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OZET

EKSi HAMUR iZOLATLARININ GABA URETIM VE
PROBIYOTIK OZELLIKLERININ BELIRLENMESI VE MODEL
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Zuhal ALKAY

Gida Miithendisligi Anabilim Dali

Doktora Tezi

Danisman: Dog¢. Dr. Muhammed Zeki DURAK
Es-Danigman: Dog. Dr. Enes DERTLI

Eksi hamurda gerceklesen maya ve laktik asit bakterilerinin (LAB) metabolik aktiviteleri
eksi mayal trlnlerin kalitesini gelistirmektedir. Fermente gidalart1 GABA acgisindan
zenginlestirmek icin ise fermantasyon ortamina GABA iiretebilen LAB ve mayalar
katilmaktadir. Bu baglamda bu tez calismasinin ilk asamasinda i) Tiirkiye'nin 6 farkh
bolgesinden toplanan yerel eksi hamur orneklerinden GABA iireticisi LAB tiirlerinin
izolasyonu, tanimlanmasi, GABA iiretim miktar1 yiiksek olan suslarin secgilmesi ii) gad
(Glutamik Asit Dekarboksilaz) gen bolgelerinin belirlenmesi ve GABA iiretim miktarlarinin
HPLC ile ortaya konmasi, iii) GABA {retim miktar1 yiiksek olarak belirlenmis
Levilactobacillus brevis susunun yliksek GABA verimi icin ortam kosullarinin optimizasyonu
iv) Yiksek GABA iireticisi olarak belirlenmis Lb. brevis ve Lb. plantarum suslari ile GABA
acisindan zengin yogurt ve boza iiretimi gerceklestirilmistir. Ayrica, Lb. brevis susunun
GABA iiretim verimini artirmak icin ortam kosullarinin optimizasyonu saglanmistir.
Maksimum GABA verimini elde etmek i¢in optimizasyon parametreleri sicaklik (30,35,40
°C), MSG konsantrasyonu (50,225,400 mM), pH (4.5,5.75,7.0), inkiibasyon siiresi (24,48,72
saat) olarak alinmistir. Maksimum GABA verimine izin veren en iyi proses

parametrelerinden sicakligin 30 °C, MSG konsantrasyonunun 130.71, pH'nin 4.74 ve
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stirenin 72 saat olmasi gerektigi goriilmiistiir. Ikinci asama olarak ise eksi hamurlardan
izole edilen toplam 62 maya izolatlarindan 14 maya susu FT-IR tanimlama ile ayirt edilerek
probiyotik aday olma potansiyeli arastirilmistir. En yiiksek otoagregasyon degeri BOZ-2
Kluyveromyces lactis susunda gozlemlenirken, n-heksadekan ve dietileter hidrokarbonlara
kars1 en yiiksek hidrofobiklik degerlerine sirasiyla BOZ-1 S. pastorianus (%43.7) ve 06B-36
S. pastorianus (%44.8) susunun sahip oldugu goriilmistiir. 14 maya susu antibakteriyel
disklere diren¢ gosterdiginden veri verilmemistir. Ayrica tim maya izolatinin patojen
bakterilere karsi inhibisyon saglamadig1 goézlemlenmistir. Calismamizdaki bir diger
parametre antifungal aktivitelerinin belirlenmis olmasidir. KCO-60 Kazachstania humilis
maya kiltiiriiniin tim kiiflere karsi en diisiik etkiyi gdstermistir. Son olarak tiim maya
kiiltirlerinin pH (2.5)'te 24 saat hayatta kaldig1, ancak BOZ-2 Kluyveromyces lactis, BOZ-5
Debaryomyces hansenii, KCO-60 Kazachstania humilis, KCO-63 Kluyveromyces polysporus

mayasinin direncinin diisiik oldugu gézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Eksi hamur, laktik asit bakterisi, gaba, maya, probiyotik
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ABSTRACT

