve LAB’in sirasiyla SDA (Merck, Almanya) ve
MRS agar (Merck, Almanya) besiyerleri kullanilarak ekimleri yapilmig mayalar igin
30°C’de LAB ig¢in ise 37°C’de inkiibe edilmistir. Mayalar i¢in 48 saat LAB icin 24 saat
sonunda sayimlar yapilmistir. Sayim islemleri eksi hamur iiretiminde fermentasyon

Oncesi ve sonrasi olarak iki asamada da gergeklestirilmistir.
3.2.6 Eksi Hamur Ekmeklerinin Uretimi
3.2.6.1 Siyez Unu ve Kavuzsuz Arpa Unu ile Ekmek Yapimi

Calismada kullanilan siyez ekmek hamurlar1 siyez ununa 0/100, 25/75, 50/50, 75/25,
100/0 oranlarinda bugday unu karigtirilarak hazirlanmistir. Kontrol ekmegi %100
bugday undan hazirlanmistir. Buna ilaveten ekmek hamurunda su, tuz ve hem kiiltiirler
ile hazirlanan hem de spontan fermentasyona tabi tutulan eksi hamur Ornekleri
kullanilmistir. Bunun i¢in 100g una %20 oraninda eksi hamur, %1,5 tuz ve farinografta
belirlenen miktarda icme suyu katildi. Siyez unlarin farinograf degerleri sirasiyla
%60,65, %58,3, %55,90, %54,50 ve %52,5 oranlarinda kullanilmistir. Kavuzsuz arpa
ekmekleri ise kavuzsuz arpa ununa 0/100, 25/75, 50/50, 75/25, 100/0 oranlarinda

bugday unu kanstirilarak hazirlanmistir. Kontrol ekmegi %100 normal undan
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hazirlanmistir. Buna ilaveten su, tuz ve hem kiiltiirler ile hazirlanan hem de spontan
fermentasyona tabi tutulan eksi hamur 6rnekleri kullanilmistir. Bu unlarin farinograf
degerleri sirastyla 9%60,65, %61,45 %63,40, %65,10 ve %66,15 oranlarinda
kullanilmistir. Spontan kavuzsuz arpa ve kavuzsuz arpa unu ekmekleride ayni oranlarda
unlar ile farinograftaki su aktivitesi miktarlar1 kadar su, %1,5 tuz ve %20 sponatan eksi
hamurdan iiretilmistir. Once unlar 1 dk yavas devirde karistirildi. Uzerine hazirlanan
eksi maya, su ilave edilip 1 dk orta devirde yogurulup, sonra kalan su ile tuz
cOziindiiriilerek eklenip 4 dk yiiksek devirde yogurulmustur. Ekmek yapiminda
laboratuvar tipi spiral hamur yogurma makinesi (Oztiryakiler, Tiirkiye) kullanilmistir.
Yogurulan hamurlar 20 dk oda sicakliginda bekletilmis, elle sekil verilip pisirme
tavalarina koyulduktan sonra 30°C’de 3saat %85 nemde fermentasyon kabininde (Niive
TK252, Tiirkiye) fermentasyona birakilmistir. Hamurlar tag tabanl pilot 6lgekli elktrikli
firnda (Fimak, Tirkiye) 190°C’de 40 dk pisirilmistir. Ekmekler firina konulduktan
sonra hemen buhar enjekte edilmis ve pistikten sonra oda sicakliginda sogumaya
birakilmistir. Soguduktan sonra hacmi, agirligr Olgiilerek kesilmis ve igyapisi

degerlendirilmistir.
3.2.7 Ekmeklerin Kalite Analizleri

3.2.7.1 Ekmek Hacminin Ol¢iilmesi

Uretilen ekmekler oda sicakhigina geldikten sonra agirlik (g) dlgiimleri yapilmis ve
kolza tohumu ile yer degistirme esasina dayandirilarak hacim[264] degerleri belirlenmis
olup elde edilen hacim degerlerinin agirliga oranlanmasiyla spesifik hacim (mL/g)
degerleri bulunmustur. % ne kadar hacim kaybina neden oldugu asagidaki formiile gore
hesaplanmistir [265].

% hacim kayb1 = (Vt- Vd)/ Vtx 100

3.2.7.2 Renk Ol¢iimii

Ekmek i¢ ve dig rengi L*, a* ve b* renk degerleri, renk tayin cihazi (Konica Minolta
CR-100, Japonya) ile belirlenmistir. Kaydedilen renk degerlerinden L*, koyuluk (0-
siyah) /parlaklik (100-beyaz), a* degeri kirmiziya (+a)/yesile (—a) ve b* degeri de sartya
(+b)/maviye (-b) ¢alan degerler olarak ifade edilmistir [266].

3.2.7.3 Tekstiir Analizi

Ekmek oOrneklerinin tekstiirel 6zelliklerinden sertligin belirlenmesinde her ekmek

numunesi, 1,25 mm kalinlikta dilimlenmis ve 5 kg yiik hiicresi ve 36 mm ¢apli silindirik
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sikistirma probu ile donatilmis doku analiz cihazi (SMS TA.XT2 Plus, Ingiltere)

kullanilarak bir sikigtirma testine tabi tutularak sertlik 6zellikleri saptanmaistir.
3.2.7.4 Duyusal Analiz

Duyusal analiz de kabuk ve ekmek i¢i rengi, gézenek yapisi, tat, koku, ¢ignenebilirlik
ve genel kabul olarak degerlendirilmistir. Toplam 12 egitimsiz panelist 6rnekleri 1 (¢ok

kotii)- 7 (¢ok miikkemmel) skala araliginda degerlendirilmistir [267].
3.3 Istatistik Analizi

JMP 9 programi kullanilarak tek yonlii varyans analizi [268] ve iki faktor varyans
analizi uygulanmig ve gruplar arasindaki 6nemli farklart a=0,05 diizeyinde bildirilmis,

li¢ tekerriiriin ortalamasi + standart sapmasi da hesaplanmustir.

41



4

ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Unlarn Fizikokimyasal Ozellikleri
4.1.1 Siyez Ununun Teknolojik Ozellikleri

Calismada kullanilan siyez unu ve siyez-bugday un karigimlarmin protein, Kkiil,

sedimentasyon ve su absorbsiyonu degerleri Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1 Siyez ve bugday unu katkili unlarin teknolojik 6zellikleri

Un Kiil Protein Sedimantasyon Su.
o o Absorbsiyonu
Oranlan %o ) ml

Un %
BU 100 B 0,61%0,06°¢ 12,10+0,4° 30+0,7* 60,65+0,5°
SB1  25S %75B 0,85+0,04¢ 12,39+0,4¢ 21+£1,4° 58,30+0,1°
SB2 508 %50B 1,57+0,00°¢ 13,85+0,3% 18+0,0° 55,90+0,3¢
SB3 7585 %25B 1,69+0,08° 14,18+0,22 160,74 54,50+0,34
SU 100S 2,234+0,01° 14,65+0,2* 15+0,04 52,50+0,2¢

BU %100 bugday, SB1 %25 siyez, SB2: %50 siyez, SB3: %75 siyez, SU: %100 bugday.
Ayni1 kolondaki farkli kiicilik harfler unlar arasindaki farklilig1 belirtmektedir (p<0.05).

Hamurun elastikiyeti uzamasi, sekil almasi, gaz tutma giicii ve kapasitesi icerdigi
protein kalitesi miktar1 ve gluten icerigine baghdir [269]. Bugdayda protein icerigi %6-
22 arasinda olup mayali ekmek yapiminda %10-12 oraninda orta seviyede proteine
sahip bugdaylar kullanilmaktadir. Bu ¢alismada siyez ununa %25, %50, %75
oranlarinda bugday unu katilan pacallarin protein ve kiil igerigi istatistiksel olarak
(p<0,05) 6nemli bulunmus olup %100 siyez ununa dogru protein orani artmistir. Protein
orani siyez unu orani arttikca %12,39°dan %14,65’e artis gostermistir (Tablo 4.1).
%100 siyez ununun protein degeri normal bugday unundan %17 oraninda fazla
bulunmustur. Siyez bugdayinin daneleri, ekmek bugdayininkinden ¢ok daha yiiksek bir
protein igerigi gostermektedir [199, 215], ortalama 18 g/100 g kuru maddeyi (K.M) ve
genellikle 20 g/100 g km'yi agmaktadir. Loje vd.[211], yaptiklar1 ¢alismada 10 siyez
cesidinde yiiksek kiil icerigi (%2,3-2,8 K.M) ile degisken protein oranina (%10,3-19,5)

sahip oldugunu belirlemislerdir. Siyez bugday ununun protein miktar1 en yiiksek
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%16,46 en diisiik ise %12,41 degerlerine sahip olup ortalamasi %15,00+1,14 oldugu
tespit edilmistir [13]. Piasecka vd. [270] yaptiklar1 ¢alismada farkli siyez unlarinda
analiz edilen protein icerigini %12,34 ile %14,8 araliginda belirlemislerdir. Hidalgo vd.
[9, 11] tarafindan bildirilen verilere gore genellikle siyez unundaki protein igerigi
yiiksek olup normal ekmek unundan daha fazla oldugunu belirlemislerdir. Siyez
bugdaymin protein igeriginin ekmeklik bugdaydan olduk¢a fazla miktarda oldugu
bildirilmistir [199, 215]. Yapilan caligmada siyez unlarinin kiil icerigide siyez katma
oranindaki artisa bagli olarak %0,85’den 9%2,23’e cikmistir (Tablo 4.1). Piasecka
vd.[270] yaptiklar1 calismada %0,89 ile %1,89 arasinda belirledikleri kiil icerigini
bugday unundan yiiksek bulmuslardir. Zengin[13] yaptig1 ¢aligmada siyez bugdayinin
kil igerigini %1,78-2,28 arasinda bulmus olup ortalama %?2,02+0,15 olarak tespit
etmistir. Yapilan diger ¢alismalarda siyezin kiil oranlar %1,9, %1,88, %2,20, %2,21
araliginda rapor edilmistir [197, 271-273]. Unun kabarma yetenegini degerlendirme
amacl sedimentasyon testleri yapilmaktadir. Tablo 4.1 de goriildiigii gibi bugday unu
arttikca sedimentasyon degerinde artis goriilmiistiir. %100 siyezunun sedimentasyon
degeri 15 mL bulunmus olup siyez orani artikca sedimantasyon degeri diismiistiir
(P<0,05). Kalite agisindan sedimantasyon degerinin yiiksek olmasi beklenmektedir.
Yapilan ¢aligmalarda siyez ununun sedimentasyon degeri 11-93 mL arasinda degistigi
ve ortalama 50mL oldugu bildirilmistir [215]. Zeleny sedimantasyon testinin
sonuglara gore siyezin kabarma agisindan kalitesinin ¢ok diislik oldugu belirlenmistir.
Ciinkii ekmeklik bugday i¢in gerekli olan seviye minimum 25 mL'dir. Ekmeklik unlarda
su absorbsiyonun yiiksek olmasi istenmektedir [274]. Su absorbsiyonu yiiksek unlarin
pisme performansi yiiksek oldugu kabul edilmektedir. Zengin [13], yaptig1 analiz
sonucunda siyez bugdayinin su absorbsiyonu %352,4 tespit etmistir. Piasecka vd. [270]
yaptiklar1 ¢alismada farkli siyez unlarindaki su absorsiyonu %53,4, %52,3 ve %55,4
oranlarinda belirlemislerdir. Farinograf analizi yapilan 5 farkli siyez-bugday un
pacalindan elde edilen veriler Tablo 4.1 incelendiginde en yiiksek su absorbsiyon degeri
%60,65 ile %100 bugday ununda belirlenmistir. Un ornekleri arasinda su kaldirma
miktar1 bakimindan p<0,05 O6nem diizeyinde istatistiksel olarak bir farklilik
bulunmustur. Bugday ununa ilave siyez oraniin artmasiyla dogru orantili olarak
pacallarin su absorbsiyonu kapasitelerinin de diismesine neden olmustur. Siyez

bugdayinin su absorbsiyonu %52,5 tespit edilmistir.
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4.1.2 Kavuzsuz Arpa Ununun Teknolojik Ozellikleri

Calismada kullanilan siyez unu ve siyez-bugday un karigimlarmin protein, Kkiil,

sedimentasyon ve su absorbsiyonu degerleri Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2 K.arpa ve bugday unu katkili unlarin teknolojik 6zellikleri

Su
Un Un Kiil Protein Sedimentasyon Absorbsiyonu

% Oranlan % % mL %

B %100 B 0,61+0,01°¢ 12,10+0,6° 30+0,7¢ 60,65+0,00*
ABl  %25A %75B 0,90+0,01¢ 12,67+0,3¢ 25+1,4° 61,45+0,21°
AB2  %50A %50B 1,26+0,03¢ 13,20+0,1¢ 2340,0° 63,40+0,20¢
AB3  %75A %25B 1,47+0,03° 13,60+0,2° 21+0,7¢ 65,10+0,004
AU %100A 1,90+0,04° 14,05+0,2° 19+0,04 66,15+0,07°

B: %100 bugday, SB1: %25 arpa, SB2: %50 arpa, SB3: %75 arpa, SU:%100 bugday.
Ayni kolondaki farkli kiiglik harfler unlar arasindaki farkliligi belirtmektedir (P <0.05).

Protein oran1 %13-18 arasinda degismekle birlikte proteinlerin miktar ve kompozisyonu
endiistriyel agidan onemli goriilmektedir [227]. Arpa genotipleri agisindan kavuzlu ve
kavuzsuz olarak siniflandirilmaktadir. Kavuzsuz cesitler, daha fazla protein, lipit ve
coziilebilir diyet lifi i¢erdiklerinden, kavuzluya oranla daha iyi besin degerine sahiptir
[10, 237, 243]. Farkli oranlarda (%25, %50, %75, %100) arpa unu igeren unlarda arpa
orani artigina bagl olarak protein orani artig gostermis olup istatistiksel olarak onemli
bulunmustur (p<0,05) (Tablo 4.2). Kontrol un olarak kullanilan bugday ununun protein
icerigi (%12,10) kavuzsuz arpadaki protein iceriginden (%14,05) diisiik bulunmus
oldugundan arpa orani artis1 unlarda protein oraninin artisina sebep olmustur. Kiil
icerigi ise %0,61 den %1,9’a artis gdstermis olup arpa orani arttik¢a istatiksel olarak
onemli bulunmustur. Sedimantasyon degerlerine bakildiginda kavuzsuz arpa orani artisi
ile birlikte diisiis (%100 arpa 19mL) gézlemlenmistir (Tablo 4.2). Yapilan ¢aligmalarda
diisiik protein igcerigine sahip olan unlarin, diisiik pisirme kalitesine yol acacagindan, un
kalitesinin protein igeriginden etkilendigini ag¢iklanmistir [230]. Ayrica, arpa unu
oraninin artmasinin, ekmek kalitesinin diismesine ayn1 zamanda arpa proteini artis1 ile
karma unlarin kimyasal bilesimini ve fonksiyonel 6&zelliklerini iyilestirecegini
belirtmislerdir [275]. Yapilan ¢alismalarda arpa unu oraninin artmasi sonucunda kiil
icerigi onemli 6l¢iide artmistir (p <0,05). Saf bugday unu iginde 0,59 g/100 g, %25 arpa
karigimi unda 0,71/100g'a yiikselmistir. [276]. Kolett vd.[277] saf bugday unu i¢indeki
kil oranmnin 0,63/100 g, arpa ununda ise 1,26/100 g oldugunu bildirmislerdir. Ereifej
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vd. [245], arpa unu ile balady ekmegi tlizerine yaptiklari ¢alismada farkli arpa unlarinin
protein miktarint %14,2 ile %16,2 kil igerigini %0,5-3 arasinda belirlemislerdir.
Kavuzsuz arpadaki kil igeriginin degisimi icerdigi perikarp materyalinin varligina
baghdir [277]. Farinograf analizi yapilan 5 farkli arpa-normal un pagalindan elde edilen
veriler Tablo 4.2’de incelendiginda en yiiksek su absorbsiyon degeri %66,15 ile %100
kavuzsuz arpa ununda belirlenmistir. Un Ornekleri arasinda su kaldirma miktari
bakimindan p<0,05 6nem diizeyinde istatistiksel olarak bir farklilik bulunmustur.
Bugday ununa ilave arpa oraninin artmasiyla dogru orantili olarak pacallarin su

absorbsiyon kapasitelerinin de artmasina neden olmustur.
4.2 Eksi Hamurlarin Genel ozellikleri

4.2.1 Siyez Spontan Eksi Hamurunun pH, TTA Degerleri ve LAB, Maya

Sayimlan

Calismanin ilk asamasinda 1:1 un su karistmindan hazirlanan siyez unlu spontan eksi
hamurun genel o6zellikleri Sekil 4.1 ‘de verilmistir. Olgun eksi hamur (mature
sourdough) tiretimi i¢in, hazirlanan bu eksi hamur 6rnekleri sabit pH degerine ulasana
kadar beslenmis ve 7 giin boyunca pH 6l¢iimii yapilmistir. Dort giinliikk beslemenin
sonunda pH degeri 6,18’den 3,81 civarina ulastigi ve bu degerde sabit kaldig1 tespit
edildiginden pH degeri acisindan 4 giinliik besleme islemi ile olgun bir eksi hamur
tretildigi gorilmiistiir (Sekil 4.1). Siyez unlu eksi hamur 6rnegi, sabit pH’ya 4 giinliik
besleme isleminin yeterli oldugu goriilmiis, 4 giin boyunca TTA ise %0,16’dan

%1,87’ye ulagmustir.

Spontan Siyez Eksi Hamuru
12,00 7
g 6,18 -
. 6
10,00 9,61
! - 5
8,00 43
2 3,01 7,10
= , - a4
g 6.00 J 0 3/71 :g_
g £ 4,58 >0 -3
= 4,00 o ’
3,51 -2
2,00 -1
0,00 o]
O.gun  l.gin 2.gin 3.gun 4.gin 5.gin  6.gun  7.glun
Besleme Zamani
—— LAE Mawya —&—pH

Sekil 4.1 Spontan siyez eksi hamurunun besleme zamanina gore pH, LAB

ve maya sayisi degisimi log kob/g
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Yapilan caligmalarda olgun bir eksi hamur iiretiminde maya:LAB oraninin 1:100
oldugu bildirilmistir. Spontan siyez eksi hamurunda bu oran 4. giinde goriilmektedir.
LAB sayis1 9,61 log kob/g maya sayisi ise 7,1 log kob/g olarak bulunmus olup (Sekil
4.1) maya: LAB orami acisindan olgun bir eksi hamur iiretimi i¢in gegen siirenin
spontan olarak {iretilen siyez eksi hamurunda 4 giin siirdiigli sonucuna varilmistir (Sekil
4.1). Un icerdigi cesitli LAB tiirleri ve farkli mayalar da dahil olmak {izere ¢esitli
mikroorganizmalarin kaynagi olarak goriilmektedir. Un igerdigi enzimler ve
karbonhidrat, amino asit, yag asidi, mineral, vitamin gibi biiylime faktdrleri ile de eksi
hamur ekosisteminin olugmasinda dnemli bir yere sahip oldugu belirlenmistir. Unun
cesidi ve kalitesinin etkili oldugu olgun eksi hamurun stabilitesine bir hafta i¢inde
ulastig1 belirlenmistir [30]. Yapilan bir calismada laboratuvarda tretilen eksi hamur
[278] bugday unu ve su karigiminin kendiliginden fermentasyonu ile baslatilmistir. Tiim
eksi hamurlarda, sekiz giinliik bir siire boyunca ilk sekiz geri besleme sirasinda pH
onemli Olclide azalmistir. (> 6,0'dan <4,0'a). Baska bir arastirmada 7. aestivum'dan
tretilen 13 eksi hamur Orneginde 3,65 ve 4,22 arasinda degisen pH degerleri
belirlenmistir [279]. Diisiik pH’da aside toleransl laktobasiller gelisirken, yiiksek pH’da
Enterococcus, Lactococcus ve Weissella tlirlerinin yer aldig1 belirlenmistir [30]. Diger
bir ¢alismada ise 28 Cin eksi hamurundan laktik asit bakterilerinin (LAB) sayis1 6,56 ile
8,72 log kob/g arasinda degisirken, maya sayis1 4,13 ile 6,37 log kob/g arasinda
belirlenmistir [280]. Spontan olarak 2 ay boyunca geri besleme ile iiretilen bugday eksi
hamur {iretiminde LAB sayilar1 tiim eksi hamurlarda 8,5 log kob/g degeri iizerinde
belirlenmistir. Urettikleri eksi hamurlarda maksimum LAB sayis1 9,6 log kob/g'a kadar
ulastigini belirlemislerdir [278]. Eksi hamurdaki biyocesitlilik ilk olarak agar ortaminda
degerlendirilir. MRS agar ortam1 sayim icin uygun goriilmekte fakat biyogesitlilik i¢in
yeterli goriilmemektedir[281]. Eksi hamur Lactobacilleri maltozun bol oldugu yerde
rekabetcidir [282]. Maltoz/fruktoz ile birlikte amino asit ve vitaminlerle takviye edilmis
pH 6’dan diisitk MRS agar ortamlarinin aneorobik kosullarda yeni LAB’nin izolasyonu
icin basarili oldugu agiklanmistir [26]. Eksi hamur biyocesitliligni kapsayan genis
kapsamli bir ortam olmadig1 i¢in birkag agarin kombinasyonu m.o ¢esitlilignin tespit
edilmesinde uygun goriilmektedir. Ozellikle maltozlu MRS ve MRS-5 agar uygun
goriilmektedir [281]. Sekil 4.3te siyez unlu spontan eksi hamurunun besleme ile farkl

besiyerlerindeki LAB sayisinin degisimini gostermektedir.
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Sekil 4.2 Spontan siyez eksi hamurunun 0. ve 4. glinlerdeki pH degisimi ve
farkli besiyerlerindeki LAB sayimi log kob/g

Kantitatif olarak, izolatlarin sayisi, ModMRS ve MRS, RA ve MRS-5 kullanilarak
sirastyla 3,60, 3,75, 3,35 ve 3,41 log kob/g olarak 0. giinde spontan siyez eksi
hamurunda belirlendi. Doérdiincii glinde, MRS ve ModMRS ortamlari sirasiyla ortalama
9,47 ve 9,61 log kob/g, RA ve MRS-5 ortamlar: sirastyla biraz daha diisiik seviyelerde
9,36 ve 8,61 log kob/g gostermistir.

Sekil 4.3 Farkli besiyerlerindeki LAB izolatlar1

4.2.2 Kavuzsuz Arpa Spontan Eksi Hamurunun pH, TTA Degerleri ve LAB,
Maya Sayimlan

Calismada 1:1 oraninda un-su karigimi ile olusturularak iiretilen spontan kavuzsuz arpa
eksi hamur 7 giin boyunca besleme islemine tabi tutulmustur (Sekil 4.5). Beslemenin 4.
giin sonunda pH deg 6,08’den 3,7 civarina ulasarak 3. giinden sonra pH sabit kaldigi
tespit edildiginden pH degeri agisindan da 3 giinliik besleme islemi yeterli goriilmiistiir.
LAB sayis1 9,4 log kob/g, maya sayisi ise 7,9 log kob/g olarak bulunmus olup (Sekil
4,6) maya:LAB orani agisindan olgun bir eksi hamur {iretimi i¢in gecen siirenin uygun

oldugu goriilmiistiir. TTA ise 4 glinde %0,33’ten %2,05’e ¢ikmustir.
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Sekil 4.4 Spontan kavuzsuz arpa eksi hamurunun besleme zamanina gore
pH LAB ve maya sayisi degisimi log kob/g

Kantitatif olarak, izolatlarin sayisi, ModMRS ve MRS, RA ve MRS-5 Agarlan
kullanilarak sirasiyla 3,47, 3,38, 3,23 ve 3,30 log kob/g olarak 0. giinde spontan
kavuzsuz arpa eksi hamurunda belirlendi (Sekil 4.5). Dordiincii giinde, MRS ve
ModMRS ortamlar1 sirasiyla 9,76 ve 9,58 ortalama log kob/ g, MRS-5 ve Rogosa
ortamlar1 sirasiyla biraz daha diisiik seviyelerde 8,72 ve 8,57 log kob/g goOstermistir.
Sekil 4,5’te goriildiigli gibi 4. giin sonunda en yiiksek deger MRS agarda bulunmus olup
(9,76 log kob/g) en diisiik RA’da (8,57 log kob/g) goriilmiistiir.

12,00 7
9,76
10,00 6,03 9,58 gg7 6
2 8,72
= 5
8,00 59 _ _
5 3,87 3,79 4
—
s 6,00 T
2 3 &
o 4,00
]
|

2,00

0,00
0.gan T1.q0n 2.g0n 3.g0n 4 .qun

Besleme zamani

B ModMrs EEEmdMrs [MIRA E=Mrs5 ——pH

Sekil 4.5 Spontan kavuzsuz arpa eksi hamurunun 0. ve 4. giinlerdeki pH
degisimi ve farkli besiyerlerindeki LAB sayisimi log kob/g
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4.3 Eksi Hamurlardaki Laktik Asit Bakteri ve Mayalarin

Tanimlanmasi

4.3.1 Siyez Eksi Hamurdaki LAB’lerin FTIR ve PCR Teknikleriyle

Tanimlanmasi

FTIR, tiim spektrumlarin analizi ve karsilastirilmasi ile bilgisayar verilerinin islenmesi
yoluyla mikroorganizmalarin matematiksel olarak tanimlanmasini saglar [283]. Son
yirmi yilda, FTIR spektroskopisinin mikroorganizmalarin tanimlanmasinda etkili bir
ara¢ oldugu gosterilmistir [284]. Dizuba vd.[285] yaptiklar1 calismada LAB’lerini W4-
W5-W3 spektral bolgelerine gére WS5:1500-1200 cm™ protein, yag ve fosfat
bilesenleriniiceren karisim bolgesi; W4:1200-900cm™ hiicre duvart iginde bulunan
karbonhidratlarin parmak izi benzeri absorbsiyon gruplarinin baskin oldugu polisakkarit
bolgesi; W3:900-700 cm’! heniiz hiicresel bilesenlere veya fonksiyonel gruplara
atanmamis bazi spesifik spektral modelleri gdsteren parmak izi bolgesini kullanarak
basarili bir sekilde tanimlayip ayirt etmislerdir. MRS, ModMRS, Rogosa ve MRS-5
agarlarindan 4. giin rastgele segilen 57 izolata FTIR’da On-tanimlama yapilmistir.
Izolatlar W4-W5-W3 spektral bolgeleri ve Ward’s algoritmasi ile birincil tiirev
uygulanarak spektrumlar arasindaki benzerlige gore gruplara [286] ayrilmistir.
Tanimlanan bu izolatlardan 42 izolatin hit quality’si iyi, 15 izolat ise negatif
sonuclanmistir (Sekil 4.6). Calismada, 650 LAB spektrumlarini iceren FTIR
Kiitiiphanesi kullanilmistir. LAB’den olusan cluster agact 6 smifa ve 25 gruba
ayrilmistir. FTIR cluster agaci Sekil 4.6’da gosterilmistir. Buna gore %19 Lb. brevis,
%24 Lb. crustorum, %14 Lactococcus, %14 Lb. fermentum, %19 Lb. plantarum, %10
Lb. curvatus tammmlanmistir. Cluster agacindan (Sekil 4.6) genotipik tanimlama igin

farkli branglardan 32 temsili LAB'leri se¢ilmistir.
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PEU7- DG74 primeri ile en ¢ok sonug alinmis olup boyutu yaklasik 900 baz cifti (bp)
uzunlugundadir. Sekil 4.7°de 22 izolatin PCR reaksiyonu sonucu elde edilen %1,2’lik
jel goriintiisii yer almaktadir. Secilen 32 LAB 16S rDNA sekanslamasi yoluyla
tanimlandi ve sekanslama sonuglar1 Tablo 4.3’te gdosterilmistir. Sekans sonuglari
Neighbour-Joining yontemiyle filogenetik agac olusturularak gruplandirilmistir (Sekil
4.8). Lb. crustorum, Pediococcus spp., Lb. brevis, Lb. paraplantarum, Lb. plantarum,
Lb. fermentum, Lb. curvatus olmak iizere yedi farkl tiire ait 32 LAB susu PCR (16S) ile
tanimlanmistir. Dominant tiir Lb. crustorum bulunmustur. Lb. crustorum iki farkl
primer (PEU7-DG74; P806-PS8FPL) ile tanimlandig1 i¢in filogeneteik agacta 2 farkl
dallanma yapmistir. ModMRS ve MRS-5 ortami, diger ortamlara kiyasla en yiiksek tiir

cesitliligini ortaya ¢ikarmustir. Lb. crustorum tiim agar ortamlarindan izole edilmistir.

10 11 12 131415 16 17 18 19 20 21 2223

1,5kbp e
So0 B

SO0bp
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2e0) —

L0y —

Sekil 4.7 6S rRNA gen bdlgesi PCR f{irlinleri agaroz jel goriintiisii; 1: DNA marker (100
bp-1,5 kbp)

SB1, SB2, SB3, SB4, SB5, SB6, SB7, SBS, SB9, SB10, SB11, SB12, SB13, SB14, SB15, SB16, SB1,
SB18, SB19, SB20, SB21, SB22
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Sekil 4.8 Siyez LAB ait filogenetik agag
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Tablo 4.3 Fermente siyez eksi hamurundan izole edilen LAB’nin 16S rDNA

Dizi analizi ile genotiptanimlama

izolat

Gen Bank Erisim

Kargilagtirildig1 yakin Selektif Benzerlik
Kodu iliskili LAB tiir Besiyeri Numarasi %
SB3 Lb. brevis 0138 MRS AB362619.1 99
SB4 Lb. plantarum AAS3 MRS CP028326.1 99
SBS Lb. curvatus L1 ModMRS MH107109.1 99
SB6 Lb. plantarum FMO02 MRS MG913360.1 99
SB7 Lb. crustorum MNO047 ModMRS CP017996.1 99
SB10 Lb. crustorum B-481 MRS MF540543.1 99
SB11 Lb. brevis 0138 ModMRS AB362619.1 99
SB12 Lb. crustorum B-481 ModMRS MF540543.1 99
SB13 Lb. curvatus LIl RA MH107109.1 99
SB14 Lb. crustorum B-481 ModMRS MF540543.1 99
SB15 Lb. crustorum B-481 MRS MF540543.1 99
SB16 Lb. crustorum B-481 ModMRS MF540543.1 99
SB17 Lb.plantarum AAS3 MRS-5 MK336791.1 99
SB18 Lb. crustorum MN047 MRS-5 CP017996.1 99
SB19 Lb. fermentum NRIC1949 MRS-5 AB362766.1 100
SB20 P. pentosaceus 0123 RA AB362605.1 99
SB21 Lb. plantarum GM1403 ModMRS MH231456.1 99
SB22 Lb. paraplantarum 72815 ModMRS JX974348.1 99
SB23 Lb. crustorum B-481 MRS MF540543.1 99
SB24 Lb. crustorum B-481 MRS-5 MF540543.1 99
SB25 Lb. fermentum IMDO130101 RA LT906621.1 99
SB26 Lb. crustorum B-481 MRS-5 MF540543.1 99
SB34 Lb.brevis 0138 ModMRS AB362619.1 99
SB53 Lb.plantarum 1838 MRS-5 AB362759.1 99
SB63 Lb. brevis qp109 RA KM495932.1 100
SB67 P. acidilactici A-4 ModMRS MF093222.1 100
SB66 P. acidilactici A-4 ModMRS MF093222.1 100
SB68 Lb. brevis R-1 ModMRS MH191229.1 99
2AB P. acidilactici A-4 ModMRS MF093222.1 100
5AB Lb. fermentum NRIC 1949 MRS-5 AB362766.1 100
17AB Lb. crustorum B-481 ModMRS MF540543.1 99
18AB Lb. fermentum NRIC1949 MRS-5 AB362766.1 100
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Dertli vd. [287] yaptiklar1 ¢calismada Tiirkiye'nin Dogu Karadeniz bolgesinden gelen
geleneksel Tiirk bugday eksi hamurlarindan izole ettikleri toplam 249 LAB’nin
genotipik karakterizasyonu sonucu Lb. plantarum, Lb. paraplantarum, Lb. curvatus, Lb.
rossiae, Lb. sanfranciscensis, Lb. brevis, Lb. paralimentarius, W. paramesenteroides,
Leu. mesenteroides, Leu. pseudomesenteroides and W. cibaria olmak tlizere 11 farkl
tire ait 47 farklh LAB susunu tanimlamiglardir. Baskin tiir olarak obligat
heterofermantatif LAB’leri belirlemislerdir. Giil vd.[288] yaptiklar1 ¢alismada Ispartaki
farkli firnlardan 14 eksi hamur 6rneginden Lb. divergens, Lb. brevis, Lb. amylophilus,
Lb. sake, Lb. acetotolerans, Lb. plantarum, P. pentosaceus ve P. acidilactici, P.
halophilus tiirlerini belirlemislerdir. Coda vd. [59] yaptiklar1 ¢alismada spelt unundan
izole ettikleri LAB Lb. plantarum, Lb. brevis, Lb. curvatus, Lb. sanfranciscensis, Lb.
fermentum, W. confusa ve P. pentosaceus, emmer bugdayindan bugdayindan, Lb.
plantarum, Lb. rossiae ve W. confuse tanimlamiglardir. Organik un eksi hamurlarinda
baskin tiir Lb. plantarum belirlenirken eski Afrika tahillarindan baskin tir P.
pentosaceus belirlenmistir [60, 289]. Giil vd.[288] yaptiklar1 ¢alismada Ispartaki farkli
firinlardan 14 eksi hamur 6rneginden Lb. divergens, Lb. brevis, Lb. amylophilus, Lb.
sake, Lb. acetotolerans, Lb. plantarum, P. pentosaceus ve P. acidilactici, P. halophilus

tiirlerini belirlemislerdir.
4.3.2 Kavuzsuz Arpa Eksi Hamurundaki LAB’lerin Tanimlanmasi

Son yirmi yilda, Fourier doniisimii kizilotesi (FTIR) spektroskopisinin
mikroorganizmalarin tanimlanmasinda etkili bir ara¢ oldugu gosterilmistir [283]. LAB
gibi heterojen gruplar da dahil olmak iizere mikroorganizmalar1 tanimlamak i¢in hizl,
ucuz, hassas ve yiiksek verimli bir teknolojidir. MRS, ModMRS, Rogosa ve MRS-5
agarlarindan 4. giin rastgele segilen 80 izolat FTIR’da 6n-tanimlama yapilmistir.
FTIR‘da izolatlar1 tanimlamak igin 1500-1200 cm™ protein bélgesi; 1200-900cm’™
karbonhidrat bolgesi ve parmak izi bolgesi olan 900-700cm™ bolgeleri ile Ward’s
algoritmasi ve birincil tiirev kullanilmistir. Tanimlanan bu izolatlardan 67 izolatin hit
quality iyi, 13 izolat ise negatif sonu¢lanmistir. 650 LAB spektrumunu igeren FTIR
Kiitiiphanesi kullanilarak W4xW3xWS5 araliginda tanimlanmistir. FTIR cluster agaci
Sekil 4.9'da gosterilmektedir. Laktik asit bakterilerinden olusan cluster agaci 10 sinif ve
25 gruba ayrilmigtir. FTIR cluster agaci Sekil 4.9°da gosterilmistir. FTIR, %30 Lb.
plantarum, %20 Lb. brevis, %10 Leuconostoc, %1 Lb. fermentum, %4 Lb.

paralimentarius, %10 Lb. casei/paracasei, %15 Lactococcus, %2 Lb. curvatus %7 Lb.
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pentosaceus ve %1 Lb. alimentarius olarak tanimlanmistir. Cluster agacinin farkli
dallarindan 32 farkli laktik asit bakterisi secilmis ve 16S rDNA dizilimi ile genetik
olarak tanimlanmistir. 16S rDNA sekanslama sonuglarinin  Tablo 4.4'te

gosterilmektedir.
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Sekil 4.9 Kavuzsuz arpa LAB’nin FTIR cluster agaci spektral pencereler: W4 (900 ile
1200 cm ™!, W5 (700 ile 900 cm ~ '), W3 (1200-1500 cm™ ')

PEU7- DG74 primeri ile en ¢ok sonug alinmis olup boyutu yaklasik 900 baz cifti (bp)
uzunlugundadir. Sekil 4.10°da 21 izolatin PCR reaksiyonu sonucu elde edilen %1,2’lik

jel goriintiisii yer almaktadir. Neighbour-Joining yontemiyle elde edilen Blast
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verilerinden bir filogenetik agac¢ (Sekil 4.11) olusturuldu. Bu c¢aligmada elde edilen 67
LAB’den se¢ilen 32 LAB'nin genotipik karakterizasyonu sonucu Pediococcus spp., Lb.
brevis, Lb. curvatus, Lb. fermentum, Lb. crustorum/Lb.musae, Lb. plantarum, Lb.
paralimentarius, Leu. mesenteroides ve Lb. equigenerosi olmak tizere 9 farkli tiire ait
32 farkli LAB susu (Tablo 1) belirlenmistir. Pediococcus spp. kavuzsuz arpa eksi
hamurunda baskin tiir olarak belirlenmistir. P. acidilactici ve P. pentosaceus’un
DNA/DNA homolojileri birbirlerine ¢ok yakin oldugu i¢in filogenetik olarak yakin
iliskili bulunmaktadir [290, 291]. Lb. musae, Lb. crustorum suslari da genotip olarak
birbirine ¢ok yakin suglar oldugu icin filogenetik agagta (Sekil 4.11) goriildiigii gibi iyi
bir ayrim yapilamamistir [292]. Sadeghi vd.[293] yaptiklar1 ¢aligmada tam arpa
unundan spontan olarak elde ettikleri eksi hamurda baskin tiir olarak P. pentosaceus
belirlemislerdir. Kavuzsuz arpa eksi hamuru {lizerine yapilan ¢alismalara ek olarak, Lb.
curvatus, Lb. paralimentarius ve Lb. equigenerosi tirleri de bu caligmada
tanmmlanmistir. Lb. equigenerosi, MRS-5 agarda, Lb. paralimentarius ModMRS
agar'dan ve Lb. crustorum/Lb. musae ve Lb. curvatus MRS-5 ve ModMRS agardan
izole edilmistir. Pediococcus spp. esas olarak ModMRS ve RA agar'dan izole edilmistir.

ModMRS ortami, diger ortamlara kiyasla en yiiksek tiir ¢esitliligini ortaya ¢ikarmistir.

10 11 121314 15 161718 19 20 21

S00bp

Sekil 4.10 16S rRNA gen bolgesi {irtinleri agaroz jel goriintiisiit M:DNA marker (100bp-
1,5 kbp)

SABI1, SAB2, SAB3, SAB4, SABS5, SAB6, SAB7, SABS, SAB9, SAB10, SAB11, SAB12, SAB13,
SAB14, SABI1S5, SAB16, SAB17, SABI18, SAB19, SAB20, SAB21
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SAB35
SAB1
" Lacfobadilus curvatus ATCC 25601
| SAB20
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SABS
SAB21
-Lactobacillus equigenerosiDSM 18793
-L acfobacillus equigenerosistrain NRIC 0696
135 72.7) SAB9

88.0! sAB17
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51.6, SAB23

18.1 ”‘ﬂ SAB24
Laciobacillus parafimentanius 165
SAB28
Laclobacillus fermenfum strain ATCC 933
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“* SAB15
- SAB22
- Lactobadillus plantarum NRIC 1838
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SAB34
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Sekil 4.11 Kavuzsuz arpa LAB’nin filogenetik agact
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Tablo 4.4 Fermente kavuzsuz arpa eksi hamurundan izole edilen LAB’nin 16S
rDNA dizi analizi ile genotip tanimlama

izolat Karsilastirildig: Genk Bank
yakin iliskili Selektif Erisim Benzerlik

kodu LAB tiir Besiyeri Numarasi %
SAB6  P. acidilactici IRSL 11 ModMRS  MT084011.1 99
SAB13  P. acidilactici JQII-5 RA CP023654.1 100
SAB4  P. acidilactici CACC 537 MRS-5 CP048019.1 99
SAB19 P. acidilactici OUBN4 MRS-5 MF992177.1 100
SAB10 P. acidilactici SRCM 102732 RA CP028249.1 99
SAB26 P. acidilactici IRSL_11 ModMRS  MT084011.1 99
SAB7  P. pentosaceus UAM6 MRS-5 MF000323.1 100
SAB8  P. pentosaceus NRIC 0123 RA AB362605.1 100
SAB12 P. pentosaceus SRCM 102734 RA CP028254.1 100
SAB38 Lb.curvatus CBA 3617 RA CP042389.1 99
SAB33  Lb. curvatus MG 5279 MRS-5 MN759458.1 100
SAB35  Lb. curvatus MG 5238 ModMRS  MN720519.1 99
SAB1  Lb. curvatus MG 5279 ModMRS  MN759458.1 100
SAB20  Leu. mesenteroides NRIC 1517 ModMRS AB362705.1 99
SAB5  Lb. equigenerosi NRIC 0697 MRS-5 NR 041566.1 99
SAB21  Lb. equigenerosi NRIC 0697 MRS-5 NR _041566.1 99
SAB31 Lb. brevis G167 MRS MNO065579.1 99
SAB34 Lb. brevis E24-169 ModMRS KP221635.1 96
SAB16 Lb. brevis UCCL B521 ModMRS CP031208.1 100
SAB30 Lb. plantarum HBU AS51131 ModMRS  MH715359.1 98
SAB14  Lb. plantarum 113X MRS-5 MK774558.1 100
SAB15  Lb. plantarum MXG-68 MRS KY750314.1 100
SAB22  Lb. plantarum CIP 103151 ModMRS  NR 104573.1 100
SAB32  Lb. plantarum FFNL635 ModMRS  MT109373.1 100
SAB9  Lb. crustorum JCM/Lb. musae 313 ModMRS LC258400.1 100
SAB17  Lb. crustorum JCM/Lb. musae 313 ModMRS  NR 159230.1 100
SAB18  Lb. crustorum MNO47/Lb. musae MRS-5 LC258400.1 99
SAB2 Lb. crustorum B481/Lb. musae Modmrs LC258400.1 99
SAB3 Lb.crustorum JCM/Lb. musae MRS NR 159230.1 100
SAB23  Lb. paralimentarius LP238 ModMRS CP045185.1 100
SAB24  Lb. paralimentarius DSM 13238 ModMRS  NR 114844.1 100
SAB28 Lb. fermentum NRIC 1949 ModMRS AB362766.1 99
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4.4 Eksi Hamurdan izole Edilen Mayalar

4.4.1 Mayalarin Tanimlanmasi

Eksi hamur ile ilgili ¢ogu yayminda (287 adet) spontan eksi hamurdan tanimlanan
mayalarda S. cerevisiae, C. humilis, W. anomalus, T. delbrueckii, K. exigua, P.
kudriavzevii ve C. glabrata olmak iizere 7 tiir belirlenmistir.  Italyan eksi
hamurlarinda genellikle C. humilis ve/veya S. cerevisiae baskin maya tiirleridir. Bazi
Fransiz organik eksi hamurlart K. bulderi ve C. humilis'i baridirir, boylece S.
cerevisiae nadirdir [251]. Arict vd.[294] mayalar izole edilmis ve Tirkiye'nin
Karadeniz ve Ege bolgelerine ait olan on iki geleneksel hamur mayasin izole ettikleri
mayalar1 FTIR ve 26S rDNA sekansi ile tanimlamiglardir. %50 S. cerevisiae, %40 T.
delbrueckii ve % 10 K. marxianus belirlemislerdir. Ege bolgesinde en baskin tiirii S.
cerevisiae, Karadeniz bolgesinde ise T. delbrueckii’yi belirlemislerdir. Belgika
firinlarindaki eksi hamur mayas: tiirleri olarak S. cerevisiae ve W. anomalus'a
barindirdigi bilinmektedir [29]. S. cerevisiae'nin yaygin olusu, firincilik ortaminda
ticari mayanin mevcudiyeti ile baglantili olabilir [29, 138, 141]. Ticari maya
genellikle mayalama ajani olarak kullanilir ve 6zellikle hizli ve endiistriyel ekmek
tiretimi i¢in yillarca eksi hamur kullanimina alternatif olarak kullanilmistir.
Laboratuvarda iiretilen geri beslemeli spontan eksi hamurlarda en ¢ok karsilasilan S.
cerevisiae, C. glabrata, K. unispora, W. anomalus ve C. humilis mayalaridir.
Boylece S. cerevisiae sadece yukarida belirtildigi gibi ticari maya olarak
kullanilmakla kalmaz ayni zamanda spontan geri besleme yoluyla elde edilen
laboratuvar eksi hamurlarindan da elde edilmektedir. Eksi hamurlarda S.
cerevisiae nin ¢ok bliyiik oranda olmasi yerli un kokenli olmasindan kaynaklandigi
disiiniilmektedir [22, 138, 279, 295]. Geri beslemeli laboratuvar bugday eksi
mayasinin fermentasyon siireglerine genellikle C. glabrata ve W. anomalus hakimdir
[29]. Laboratuvarda iiretilen teff eksi hamurlarinda S. cerevisiae ile birlikte C.
glabrata’nin hakim oldugu belirlenmistir [37]. C. glabrata, K. unispora, P.
kudriavzevii ve S. cerevisiae, laboratuarda 56 giin geri besleme cavdar eksi
hamurlarinda farkli kombinasyonlarda tanimlanmistir [131]. Hem S. cerevisiae hem
de W. anomalus maltoz pozitif mayalardir ve bir dereceye kadar diisiik pH ve yiiksek
ozmotik basinca kars1 toleranshdir. Spontan siyez ve kavuzsuz arpa eksi hamurundan
SDA agara ekilip izole edilen izole edilen eksi hamur 6rneklerinden toplam 49 adet

izolat (Sekil 4.16-4.17) segilerek FTIR da tanimlanmigtir. Wenning vd.[296]
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yaptiklar ¢aligmada 3030-2830 yag aside bolgesi, 1350-1200 protein, yag ve fosfat
bilesenini iceren karisim bdolgesi, 900-700 heniiz hiicresel bilesenlere veya
fonksiyonel gruplara atanmamis bazi spesifik spektral modelleri gosteren parmak izi
bolgesini iceren spekturum araliginda S. cerevisiae’yi %92 dogrulukla homojen bir
sekilde ayirmis olup yapilan ¢alismada bu spekturum araliklar1 ve mayalarda Ward’s
algoritmasi ve ikincil tiirev birlikteliginden yararlanilmigtir. Siyez eksi hamurunun
geri beslemesinde 4. giiniinden elde edilen maya izolatlarinin FTIR’da tanimlanmasi
sonucu 11 adeti S. cerevisiae, 4’i W. anomolous, 4 adeti C. glabrata, 4 P. anomale,
2’si R. mucilaginosa tamimlanmistir (Sekil 4.12). Kavuzsuz arpa eksi hamur
orneklerinden izole edilen maya izolatlar1 S. cerevisiae (18 adet), W. anomolous

(3adet), C. glabrata (3 adet) olarak tanimlanmistir (Sekil 4.13).