DETERMINATION OF GABA PRODUCTION AND PROBIOTIC
PROPERTIES OF SOURDOUGH ISOLATES AND MODEL
FOOD APPLICATIONS

Zuhal ALKAY

Department of Food Engineering

Doctor of Philosophy Thesis

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Muhammed Zeki DURAK

Co-supervisor: Assoc. Prof. Dr. Enes DERTLI

Metabolic activities of yeast and lactic acid bacteria (LAB) in sourdough improve the quality
of sourdough products. In order to enrich fermented foods in terms of GABA, LAB and yeasts
that can produce GABA are added to the fermentation medium. In this context, in the first
stage of this thesis study, i) isolation and identification of GABA producer LAB species from
local sourdough samples collected from 6 different regions of Turkey, selection of strains
with high GABA production ii) determination of gad (glutamic acid decarboxylase) gene
regions and the determination of GABA production amounts by HPLC, iii) Optimization of
environment conditions for high GABA yield of Levilactobacillus brevis strain determined to
have high GABA production iv) yogurt and boza rich in GABA were produced Lb. brevis and
Lb. plantarum strains determined to have high GABA production. Also, optimization of
environment conditions was provided to increase the GABA production efficiency of the Lb.
brevis strain. In order to obtain the maximum GABA efficiency, the optimization parameters
were taken as temperature (30,35,40 °C), MSG concentration (50,225,400 mM), pH
(4.5,5.75,7.0), incubation time (24,48,72 h). It was seen that the best process parameters
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that allow maximum GABA yield should be 30 °C, MSG concentration 130.71, pH 4.74 and
time 72 h. As a second step, 14 yeast strains from a total of 62 yeast isolates isolated from
sourdoughs were distinguished by FT-IR identification and their potential as probiotic
candidates were investigated. While the highest autoaggregation value was observed in
BOZ-2 Kluyveromyces lactis strain, the highest hydrophobicity values against n-hexadecane
and diethylether hydrocarbons were respectively BOZ-1 S. pastorianus (43.7%) and 06B-36
S. pastorianus (44.8%) strain. Data are not given as 14 yeast strains are resistant to
antibacterial discs. In addition, it was observed that all yeast isolates did not provide
inhibition against pathogenic bacteria. Another parameter in our study was the
determination of their antifungal activities. KCO-60 Kazachstania humilis yeast culture
showed the lowest effect against all molds. Finally, it was observed that all yeast cultures
survived for 24 hours at pH (2.5), but the resistance of BOZ-2 Kluyveromyces lactis, BOZ-5
Debaryomyces hansenii, KCO-60 Kazachstania humilis, KCO-63 Kluyveromyces polysporus

yeast was low.

Keywords: Sourdough, lactic acid bacteria, gaba, yeast, probiotic
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Gida fermantasyonu, en eski ve ekonomik, gida isleme ve muhafaza yontemlerinden
biridir. Ayrica, modern biyoteknolojinin 6nciisii olarak karsimiza ¢ikmaktadir [1].
Mikroorganizmalarin (bakteri, maya ve misel mantarlari) ve enzimlerinin etkisi ile
fermente yiyecek ve icecekler iiretilmektedir. Fermantasyon, biyokimyasal olarak
karbonhidratlarin ve ilgili bilesiklerin, herhangi bir harici elektron alicisinin
yoklugunda enerji salinimi ile kismen oksitlenen metabolik siirece denilmektedir.
Nihai elektron alicilar ise, dogrudan karbonhidratlarin parcalanmasindan tiretilen
organik bilesikler olmaktadir. Ana bilesikte oksidasyon meydana gelerek islem
sirasinda fermantasyon urinlerinin ve az miktarda enerjinin a¢iga ¢ikmasina
sebebiyet verir [2]. Ayn1 zamanda, diinyanin farkh yerlerinde geleneksel olarak

farkl tahillardan gesitli tirtinler elde etmek icin kullanilmaktadir ve;

-Matriks isleme sirasinda enerji tasarrufu,

-beslenme iyilestirmesi i¢in istenen biyokimyasal degisiklikler,

-gida guvenligi,

-lriin raf omri ve

-gelismis duyusal 6zellikler dahil olmak tlizere gida tlizerinde bir¢ok olumlu etki
saglar [3].