C. glabrate
S.cerevisioe

W.anomalus
R.micileginosa

2 =2 I 2 331 TZT 33 w12 2222
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T | s = T — sl
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Sekil 4.12 Siyez maya izolatlarinin FTIR cluster agaci
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Sekil 4.13 Kavuzsuz arpa maya izolatlarinin FTIR cluster agaci

Cluster analizine gore farkli dallardan secgilen maya 26S rDNA‘ya gore
sekanslanmistir. Neighbour-Joining yontemiyle elde edilen Blast verilerinden bir
filogenetik aga¢ (Sekil 4.14) olusturuldu. 10 maya ve 26S rDNA sekanslama

sonuglarmin Tablo 4.5’de gosterilmektedir.

SAM1_4

Saccharomyces cerevigiae strainy1649
35M3_3

35M1_3

45AM2_4

3SMT_0

4[ 45AM3_4
Candida glabrata ATCC 2001

i | 25M2_1

SAMT_2
— SMZ2_0

Rhodotorula mucilaginosa
] 1 1 1 1

20 15 10 5 0
Mucleotide Substitution per 100 residues

238

Sekil 4.14 Secilen mayalarin filogenetik gaci
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Tablo 4. 5 Fermente siyez ve kavuzsuz arpa eksi hamurdan izole edilen mayalarin
26S rDNA dizi analizi ile genotip tanimlama

Genk Bank
Karsilagtirldigi yakin Erisim Benzerlik

izolat Kodu iliskili Maya Tiirii Numarasi %
3SM1-3 Saccharomyces cerevisiae strain RHTD4 MKO027355.1 99
3SM3-3 Saccharomyces cerevisiae isolate ptbiol01 MN944425.1 100
3SM7-0 Saccharomyces cerevisiaei solate MON-22 MT079140.1 100
2SM2-1 Wickerhamomyces anomalus strain CDBT7 MK910216.1 100
SM2-0 Rhodotorula mucilaginosa strain CHF-15E MN755513.1 100
3SM3-4 Candida glabrata strain DMKU-GTECI1-11 MN447268.1 100
4SAM2-4 Saccharomyces cerevisiae strain RHTD4 MKO027355.1 99
4SAM3-4 Candida glabrata isolate CA323 | MK110325.1 100
SAMI1-2 Wickerhamomyces anomalus strain DQ-21 KY022746.1 100
SAM1-4 Saccharomyces cerevisiae strain OTG007 MN880429.1 100

Yapilan calisma da siyez ve kavuzsuz arpa unlarindan laboratuvar sartlarinda geri
beslemeli olarak iiretilen spontan eksi hamurlarda baskin tiir S. cerevisiae olarak
belirlenmistir (Sekil 4.14). Bunun disinda C. glabrata, W. anomalus ve R.

mucilaginosa da belirlenmistir [138].
4.5 Laktik Asit Bakterileri ve Mayalarin Teknolojik Ozelikleri

4.5.1 Siyez Eksi Hamurundan izole Edilip Tammlanan LAB’nin Teknolojik
Ozellikleri

4.5.1.1 NaCl, Safra Tuzu ve Asitlik Toleransi

Gidalarin korunmasinda en 6nemli katki maddelerinden biri olan tuzlar, fermente
gidalarda kullanilan starter kiiltiirler i¢inde aranilan bir 6zelliktir [297]. Bu nedenle
toleransh tiirler tercih edilir [298]. Siyez spontan eksi hamurundan tanimlanan LAB
suslarinin toleranslari i¢in %6 NaCl, %0,3 safra tuzu igeren ve pH 2,5’e ayarli MRS
brothlarda 24 saat sonunda toplam canli hiicre sayisi belirlenmistir. Tablo 4.6’da
gosterildigi gibi tanimlanan her bir tiirden segilen 13 LAB izolatinin %6 NaCl

konsantrasyonuna toleransl oldugu gozlenmistir.
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Tablo 4.6 %6 NaCl ,%0,3 safra igeren ve pH 2,5’a ayarlanmis MRS brothlarda
13LAB’1n % canlilik oranlar

NaCl Safra pH
NaCP? Canhlik Safra? Canhihk pH? Canhihk
log kob/mL % log % log kob/mL %
kob/mL

Lb. brevis SB63 8,26+0,2¢ 90¢ 8,35+0,2¢ 91be 7,38+0,7¢F 81f
Lb. curvatus SB13 8,25+0,5¢ 894 7,86+0,3" 85f 7,86+0,3¢ 85¢
Lb. p.plantarum SB22 8,11£0,5¢ 90¢ 8,07+0,3¢f 89<d 8,40+0,2° 93°
Lb. fermentum SB19 8,39+0,2% 93¢ 8,36+0,3¢ 92b 7,84+0,3¢ 91d
P. acidilactici 2AB 8,11+0,5¢ 95b 8,12+0,8¢% 942 7,90+0,2¢4 95?
Lb. crustorum SB7 7,8840,5f 952b 7,90+0,6" 952 7,49+0,3¢ 914
Lb. plantarum SB17 8,34+0,2¢4 90¢ 8,05+0,5°f2 87¢ 7,22+0,2¢8 788
Lb. crustorum 17AB 8,06+0,2¢ 96* 7,91+0,3¢" 94# 7,76+0,2¢ 93be
Lb. brevis SB68 8,44+0,3% 95° 7,94+0,5%" 90¢ 8,53+0,2% 92bed
Lb. fermentum SB25 7,87+06f 86° 8,21+0,5¢ 89cd 7,81+0,5¢ 85¢
Lb. plantarum SB6 8,45+0,6° 91¢ 8,74+0,22 942 7,25+0,5' 78¢
Lb. plantarum SB53 811+05° 86° 8,49+0,5° 90cd 7,93+0,1¢ 84¢
Lb. plantarum SB21 8,.81+0,22 94b 8,81+0,22 942 7,54+0,22 91¢d

Ayni1 kolondaki farkli harfler birbirinden énemli 6lgiide farkliligi gostermektedir (P <0.05). a: LAB
suslar1 37 °C'de 24 saat siireyle %6 NaCl, %0,3 safra iceren MRS broth ile 2,5 pH'da inkiibe edildi.
Canli  hiicre sayilari, 37°C'de 24 saat siireyle inkiibasyondan sonra MRS agar iizerinde sayildi
(logkob/ml).

Lb. brevis SB63, Lb. fermentum SB19, P. acidilactici 2AB, Lb. paraplantarum
SB22, Lb. crustorum SB7, Lb. crustorum 17AB, Lb. plantarum SB17, Lb. plantarum
SB6, Lb. plantarum SB21 ve Lbbrevis SB68 %90'in iizerinde canli kalma orani
gbstermistir. Insan safra konsantrasyonuna yakim olan %0,3'liik kritik bir deger
olarak kabul edilir [299]. 13 LAB izolat1 Tablo 4.6’da canlilik yiizdeleri verilmistir.
Insan safra konsantrasyonuna yakin olan % 0,3'liik bir konsantrasyon kritik bir deger
olarak kabul edilir [299]. Tablo 4.6'da gosterildigi gibi 13 farkli LAB izolat1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli olan farkli safra tolerans dereceleri gozlenmistir. P.
acidilactici 2AB, Lb. crustorum 17AB, Lb. plantarum SB6, Lb. plantarum SB21, Lb.
crustorum SB7 suslart safraya karsi en yiiksek tolerans gosterirken, Lb. curvatus
SB13 ise en diisiik tolerans sergilemistir. Probiyotik mikroorganizmalarin bir diger
kritik 6zelligi LAB tiirlerinin asit toleransidir. Bunlar midenin asidik ortaminda
hayatta kalir ve bagirsak sistemine ulasir ve patojenik bakterilerle rekabet etmek igin
koloniler olusturur [300]. Test edilen 13 tiiriin 24 saat boyunca bir pH 2,5'de inkiibe

edilmis ve canlilik oranlar1 hesaplanmistir (Tablo 4.6). En yiiksek canlilik oranlar

63



Lb. paraplantarum SB22, Lb. fermentum SB19, P. acidilactici 2AB, Lb. crustorum
SB7, Lb. crustorum 17AB, Lb. brevis SB68 izolatlarinda gozlenirken Lb. plantarum
SB21 %90 tizerinde canlilik gostermistir.

4.5.1.2 Antimikrobiyal Aktivite

LAB gida sinifi bilesenler olarak kabul edildiginden, gida isleme uygulamalarinda
patojenlere kars1 laktik antagonizme biiyiik ilgi duyulmaktadir [301, 302]. Siyez eksi
hamurundan izole edilen LAB’lerin antimikrobiyal aktiviteleri B. subtilis
ATCC6633, B. cereus ATCC 11778 ve E. coli ATCC 25922 patojen bakterilerine
kars1 zon capi Olgiilerek (Sekil 4.15) hesaplanmistir (Tablo 4.7). B. subtilis ekmekte
rope bozulmasina neden oldugundan [303], B. subtilis'e kars1 antibakteriyel aktivite
ekmegin raf omriinii uzatmak i¢in ¢ok Onemlidir. 13 LAB izolatinin B. subtilis
ATCC 6633'e karst antimikrobiyal aktivite sergiledigi gozlenmistir. Lb.
paraplantarum SB22, P. acidilactici 2AB and Lb. crustorum SB7, B. subtilis, B.
cereus ve E. coli'ye karst yliksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir (Tablo 4.7). Lb. paraplantarum SB22, Lb. fermentum SBI19, P.
acidilactici 2AB, Lb. crustorum SB7, Lb. plantarum SB17, Lb. brevis SB68 E. coli
ATCC 25922'ye karst antimikrobiyal aktivite gosterdi. Bebek diskisindan izole
LAB’nin B. cereus’a kars1 yiiksek bir inhibisyon gostermistir. Lb. rhamnosus ve Lb.
curvatus en yuksek inhibisyon zonu belirlemislerdir [304]. Kiif bozulmalari, ekmek
ve diger unlu mamullerin temel sorunlarindan biridir ve ekonomik kayiplara ve
saglik sorunlarina neden olur [305] . Bu ¢alismada, LAB tiirlerinin P. carneum, A.
flavus ve A. niger'e kars1 antifungal aktivitesi incelenmistir. Tablo 4.7'de gosterildigi
gibi, Lb. paraplantarum SB22, Lb. crustorum SB7, Lb. crustorum 17AB ve Lb.
brevis SB68, P. carneum, A. flavus ve A. niger kiiflerine kars1 antifungal aktivite
gostermisler ancak Lb. brevis SB63, Lb. curvatus SB13, Lb. fermentum SB19, Lb.
fermentum SB25 ve Lb. plantarum SB21’in antifungal aktiviteleri tespit

edilememistir.
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Sekil 4.15 Lb. curvatus ve P. acidilactici ‘nin B. cereus ve B. Subtilis’e kars1
olusturdugu inhibisyon zonu

Tablo 4.7 Tanimlanmis 13 LAB’1n antimikrobiyal ve fitaz aktivitesi

LAB sulﬁ'ilis cef‘ius co'li Aspergillus  Penicillium Aspergillus  Fitaz
niger carneum flavus (mm)
Lb.brevis SB63 ++ - - - - - 5,9340,1
Lb.curvatus SB13 + + - - - - -
Lb.paraplantarum SB22 ++ ++ ++ + + + 13,70+0,1
Lb.fermentum SB19 ++ + + - - - 8,90+0,1
P.acidilactici 2AB ++ ++ ++ - + + 9,50+0,1
Lb.crustorumSB7 ++ + + + + + -
Lb.plantarum SB17 ++ ++ + + - - 14,00+0,0
Lb.crustorum 17AB ++ - - + + + 12,30+0,1
Lb.brevis SB68 ++ ++ + + + + -
Lb.fermentum SB25 ++ + - - + - -
Lb.plantarum SB6 ++ - - - + - -
Lb.plantarum SB53 ++ ++ - - + - -
Lb.plantarum SB21 ++ ++ - - - - 5,95+0,0

Antibakteriyel inhibisyon bdlgelerinin ¢ap1 (mm): ++ >
belirlenmemis (-), Fitaz (-) aktivite yok. Ayni kolondaki farkli harfler birbirinden 6nemli Olgilide
farklilig1 gostermektedir (P <0.05).
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4.5.2 Kavuzsuz Arpa Eksi Hamurundan izole EdilipTammlanan LAB’nin
Teknolojik Ozellikleri

4.5.2.1 NaCl, Safra Tuzu ve Asitlik Toleransi

Kavuzsuz arpa spontan eksi hamurundan tanimlanan her tiirden secilen 19 LAB
susunun toleranslar1 i¢in %6 NaCl, %0,3 safra tuzu igeren ve pH 2,5’a ayarli MRS
brothlarda 24 saat sonunda toplam canli hiicre sayist hesaplandi. Yiiksek tuzlu
ortamda biliyiime NaCl starter kiiltiirleri i¢in arzu edilen bir 6zelliktir, ¢iinkii tuz
gidalarin korunmasinda en 6nemli katki maddelerinden biridir [306]. Secilen 19
LAB’nin tuza tolerans (NaCl) %90'dan yiiksek bulunmustur (Tablo 4.8). Bu
calismada %6 NaCl varliginda P. acidilactici’nin baz1 suslari, Lb. curvatus, Leu.
mesentoriedes, Lb. plantarum ve Lb.musae SAB3 tiirlerinde en yiiksek canlilik
gostermistir. Salvucci vd. [298] Arjantin'den hububat ve tohumlardan izole edilen
LAB'nin teknolojik o6zelliklerini incelemislerdir. NaCl (%6,5) varliginda Lb.
fermentum, Lb. brevis ve P. pentosaceus’un bazi suslari haric %88 gelisme
gosterdigi bildirilmistir. Mide suyunun diisiik pH'1 ve midede safra tuzuna direng,
probiyotik bakterilerin se¢imi i¢in Onemli kriterlerden biridir, ¢linkii probiyotik
bakterilerin mide ve ince bagirsaktan gecerken hayatta kalabilmeleri gerekir [297].
Tablo 4.8'de gosterildigi gibi arpa eksi hamurundan izole edilen 19 farkli LAB
arasinda istatistiksel olarak anlamli olan farkli safra tolerans dereceleri tespit
edilmistir. P. acidilactici SAB19, P. acidilactici SAB10, P. pentosaceus SAB7, P.
acidilactici SAB26, Lb. curvatus SAB33, Lb. curvatus SAB1, Lb. fermentum
SAB21, Lb. brevis SAB31 ve P. acidilactici SAB13 %95'in lzerinde canlilik
belirlenmistir. Safra’ya karsi en yiiksek toleransi Lb. brevis SAB34, Lb. plantarum
SABI15 ve Lb. curvatus SAB35 gosterirken, en diisiik tolerans Leu. mesenteroides
SAB20, P. acidilactici SAB12 ve Lb. plantarum SAB32’de belirlenmistir. Kleinberg
vd. [307] 'de, safra tuzu varligimin %0,3 oraninda inhibisyona yol agabilecegi, ancak
test edilen kiiltiirlerin en az %86’s1 canlilik gostererek probiyotik 6zellik sergiledigi
bulunmustur. Tablo 4.8’de, 9 LAB tiiriine ait segilen 19 susunun pH 2,5'e maruz
birakildiktan 24 saat sonunda yasayabilir sayisin1 gostermektedir. Genel olarak,
LAB'!n ¢ogunun diger benzer ¢aligmalarda belirtildigi gibi canliliklarmi pH 2,5'ta
korudugu goézlenmistir [300]. Bu calismada, teknolojik 6zellikleri incelenen tiim
suslarin aside toleranshi (%80 iizerinde) olduklarit belirlenmistir (Tablo 4.8). Lb.
paralimentarius SAB23 ve P. acidilactici SAB12 hari¢ diger izolatlarda canlilik %90
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ve lizerinde belirlenmistir. En yiiksek tolerans Lb. plantarum SAB15 (%98) ve en
diisiik tolerans Lb. paralimentarius SAB23 ve P. acidilactici SAB12 gostermistir.
Santos vd. [308]’nin tiim izolatlar1 “tuz ve aside toleransli” olarak tanimlanmistir ve

potansiyel probiyotik olarak nitelendirilmistir.

Tablo 4.8 %6 NaCl, %0,3 Safra Iceren ve pH 2,5’a ayarlanmis MRS brothlarda 19
LAB’1n canlilik oranlar1

NaCl Safra pH

NaCl* Canhhk  Safra Canhhk pH Canhhk

b log kobmL ~ ** koi)olilL " koi)olilL "

P. acidilactici SAB19 8,82+0,2° 94¢°f 8,66+0,3* 95¢ 8,89%+0,8 95°
P. acidilactici SAB10 8,48+0,81 982 8,30+0,6 96¢  8,07"x0,5 93¢
P.pentosaceus SAB7 8,87+0,32 95cde 8 75+0,2b 95¢ 8,52°4+0,7 92de
Lb. curvatus SAB33 8,50+0,9f 972 8,33+0,7% 96% 7,52'+0,8 g7t
Lb.curvatus SAB35 8,40+0,62" 960 8,56+0,3° 9gab 8,26%+0,5 94be
Lb. curvatus SAB1 8,26+0,5" 9720 8,2440,7¢ 97be 7,83+0,6 92de
Lb.mesenteroides SAB20 8,95+0,9? 972 827+0,5% 8o  8,19¢+0,6 89¢
Lb.equigenerosi SAB21 8,80+0,3° 95¢de  8,67+0,2% 95¢ 8,49%4+0,7 92de
Lb. brevis SAB31 8,65+0,6¢ 92¢h 8,88+0,7% 95¢ 8,76°+0,6 94¢
Lb. brevis SAB34 7,78+0,21 93fe 8,341+0.,6 992 8,07"+0,8 96°
Lb. brevis SAB16 8,66+0,7° 94det 8 88403 93f 8,35°+0.,5 91¢f
Lb. plantarum SAB30 8,29+0,5"' 93fe 8,12+0,8 91¢ 8,02'+0,2 90
Lb. plantarum SABI15 8,34+0,2M 973 8,40°0,6 9gab 8,39%+0,5 982
Lb. plantarum SAB32 8,81+0,6° 96¢<d 8,1719+0,7 goh 8,384e+0, 5 92¢
Lb.paralimentarius SAB23  8,55+0,4%f 92¢h 8 64%+0,6 93f 7,38M+0,8 80"
P. acidilactici SAB13 8,62+0,8¢d 94df 8 66°+0,9 95¢ 8,70%+0,2 95°
P. acidilactici SAB26 7,81+0,9 92¢h  8,18™+0,6 97  7,6840,7  91°f
Lb.musae SAB3 8,54+0,6°f 964 8,031k+0,3 90" 7,79%+0,5 g7h
P. acidilactici SAB12 8,24+0,6' 91"  8,00440,5 89"  7,17°+0,7 80"

Ayn kolondaki farkli harfler birbirinden 6nemli dlglide farklilig1 gostermektedir (P <0.05). a: LAB
suslar1 37°C'de 24 saat siireyle %6 NaCl,%0,3 safra iceren MRS broth ile 2,5 pH'da inkiibe edildi.
Canli hiicre sayilari, 37°C'de 24 saat siireyle inkiibasyondan sonra MRS agar iizerinde sayildi (log
kob/ml).
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4.4.2.2 Antimikrobiyal Aktivite

LAB'Mmin mikrobiyal koruyucu olarak kullanimi gilivenli bir strateji olarak
goriilmektedir [309]. Bu ¢alismada, izole edilmis LAB'nin B. subtilis ATCC 6633, B.
cereus ATCC 11778 ve E. coli ATCC 2592’ye kars1 antimikrobiyal aktivitesi zon
cap1 (Tablo 4.9) olgiilerek belirlenmistir (Sekil 4.16). Lb. curvatus SAB35 ve Lb.
plantarum SAB32 suslar hari¢ 17 LAB izolatinda B. subtilis’e kars1 antimikrobiyal

aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.16 Lb. plantarum ve P. pentosaceus’un B. subtilis’e Lb. plantarum
ve P. acidilactici’nin B. cereus’a kars1 olugturdugu inhibisyon zonu

B. subtilis ekmekte rop bozulmasina neden oldugundan ekmegin raf Omriini
etkilemektedir [303]. Tanimlanan suslar arasinda Lb. curvatus SAB33, Lb.
mesentoriedes SAB20, Lb. plantarum SABI1S5, Lb. curvatus SABI1, Lb. fermentum
SAB21, Lb.musae SAB3, P. acidilactici SAB13, P. acidilactici SAB12 ve Lb.
equigenerosi SAB21 suslan B. subtilis ATCC 6633, B. cereus ATCC 11778 ve E.
coli ATCC 25922'ye kars1 bolge ¢ap1 10 mm'nin {izerinde antimikrobiyal aktiviteye
sahip oldugu gozlenmistir (Tablo 4.9). Pediococcus tiirlerinin diger Lactobacillus
tiirlerinden daha fazla antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Bununla
birlikte, Lb. curvatus SAB35, Lb. plantarum SAB32 B. substilist’e; P. acidilactici
SABI19, Lb. brevis SAB34 ve Lb. curvatus SAB35 ise B. cereus'a kars1 engelleyici
bir etki gostermedikleri tespit edilmistir. Ayrica Lb. brevis SAB31, P. acidilactici
SABI10 ve Lb. plantarum SAB32’nin E. coli'ye karsi bir antibakteriyel bolge
olusturmadig1 gézlenmistir. Olumsuz saglik etkileri de olan kiif bozulmasi, ekmek ve
diger unlu mamullerde ekonomik kayiplara neden olan en 6nemli sorunlardan biridir
[305]. Bu calismada, LAB‘lerin P. carneum, A. flavus ve A. niger kiiflerine karsi
antifungal aktiviteleri spot ekim metoduyla incelenmis olup zon olusturmasi

gozlenmistir (Sekil 4.17). Lb. paralimentarius SAB23, Lb. brevis SAB16, Lb. brevis
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SAB31, P. acidilactici SAB26, Lb. plantarum SABI15, P. acidilactici SAB10 ve P.
acidilactici SAB13 LAB’leri her ¢ kiife karsi antifungal etki gosterdigi
gozlenmistir. Tiirler arasinda en yiiksek antifungal etkiyi Pediococcus tiirlerinin
gosterdigi ve P. acidilactici SAB19 hari¢ diger Pediococcus tlrlerinin A. niger ve P.
carneum'a kars1 antifungal etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Lb. curvatus SAB33,
Lb. plantarum SAB30, Lb. plantarum SAB32 ve Lb. musae SAB3'lin antifungal etki
gostermedigi belirlenmistir. Benzer bir calismada L. paraplantarum N-15, Lb.
paralimentarius E-106, A. niger ve P. chrysogenum'a kars1 yiiksek antifungal aktivite
gosterirken, Leu. pseudomesenteroides N-13 and Lb. rossiae ED-1 ve Lb. brevis E-
25’in antimikrobiyal etki goriilmedikleri bildirilmistir [310]. Sadeghi vd. [293]
yaptiklar1 c¢alismada eksi hamurdan izole ettikleri LAB’lerinin antifungal
Ozelliklerini arastirmislar A. flavus ve A. niger’e karsi Pediococcus tiirlerinin
antifungal aktiviteye sahip olduklarini belirleyerek eksi hamur ve ekmek iiretimi i¢in
biyoprotektif starter veya yardimci starter adayir olarak kullanilabileceklerini

belirtmislerdir [293].

Lplantorum

Sekil 4.17 P. acidilactici ve Lb. plantarum’un A. niger’e
kars1 olusturdugu inhibisyon zonu
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Tablo 4.9 Tanimlanmis 19 LAB’1n antimikrobiyal ve fitaz aktivitesi

B. B. E. Fitaz
LAB subtilis cereus coli A. P. A. Aktivitesi
niger carneum ___ flavus (mm)
P.acidilactici SAB10 ++ + - + + + 7+0,0f
Lb. plantarum SAB15 ++ ++ ++ + + + 14+0,120
Lb. plantarum SAB30 ++ + + - - - 15+0,12
P.acidilactici SAB19 + - ++ + - - 10+0,19
P.acidilactici SABI13 ++ ++ ++ + + + 11+0,0%4
P. pentosaceus SAB7 ++ + + + + - 15+0,12
Lb. curvatus SABI ++ ++ ++ + - + -
Lb. equigenerosi SAB21 ++ ++ ++ - + + -
Lb. plantarum SAB32 - - - - - - 1240,0b¢d
Lb.musae SAB3 ++ ++ ++ - - - -
P. acidilactici SABI2 ++ ++ ++ + + - -
Lb. curvatus SAB35 - - + + - + 940, 1°¢f
Lb. paralimentarius SAB23 + + + + + + 9+0,1°f
Lb.brevis SAB16 ++ + ++ + + + -
P. acidilactici SAB26 ++ ++ ++ + + + -
Lb.curvatus SAB33 ++ ++ ++ - - - 120,15
Leu.mesenteroides SAB20 ++ ++ ++ - + + 14+0,2%
Lb. brevis SAB31 ++ + - + + + 11+0,1¢d
Lb.brevis SAB34 ++ - + - + + 1340, 12

Antibakteriyel inhibisyon bdlgelerinin ¢apt (mm): ++ > 10 mm; + <9mm; antifungal pozitif (+),
belirlenmemis (-), Fitaz (-) aktivite yok Ay kolondaki farkli harfler birbirinden dnemli 6lgiide
farklilig1 gostermektedir (P <0.05).

Siyez ve Kavuzsuz Arpa Eksi Hamurundan Tanimlanan LAB’lerin Fitaz Aktivitesi

Tahil {iriinleri vitamin ve mineral icerdikleri i¢in 6nemli gidalardir [311]. Ancak
caligmalar bu minerallerin ¢ogunun fitat iiretmek icin fitik asit ile karmasik bir bag
olusturdugunu gostermektedir, bu nedenle bu minerallerin faydalar1 azalmaktadir
[312]. Eksi hamur, laktik asit fermentasyonu, proteoliz ve ucucu bilesiklerin sentezi
sonucu olusan dogal iirtinleri igeren LAB’nin metabolik aktivitelerine dayanir [313-

315]. Yapilan calismalar gostermistir ki bircok bakteri, maya kiif fitaz enzimine
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sahiptir [316]. Fitaz aktivitesine sahip kiif, bakteri ve mayalarin kullanildig: tahil
tirtinlerinde fitatlarin indirgenmesi sonucu yiiksek mineral biyoyaraliligi gortilmistiir
[315, 317, 318]. Kevser vd.[315] yaptiklar1 ¢alismada farkli bolgelerden topladiklari
eksi hamurlardan tanimladiklari LAB ve mayalarin yiiksek oranda fitaz aktivesi
yeteneklerine sahip oldugu belirlenmistir. Yildirim vd.[319] Istanbul’dan 5 firindan
toplanan eksi hamurla, laboratuvarda spontan olarak {rettikleri 2 farkli eksi
hamurdan izole ettikleri 93 LAB’yi Na-fitat ile takviye edilmis ortam iizerinde fitaz
aktivitesi acisindan incelemigler ve altmis dort izolat, fitaz pozitif olarak
belirlenmistir. Lb. plantarum ve Lb. brevis suslarinda yiiksek fitaz aktivitesi
belirlemislerdir. Siyez ve kavuzsuz arpadan izole edilip tanimlanan LAB’lerinin
fitaz aktivitelerini belirlemek amaciyla Na-fitatli besiyerine spot ekim yapilmis ve
zon olusturmasi gozlenmistir (Sekil 4.18). Bu calismada eksi mayali ekmek
minerallerinin  biyoyararlannmmi artirmak i¢in izolatlarmm fitaz aktivitesinin
arastirtlmas1 gerektigi sonucunu destekleyen sonuglar elde edilmistir. Siyez eksi
hamurundan izole edilen LAB izolatlarinin fitaz aktivitesi Tablo 4.7'de gosterilmistir.
LAB izolatlarmin fitaz aktiviteleri bakimindan Onemli farkliliklar gosterdikleri
belirlenmistir (p<0,05). En yiiksek fitaz aktivitesi, Lb. paraplantarum SB22 ve Lb.
plantarum SB17°de (14mm), en diisiik aktivite ise Lb. brevis SB63 ve Lb. plantarum
SB21°de (6bmm) tespit edilmistir (Tablo 4.7). Bazi LAB izolatlar1 fitaz aktivitesi
gostermemistir. Onceki ¢alismalardan, minerallerin ¢ogunun fitat iiretmek igin fitik
asit ile kompleks bir bag olusturdugu ve bu minerallerin biyoyararlaniminin azaldig:
gosterilmistir [37, 38]. Ekmek iiretiminde fitatlarin azaltilmasi enzimatik bozunma,
endojen fitaz aktivitesi artis1 veya LAB, mayalar ve diger mikroorganizmalar yoluyla
elde edildigi belirlenmistir. Fitat bozulmasi, fitik asidin fosfat kaynagi oldugu bir
ortamda meydana gelir. Kavuzsuz arpa eksi hamurundan izole edilen LAB
izolatlarinin fitaz aktivitesi Tablo 4.9'da gdsterilmistir. Burada goriildiigii gibi 19
LAB’ nin 6's1 disinda hepsinde fitaz aktivitesi belirlenmistir. Lb. plantarum SAB30,
P. pentosaceus SAB7, Leu. mesenteroides SAB20 ve Lb. plantarum SAB15 en
yuksek fitaz aktivitesini gosterirken Lb. curvatus SAB35 ve Lb. paralimentarius

SAB23 en diisiik aktiviteyi gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.18 LAB’lerinin fitaz aktivitesi

4.5.3 Mayalarin Teknolojik Ozellikleri

Eksi hamura adepte olmus mayalar besin mevcudiyeti eksikligine (a¢lik), asidik
strese (pH), karbonhidratlarin ve tuzlarin varligina, oksijen yokluguna, sicaklik
dalgalanmalarina, mikrobiyal etkilesimlere (LAB ve maya tiirleri arasinda ve/veya
maya tiirleri arasinda) karsi olusan strese cevap verebilmektedirler [138, 320]. Bu
nedenle ekmekgilik oOzelliklerin iyilestiriimesinde LAB ve mayalarin teknolojik
Ozelliklere sahip olmasi 6nemlidir. Bu amagla tanimlanan mayalardan segilen tiirlerin
teknolojik 6zellikleri incelenmistir. Maya izolatlarinin tuza, safraya ve asitlige kars1
toleranslar1 incelenmistir (Tablo 4.10). Ayn1 zamanda antimikrobiyal ve fitaz
aktiviteleri arastirllmistir. Yapilan ¢alismada %6 NaCl tuzuna kars1 %95 ve tizerinde
canlilik goriilmiistir. %0,3 safraya karsit en yiliksek canlilik S. cerevisiae, W.
anomalus ve R. mucilaginosa mayalarinda goriilmiistir. pH 2,5 en dayanikli S.
cerevisiae 3SM3-3 ve R. mucilaginosa SM2-0 da belirlenmistir. Mayalarin tuza
tolerans1 LAB’den daha yiiksektir [321]. Yapilan c¢alismada %@4'lik NaCl
konsantrasyonu (m/m), Candida milleri'yi etkilemezken, Lb. sanfranciscensis'in
gelismesini inhibe etmektedir. Yapilan c¢alismalarda K. exigua eksi hamurda asetik
asit ve tuz varligina S. cerevisiae'den daha toleransli oldugu bildirilmektedir [138,
141]. Siyez eksi hamurundan izole edilen en yliksek fitaz aktivitesi S. cerevisiae
3SM7-0’da bulunmustur. S. cerevisiae ve W. anomalus mayalarinda B. subtilis’ e
kars1 antimikrobiyal etki gézlenmistir. Tiim mayalar da B. cereus ve E. coli’ye karsi
antimikrobiyal etki goriilmemistir (Tablo 4.10). Spontan kavuzsuz eksi hamurdan
tanimlanan mayalarda ise S. cerevisiae SAM2-4 ve S. cerevisiae SAM1-4 susu %6
tuza karst %99 canlilik gostermistir. Tiim mayalar da %0,3 safra toleransina %95

tizerinde canlilik gdriilmiistiir. Asitlik pH 2,5’ta en yiiksek S. cerevisiae SAM1-4’de,
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en diisik W. anomalus SAMI1-2 mayasinda goriilmiistiir (Tablo 4.10). Mayalarin
fitaz aktivitesi Na-fitatli besiyerine ekim yapilip zon ¢ap1 Sl¢iilmiistiir (Sekil 4.19).
Mayalarda fitaz aktivitesi en yiikksek C. glabrata 4SAM3-4 goriilmiis olsa da, S.
cerevisiae tirlerinde de yiiksek degerler bulunmustur. Antikmikrobiyal aktiviteleri
acgisindan sadece S. cerevisiae SAMI1-4, W. anomalus SAM1-2, B. subtilis’e karsi
antimikrobiyal aktivite zonu olusturmustur (Tablo 4.10). Mayalarda antifungal
aktivite goriilmemistir. Fitaz aktivitesine sahip suslar bazi sinirli minerallerin

biyoyararlaniminin arttirilmasini saglamaktadir [312].

Sekil 4.19 Mayalarin fitaz aktivitesi
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Tablo 4.10 Tanimlanan mayalarin teknolojik ve antimikrobiyal 6zellikleri

NaCP? Canhlhk Safra Canhlik pH? Canhlik Fitaz
Maya (Siyez) logkob/mL % logkob/mL % logkob/mL % (mm) B. subtilis
S.cerevisiae 3SM1-3 7,14+0,5% 97° 7,2140,52 9gab 7,23+40,4°¢ 972 10,0+0,1¢ -
S.cerevisiae 3SM3-3 6,94+0,5°¢ 98* 6,95+0,0%° 98* 6,90+0,3¢ 97% 14,1+0,2¢ +
W.anomalus 2SM2-1 6,75+0,74 934 7,18+0,52 992 6,44+0,8° 89d 12,5+0,2¢ +
R.mucilaginosa SM2-0 7,09+0,74 972 7,2+0,6° 98° 7,13+0,6 97* 14,3+0,1° +
S.cerevisiae 3SM7-0 6,93+0,3¢ 97° 6,68+0,3° 934 7,0+0,7° 96° 18,0+0,0* +
S.cerevisiae 3SM3-4 6,95+0,3% 95¢ 6,99+0,3% 96¢ 6,62+0,3¢ 91¢ 10,2+0,1¢ -
NaCP? Canhlhk Safra Canhlik pH? Canhlik Fitaz
Maya (Kavuzsuz arpa) logkob/mL % logkob/mL % logkob/mL % (mm) B. subtilis
S. cerevisiae 4SAM2-4 6,76+0,5° 9gab 6,65+0,3° 972 6,42+0,7° 94ab 10,0£0,1¢ -
S. cerevisiae SAM 1-4 7,154+0,72 992 7,0340,5° 98* 6,96+0,52 97% 12,740,2° +
C. glabrata 4SAM3-4 7,15+0,3? 97° 7,12+0,3¢ 97* 6,78+0,3* 92° 15,3+0,12 -
W.anomalus SAM1-2 6,67+0,7° 91¢ 7,20+0,5° 992 6,34+0,8° 87¢ 12,3+0,2° +

Ayni1 kolondaki farkli harfler birbirinden 6nemli 6lgiide farkliligi gostermektedir (P <0.05). a: Maya suglar1 30°C'de 48 saat siireyle %6 NacCl,
%0,3 safra igeren SDA broth ile 2,5 pH'da inkiibe edildi. Canl1 hiicre sayilari, 30°C'de 48 saat siireyle inkiibasyondan SDA agarda sayild.



4.6 Uretilen Eksi Hamur ve Ekmeklerin Ozellikleri
4.6.1 Siyez Eksi Hamurunun pH, TTA Degerleri ve LAB, Maya Sayimlari

Siyez spontan eksi hamurdan izole edilmis rekabet giicli yiiksek asit ve tuza
toleransh iki laktik asit bakterisi ve bir mayadan olusan starter kiiltiir kombinasyonu
olusturulmustur. Bu amagla 3SM3-3 ve 3SM1-3 kodlu 2 fakli S. cerevisiae mayasi
ve Lb. paraplantarum SB22, Lb. brevis SB68 LAB’leri ile olusturulan 2 farkli starter
ile eksi hamur tretilmistir (Sekil 4.20). Tablo 3.3’te olusturulan kombinasyonlar ve
ekmek kodlar1 goriilmektedir. BS1 eksi hamuru bugday ununda SS1 eksi hamur ise
siyez unundan Lb. paraplantarum SB22, Lb. brevis SB68 ve S. cerevisiae 3SM3-3
starter kiiltiirii ile olusturulmustur. 2. starter eksi hamur EHB1 bugday unu EHSI
siyezunundan Lb. paraplantarum SB22, Lb. brevis SB68 ve S. cerevisiae 3SM1-3
starter kiiltiirii ile iiretilmigtir. SHB1 bugday unundan ve SHS1 eksi hamur ise siyez
unundan spontan olarak iretilmistir. Eksi hamur Ornekleri 25°C’de 20
saatfermentasyona birakilmig ve ekmek firetimi icin yeterli pH, LAB ve maya

sayisina ulagmasi hedeflenmistir.

Sekil 4.20 Uretilen siyez ve bugday unu eksi hamur 6rnekleri

Tablo 4.11°de {iretilen eksi hamurlara ait pH, TTA ve mikrobiyolojik 6zellikleri
goriilmektedir. Uretilen eksi hamur drneklerinde 0. ve 20. saatlerde pH &lgiilerek
gelisimi izlenmistir. Fermentasyonun baslangicinda orneklerin pH ve TTA’lan
benzerlik gostermekle beraber pH 5,59-6,23 araliginda, TTA ise 0,19-0,26 aralifinda
oldugu belirlenmistir. 20. saat sonunda 6Slgiilen pH degerleri 6nemli diizeyde diisiis
gostermis olup (p<0,05) starterle iiretilen hamur 6rnekleri, spontan fermentasyonla
iiretilenlerden daha diisiik pH degerine ulagmislardir. Starter 6rneklerin pH degeri
3,39-3,47 ve spontan 6rneklerin pH degerleri ise 4,17-3,68 araliginda o6l¢lilmiistiir.
TTA tiim 6rneklerde pH diististine bagh olarak artig gostermistir.
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sayim degerleri

Tablo 4.11 Starter ve spontan eksi hamurlarin1 pH, TTA ve mikrobiyolojik

i:;f clss}ildi Cg;ildi Komb?::syonu pH TTA% (kI(;zl‘)l/)g) (w)y/;

0.  BSI Bugday  SB68-SB22-3SM3-3 _ 5.5020.02% 0.21°20,1%% 7,90£0,7% 6,00°20,6 1%
20, BSI Bugday  SB68-SB22-3SM3-3 347001 1215401 851204 6,650,7C
0.  SSI  Siyezr  SB68-SB22-3SM3-3  5,60-0,00% 0264014 7,88+0,3%> 6,02:0,9
20 SSI  Siyezr  SB68-SB22-3SM3-3  3,35:0,01F° 143014 9.60+0,6M 6,55%0,4P
0. EHBI Bugday SB68-SB22-3SMI-3  5,63£0,01% 0,19£0,03C 7,76:0,8% 6,08+0,5%
20, EHBI Bugday  SB68-SB22-3SMI-3  3.48£0,01C% 126£0,028 §.84£028 7374054
0. EHSl Siyez  SB68-SB22-3SMI-3  5.6240,004° 023£0028b 7.7040.5% 6,1120,6%
20  EHSI  Siyez  SB68-SB22-3SMI-3  3.39£0.01% 1,30£0,01% 9.42+0,54° 7,28+0,9%
0. SHBI Bugday Spontan 6.23£0,004 0,14£0,035 3755047 3 48+0,6
20.  SHBI Bugday Spontan 417+0,014% 1,16:0,097° 8 48+08  6,50+0,2F
0. SHSI Siye Spontan 6,18£0,014 0,16+0,01%° 3,96+0,8% 3,59+0,47¢
20.  SHSI  Siyez Spontan 3,68+0,028 127+0,01% 841+0,5% 647+0,5%

SB68: Lactobacillus brevis, SB22: Lactobacillus plantarum, 3SM3-3: Saccharomyces cerevisiae, 3SM3-
3: Saccharomyces cerevisiae. Ayni kolondaki farkli biiyiik harfler ayni suslarin un farkliligina gore
farkliliklarini, farkl: kiiciik harfler, suglar arasindaki farkliligi belirtmektedir.

Uretilen eksi hamurlarin fermentasyon baslangicinda ve 20. saat sonunda LAB ve maya
sayimlar1 yapilmistir. Segilen tiirler ile hazirlanan starter eksi hamurlarin fermentasyon
baslangicinda LAB igerigi 7,7-7,9 log kob/g araliginda belirlenmistir (Tablo 4.11).
Baslangicta ayn1 miktarda sus igermesinden dolayr LAB ve maya sayimlari istatistiksel
olarak benzer goriilmiistiir. Spontan eksi hamur {retimi steril su ve ekipman
kullanilmasindan dolay1 spontan fermentasyon baslangicinda gelen LAB ve mayalar
undan gelmektedir. Spontan fermente eksi hamurlarin LAB miktan ise 3,75-3,96 log
kob/g aralifinda bulunmustur. Fermentasyonun baslangicinda kendiliginden fermente
eksi hamurlarin LAB igerikleri digerlerinden 6nemli 6l¢iide diisiik olmasina ragmen
(p<0,05) fermentasyonun sonunda LAB sayilan 8,41-8,48 log kob/g’a ulasmis olup
starter kiiltiirden hazirlanan eksi hamurlarin ise 8,51-9,60 log kob/g’a ulagsmistir. Lb.
brevis, Lb. plantarum ve S. cerevisiae ile hazirlanan eksi hamurlardaki LAB sayisi
spontan eksi hamurlardan istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur.
Ayn1 zamanda siyez unundan hazirlanan eksi hamurda bugday unundan hazirlanan eksi
hamurdan daha yiliksek LAB igerigi bulunmustur. Fermentasyonun baslangicindaki
maya sayilart starter kiiltlirle hazirlanan hamurlarda istatistiksel olarak Onemli bir
farklilik goériilmemis olup 6 log kob/g, bununla birlikte, kendiliginden fermente olmus

eksi maya hamurlarinda maya sayis1 3,48-3,59 log kob/g olup starterle hazirlananlardan
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onemli Olgiide farklilik goriilmiistir (p<0,05). Starterle hazirlanan eksi hamur
orneklerinin fermentasyon sonrasinda maya sayilart 6,55-7,37 log kob/g arasinda
degismektedir. S. cerevisiae 3SM1-3 mayasi ile hazirlanan EHS1 eksi hamurdaki maya
sayis1, S. cerevisiae 3SM3-3 ile hazirlanan SS1 eksi hamurdaki maya sayisindan 6nemli
diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0,05). En diisiikk maya sayis1, fermentasyonun sonunda
SHB1 ve SHS1 eksi hamurlarinda tespit edilirken en yliksek EHB1 starter bugday eksi

hamurunda bulunmustur.

4.6.2 Siyez Unu Ekmeklerinin Spesifik Hacim ve Sertlik Degerleri

Yapilan ¢alismada starter kiiltiirle hazirlanan eksi hamurdan iiretilen %25, %50, %75
bugday unu katkili ve %100 siyez unundan yapilan ekmek numelerinin hacim, spesifik

hacim, sertlik ve yumusaklik degerleri Tablo 4.12°de verilmistir.

Tablo 4.12 Ekmek cesitlerinin teknolojik 6zellikleri

Ekmek Hacim S.hacim Sertlik
Cesidi Un Cesidi Tiir kombinasyonu ml (ml/g) ()
SKE1 %100 B SB22-SB68 -3SM3-3  288,0+1,254%  2,13+0,034°  3,79°+0,4F
SYE1 %25S %75B SB22-SB68 -3SM3-3  249,3+4,005° 1,860,013  6,539+0,0®
SYE2 %508 %50B  SB22-SB68 -3SM3-3  234,4+1,75®  1,73+0,02¢°  9,70°+0,1¢°
SYE3 %75S %25B SB22-SB68 -3SM3-3  214,1£4,53P°  1,55+0,04P" 12,53+0,45b
SYE4 %100S SB22-SB68 -3SM3-3  206,0£1,51%  1,47+4,95F>  15,69°+£0,34
SEK %100 B SB22-SB68-3SM1-3 304,242,554 2.23+0,034*  2,60+0,02F¢
SE1 %100 B SB22-SB68-3SM1-3  261,9+2,12B*  1,924+0,018¢  3,47+0,26"¢
SE2 %25S %75B SB22-SB68-3SM1-3  252,1+1,41¢  1,81+0,00%* 5.,77+0,33¢¢
SE3 %30S %50B  SB22-SB68-3SM1-3  234,7+4,17°*  1,76+0,03P*  9,70+0,295¢
SE4 %75S %25B  SB22-SB68-3SM1-3 225,442,128 1,69+0,025% 13,46+0,76"°
SPK1 %100S Spontan 252,942,762 1,75+0,06%°  5,26+0,73F4
SPE1 %100 B Spontan 228,1+3,545°  1,66+0,038> 7,49+0,22P2
SPE2 %50S %50B Spontan 213,9+5,80%  1,56+0,05° 12,49+0,35%
SPE3 %75S %25B Spontan 197,843,897 1,47+0,03P* 17,33+0,12B2
SPE4 %100S Spontan 179,1£4,95%¢  1,38+0,03%> 23,54+1,5442

SB68:Lactobacillus brevis, SB68:Lactobacillus brevis, SB22: Lactobacillus paraplantarum,
3SM3-3 Saccharomyces cerevisiae, SM3-3: Saccharomyces cerevisiae. Ayni kolondaki farkli
biiylik harfler ise aym1 suslarin unarkliligma gore farkliliklarmi, farkli kiiciik harfler, suslar
arasindaki farklilig1 belirtmektedir. (SKE1 ve SEK %100 bugday starter kontrol ekmegi, SPKE1
%100 bugday spontan kontrol ekmegi)
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Tabloya gore ekmek hacmi 302,5 ml-179,3 ml; spesifik hacim 2,23 -1,35 ml/g
araliginda degismektedir. Starter kiiltiirle hazirlanan siyez bugday unu katkili ekmekler
spontan olarak hazirlanan siyez-bugday unu katkili ekmeklerden hacim, spesifik hacim
ve sertlik degerleri bakimindan istatistiksel agidan ©Onemli farklilik gostermistir
(p<0,05). Starter kiiltiirle hazirlanan siyez ve bugday unu katkili ekmekler daha yiiksek

hacime ve spesifik hacime sahip bulunmustur.