Bu ozelliklere ek olarak, fermantasyon, gida maddelerinin mikroorganizmalar
tarafindan bozulmadan korunmasina yardimci olmasinin yani sira, fermantasyon
islemi sirasinda esansiyel asitler ve vitaminlerin sentezi yoluyla gidanin besin
degerini arttirmanin dogal bir yolunu da saglamaktadir. Ayrica, beslenme agisindan
genellikle sindirimi zor olan gidalarin sindirilebilirligini arttirdigi, tasinacak
malzemelerin hacmini azaltmaya ve gidalarin pisirilmesi icin gereken enerjiyi

azaltmaya yardimci oldugu bilinen parametreler arasindadir. Son olarak,



fermantasyon ayrica fitatlar, tanenler gibi ¢ig gidalarda bulunan istenmeyen

maddelerin detoksifikasyonu ve yok edilmesi ile sonuc¢lanabilmektedir [2].

Diinyanin farkli yerlerinde geleneksel tahillardan elde edilen farkli fermente
urunler ve icecek tirleri goriulebilmektedir [2]. Bu tUrtinlerin arasinda eksi hamur,

boza ve yogurt da goriilebilmektedir.
1.2 Tezin Amaci

Glinimuzde, gida tliiketiminin odak noktas1 memnun olmaktan, iyi ve saglikl bir
yasam1 tesvik etmeye dogru kaymaktadir. Insanlarin sagliklarina daha fazla énem
vermeye baslamasiyla gida endiistrisinde fonksiyonel gidalar 6n plana ¢ikmaya
baslamis olup bu egilim artarak devam etmektedir. Fonksiyonel gida tiretimindeki
onemli uygulamalardan bir tanesi de laktik asit bakterileri (LAB) kullanilarak gama-
aminobiitirik asit (GABA) icerigi zenginlestirilmis gidalarin tliretilmesi olmustur.
GABA dogal olarak diisiik miktarlarda bulundugundan dolayi, arastirmacilar
cogunlukla GABA miktar yiiksek tirtinler tretmeye odaklanmistir. Arastirmalar,
GABA'nin saglik lizerine olan yararlarini daha yaygin bir sekilde elde etmek icin
fonksiyonel gida trinlerinde GABA'y1 artirmak icin bakteri kullanmanin bir¢cok
yolunu agmistir. Calismalarin cogunlukla izole edilen GABA’dan ziyade GABA iireten
mikroorganizmaya odaklandigi ve en 6nemli GABA iireticilerinin ise LAB ve mayalar
oldugu gozlemlenmistir. Bakteriyel GABA tiretimi glutamik asit dekarboksilaz (gad)
enzimlerinin faaliyetleri ile gerceklesmektedir. Aktif olarak GABA iireticisi
bakterilerden birinin Lactobacillus spp.’lar oldugu ve bunlarin kolayca tiiketilen

bir¢ok gidada aktif oldugu goértilmustiir.

Fermente gidalar1 GABA acisindan zenginlestirmek icin fermantasyon ortamina
GABA iiretebilen LAB ve mayalarin katilmasi ile tamamen dogal ve fonksiyonel
gidalar gelistirilmesi ¢alismalar1 son zamanlarda 6nem kazanan bir ¢alisma alan
olmustur. Bunlar arasinda LAB, gram pozitif bakterilerin énemli bir grubunu
olusturdugu, cevrede yaygin sekilde yer aldig1, fermente gidalarda, sebzelerde, insan
ve hayvanlarin bagirsaklarinda siklikla bulundugu bilinmektedir. Yapilan bazi
calismalar, cesitli bakteri suslarinin bircok ortamda GABA'nin sentezlenmesinde
faydali oldugunu kanitlamistir. Ayrica LAB kullanarak maksimum GABA tiretimi icin
ideal kosullar1 bulmaya odaklanip, bu triinlerin ¢ogunun saglik tizerinde olumlu

etkileri oldugu gosterilmistir. Bazi LAB suslarinin GABA iretirken, bazilarinin
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tiretmedigi, bu nedenle de GABA tlireten LAB suslarini izole etmek ve bunun
fermente gidalara uygulamalarini genisletmek icin daha fazla ¢alismanin gerektigi

vurgulanmaktadir.