% Hacim kaybi

34 m

W
5]
w
=

%

\
SYE1l SYE2 SYE3 SYE4 SE1 SE2 SE3  SE4 SPE1 SPE2 SPE3 SPE4

Ekmek Cesitleri

Sekil 4.21 Kontrol ekmek hacmine gore ekmek ¢esitlerinin % hacim kaybi1

Bugday unundan yapilan kontrol ekmeklerine bakildiginda EHBIleksi hamurla
hazirlanan SEK bugday unu ekmegi, SS1 eksi hamurla hazirlanan SKE1 bugday unu
ekmeginden daha yiiksek hacim ve spesifik hacime sahipken en diislik spesifik hacim
spontan SKE1 ekmeginde bulunmustur. Kontrol ekmeklere kiyasla siyez ekmekleri
EHS1 eksi hamurla hazirlanan ekmekler SS1 eksi hamurla hazirlanan ekmeklerden
istatistiksel olarak ©nemli seviyede (p<0,05) hacim ve sepesifik hacmi yiiksek
bulunmustur. Bugday unu artis1 ekmek hacimi artisina yol agmis olsa da kullanilan
suslarda hacim iizerine etkide bulunmustur. Bu durum sonucunda SKE1 kontrol
ekmegine gore, SYE1 ekmegi %13, SYE2 ekmegi %19, SYE3 %27, SYE4 %31, SEK
kontrol ekmegine gore SE1 %14, SE2 %19, SE3 %21, SE4 ise %24 daha diigiik hacime
sahip oldugu tespit edilmistir. Spontan ekmekleri SEK kontrol ekmegine gore ise SPE1
%26, SPE2 %30, SPE3 %34, SPE4 %38 daha diisiik hacime sahip bulunmustur (Sekil
4.21). Spontan eksi hamur ekmeklerinin starter eksi hamur ekmeklerinden hacim kaybi

sirastyla SPE4>SPE3>SPE2>SPE1>SPK1 seklinde tespit edilmistir.
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Sekil 4.22 Starter kiiltiir ile tiretilen ekmeklerin spontan katkili ekmeklere gore
% hacim artig1

Starter ekmeklerin spontan ekmelerin hacmine gore en yiliksek artis SE4 ve SE3
ekmeklerinde gorilmiistiir (Sekil 4.22). Starter ve spontan eksi hamurdan {iretilen siyez
ekmeklerinde siyez orani artikca hacim ve spesifik hacim diisiisii gézlenmis olsa da
starter ekmeklerin hacmi ve spesik hacmi spontanlardan yiiksek bulunmustur. Ayrica
bugday unlu formiilasyonlarda daha az hacim kaybi goriilmiistiir. Bugday unu gluten
icerigi artis1 ile ekmek hacim artigini artirsa da bugday unu ilavesi olmayan %100 siyez
iceren starter kiiltlirle liretilen SE4 ve SYE4 ekmeklerinin hacmi ve spesifik hacmi
spontan SPK4 ekmeginden istatistiksel olarak (p<0,05) yiiksek bulunmus olup burada
starter kiltliriin olumlu etkisi goriilmiistiir. S. cerevisiae 3SM1-3 mayasi, S.cerevisiae
3SM3-3 mayasindan daha yliksek aktiviteye sahip oldugu hacim artis1 farki ile
belirlenmistir. Bugday unlarinin pisirme kalitesi cogunlukla gluten kalitesi ve miktar ile
belirlenir. Tahillar arasinda, genel bugday, ekmek yapimi i¢in en uygun olanidir, ¢linkii
un, su karistirlldiginda viskoelastik bir hamur olusturur. Bugday unlarina diisiik gluten
iceren unlar eklendiginde diisiik elastikiyete ve yiiksek uzayabilirlige sahip daha
yumusak hamurlar vermektedir [322-324]. Siyez unuda gluten giicli zayif unlar arasinda
oldugu i¢in yapigkan hamur ve yetersiz reolojik 6zellikleri nedeniyle unlu mamullerin
iretimi i¢in uygun goriilmemektedir [325]. Ekmeklerin sertlik degerleri Tablo 4.12°de
verilmistir. Sertlik starter kiiltiirle {retilen ekmeklerde 2,60-15,69N iken spontan
fermentasyonla iiretilen ekmeklerde ise 5,26-23,54N arasinda bulunmustur. Tim
sicakliklarda spontan eksi hamur eklenmis ekmek orneklerinin sertlik degerleri, starter
eklenerek yapilanlara gore belirgin diizeyde yliksek tespit edilmistir (p<0,05). En diisiik
sertlik starter kontrol ekmeklerine en yakin SYE1 ve SE1 ekmeklerinde goriilmiis olup
en sert ekmekler %100 siyez unundan yapilan spontan eksi hamur ekmegi olan SPE4

ekmeginde bulunmustur. 3SM1-3 maya iceren starter kiiltiir ekmekleri 3SM3-3 starter
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kiiltiir iceren siyez-bugday unlu ekmeklerinden daha diisiik sertlige sahip bulunmustur.
Spontan fermentasyon ekmekleri starterle iiretilen ekmeklerden daha sert bulunmusg
olup bugday unu ve starter kiiltiir sertligi etkilemistir. En diisiik hacime sahip

ekmeklerin sertligide en yliksek bulunmustur.
4.6.3 Siyez Unu Ekmeklerinin Renk ve Duyusal Ozellikleri

Tablo 4.13’de goriildiigii gibi siyez unu orani artis1 ekmek renk parametrelerini dnemli
Olclide etkilemistir (p<0,05). Bugday unu ilavesi, ekmek oOrneklerinin, L*(parlaklik)
degerini hem ekmek i¢inde hem de ekmek kabugunda arttirmistir (P<0,05) (Tablo 4.13).

Tablo 4.13 Ekmek ¢esitlerinin renk 6zellikleri

Ekmek Ekmek ici
kabuk rengi renk

Ekmek

kodu L* a* b* L* a* b*
SKEI 68,34+0,9%  6,01+0,5°°  30,97+0,84%  70,50+£0,24° 0,29 +0,1% 18,010,552
SYEI 66,82+0,75° 8,32+0,4  27,8440,5%°  62,66+0,1B>  2.45+0,0°  17,89+0,55¢
SYE2 60,34+0,3¢° 8,59+0,4  26,3140,3“*  61,00+0,0°*  3,98+0,3%  20,13+0,24°
SYE3 58,73£0,1°*  9,91+0,28>  2559+0,7°® 58,65+£0,2P%  5,29+0,282  20,35+0,34°
SYE4 53,88+0,15  11,82+0,14%  25.43+0,5% 55,02+0,03%  6,41+£0,24%  20,7+0,4b"°
SEK 69,61:0594%  5,4240,34°  30,62+0,43%° 66,70+£0,374¢  0,31+0,045* 17,19+0,10°
SE1 68,4240,504  5,63+0,%8c  29,27+0,7182  65,18+064% 2,30+0,16"* 18,99+0,52¢°
SE2 64,22+1,118  8,04+1,25Cb  26,99+0,56“* 61,17+0,15* 4,04+0,30¢* 19,85+0,085°
SE4 59,47++0,95¢  9,324+0,61Bb  24,41+0,45° 59,13+£064"* 5,16+0,185% 20,20+0,045°
SE5 52,76+0,76P  12,75+0,154%® 22,45+0,89%° 54,7440,255  5,43+0,274% 21,10+0,074°
SPK1 65,160,564  8,71+0,28P%  32,58+1,094%  69,60+0204° 0,21+0,01% 18,60+0,41P2
SPE1 63,45+0,195°  9,12+0,49P*  27,97+0,618° 62,44+0,585> 2,64+0,31Da 20,13+0,25
SPE2 59+0,77°%  10,434£0,59%  26,60+0,32¢% 59,38+0,31> 4,42+0,24%% 20,48+0,03¢2
SPE3 54,73+0,51°°  11,63+0,195% 25,45+0,33%> 58,57+0,24P 526+0,1182 21,70+0,4752
SPE4 51,07+0,815  13,32+0,544%  25,17+0,51%° 54,62+0,335*  6,32+0,29% 23,58+0,154

Ayni kolondaki farkli biiylik harfler aym1 suslarm un farklihigma gore farkliliklarini, farkli kiiciik
harfler, suslar arasindaki farklilig1 belirtmektedir (p<0,05).

Parlaklik ayn1 zamanda starterle liretilen ekmeklerde spontan fermentasyonla iiretilen
ekmeklere gore daha yiiksek bulunmustur. Kabuk rengindeki ve ekmek igindeki
parlaklik en yiiksek kontrol ekmegine en yakin SYEl1 ve SE1 ekmeklerinde

gorilmiistiir.
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Sekil 4.23 Siyez ekmeklerinin kabuk rengi L*, a*, b* degerleri

Sekil 4.23’de goriildigi gibi renginde kirmizilik (a*) siyez miktarina bagli olarak
starter ve spontan fermentasyonla iiretilen ekmeklerde artis gosterirken, sarilik (b*)

degerinde ise diisiis gostermistir.

Ekmek ici rengi
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Sekil 4.24 Siyez ekmeklerinin ekmek i¢i renginin L*, a*, b*degerleri

Ekmek i¢i renginde bugday unu artisina bagli olarak a* degeri azalmis ve spontan
fermentasyonla iiretilen ekmeklerle istatistiksel olarak benzer bulunmustur. Starter ve
spontan fermentasyonla iiretilen ekmeklerde a* degerinde istatistiksel olarak farklilik
goriilmemistir. Siyez orani yiiksek ekmeklerin b* degeri yiiksek olup spontan
ekmeklerin sus icerenlerden daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 4.24). Starterle
iiretilen ekmeklerde b* degerleri arasinda (sarilik) istatiksel olarak fark bulunmamaistir.
Bugday ekmegi i¢i daha parlak olup, siyez orani artan ekmeklerin ekmek i¢i rengi daha
sart ve daha kirmizi bulunmustur. Starter kullanilarak yapilan ekmeklerde spontan
fermentasyonla iiretilen ekmeklere gore ekmek i¢i rengi daha parlak, kirmizilik ve
sarilik daha diigiik bulunmustur. Hidalgo vd.[326] yaptiklar1 ¢calismada siyez unu igeren
kurabiyelerde L* degerini bugday unu icerenlerden daha diisiik belirlemisler ve ayni

zamanda siyez ilavesinin kirmizims1 ve sar1 renk tonlarma yol agtigini géstermislerdir.
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Ozellikle siyez ile zenginlestirilmis kurabiyelerin sari renk tonu, karotenoidlerin
varhigint gdsterdigi belirtilmistir [326]. Siyez unu bugday unundan yiiksek oranda lutein
icermesi [198] siyez ekmeklerinin daha sar1 olmasina neden olmustur. Calismanin bu
asamasinda tiretilen ekmeklere ait duyusal analiz sonucu Tablo 4.14’te gosterilmektedir.
Panelistler ornekleri tat, gdzenek yapisi, kabuk ve i¢ renk, ¢ignenebilirlik ve genel
begeni agisindan degerlendirmistir (Sekil 4.25, Sekil 4.26, Sekil 4.27, Sekil 4.28, Sekil
olarak

4.29). Ekmekler tat gozenek yapisi, c¢ignenebilirlik ve genel begeni

degerlendirildiginde starter kiiltiir iceren ekmekler spontan ekmeklerden daha yiiksek

puanlamaistir.
Tablo 4.14 Ekmek cesitlerinin duyusal 6zellikleri

Ekmek Kabuk Ekmek i¢ Gozenek Genel

Cesidi Lezzet Rengi Rengi Cignenebilirlik Yapisi Begeni
SE1 5,79+0,2944 5,82+0,1344 5,58+0,04B8 5,65+0,104B2 5,40+0,278%  5.86+0,064B3
SE2 5,54+0,1088 5,55+0,13Ba 5,39+0,08¢% 5,21+0,298¢2 5,14+£0,03%  5,77+0,208
SE3 5,00+0,12¢ 5,36+0,0082 4,89+0,03P2 5,08+0,24¢Pa 4,90+0,03P*  4,95+0,07¢
SE4 4,79+0,06% 5,14+0,06% 4,62+0,03F2 4,66+0,10P° 4,80+0,05*  4,63+0,04P2
SPK1  4,26+0,084°  5,125+0,134° 4,2440,124¢ 4,38+0,14° 4,38+0,174°  4,94+0,08%°
SPE1  4,07+0,124° 4,8740,028¢ 4,00+0,0B¢ 4,3£0,041° 4,15£0,154  4,18+0,08B¢
SPE2  3,8040,08"° 4,81+0,018b 3,9+0,11B¢ 3,9440,098b 3,67+0,18B¢  4,14+0,2BC¢¢
SPE3  3,62+0,09%° 4,74+0,05° 3,8+0,14CP¢ 3,73+0,04B¢ 3,38+0,13%  3,93+0,065¢¢
SPE4  3,2540,06% 3,85+0,07P° 3,62+0,05P¢ 3,21+0,013¢¢ 3,18+0,09¢¢  3,88+0,04¢

Ayn1 kolondaki farkli biiyiik harfler ise aymi suslarin un farkliligina goére farkliliklarini,

farkli kiigiik

harfler, suslar arasindaki farklilig1 belirtmektedir (p<0,05).

EHS1 eksi hamurla iiretilen siyez ekmekleri, SS1 eksi hamurla {iretilen siyez
ekmeklerinden daha ¢ok begenilmistir. Kabuk ve ekmek i¢i rengi agisindan spontanlara
gore farklilik goriilmemistir. SYEI ve SEI1’1 ekmekleri tat, ¢ignenebilirlik ve genel
begeni degerlendirme acisindan kontrol ekmeklere istatiksel olarak benzer olup en

yiiksek puani almistir (Sekil 4.25, Sekil 4.26, Sekil 4.27, Sekil 4.28, Sekil 4.29).
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Sekil 4.25 Spontan eksi hamur katkili siyez unu ekmeklerinin dis ve i¢ kesit goriintiisii,
1. Kontrol, siyez oranlari: 2. %25 siyez, 3. %50 siyez, 4.%75 siyez, 5. %100 siyez

Sekil 4.26 Yiizdeyiiz bugday un ile farkli maya kullanilarak iiretilen SKE1 ve SEK
kontrol ekmekleri

Sekil 4.27 Lb.brevis SB68, Lb.plantarum SB22, S. cerevisiae 3SM3-3 starter kiiltiir
iceren siyez ekmeklerinin dis ve i¢ kesit goriintiileri, 1. %100 bugday kontrol, siyez
orani 2. %25, 3. %50, 4. %75, 5. %100 siyez
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Sekil 4.28 Lb.brevis SB68, Lb.plantarum SB32, S.cerevisiae 3SM1-3 starter kiiltiir
iceren ekmeklerin dig ve i¢ kesit goriintiisii,1. %100 bugday kontrol, 2. %25, 3. %50, 4.
%75, 5. %100 siyez

Sekil 4.29 Spontan eksi hamur Igeren %100 bugday ve siyez unu ekmeklerinin i¢ kesiti
Starter kiltlirle {iretilen ekmekler genel olarak degerlendirildiginde spontan
fermentasyonla tiretilen ekmeklerden daha ¢ok begenilmis olup aralarindaki farkliliklar
istatistiksel olarak 6dnemli bulunmustur. Siyez oram arttikea tat, kabuk-i¢ renk, gézenek
yapist ¢ignenebilirlik ve genel begeni agisindan puanlama diissede siyez orani yliksek
ekmeklerde starter kullanimi olumlu etki yapmis olup spontan fermentasyonla
iretilenlerden daha yliksek degerlendirilmis olup tiiketici tercihinde suslarin etkisi

puanlamada fark olusturmustur (Tablo 4.14).
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Ekmeklerin Duyusal Ozellikleri

Goizenek yapisi
Ekmek i renk
Lezzet

-1 " SEK SE1 SE2 SE3 SE4 SPK1 SPE1 SPE2 SPE3 SPE4

ElLezzet MKabuk rengi CEkmek ic renk B Cignenebilirlik B Gozenek yapisi B Genel Begeni

Sekil 4.30 Ekmek 6rneklerinin duyusal durumu

Gozenek yapist bakimindan SYE1 ve SEI ekmekleri en ¢ok begenilmistir. Starter
kiiltiirle tretilen ekmeklerde gozenek yapisi siyez orami artisina bagh olarak diisiis
gosterse de iyi olarak skorlanmistir. Tat agindan en diisiikk spontan fermentasyonla
iiretilen ekmekler olup kullanilan laktik asit bakteri ve mayalarin ekmegin tadi {izerine
olumlu katkis1 panelistler tarafindan belirlenmistir (Sekil 4.30). En ¢ok takdir edilen 5
tizerinde skorlanandrnek Lb. paraplantarum SB22, Lb. brevis SB6S8, S. cerevisiae
3SM1-3 sus kombinasyonunu igeren (EHS1) eksi hamur eklenmis %25 ve %50 siyez
unu katkili SE1 ve SE2 eksi hamur ekmegi olmustur.

4.7 Kavuzsuz Arpa Unu Eksi Hamuru ve Ekmeklerinin Kalite

Ozellikleri

4.7.1 Kavuzsuz Arpa Eksi Hamurunun pH, TTA Degerleri ve LAB, Maya

Sayimlan

Kavuzsuz arpa spontan eksi hamurdan izole edilmis rekabet giicii yiliksek asit ve tuza
toleranslt iki laktik asit bakteri ve bir mayadan olusan starter kiiltiir kombinasyonu
olusturulmustur (Sekil 4.31). Uretilen hamurlarda asitligin artmasma bagl olarak
meydana gelen degisimleri belirlemek amaciyla yogurma sonrasi ve fermentasyon

sonras1 pH degerleri olgiiliip asitlik tespit edilmistir (Tablo 4.15).
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Sekil 4.31 Uretilen bugday unu ve kavuzsuz arpa eksi hamur drnekleri

Tablo 4.15 Starter ve spontan eksi hamurlarinin pH, TTA ve mikrobiyolojik
sayimlarinin degerleri

Lab Maya
Siire EH Un Sus TTA (log (log
saat cesidi Cesidi Kombinasyonu pH % kob/g) kob/g)

0. ESBI Bugday SAB31-SAB15-SAMI1-4 5,62+£0,0°° 0,27+0,14* 7,67+0,3% 6,23+0,244
20. ESB1 Bugday SAB31-SABI15-SAMI-4 3,71+0,1¢® 1,23+£0,2°% 9,04+0,65% 7,05+0,2B2
0. ESA1 K.arpa SAB31-SAB15-SAMI1-4 5,60+0,01° 0,2940,24% 7,64+0,24% 6,26+0,34¢

20. ESAl1 Karpa SAB31-SABI5-SAMI1-4 3,62+0,0°® 1,40+0,14% 9,32+0,24% 7,2140,54

0. SHBI Bugday Spontan 6,100,140 0,18+0,1 4,570,482 3,40+0,4C
20. SHBI Bugday Spontan 421+0,0A  1,15£0,0P 8,46+0,7°° 6,56+0,30
0. SHAl Karpa Spontan 5,97+0,018 0.23+0,3%° 4,46+0,6 3,52+0,58
20. SHAl K.arpa Spontan 4,1240,08*  1,32+0,25° 897+0,3 6,70+0,5

Ayn kolondaki farkli biiyiik harfler ise ayni suslarin un farkliligina gore farkliliklarmi, farkl kiigiik
harfler, suslar arasindaki farkliligi belirtmektedir (p<0,05).

Tablo 4.15 te olusturulan kombinasyonlar ve ekmek kodlar1 goriilmektedir. ESB1 eksi
hamuru bugday unundan, ESA1 eksi hamur ise kavuzsuz arpa unundan Lb.
paraplantarum SABI15, Lb. brevis SAB31 ve S. cerevisiae SAMI1-4 starter kiiltiir
kombinasyonu ile olusturulmustur. SHB1 bugday unundan ve SHAI eksi hamur ise
kavuzsuz arpa unundan spontan olarak iiretilmistir. Tablo 4.15’te goriildiigii gibi pH ve
TTA degerleri fermentasyonun baglangicinda starter eksi hamurlarinda benzer olup
spontan eksi hamurlarindan diisiik bulunmustur. 20 saatlik fermentasyondan sonra, eksi
hamur numunelerinin pH degeri 3,62 ve 4,21 arasinda degisirken, TTA degerleri %0,15
ile 1,40 arasinda degismektedir. Tablo 4.15’de segilen tiirler ile hazirlanan starter eksi
hamurlarin fermentasyon baslangicinda LAB igerigi 7,64-7,67 log kob/g aralifinda
belirlenmistir. Spontan fermente eksi hamurlarin LAB miktan 4,57-4,46 log kob/g

araliginda bulunmustur. Fermentasyonun baslangicinda kendiliginden fermente eksi
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hamurlarin LAB igerikleri digerlerinden 6nemli oOlclide diisiik olmasina ragmen,
fermentasyonun sonunda LAB saymmlar1 8,46, 8,97 log kob/g’a starter kiiltiirden
hazirlanan eksi hamurlarin ise 9,04 - 9,32 log kob/g’a ulasmustir. Lb. brevis, Lb.
plantarum ve S. cerevisiae ile hazirlanan eksi hamurlardaki LAB sayis1 spontan eksi
hamurlardan istatistiksel olarak anlamli derecede yiliksek bulunmustur. Ayni1 zamanda
kavuzsuz arpa unundan hazirlanan eksi hamur, bugday unundan hazirlanan eksi
hamurdan daha yiiksek LAB igerigi bulunmustur. Fermentasyonun baslangicindaki
maya sayilart starter kiiltiirle hazirlanan hamurlardaki maya sayilarindan istatistiksel
olarak onemli bir farklilik goériilmemis olup (ortalama 6,3 log kob/g); bununla birlikte,
kendiliginden fermente olmus maya hamurlarinda maya sayist baglangigta 3,40-3,52 log
kob/g olup starterlerden O6nemli Olgiide farklilik goriilmiistiir. (p<0,05). Starter eksi
hamurlarinda 7,05-7,21 log kob/g iken spontan eksi maya 6rneklerinin fermentasyon
sonunda maya sayilar1 6,56 log kob/g ile 6,70 log kob/g arasinda degismektedir. En
diisik maya sayimi, fermentasyonun sonunda SHBIleksi hamurunda goriiliirken en
yliksek ESAI1 starter arpa eksi hamurunda goriilmiistiir. Yogurma sonrasi asitlik
degerlerinde LAB suslarinin kullanildigi hamur 6rnekleri ile kontrol gruplar1 arasinda
asitlik diizeyleri bakimindan istatiksel anlamli bir iliski bulunmustur (p<0,05). Bunun
temel nedeni bu gruplarda kullanilan LAB suslarininfermentasyon siirecinde laktik asit
ve asetik asit gibi organik asitleri iiretmelerinden dolayr hem yogurma, hem de
fermentasyondan sonra laktik asit bakterilerini igeren eksi hamur kullanilan ekmek
hamurlarinin pH’s1 hizli diigmesine ve titrasyon asitligi degerlerinin ise artmasina sebep
olmustur [246]. Arpa unundan hazirlanan eksi hamurda bakteri ve maya sayimnin ytliksek

bulunmasi pH diisiisiiniin daha yiiksek oldugunu gostermistir.

4.7.2 Uretilen Kavuzsuz Arpa Ekmeklerinin Hacim ve Sertlik Ozellikleri

Eksi hamur ekmek numunelerinin agirlik, spesifik hacim, sertlik, yapiskanlik ve renk

degerleri Tablo 4.16’da verilmistir.
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Tablo 4.16 Ekmek cesitlerinin teknolojik 6zellikleri

Ekmek Hacim S. hacim Sertlik
cesidi Un Cesidi  Sus Kombinasyonu ml ml/g N
AKE %100 B Starter 302,543,544 2.29+0,054¢ 2,59+0,1%0
AK1 %25A %75B Starter 254,940,148 1,87+0,0088 3,56+0,8P°
AK2 %50A %50B Starter 243,1£6,22¢  1,77+0,04¢ 7,52+0,2¢°
AK3 %T75A %25B Starter 228,0+£1,84P*  1,65+0,02P2 11,97+0,28b
AK4 %100A Starter 205,542,835 1,54+0,025 20,061,340
SK1 %100 B Spontan 247,14 240 1,65+0,044A° 5,53+0,25
SAl %25A %75B Spontan 215,6+0,08°  1,58+0,038° 11.,86+0,3P2
SA2 %50A %50B Spontan 206,5+2,8<*  1,46+0,02° 14,99+1.,1¢2
SA3 %T75A %25B Spontan 194,444 2P 1.37+0,010° 17,77+0,8B8
SA4 %100A Spontan 181,9+£2,1F 1,32+0,03F 27,06£1,142

Ayni1 kolondaki farkli biiyiik harfler ise ayni suslarin un farkliligina gore farkliliklarini, farkli kiigtik
harfler, suslar arasindaki farklilig1 belirtmektedir (p<0,05).

Tabloya gore ekmek hacmi 302,5 ml-181,90 ml; spesifik hacim 2,29 ml/g -1,32 ml/g
araliginda degistigi tespit edilmistir. Arpanin bugday bazli gidalara dahil edilmesi, arpa
bilesenlerinin gluten oraninin diismesine ve fizikokimyasal Ozelliklerinin birlesik
etkileri nedeniyle hamur giiciiniin azalmasina neden olmaktadir [223]. ESBI eksi
hamurla tiretilen bugday unu AKE kontrol ekmegi, SHBI spontan eksi hamur iceren
SK1 bugday unu kontrol ekmeginden daha yiiksek hacim ve spesifik hacim kabul
goriilmiistiir. Bugday ununda etkili olan secgilen suglar kavuzsuz arpa unu ile hazirlanan
eksi hamurda da etkili olmus olup ESA1 starter kiiltiirle hazirlanan arpa unu katkili
ekmekler SHA1 spontan eksi hamurla hazirlanan arpa unu katkili ekmeklerden hacim
ve spesifik hacim degerleri istatistiksel agidan onemli farklilik gostermistir (p<0,05)
(Tablo 4,16). Hacim AKE kontrol ekmegine en yakin starter eksi hamurdan iiretilen
AK1 ekmeginde goriilmiistir. En diisiik hacim ise spontan SA4 ekmeginde

goriilmiistiir.
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Ekmek Cesitleri

Sekil 4.32 AKE kontrol ekmeginin hacmine gore ekmek
cesitlerinin hacim kayb1

Bu durum sonucuna gore Sekil 4.32°de goriildiigii gibi AKE kontrol ekmegine, gore
AKI1 ekmegi %18, AK2 ekmegi %23, AK3 ekmegi %28, AK4 ekmegi %33, spontan
ekmekler ise SA1 ekmegi %31, SA2 ekmegi %36, SA3 ekmegi %40 ve SA4 ekmegi ise
%42 daha diisiik hacime sahip bulunmustur. Spontan eksi hamur ekmeklerinin starter
eksi hamur ekmeklerinden % hacim kaybi sirasiyla SA4>SA3>SA2>SA1>SK1 seklinde

siralanmustir.

20

10

%

MAK1

% Hacim DAK2

Artisi EAKS

Starter kiiltiir iceren ekmekler EAKA

Sekil 4.33 Starter kiiltiir ile tiretilen ekmeklerin spontan katkili
ekmeklere gore %hacim artisi

Starter kiiltiirle iiretilen ekmeklerin spontan fermentasyonla iiretilen ekmelerin hacmine
gore en yliksek artis %18 oraninda belirlenen AK2 ekmegi ile %17 oraninda artis ile
AK3 ekmeginde belirlenmistir (Sekil 4.33). Starter kiiltlirle {iretilmis kavuzsuz arpa
ekmeklerinde hacim artis1 beklendigi gibi en yiiksek bugday unu katkili ekmeklerde
goriilmiistiir. ESA1 starter eksi hamurdan {retilen kavuzsuz arpa ekmeklerinde ve
SHAT1 spontan eksi hamurla iiretilen ekmeklerde arpa orani artik¢a hacim ve spesifik
hacim diisiisii gézlenmis olsa da starter ekmeklerin hacmi ve spesik hacmi spontan

fermentasyonla {retilenlerden yiliksek bulunmustur. Tekstiir analizi (Tablo 4.16)
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sonucuna gore bugday unu orani artik¢a sertlikte diisiis goriilmektedir. Starter kiiltiirle
tiretilmis ekmeklerde sertlik degeri 2,59-20,06N iken spontan fermentasyonla iiretilen
ekmeklerde ise 5,53-27,06N olarak bulunmustur. En diisiik sertlik AK1 ekmeginde
goriilmiis olup en yiiksek sertlik spontan eksi hamur ekmegi olan SA4 ekmeginde tespit
edilmistir. Ozellikle sertligi diger ekmeklerden yiiksek olan %100 arpa unu igeren SA4
ekmegi SK4 ekmeginden %26 daha sert bulunmustur. Spontan arpali ekmekler starter
arpali ekmeklerden daha sert olup bugday unu artisina bagh olarak azalma gostermis
olup sus iceren kavuzsuz arpa ekmeklerinde de sertlik azalisi istatistiksel olarak énemli

bulunmustur.

4.7.3 Kavuzsuz Arpa Unu Ekmeklerinin Renk ve Duyusal Ozellikleri

Tablo 4.17 Ekmeklerin renk ozellikleri

Kabuk Rengi Ekmek ici Renk
Ekmek
Cesidi L* a¥ b* L* a¥ b*
AKE 70,01£0,384%  3,98+0,20P° 30,43+0,344° 71,64+0,124% 0,28+0,01%°  20,56+0,34°
AK1 60,99+0,088%  7,55+0,71¢% 28,64+0,255° 65,97+0,618* 2,95+0,08P* 17,17+0,305°
AK2 59,90+0,04*  8,63+0,518> 28,01+0,14® 64,14+0,04%* 3,63+0,07°* 16,87+0,295¢°
AK3 57,7240,09  9,94+0,454°  26,32+0,39° 62,62+0,05°* 4,16+0,11% 16,03+0,20<°
AK4 51,97+0,055  9,97+0,174%  25,32+0,38> 61,49+0,235% 4,49+0,15% 15,19+0,34¢°
SK1 63,98+0,394%  548+027%  31,64+0,26% 71,88+0,444% 0,29+0,14%° 20,64+0,564
SAl 54,6+0,60%  7,63+0,14P* 30,92+0,14%% 66,28+0,245* 3,10+0,06%° 20,50+0,14482
SA2 53,11£0,41¢*  9,75+0,10%% 29,17+0,848% 65,14+0,11¢* 4,18+0,11* 19,95+0,5452
SA3 49,65+£0,42P* 10,97+0,2282 28,35+1,395¢ 61,43+0,12P% 4,43+0,045 16,24+0,13¢
SA4 46,671,315 14,01£0,094% 24,41£1,30%* 52,58+0,265° 5,970,244  15,64+0,30¢*

Ayn kolondaki farkli biiyiik harfler ise ayni suslarin un farkliligina gore farkliliklarii, farkli
kiigiik harfler, suslar arasindaki farkliligi belirtmektedir (p<0,05).
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Ekmek Kabuk Rengi

i FFFEFTFFFTS
FFTTTFTTTFTIF
FFTTTTTFTTS

BL* Ba* Bb*

Sekil 4.34 Arpa ekmeklerinin kabuk renk (L*, a*, b*) degerleri

Tablo 4.17°de goriildiigii gibi arpa unu orani artist ekmek renk parametrelerini 6nemli
Olclide etkilemistir (p<0,05). Kabukta arpa orami arttikca L* degeri ve b* degerinin
diistiigii gézlenmistir. Ayrica a* degeri arpa orani artik¢a artig géstermis olup spontan
fermentasyonla iiretilmis ekmeklerde sus kullanilanlara gére daha yiiksek bulunmustur
(Sekil 4.34).  Starter kiiltiir iceren ekmeklerde b* degeri spontanlardan diisiik

bulunmustur. Spontan ekmekler daha kirmizi1 ve daha sar1 bulunmustur.

Ekmek ig Rengi

T FFEFri
T FFFF

BbLf ma* ab*

Sekil 4.35 Arpa ekmeklerinin ekmek i¢i renk (L*,a*,b*)degerleri

Ekmek i¢i L* degeri arpa ilavesi artik¢a diissede sus kullanilan ekmekler spontanlardan
daha parlak bulunmustur. Kirmizilik (a*) ekmek icinde artis gosterse de spontan
fermentasyonla iiretienlerin daha yiiksek degere sahip olduklari belirlenmistir. Sarilik
(b*) degeride %100 arpa unu iceren ekmeklere dogru diisiis gdstermis olup starter
kiltlir igeren ekmekler de spontan fermentasyonla {iretilen ekmeklere gore daha diistik
degerde belirlenmistir. Arpa ilavesi artikca ekmek i¢i de daha diislik sar1 (daha diistik
b*) ve daha fazla kirmizi renk (daha yiiksek a*) olusumu ile daha koyu hale gelmistir
(Sekil 4.35). Benzer ¢aligma yapan Blandino vd. [327] ve Holtekjolen vd. [223] arpa
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tiriinlerinin  bugday ekmegine dahil edilmesinin daha yiliksek a* degerleri ile

sonuc¢landigint géstermistir.

Sekil 4.36 Spontan kavuzsuz arpa unu ekmeklerin dis ve i¢ kesit goriintiisii 1. kontrol
%100 bugday, kavuzsuz arpa unu orani 2. %25, 3. %50, 4. %75, 5. %100

Sekil 4.37 Lb. brevis SAB31, Lb. plantarum SABI1S5, S. cerevisiae SAM1-4 starter
kiiltiir iceren kavuzsuz arpa unu ekmeklerinin dis ve i¢ kesit goriintiisi, 1. % bugday
kontrol, 2. %25, 3. %50, 4. %75, 5. %100 kavuzsuz arpa

Ekmek orneklerinin duyusal 6zellikleri Tablo 4.18” de verilmistir. Panelistler 6rnekleri
tat, aroma, gdzenek yapisi, kabuk ve i¢ renk, ¢ignenebilirlik ve genel begeni agisindan

degerlendirmistir (Sekil 4.36, 4.37).



Tablo 4.18 Uretilen ekmeklerin duyusal dzellikleri

Ekmek . Gozenek

Cesidi Tat Kabuk rengi I¢ renk Cignenebilirlik Yapisi Genel begeni
AKE 5,710,064 5,46+0,184%  553+0,10%*  530+0,18%  539+0,034%  5,8440,08%2
AK1 5,460,148 5.00+£0,11AB* 5,52+0,034  4,86+0,06%  52440,15%  5,63+0,1382
AK2 5,2940,058%  4,76+0,138¢*  51+0,1482  4,61+0,108¢*  4,7240,14B2 5 5240,0282
AK3 4,85+0,10“*  4,58+0,34%  4,95+0,06%  4,3840,06P*  4,35+0,18%%  4,68+0,12P2
AK4 4,4140,12%  4,18+0,08P*  4,50+0,07¢*  4,25+0,12P*  4,12+0,04P*  4,20+0,03%
SK1 4,33+0,074%  4,9440,084°  5,48+0,274°  4,58+0,424°  525+0,154°  5,36+0,114°
SAl 3,98+0,048°  4,3240,048>  4,31+0,448°  4,04+0,2628°  4,45+0,18%°  4,98+0,24A°
SA2 3,0740,10°  4,10+0,34B¢%  3,96+0,345°  3,65+0,115®  3,70+0,22®  3,56+0,18B°
SA3 2,92+0,11P  3,64+0,34P%  3,63+0,295°  328+0,05¢° 3,68+0,05°  3,00+0,20¢°
SA4 2,75+0,08%  3,3240,05%° 3,25+0,15%°  2,35+0,10®  2,60+0,17°® 2,79+0,11<°

Ayni kolondaki farkli biiyiik harfler ise aynisuslarin un farkliligina gore farkliliklarini, farkh kiiciik

harfler suslar arasindaki farklilig1 belirtmektedir (p<0,05).

Arpa bakimindan zengin ekmeklerin tat, kabuk- i¢ rengi, gozenek yapisi ve

cignenebilirlik agisindan Starterle {retilmis kontrol ekmege goére (SKE) en ¢ok

begenilen ESA1 eksi hamurla iiretilen AK1 ve AK2 ekmekleri skorlanmis olup, en

diisiik puanlama ise SHA1 spontan eksi hamurla {iretilen SA4 ekmeginde goriilmiistiir.

Ayn1 zamanda kavuzsuz arpa orani en yiiksek oranda iceren AK3 ve AK4 ekmekleri

SA3 ve SA4 ekmeklerinden lezzet, kabuk-i¢ renk, gozenek yapisi ¢ignenebilirlik ve

genel begeni agisindan daha yiiksek skorlanmistir (Sekil 4.36, Sekil 4.37).

=W W

Ekmeklerin Duyusal Ozellikleri

AR ARS

ART ORI DAL

DAL SRS SRS

ETat B Kabukrengi Gigrenk ECignenebilirik BGozenek Yapisi EGenel begeni

Sekil 4.38 Ekmek 6rneklerinin duyusal durumu
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Tiim ekmeklerde kabuk ve i¢ rengi arpa unu artikca diisiik puanlansa da tiiketici tercihi
olarak iyi olarak degerlendirilmistir. AK1 ve AK2 ornekleri i¢ renk ve dig kabuk rengi
bakimindan en ¢ok tercih edilen ornekler olarak bulunmustur. Goézenek yapisi ve
cignenebilirlik puanlar1 en yiikksek AK1 ve AK2 ekmekleri olsa da AK3 ve AK4
ekmekleri de 4’lin ilizerinde puanlamistir. Spontan ekmekler de bugday unu orani
artisina bagl olarak gozenek yapisi ve ¢ignenebilirlik puani artsa da 4’lin {izerine
cikamamistir. En diisik SA4 ekmeginde goriilmiis olup c¢ok kotli olarak
degerlendirilmistir. Genel begeni olarak diisiik puanlara sahip olan spontan
fermentasyon ile hazirlanan eksi hamur ilavesiyle tiretilen SA3 ve SA4 kavuzsuz arpa
ekmegi Ornekleri, genel tercih puanlar1 agisindan en az takdir edilen ekmek Grnekleri
olmuglardir (Sekil 4.38). En ¢ok begenilen 6rnek Lb. plantarum SABI1S, Lb. brevis
SAB31, S. cerevisiae SAMI1-4 kiiltir kombinasyonunu igeren EHAI1 eksi hamur
eklenmis %25 ve %50 arpa unu katkili AK1(5.60) ve AK2 (5.16) eksi hamur ekmegi
olmustur. Duyusal 6zellikler acisindan kontrol ekmekler ile kiyaslandiginda starter ile
iiretilen ekmekler spontan katkili ekmeklerden yiiksek puanlanmis olup susun ekmegin
duyusal o6zellikleri iizerine olumlu katkis1 tiiketici tercihi ile belirlenmistir. Ayni
zamanda da panelistlerce eksi hamur iceriginin %100 arpa unu iceren AK4 ve SA4

ekmeklerinde yogun arpa tadini baskiladigi goriisiinde bulunmuslardir.
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S

SONUC VE ONERILER

Biyoteknolojik bir iiriin olan eksi hamurun hamur c¢esidine bagl olarak say1 ve tiir
bakimindan farklilik gosteren LAB ve mayalar bulunmaktadir. Bugday dis1 tahillarin
hem besleyici hem teknolojik ag¢idan iyilestirilmesinde LAB mikrobiyotast ve
karakterizasyonu ¢ok onemli olup bu unlarin biyogesitliligi ve starter kiiltiiriin se¢imi
i¢in arastirilmalar son yillarda artmistir. Ulkemizde yetistirilen besinsel degeri yiiksek
olan siyez ve kavuzsuz arpa ununun mikrobiyotasi {izerine az sayida calisma
bulunmaktadir. Ayrica siyez ve kavuzsuz arpa eksi hamurunun ekmek yapiminda
kullanimina ydnelik calismalar azdir. Bu calismada siyez ve kavuzsuz arpa unundan
spontan eksi hamur iiretilerek LAB ve maya mikrobiyotasi arastirilmistir. Bu amacla
oncelikle hizli bir 6n tanimlama amaciyla FTIR kullanilmis daha sonra molekiiler
yontem olan PCR ile molekiiler olarak tanimlanmistir. Tanimlanan bu LAB ve
mayalarin teknolojik 0Ozellikleri incelenerek uygun eksi hamur formiilasyonu
belirlenmeye ¢alisilmigtir. Siyez ve kavuzsuz arpa unundan eksi hamur iiretilmis ve bu
eksi hamur 6rnekleri ile ekmek tiretilerek siyez ve kavuzsuz arpa ekmeklerin teknolojik

Ozellikleri incelenmistir. Bu kapsamda elde edilen ana sonuglar su sekilde 6zetlenebilir:

e Siyez unundan spontan olarak hazirlanan eksi hamur 4 giinliik besleme sonunda
pH ve maya/ LAB orani olgun eksi hamur i¢in yeterli oldugu belirlenmistir.
Kavuzsuz arpa unundan hazirlanan spontan eksi hamur ise 3 giin beslemenin
sonunda maya/LAB sayis1 olgun bir eksi hamur iiretimi i¢in uygun oldugu
gorilmiustiir.

e Siyez ve kavuzsuz arpa eksi hamurunun LAB biyogesitliligini belirlemek
acisindan ModMRS, MRS, MRS-5 ve Rogosa agar gibi fakli besiyerlerine ekim
yapilarak bakteri izole edilmistir. Siyez eksi hamurunda en yiiksek LAB miktari
ModMRS agarda en diisiik deger MRS-5 agarda belirlenmis olup kavuzsuz arpa
eksi hamurunda ise en yliksek deger ModMRS ve MRS agarda en diisiik deger
ise MRS agarda goriilmiistiir. LAB tiir ¢esitliligi agisindan ModMRS ve MRS-5

agar ortamlar1 biyogesitliligi belirlemek agisindan uygun bulunmustur.

95



Siyez ve kavuzsuz arpa eksi hamurundan izole edilen izolatlara ilk olarak
FTIR’da 6n tamimlama yapilmistir. Siyez eksi hamurundan elde edilen 57
izolattan 42’si FTIR’da iyi sonug¢ vererek LAB olarak tanimlanmistir. Cluster
analizine gore farkli branglardan 32 temsili LAB’leri secilmistir. Secilen 16S
rDNA sekanslamasi sonuglarma gore Lb. crustorum, Pediococcus spp., Lb.
brevis, Lb. paraplantarum, Lb. plantarum, Lb. fermentum, Lb. curvatus olmak
iizere farkli LAB’leri tanimlanmustir. Siyez eksi hamurunda dominant tiir olarak
Lb. crustorum bulunmustur.

Kavuzsuz arpa eksi hamurundan elde edilen 80 izolattan 67’si FTIR’da iyi sonug
vererek LAB olarak tanimlanmistir. Cluster analizine gore farkli branglardan 32
temsili LAB’leri se¢ilmistir. Segilen 16S rDNA sekanslamasi sonuglarina gore
dokuz ana grup kiimelenmis olarak Pedioscoccus spp., Lb. brevis, Lb. curvatus,
Lb. fermentum, Lb. crustorum/Lb.musae, Lb. plantarum, Lb. paralimentarius,
Lb. equigenerosi ve Leu. mesenteroides LAB’leri tanimlanmis olup Pediococcus
kavuzsuz arpada baskin cins olarak belirlenmistir. Lb. crustorum/Lb.musae
ayrimi tam olarak yapilamamustir.

Yapilan ¢alismada siyez ve kavuzsuz arpa unlarindan laboratuvar sartlarinda geri
beslemeli olarak iiretilen spontan eksi hamurlarindan izole edilen mayalardan
FTIR‘da tanimlandiktan sonra 26S rDNA sekanslamasi sonuglarina gore baskin
tiir S. cerevisiae belirlenmistir. Bunun disinda C. glabrata, W. anomalus her iki
eksi hamurda belirlenmis olup R. mucilaginosa ise siyez eksi hamurundan
tanimlanmistir.

Tanimlanan LAB’lerin NaCl, safra tuzu ve pH’ya karsi direngleri (%
canliliklar1) belirlenmis olup antibakteriyel, antifungal ve fitaz aktiviteleri gibi
teknolojik Gzellikleri incelenmistir. Siyez eksi hamurundan tanimlanan
LAB’lerinin her bir tiirlinden secilen 13 LAB ve kavuzsuz arpa eksi
hamurununda tanimlanan her bir tiirden sec¢ilen 19 LAB’nin asit ve tuza
toleransh bakteriler oldugu belirlenmistir. Lb. fermentum SB19, P. acidilactici
2AB, Lb. crustorum SB7, Lb. crustorum 17AB, Lb. brevis SB68 ve Lb.
plantarum SB21 ve Lb. paraplantarum SB22 NaCl, safra ve aside karst %90
tizerinde canlilik gézlenmistir.

Kavuzsuz arpadan secilen P. acilactici SAB19, P. acilactici SAB10, P.
acilactici SAB13, P. acilactici SAB26, P. pentosaceus SAB7, Lb. curvatus
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SAB30, Lb. curvatus SAB35, Lb. curvatus SAB1, Lb. equigenerosi SAB21, Lb.
brevis SAB31, Lb. brevis SAB34, Lb. brevis SAB16, Lb. plantarum SAB30, Lb.
plantarum SAB15 ve Lb. plantarum SAB32 NaCl, safra ve aside kars1 %90
tizerinde canlilik gézlenmistir.

LAB’lerin antibakteriyal agidan incelendiginde siyezden teknolojik 6zellikleri
incelenen 13 LAB’si B. subtilis’e karsi antimikrobiyal aktivite gosterirken,
kavuzsuz arpadan teknolojik ozellikleri incelenen 19 LAB’den 2 tanesi harig
(Lb. curvatus SAB35, Lb. plantarum SAB31) geri kalan bakteriler B. subtilis’e
kars1 antimikrobiyal aktivite gostermistir. Lb. plantarum SB22, P. acidilactici
2AB, P. acidilactici SAB26, P. acidilactici SAB13, P. acidilactici SAB12, Lb.
curvatus SAB33, Lb. curvatus SABI, Leu. mesenteroides SAB20, Lb. plantarum
SAB15, Lb. equigenerosi SAB21, Lb. musae SAB3 B. subtilis ATCC6633, B.
cereus ATCC 11778 ve E. coli ATCC 25922’ye karst (>10mm
zonantimikrobiyal aktivite gostermistir.

LAB tiirlerinin Penicillium carneum, Aspergillus flavus ve Aspergillus niger’e
kars1 antifungal aktivitesi incelenmistir. Lb. paraplantarum SB22, Lb. crustorum
SB7, Lb. crustorum 17AB ve Lb. brevis SB68, Lb. paralimentarius SAB23, Lb.
brevis SAB16, Lb. brevis SAB31, P. acidilactici SAB26, Lb. plantarum SAB15,
P. acidilactici SAB10 ve P. acidilactici SABI13 Penicillium carneum,
Aspergillus flavus ve Aspergillus niger kiiflerine karsi antifungal aktivite
gostermistir.

En yiiksek fitaz aktivitesi laktik asit bakterilerinden Lb. paraplantarum SB22 ve
Lb. plantarum SB17 (14mm), P. pentosaceus SAB7, Leu. mesenteroides SAB20
ve Lb. plantarum SAB15 izolatlarinda belirlenmistir.

Siyez ve kavuzsuz arpadan teknolojik 6zellikleri incelenen mayalardan 3SM1-3,
3SM3-3, 3SM7-0, 4SAM2-4, SAM1-4 kodlu S. cerevisiae NaCl’ye ortalama
%98, safraya ortalama %97 ve aside kars1 ortalama %96 canlilik gostermislerdir.
Tanimlanan tiim mayalarda fitaz aktivitesi goriilse de en yiiksek fitaz aktivitesi
S. cerevisiae 3SM7-0 ve C. glabrata 3SAM1-4’te gorilmiistiir. Ayrica 3SM3-3,
SM7-0 ve SAM1-4 kodlu S. cerevisiae’da da goriilmiistiir.

S. cerevisiae 3SM3-3, W. anomalus 2SM2-1, R. mucilaginosa SM2-0, S.
cerevisiae 3SM7-0, W. anomalus SAM1-2, S. cerevisiae SAM1-4 tiirlerinde B.

subtilis’e kars1 antimikrobiyal aktivite tespit edilmistir.
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Teknolojik ozellikleri incelen LAB ve mayalardan starter kombinasyonu
olusturularak siyez ve kavuzsuz arpa ekmegi yapilmistir. Siyez unu spontan
eksi hamurundan izole edilmis rekabet giicii yliksek asit ve tuza toleransh
3SM3-3 ve 3SM1-3 kodlu 2 farkli S. cerevisiae ile SB22 Lb. plantarum, SB68
Lb. brevis izolatlarindan iiretilen SS1 ve EHS1 eksi hamurlarinin siyez ve siyez-
bugday ekmegi iizerinde kullanim potansiyeli incelenmistir.

Kavuzsuz arpa unu spontan eksi hamurundan izole edilmis rekabet giicii yliksek
asit ve tuza toleransli SAMI1-4 kodlu S. cerevisiae ile SABI5 kodlu Lb.
platarum, SAB31 kodlu Lb. brevis izolatlarindan iiretilen ESA1 eksi hamurunun
kavuzsuz arpa ekmegi lizerinde kullanim potansiyeli arastirilmistir.

Uretilen eksi hamurlarin pH’lar1 20. saat sonunda pH 4,00 ve altina diismiistiir.
Starter eksi hamurlar1 spontanlardan LAB ve maya sayimlar1 bakimindan daha
yiiksek diizeyde bulunmustur.

SS1, EHSI eksi hamur igeren siyez unu katkili ekmekler ile ESA1 eksi hamur
igeren kavuzsuz arpa unu katkili ekmeklerin gére hacim ve spesifik hacimleri
spontan liretilen ekmeklere gore 6nemli diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir.
Tekstiir degerleri agisindan bugday unu orani artan siyez ve kavuzsuz arpa unu
ekmeklerin daha iyi bulundugu ve spontan ekmekler starter kullanilarak iiretilen
ekmeklere gore daha sert bulunmustur.

Bugday unu ilavesi siyez ve kavuzsuz arpa unu ekmek oOrneklerinin, L*
(parlaklik) degerini, hem ekmek i¢inde hem de ekmek kabugunda arttirmistir.
Parlaklik ayn1 zamanda starter ekmeklerde spontan ekmeklere gore daha yiiksek
bulunmustur.

Siyez ekmeklerinde siyez orani artisina bagli olarak kabuk renginde a* degeri
daha yiiksek bulunurken, b* degerinin azaldig1 goriilmiistiir. Ekmek i¢i ise siyez
orani artisina bagh olarak a* ve b* degerlerinde artis goriiliirken, sus kullanimi
b* degerini diigiirmiistiir. Siyez ilavesi ekmek i¢ini daha az kirmizi daha fazla
sar1 renk olusumu goriilmiistiir.

Kavuzsuz arpa ekmeklerinde kabukta arpa orami arttikga L* degeri ve b*
degerinin diistiigli a* degerinin arttig1 gdzlenmistir. Arpa ilavesi artikca ekmek
icinde daha fazla kirmizi renk (daha yliksek a*) ve daha diisiik sar1 (daha diistik
b*) goriilmiistiir. Starter kiltiir katkili ekmekler spontan eksi hamur igeren

ekmeklere gore daha az sar1 ve kirmizi belirlenmistir.
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e Duyusal analiz sonuglarina gore siyez ve kavuzsuz arpa ekmeklerinde starter
iceren eksi hamur ekmekleri spontan fermentasyonla {iretilenlere gore daha c¢ok
begenilmis olup bugday unu katkili ekmekler tat, tekstiir, renk, ¢ignenebilirlik ve

genel kabul a¢isindan begenisi daha yliksek bulunmustur.

Bu calismanin sonucu olarak siyez ve kavuzsuz arpa ununun teknolojik 6zelliklere sahip
LAB ve maya agisindan yeni bir kaynak oldugu belirlenmistir. LAB ve maya
izolatlarindan farkli tiirler se¢mek icin genotipleme Oncesi FTIR analizinin
kullaniminin, se¢im hizin1 arttirarak iyi sonucglar verdigi gosterilmistir. Caligsma
sonucunda ekmek kalite parametreleri, duyusal analiz sonuglar1 goz 6niine alindiginda
Lb. paraplantarum SB22, Lb. brevis SB6S, S. cerevisiae 3SM1-3 starter kiiltiiriiniin
siyez ve siyez-bugday ekmegi lizerinde, Lb. plantarum SAB15, Lb. brevis SAB31 ve S.
cerevisiae SAM1-4’lin ise kavuzsuz arpa-bugday unu katkili ekmeklerde kullanimi
onerilmektedir. Siyez ve kavuzsuz arpa unlarinin %15 {izerinde bir oranda katiliminin
iirtin Ozelliklerini olumsuz etiledigi bildirilmistir. Fakat eksi hamur fermentasyonu ile
bu miktarin artirilabilmesinin miimkiin oldugu belirlenmistir. Bdylece, besleyici

ozellikleri yiiksek bu unlarin kullanimin oranlar artirilabilecektir.
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A

SEKANSLANAN LAB’NIN 16S rDNA
GEN DIiZILIMLERI

SB3 Lactobacillus brevis

TGCTAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGC
ACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGA
ACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCT
TCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGC
ATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTG
GGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTA
CAATGGACGGTACAACGAGTTGCGAAGTCGTGAGGCTAAGCTAATCTCTTA
AAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTTGGA
ATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTT
GTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGA
GATAACCTTCGGGAGTCAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAA
GTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGTTGTAATCCACCGTTCCT
GCATACCGCTACCTTGTTACGACATCACCCTAATCATCTGTCCACCTTAGA

SB4 Lactobacillus plantarum

GCTAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCA
TTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAA
CCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTT

CGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG

ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCA
TTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTAC
AATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAA

AGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAA
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TCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG
TACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGG
GTAACCTTTTAGGAACCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAA
GTCGTAACAAGGTAGCC

SBS5 Lactobacillus curvatus

GTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGG
TTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG
TTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACC
ACTCTAGAGATAAAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAATGACAGGTGGTGCATG
GTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC
AACCCTTATTACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCC
GGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTA
TGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTCGCGAAAC
CGCGAGGTTTAGCTAATCTCTTAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTG
CAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCC
GCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGA
GTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGGTAACCTT

SB6 Lactobacillus plantarum

ATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAA
GCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAA
GAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCC
CTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAG
CATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCT
ACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTT
AAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGG
AATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCC
TTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGT
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GGGGTAACCTTTTAGGAACCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGT
GAAGTCGTA

SB7 Lactobacillus crustorum

GTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCC
GCCTGGGGAGTACGATCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTT
ACCAGGTCTTGACATACCATGAAAAGCTAAGAGATTAGTCTTTCCCTTCGGG
GACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAG
TTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACG
ACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG
TCGGTACAACGTGCTGCGAACTCGCGAGGGTAAGCAAATCACTTAAAACCG
ATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCT
AGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACA
CACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAA
CCCTTCGGGGAACTAGCCGCCTAAGGTGGGACAAATGATTAGGGTGAAGTC
GTAACAAGGTAGCCGTAGGAGAAACTGCGGTTGAACCACCTGTCATAGATA
AGGCTACCTTGGTACGACTTCACCCTAATCATTTGTCCCACTTAGGCGGCTA
GTTCCCGAAGGGTTA

SB10 Lactobacillus crustorum

TGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAG
CACTCCGCCTGGGGAGTACGATCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAG
AACCTTACCAGGTCTTGACATACCATGAAAAGCTAAGAGATTAGTCTTTCCC
TTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGC
ATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTG
GGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCT
ACAATGGTCGGTACAACGTGCTGCGAACTCGCGAGGGTAAGCAAATCACTT
AAAACCGATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTG
GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
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CTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGT
GGGGTAACCCTTCGGGGAACTAGCCGCCTAAGGTGGGACAAATGATTAGGG
TGAAGTCGTAACAAGGTAAACGTAGGAGAACCTGCGGTTCATAACCCCCCT
CCCTACAATACGGTTACTTTGTTACGACCTTCACCCTAAATCACTTTGTCCAC
CCTTAGGCGGCTAGTTTCCGAAGGGTTTACCCCACCGA

SB11 Lactobacillus brevis

GTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCC
GCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCT
TACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCTTCGG
GGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG
TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTC
AGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGG
ATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAA
TGGACGGTACAACGAGTTGCGAAGTCGTGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAG
CCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTTGGAATC
GCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGA
TAACCTTCGGGAGTCAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAAGGTGAAGT
CCTAACAAGGTAGCCGTAGGACAACCTGGGGTATCTAATCCCCGTCTTGACT
AACGCTACCTTGTTACGACTTCACCCTAATCATCTGTCCACCTTA

SB12 Lactobacillus crustorum

AAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACT
CCGCCTGGGGAGTACGATCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGG
CCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC
TTACCAGGTCTTGACATACCATGAAAAGCTAAGAGATTAGTCTTTCCCTTCG
GGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATT
CAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGG
ACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAA
TGGTCGGTACAACGTGCTGCGAACTCGCGAGGGTAAGCAAATCACTTAAAA
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CCGATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATC
GCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGG
TAACCCTTCGGGGAACTAGCCGCCTAAGGTGGGACAAATGATTAGGGTGAA
GTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGTTCAATACAACAAACCTA
GAATAACGGCTACCTTTGTGTACGACTTCACCCTAATCATTTGTCCACCTTA
GCGGCTAGTTCCCGAAGGTTACCCACCGACTTTGGGTGTTACAAACTCTCAG
GTG

SB13 Lactobacillus curvatus

GGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTC
CGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGG
CCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC
TTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCG
GGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTACTAGTTGCCAGCATT
TAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGG
ACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACCA
TGGATGGTACAACGAGTCCCGAGACCGCGAGGTTTACCTTATCTCTTAAAAC
CATTCTCACTTTCGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGGGTCT
TTCGTATTCCCGGATAATAATGCCCCGGTGAATACGTTTGCGGGGCTTGTGC
ACACTCCCCTTGACTCCCAGAGAGGTTGTGACACCCCCAAGGCGGAGGGTT
TAATGCTTGAGCTGCGGCCCTCAAGGGTGGAACACCCTCCTACGCGGAACA
ATCCTCGTTGTATCAAATGAACAACCAGGGTATCTACCCCGGTCTTGGCTTA
AGCTACCTTGTTACGACTTCACCCTAATCATCT

SB14 Lactobacillus crustorum

GTGCTAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAG
CACTCCGCCTGGGGAGTACGATCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAG
AACCTTACCAGGTCTTGACATACCATGAAAAGCTAAGAGATTAGTCTTTCCC
TTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGC
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ATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTG
GGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCT
ACAATGGTCGGTACAACGTGCTGCGAACTCGCGAGGGTAAGCAAATCACTT
AAAACCGATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTG
GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
CTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGT
GGGGTAACCCTTCGGGGAACTAGCCGCCTAAGGTGGGACAAATGATTAGGG
TGAAGTCGTAACAAGGTAGCCATAGGAGAACCTGCGGTTGAATCCACGTTC
TGCATACGCTACCTTGTTACGACTTCACCCTAATCATTTGTCCA

SB15 Lactobacillus crustorum

TAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCAC
TCCGCCTGGGGAGTACGATCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC
CTTACCAGGTCTTGACATACCATGAAAAGCTAAGAGATTAGTCTTTCCCTTC
GGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCAT
TCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGG
GACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGTCGGTACAACGTGCTGCGAACTCGCGAGGGTAAGCAAATCACTTAAA
ACCGATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAAT
CGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGG
TAACCCTTCGGGGAACTAGCCGCCTAAGGTGGGACAAATGATTAGGGTGAA
GTCGTAACAAGGTAGCAGTAGGAGAACCTGCGGTCGTAACCCACCATCCTA
GACATACGGCTACCTTTGTTTACGACCTTCACCCTAGATCATTTGTCCACCTT
TAGGCGGCTAGTTCCCGAAGGGTTACCCCACCGACTTGGGTGTTACAAACTC
TCAGGGTGTG

SB16 Lactobacillus crustorum
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GTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCC
GCCTGGGGAGTACGATCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTT
ACCAGGTCTTGACATACCATGAAAAGCTAAGAGATTAGTCTTTCCCTTCGGG
GACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAG
TTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACG
ACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG
TCGGTACAACGTGCTGCGAACTCGCGAGGGTAAGCAAATCACTTAAAACCG
ATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCT
AGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACA
CACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAA
CCCTTCGGGGAACTAGCCGCCTAAGGTGGGACAAATGATTAGGGTGAAGTC
GTAACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGTACATAACCACCCTCCCTACC
TAACGGCTACCTTTGTTACGACTTCACCCTAATCATTTGTCCACCTTAGGC

SB17Lactobacillus plantarum

ATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAA
GCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAA
GAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCC
CTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAG
CATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCT
ACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTT
AAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGG
AATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCC
TTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGT
GGGGTAACCTTTTAGGAACCAGCCGCCTAAAGTGGGACAGATGATTAGGGT
GAAGTCGTAACAAGGTAGCAAAAAGGACAACTGCGGTATCAACCCCCGTCT
TACATACGGCTACCTTTGTTACGACTTCACCCTAATCATCT

SB18 Lactobacillus crustorum
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AGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTC
CGCCTGGGGAGTACGATCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCT
TACCAGGTCTTGACATACCATGAAAAGCTAAGAGATTAGTCTTTCCCTTCGG
GGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG
TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTC
AGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGG
ACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAA
TGGTCGGTACAACGTGCTGCGAACTCGCGAGGGTAAGCAAATCACTTAAAA
CCGATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATC
GCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGG
TAACCCTTCGGGGAACTAGCCGCCTAAGGTGGGACAAATGATTAGGGTGAA
GTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGTTGATATCAACCTCCTAA
AAACGGCTACCTTGTTACGAATCACCCTAATCATTTGTCCACCTTAGGCGGC
TAGTTCCCGAAGGGTTACCCCACCGACTTGGGGTGTTACAAACTCTCAGGT

SB19 Lactobacillus fermentum

TAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTAAGCAC
TCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAAC
CTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCCAACCCTAGAGATAGGGCGTTTCCTTC
GGGAACGCAATGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCCAGCAT
TAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGG
GACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGACGGTACAACGAGTCGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCTCTTAAA
ACCGTTCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCACGAAGTCGGAA
TCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG
TACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGG
GTAACCTTTTAGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAA
GTCGTAACAAGGTAGCCAAAAGAGAACCTGCGGTTGAATCCCCCCTCCTAA
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CAACGCTACCTTTGTTACGACTTCACCCTAATCATCTGTCCACCTTAGGCGG
CTGGCTCCTAAAAGGTTACCCCACCGACTTTGGGTGTTACAAACTCTCAGGT

SB20 Pediococcus pentosaceus

CTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGTA
ATCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAAGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAA
CCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGACAGTCTAAGAGATTAGAGGTTCCCTT
CGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTACTAGTTGCCAGCA
TTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG
GGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTAC
AATGGATGGTACAACGAGTCGCGAGACCGCGAGGTTAAGCTAATCTCTTAA
AACCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGA
ATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTT
GTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGG
GGTAACCTTTTAGGAGCTAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGA
AGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGTTGATACCCCCATCCTT
GAATAAGGCTACCTTTGTTACGACTTCACCCTAATCATCTGTCCACCTTTAG
ACGGCTAGCTCTAAAAGGTTACCCCACCGGCTTTGGGTGTTACAAACTCTCA
TGGTG

SB21 Lactobacillus plantarum

TGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAG
CATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAG
AACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCCAATCTAAGAGATTAGACGTTCCC
TTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGC
ATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTG
GGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTA
CAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAAATCGCGAGAGTTAGCTAATCTCTTA

AAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGA
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ATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTT
GTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGG
GGTAACCTTTTAGGAACCAGCCGCCTAA

SB22 Lactobacillus paraplantarum

CTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTC
AAAGGAATTGACGGGGGCCCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA
GCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGA
TTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTA
TCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAAC
CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGC
TACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTA
AGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCT
ACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATA
CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACAC
CCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAACCAGCCGCCTAAAGTGGGACAG
ATGATTAG

SB23 Lactobacillus crustorum

AGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTC
CGCCTGGGGAGTACGATCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCT
TACCAGGTCTTGACATACCATGAAAAGCTAAGAGATTAGTCTTTCCCTTCGG
GGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG
TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTC
AGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGG
ACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAA
TGGTCGGTACAACGTGCTGCGAACTCGCGAGGGTAAGCAAATCACTTAAAA
CCGATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATC
GCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGG
TAACCCTTCGGGGAACTAGCCGCCTAAGGTGGGACAAATGATTAGGGTGAA
GTCGTAACAAGGTAGCAAGTAGGAGAACCTGCGGTTGGATTCACCGTTCTT

134



GACAAACGGCTACCTTGTTACGACTTCACCCTAAATCATTTTGTCCACCTTA
GGCGGCTAGTTCCCGAAGGG

SB24 Lactobacillus crustorum

TGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCG
CCTGGGGAGTACGATCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTA
CCAGGTCTTGACATACCATGAAAAGCTAAGAGATTAGTCTTTCCCTTCGGGG
ACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAGT
TGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACG
ACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG
TCGGTACAACGTGCTGCGAACTCGCGAGGGTAAGCAAATCACTTAAAACCG
ATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCT
AGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACA
CACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAA
CCCTTCGGGGAACTAGCCGCCTAAGGTGGGACAAATGATTAGGGTGAAGTC
GTAACAAGGTAG

SB25 Lactobacillus fermentum

AGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTAAGCACT
CCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAAC
CTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCCAACCCTAGAGATAGGGCGTTTCCTTC
GGGAACGCAATGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCCAGCAT
TAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGG
GACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGACGGTACAACGAGTCGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCTCTTAAA
ACCGTTCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCACGAAGTCGGAA
TCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG
TACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGG
GTAACCTTTTAGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAA

135



GTCGTAACAAGGTTGCCAGAATGAACAACTGCGGTATCTATCCCCCTTCTTA
GCATAGCTACCTTGTTACGACTTCACCCTAATCATCTGTCCACCTTAGGCGG
CTGGCTCTAAAAGGTTTACCCCACCGACTTTGGGTGTTACAAACTCTCATGG

SB26 Lactobacillus crustorum

GTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCC
GCCTGGGGAGTACGATCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTT
ACCAGGTCTTGACATACCATGAAAAGCTAAGAGATTAGTCTTTCCCTTCGGG
GACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAG
TTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACG
ACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG
TCGGTACAACGTGCTGCGAACTCGCGAGGGTAAGCAAATCACTTAAAACCG
ATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCT
AGTAATCGCGGATCAACATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACA
CACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAA
CCCTTCGGGGAACTAGCCGCCTAAAGTGG

SB34 Lactobacillus brevis

TGCTAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGC
ACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGA
ACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCT
TCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGC
ATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTG
GGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTA
CAATGGACGGTACAACGAGTTGCGAAGTCGTGAGGCTAAGCTAATCTCTTA
AAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTTGGA
ATCGCTAGTAATCGCGGATC
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SBS3 Lactobacillus plantarum

TCACGCTAACGATGATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGC
AGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAAC
TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAA
GAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTC
GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC
TTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGA
CAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACC
TGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGA
GAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACT
CGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGT
GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGT
AACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAACCAGCCGCCTAAGGTGG
GACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCG
GTTGGATCACCTCCTAAAAAAAGG

SB63 Lactobacillus brevis

GTGCTAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAG
CACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAG
AACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCCC
TTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAG
CATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGA

SB67 Pediococcus acidilactici

ATTACTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTA
AGTAATCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAAGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGA
AGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAACCTAAGAGATTAGGCGTTC
CCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
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GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTACTAGTTGCCA
GCATTCAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
TGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTG
CTACAATGGATGGTACAACGAGTCGCGAAACCGCGAGGTTTAGCTAATCTC
TTAAAACCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTG

SB66 Pediococcus acidilactici

ACTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGT
AATCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAAGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGA
ACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAACCTAAGAGATTAGGCGTTCCCT
TCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTACTAGTTGCCAGC
ATTCAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTG
GGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCT
ACAATGGATGGTACAACGAGTCGCGAAACCGCGAGGTTTAGCTAATCTCTT
AAAACCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCG
GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC

SB68 Lactobacillus brevis

AGTGCTAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAA
GCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAA
GAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCC
CTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCA
GCATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGC
TACAATGGACGGTACAACGAGTTGCGAAGTCGTGAGGCTAAGCTAATCTCT
TAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTTG
GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGG
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2AB —Pediococcus acidilactici

CTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGTA
ATCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAAGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAA
CCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAACCTAAGAGATTAGGCGTTCCCTT
CGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTACTAGTTGCCAGCA
TTCAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG
GGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTAC
AATGGATGGTACAACGAGTCGCGAAACCGCGAGGTTTAGCTAATCTCTTAA
AACCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGA
ATCGCTAGTAATCGCGGATC

S5AB Lactobacillus fermentum

GTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTAA
GCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAA
GAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCCAACCCTAGAGATAGGGCGTTTC
CTTCGGGAACGCAATGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCCA
GCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
TGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTG
CTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCTC
TTAAAACCGTTCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCACGAAGTC
GGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGG
CCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCG
GTGGGGTAACCTTTTAGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGG
GTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGTATTACCCCCTTC
CTTTAACGGCTACCTTGTTACGACTTCACCCTAATCATCTGTCCCACCTTAGG
CGGCTGGCTCCTAAAGGTTACCCCACCGACTTGGGTGTTACAAACTCTCAGG
GT
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17AB Lactobacillus crustorum

ATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAA
GCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAA
GAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCC
CTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAG
CATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCT
ACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTT
AAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGG
AATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCC
TTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGT
GGGGTAACCTTTTAGGAACCAGCCGCCTAAAGTGGGACAGATGATTAGGGT
GAAGTCGTAACAAGGTAGCAAAAAGGACAACTGCGGTATCAACCCCCGTCT
TACATACGGCTACCTTTGTTACGACTTCACCCTAATCATCT

18AB Lactobacillus fermentum

TAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTAAGCAC
TCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAAC
CTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCCAACCCTAGAGATAGGGCGTTTCCTTC
GGGAACGCAATGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCCAGCAT
TAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGG
GACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGACGGTACAACGAGTCGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCTCTTAAA
ACCGTTCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCACGAAGTCGGAA
TCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG
TACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGG
GTAACCTTTTAGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAA
GTCGTAACAAGGTAGCCAAAAGAGAACCTGCGGTTGAATCCCCCCTCCTAA
CAACGCTA
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SABG6 Pediococcus acidilactici

CTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGTA
ATCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAAGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAA
CCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAACCTAAGAGATTAGGCGTTCCCTT
TCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGC

SAB13Pediococcus acidilactici

TGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGTAATCCG
CCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAAGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTA
CCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAACCTAAGAGATTAGGCGTTCCCTTCGGGG
ACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTACTAGTTGCCAGCATTCAG
TTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACG
ACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG
ATGGTACAACGAGTTGCGAAACCGCGAGGTTTAGCTAATCTCTTAAAACCA
TTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCT
AGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACA
CACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGGGGTAA
CCTTTTAGGAGCTAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCG
TAACAAGGTAGCCGTAGGAGAA

SAB4 Pediococcus acidilactici

CTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGTA
ATCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAAGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAA
CCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAACCTAAGAGATTAGGCGTTCCCTT
CGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTACTAGTTGCCAGCA
TTCAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG
GGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTAC
AATGGATGGTACAACGAGTCGCGAAACCGCGAGGTTTAGCTAATCTCTTAA
AACCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGA
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ATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTT
GTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGG
GGTAACCTTTTAGGAGCTAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGA
AGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGTTGAATCCACCCTCTCT
GCAAAGGCTACCTTGTTACGACATCACCCTAATCATCTGTCCCACCTTAGAC
GGCTAGCTCTAAAAGGTTACCCCACCGGCTTTGGGTGTTACAAACTCTC

SAB19 Pediococcus acidilactici

TACTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAG
TAATCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAAGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAG
AACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAACCTAAGAGATTAGGCGTTCCC
TTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTACTAGTTGCCAG
CATTCAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGC
TACAATGGATGGTACAACGAGTCGCGAAACCGCGAGGTTTAGCTAATCTCT
TAAAACCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCG
GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
CTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGG
TGGGGTAACCTTTTAGGAGCTAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGG
TGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGTTGA

SAB10 Pediococcus acidilactici

TACTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAG
TAATCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAAGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAG
AACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAACCTAAGAGATTAGGCGTTCCC
TTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTACTAGTTGCCAG
CATTCAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGC
TACAATGGATGGTACAACGAGTCGCGAAACCGCGAGGTTTAGCTAATCTCT
TAAAACCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCG
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GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
CTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGG
TGGGGTAACCTTTTAGGAGCTAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGG
TGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGTTGGATTCACCCTC
CTATATACGGCTACCTTGTTACGACTTCACCCTAATCATCTGTCCCACCTTAG
ACGGCTAGCTCTAAAAGGTTACCCCACCGGCTTTGGGTGTTACAAACTCTCA
GGT

SAB26 Pediococcus acidilactici

AGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGTAATC
CGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAAGAATTGACGGGGG
CCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACC
TTACCAGGTCTTGACATCTTCTGACAACCTAAGAGATTAGGGGTTCCCTTCG
GGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTACTAGTTGCCAGCATT
CAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGG
ACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAA
TGGATGGTACAACGAGTCGCGAAA

SAB7 Pediococcus pentosaceus

TTACTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAA
GTAATCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAAGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAA
GAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGACAGTCTAAGAGATTAGAGGTTCC
CTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTACTAGTTGCCA
GCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
TGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTG
CTACAATGGATGGTACAACGAGTCGCGAGACCGCGAGGTTAAGCTAATCTC
TTAAAACCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTC
GGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGG
CCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCG
GTGGGGTAACCTTTTAGGAGCTAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGG
GTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCA
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SABS8 Pediococcus pentosaceus

TAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGTAA
TCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAAGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAAC
CTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGACAGTCTAAGAGATTAGAGGTTCCCTTC
GGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTACTAGTTGCCAGCAT
TAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGG
GACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGATGGTACAACGAGTCGCGAGACCGCGAGGTTAAGCTAATCTCTTAAA
ACCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAAT
CGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGGGG
TAACCTTTTAGGAGCTAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAG
TCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGTTG

SAB12 Pediococcus pentosaceus

ACTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGT
AATCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAAGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGA
ACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGACAGTCTAAGAGATTAGAGGTTCCCT
TCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTACTAGTTGCCAGC
ATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTG
GGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCT
ACAATGGATGGTACAACGAGTCGCGAGACCGCGAGGTTAAGCTAATCTCTT
AAAACCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCG
GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
CTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGG
TGGGGTAACCTTTTAGGAGCTAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGG
TGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGTTG
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SAB38 Lactobacillus curvatus

GGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTC
CGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGG
CCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC
TTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCG
GGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTACTAGTTGCCAGCATT
TAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGG
ACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAA
TGGATGGTACAACGAGTCGCGAGACCGCGAGGTTTAGCTAATCTCTTAAAA
CCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATC
GCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGG
TAACCTTCGGGAGCCAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGT
CGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGTTG

SAB33 Lactobacillus curvatus

GCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGC
ACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGA
ACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCT
TCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTACTAGTTGCCAGC
ATTTAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTG
GGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCT
ACAATGGATGGTACAACGAGTCGCGAGACCGCGAGGTTTAGCTAATCTCTT
AAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCG
GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
CTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGC

SAB35 Lactobacillus curvatus

TGTTGGAGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGC
CTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC
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GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTA
CCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGG
ACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTACTAGTTGCCAGCATTTAG
TTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACG
ACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG
ATGGTACAACGAGTCGCGAGACCGCGAGGTTTAGCTAATCTCTTAAAACCA
TTCTCAGTTCGGATTGTAAGCTGCAACTCGCCCTACATGAAGCCGGAATCGC
TAGTAATCGCGGAATCAGCATGCCGCGGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCC

SABI1 Lactobacillus curvatus

GTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAA
GCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA
GAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCC
CTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTACTAGTTGCCA
GCATTTAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
TGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTG
CTACAATGGATGGTACAACGAGTCGCGAGACCGCGAGGTTTAGCTAATCTC
TTAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCC
GGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGG
CCT

SAB20 Leuconostoc mesenteroides

CTAGGTGTTAGGAGGTTTCCGCCTCTTAGTGCCGAAGCTAACGCATTAAGTG
TTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAA
CCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGAAGCTTTTAGAGATAGAAGTGTTCTCT
TCGGAGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCAGC
ATTCAGATGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGCG
GGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGGCCTGGGCTACACACGTGCT
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ACAATGGCGTATACAACGAGTTGCCAACCCGCGAGGGTGAGCTAATCTCTT
AAAGTACGTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGTCGG
AATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTC
TTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGTAATGCCCAAAGCCGGT
GGCCTAACCTTTTAGGAAGGAGCCGTCTAAGGCAGGACAGATGACTGGGGT
GAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGTTGATCAAACCTCCT
AATACGGCTACCTTGTTACGACTTCACCCAGTCATCTGTCCGCCTTAGACGG
CTCCTCCTAAAAGGTTAGGCCACCGGCTTTGGGCATTACAAACTCCATGGTG
TG

SABS Lactobacillus equigenerosi

GTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTAA
GCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAA
GAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCCAACCCTAGAGATAGGGCGTTTC
CTTCGGGAACGCAATGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCCA
GCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
TGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTG
CTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCTC
TTAAAACCGTTCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCACGAAGTC
GGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGG
CCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCG
GTGGGGTAACCTTTTAGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGG
GTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGTATTACCCCCTTC
CTTTAACGGCTACCTTGTTACGACTTCACCCTAATCATCTGTCCCACCTTAGG
CGGCTGGCTCCTAAAGGTTACCCCACCGACTTGGGTGTTACAAACTCTCAGG
GT

SAB21 Lactobacillus equigenerosi

GAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGG
GGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCAC
AAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAG
GTCTTGACATCTTGCGCCAACCCTAGAGATAGGGCGTTTCCTTCGGGAACGC
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AATGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGG
GCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACG
TCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACG
GTACAACGAGTCGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCTCTTAAAACCGTTC
TCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCACGAAGTCGGAATCGCTAG
TAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA
CCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACC
TTTTAGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTA
ACAAGGTAGACGTAGGAGAACCTGCGGTTGAAATCACCCCTTCCTGAAACG
GCTACCTTTGTTACGACTTCACCCTAAATCATCTGTCCCACCTTAGGCGGCT
GGCTCCTAAAAGGTTACCCCACCGACTTTGGGTGTTACAAACTCTCAGGTGT
G

SAB31Lactobacillus brevis

TGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGA
AACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA
ATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCT
TAGAGATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTG
TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC
CCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGT
GACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGA
CCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAAGTCGT
GAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAA
CTCGCCTACATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGC

SAB34 Lactobacillus brevis

AGTGCTAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAA
GCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAA
GAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCC
CTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCA
GCATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
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TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGC
TACAATGGACGGTACAACGAGTTGCAAAAGTCGTGGAGGGCTAAGCTAAAT
CTCTTTAAGGCCGTTCTCAGTTTCGGGATTGGAAGGCCTGCAAACTCCCCCT
ACATGAAAGTTTGGAAATCGCTAGGTAAATCGCGGGATCCACCATG

SAB16 Lactobacillus brevis

GCTAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCA
CTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAA
CCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCTT
CGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCA
TTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTAC
AATGGACGGTACAACGAGTTGCGAAGTCGTGAGGCTAAGCTAATCTCTTAA
AGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTTGGAA
TCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG
TACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAG
ATAACCTTCGGGAGTCAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAG
TCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGG

SAB30 Lactobacillus plantarum

GTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCC
GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGGTGAAACTCAAAAGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCT
TACCAGGTCTTGACATCCTATGCCAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGG
GGACATGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG
TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTA
AGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGG
ATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAA
TGGATGGTACAACGAGTCGCGAAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTTCTTAA
AGCCATTCTCAGTTCGGACTTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGA
ATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCAT
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SAB14 Lactobacillus plantarum

TGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAG
CATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAG
AACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCC
TTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGC
ATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTG
GGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTA
CAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTA
AAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGA
ATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTT
GTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGG
GGTAACCTTTTAGGAACCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGA
AGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGTTGAAAACCCCCCTCCC
TAAAACGGCTACCTTTGTTTACGACATCACCCTAATCATCTGTCCACCTTAG
GCGGCTGGTTCCTAAAGGTTACCCACCGACTTGGGTGTTACAAACTCTCAGG
TG

SABI1S Lactobacillus plantarum

GATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTA
AGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGA
AGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTC
CCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCA
GCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGC
TACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCT
TAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCG
GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
CTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGT
GGGGTAACCTTTTAGGAACCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGT
GAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGT
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SAB22 Lactobacillus plantarum

TGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAG
CATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAG
AACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCC
TTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGC
ATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTG
GGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTA
CAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTA
AAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGA
ATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTT
GTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGG
GGTAACCTTTTAGGAACCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGA
AGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGTGATAAAAACCTTCCTA
AAAACGGCTACCTTTGTTTACGACTTCACCCTAATCATCTGTCCACCTTAGG
CGGCTGGTTCCTAAAAGGTTACCCACCGACTTTGGGTGTTACAAACTCTCAG
GG

SAB32 Lactobacillus plantarum

ATGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCC
GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCT
TACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGG
GGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG
TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTA
AGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGG
ATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAA
TGGATGG

SAB9 Lactobacillus crustorum/Lactobacillus musae

TGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCG
CCTGGGGAGTACGATCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTA
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CCAGGTCTTGACATACCATGAAAAGCTAAGAGATTAGTCTTTCCCTTCGGGG
ACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAGT
TGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACG
ACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG
TCGGTACAACGTGCTGCGAACTCGCGAGGGTAAGCAAATCACTTAAAACCG
ATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCT
AGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACA
CACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAA
CCCTTCGGGGAACTAGCCGCCTAAGGTGGGACAAATGATTAGGGTGAAGTC
GTA

SAB17Lactobacillus crustorum/Lactobacillus musae

AGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTC
CGCCTGGGGAGTACGATCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCT
TACCAGGTCTTGACATACCATGAAAAGCTAAGAGATTAGTCTTTCCCTTCGG
GGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG
TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTC
AGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGG
ACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAA
TGGTCGGTACAACGTGCTGCGAACTCGCGAGGGTAAGCAAATCACTTAAAA
CCGATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATC
GCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGG
TAACCCTTCGGGGAACTAGCCGCCTAAGGTGGGACAAATGATTAGGGTGAA
GTCGT

SABI18 Lactobacillus crustorum/Lactobacillus musae

AGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTC
CGCCTGGGGAGTACGATCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCT
TACCAGGTCTTGACATACCATGAAAAGCTAAGAGATTAGTCTTTCCCTTCGG
GGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG
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TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTC
AGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGG
ACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAA
TGGTCGGTACAACGTGCTGCGAACTCGCGAGGGTAAGCAAATCACTTAAAA
CCGATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATC
GCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGG
TAACCCTTCGGGGAACTAGCCGCCTAAGGTGGGACAAATGATTAGGGTGAA
GTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGTTGATATCAACCTCCTAA
AAACGGCTACCTTGTTACGAATCACCCTAATCATTTGTCCACCTTAGGCGGC
TAGTTCCCGAAGGGTTACCCCACCGACTTGGGGTGTTACAAACTCTCAGGT

SAB2 Lactobacillus crustorum/Lactobacillus musae

AGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGG
GGAGTACGATCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCAC
AAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAG
GTCTTGACATACCATGAAAAGCTAAGAGATTAGTCTTTCCCTTCGGGGACAT
GGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGG
CACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTC
AAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGT
ACAACGTGCTGCGAACTCGCGAGGGTAAGCAAATCACTTAAAACCGATCTC
AGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTA
ATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACC
GCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCCT
TCGGGGAACTAGCCGCCTAAGGTGGGACAAATGATTAGGGTGAAGTCGTAA
C

SAB3 Lactobacillus crustorum/Lactobacillus musae

GTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAA
GCACTCCGCCTGGGGAGTACGATCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA
GAACCTTACCAGGTCTTGACATACCATGAAAAGCTAAGAGATTAGTCTTTCC
CTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
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AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAG
CATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGC
TACAATGGTCGGTACAACGTGCTGCGAACTCGCGAGGGTAAGCAAATCACT
TAAAACCGATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTG
GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
CTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGT
GGGGTAACCCTTCGGGGAACTAGCCGCCTAAGGTGGGACAAATGATTAGGG
TGAAG

SAB23 Lactobacillus paralimentarius

GAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGG
GGAGTACGATCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCAC
AAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAG
GTCTTGACATACCATGAAAAGCTTAGAGATAAGTCTTTCCCTTCGGGGACAT
GGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGG
CACTCTGGTGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTC
AAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGT
ACAACGTGCTGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCACTTAAAACCGATCTC
AGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTA
ATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACC
GCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCCT
TCGGGGAACTAGCCGCCTAAGGTGGGACAAATGATTAGGGTGAAGTCGTAA
CAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGTTGATAAAAACCTTCCTTAAATACG
GCTACCTTGGTTACGACTTCACCCTAATCATTTGTCCACCTTAGCGGCTAGTT
CCCGAAAGGTTACCCACCGACTTTGGGTGTTACAAACTCTCAGGTG

SAB24 Lactobacillus paralimentarius

GTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCC
GCCTGGGGAGTACGATCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTT
ACCAGGTCTTGACATACCATGAAAAGCTTAGAGATAAGTCTTTCCCTTCGGG
GACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
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GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAG
TTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACG
ACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG
TCGGTACAACGTGCTGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCACTTAAAACCG
ATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCT
AGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACA
CACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAA
CCCTTCGGGGAACTAGCCGCCTAAGGTGGGACAAATGATTAGGGTGAAGTC
GTAACAAGGTAGCAATAGGAGAACCTGCGGTTGAAACCCCCCTCCTACAAT
ACGGCTACCTTGTTACGACTTCACCCTAATCATTTGTCCCACCTTAGGCGGC
TAGTTCCCGAAAGGTTACCCC

SAB28 Lactobacillus fermentum

TAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTAAGCAC
TCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAAC
CTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCCAACCCTAGAGATAGGGCGTTTCCTTC
GGGAACGCAATGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCCAGCAT
TAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGG
GACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGACGGTACAACGAGTCGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCTCTTAAA
ACCGTTCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCACGAAGTCGGAA
TCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG
TACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGG
GTAACCTTTTAGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAA
GTCGTAACAAGGTAGCCAAAAGAGAACCTGCGGTTGAATCCCCCCTCCTAA
CAACGCTA
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B

MAYALARIN 26S rDNA
GEN DIiZILIMLERI

3SM1-3 Saccharomyces cerevisiae

AGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTA
ATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCATTGGAACAG
GACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTTGTA
AAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGG
TAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTA
CAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGT
GAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTC
TGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTT
GGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTGCCTCGGTAAGTATTATAG
CCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGATGTAAGTCAAGGA
TGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTGAAC

3SM3-3 Saccharomyces cerevisiae

ACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTG
CCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTT
CCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGC
GGTTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCT
AAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAG
CGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGA
AAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGT
TTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCCA
GCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTGCCTCGGTA
AGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACGT
AAGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTGAA
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3SM7-0 Saccharomyces cerevisiae

TACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGT
GCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGTGCCGGCTCCTTGTCTAT
GTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGACGAGGAG
TGCGGTTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGC
TCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGA
TAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAG
TGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGG
TGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTC

2SM2-1 Wickerhamomyces anomalus

ACGGCGAGTGAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTAGCACCTTCGGTGT
TCGAGTTGTAATTTGAAGATGGTAACCTTGGGTTTGGCTCTTGTCTATGTTCC
TTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCTGATGAGATGCCCAT
TCCTATGTAAGGTGCTATCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAA
GTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCG
AACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAA
AAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTAGATCAGACTTGGTGTTT
TACGATTATCTTCTCTTCTTGAGTTGTGCACTCGTATTTCACTGGGCCAGCAT
CGATTCGGATGGCAAGATAATGGCAGTTGAATGTGGCTTCACTTCGGTGGA
GTGTTATAGCTTCTGCTGATATTGCCTGTCTGGATCGAGGGCTGCGTCTTTTG
ACTAGGATGCTGGCGTAATGATCTAATGCCGCCCGTCTTGAA

SM2-0 Rhodotorula mucilaginosa

TGGAATACAGCGGCATAGTGGTGAGACCCCCGTATATGGTGCGGACGCCCA
GCGCTTTGTGATACATTTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAA
ATTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGC
GAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCACTTTGGAAAGAGAGTTAA
CAGTACGTGAAATTGTTGGAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGACTTGCTTGCC
GAGCAATCGGTTTGCAGGCCAGCATCAGTTTTCCGGGATGGATAATGGTAG
AGAGAAGGTAGCAGTTTCGGCTGTGTTATAGCTCTCTGCTGGATACATCTTG
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GGGGACTGAGGAACGCAGTGTGCCTTTGGCGGGGGTTTCGACCTCTTCACA
CTTAGGATGCTGGTGGAATGGCTTTAAACGACCCGTCTTGAAA

4SAM2-4 Saccharomyces cerevisiae

GGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTGCC
CGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCC
TTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGG
TTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAA
GTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCG
AACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAA
AAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTT
TGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCCAGC
ATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTGCCTCGGTAA
GTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGATGTA
AGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTGAAC

4SAM3-4 Candida glabrata

TACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTTGGT
GCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGTACCACTTTGGGACTGTACTTTGCCTATGT
TCCTTGGAACAGGACGTCATGGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGGTGT
CAGTTCTTTGTAAAGGGTGCTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTC
TAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATACAGGCGAGAGACCGATA
GCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTG
AAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTG
TTTTGCGCCCCTTGCCTCTCGTGGGCTTGGGACTCTCGCAGCTCACTGGGCC
AGCATCGGTTTTGGCGGCCGGAAAAAACCTAGGGAATGTGGCTCTGCGCCT
CGGTGTAGAGTGTTATAGCCCTGGGGAATACGGCCAGCCGGGACCGAGGAC
TGCGATACTTGTTATCTAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCT
TGAA

SAM1-2 Wickerhamomyces anomalus
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ACGGCGAGTGAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTAGCACCTTCGGTGT
TCGAGTTGTAATTTGAAGATGGTAACCTTGGGTTTGGCTCTTGTCTATGTTCC
TTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCTGATGAGATGCCCAT
TCCTATGTAAGGTGCTATCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAA
GTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCG
AACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAA
AAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTAGATCAGACTTGGTGTTT
TACGATTATCTTCTCTTCTTGAGTTGTGCACTCGTATTTCACTGGGCCAGCAT
CGATTCGGATGGCAAGATAATGGCAGTTGAATGTGGCTTCACTTCGGTGGA
GTGTTATAGCTTCTGCTGATATTGCCTGTCTGGATCGAGGGCTGCGTCTTTTG
ACTAGGATGCTGGCGTAATGATCTAATGCCGCCCGTCTTGAAC

SAM1-4 Saccharomyces cerevisiae

GTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGT
TGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGA
ACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTT
TGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGG
GTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACA
AGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGT
ACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTG
CCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCCAGCATCA
GTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTGCCTCGGTAAGTATT
ATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACGTAAGTCA
AGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTGAAACACGGACC
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