Bu hususlar dikkate alindiginda, bu baglamda tez ¢alismasinda eksi hamurdan izole
edilen LAB arasinda yiiksek GABA treticisi suslar bulmak, bu suslarin gad genini
belirlemek, yiiksek GABA iiretim optimizasyonu saglamak ana hedef olmustur.
Ayrica yuksek GABA tureticisi LAB’ler ile boza ve yogurt tiretimi gerceklestirmek bir
diger hedef arasinda olmustur. Calismada, optimizasyonun saglanmasi ile ytliksek
GABA tretimi gerceklestirmenin, model gida uygulamasinda olumlu yonde gelisme
gosterecegi amaclanmistir. Bir diger amacimiz ise eksi hamurdan izole ettigimiz

mayalarin probiyotik aday olma potansiyelinin arastirilmasi olmaktadir.

Hedefledigimiz amag¢ dogrultusunda planlanan asamalar su sekilde olmaktadir:

1) Tirkiye'nin 6 farkli bolgesinden toplanan eksi hamur 6rneklerinden LAB ve
mayalarin izolasyonunun gerceklestirilmesi ve mikroorganizmalarin molekiiler
metotlarla tanimlanmasi (FTIR ve PCR),

2) GABA iretiminden sorumlu gad geninin LAB’lerde tespit edilmesi, HPLC
analizi ile GABA turetim miktarlarinin belirlenmesi ve yiiksek iiretici susun/suslarin
tespit edilmesi,

3) Yiiksek GABA iireticisi olan suslardan biri olan L. brevis kiiltiiriiniin besin ve
ortam kosullarinin optimizasyonu,

4) GABA iretimi yliksek bulunan KCO-48 L. brevis ATCC 14869 ve 45MK-30 L.
plantarum JCM 1149 suslariyla boza ve yogurt iiretiminin gerceklestirilmesi,

5) KCO-48 L. brevis ATCC 14869 ve 45MK-30 L. plantarum JCM 1149 starterleri
ile yapilan boza ve yogurtlardaki ortak analizler olarak mikrobiyolojik analiz, pH ve
titre edilebilir asitligin (TTA) belirlenmesi, GABA iiretim miktarlarinin HPLC analizi
ile ortaya konmasi, reolojik acidan viskoelastik 6zelliklerinin degerlendirilmesi

6) Genotipik metotlarla tanimlanmis ve se¢ilmis maya suslarinin probiyotik
ozelliklerinin belirlenmesi,

Bu amag¢ dogrultusunda eksi hamurdan izole edilen LAB ve mayalarin farkl yonleri

ele alinip, her iki mikroorganizma tiirtiniin sergiledigi davranislar incelenmistir.



1.3 Hipotez

Dilinyadaki hizli niifus artisina paralel olarak insanlarin ihtiya¢ duyduklari gida
miktar1 da her gecen giin artmaktadir. Son yillarda bazi besinlerin “dogal” yollardan
hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisindeki etkinliginin bilimsel olarak ortaya
konmasi, insan ve hayvan sagliginin korunmasinda beslenme desteginin 6nemini
artirmistir. Beslenme ve gida konusunda gelistirilen yanlis konseptler, goriiniim
acisindan cekici fakat besin degeri acisindan fakir triinlerin ortaya ¢ikmasina neden
olmustur. Bunun sonucunda edinilen yanlis beslenme aliskanliklari ve yetersiz
beslenmeye bagli olarak saglk riskleri artmistir. Bu nedenle her kesimden
tiiketicinin saglikli besinlere yonelmeleri ile fonksiyonel gidalara talep her gegen
gin artmistir. Daha o6nce tartisildig1 gibi, calismalar GABA ile zenginlestirilmis
fonksiyonel gidalar yoluyla insan diyetindeki GABA'y1 artirmanin yollarini aramaya
onculik etmis ve bircok ortam LAB'leri kullanarak GABA'y1 basariyla trettigini
kanitlamistir. Daha fazla GABA ile zenginlestirilmis fonksiyonel gidalar tretilirken,
bu gidalar tiiketmenin belirli saglik yararlarin1 hedefleyen ve inceleyen daha fazla
arastirmaya ihtiya¢ duyulmustur. GABA, farmasotiklerde ve fonksiyonel / fermente
gidalarda aktif bilesen olarak kullanilir. GABA ve tiirevleri, piyasada aminobutirik
asit enjeksiyonu, pirasetam, oksirasetam ve anirasetam gibi ilaclar olarak piyasaya
sturilmustiir. Yapilan calismalar goz ontine alindiginda kimyasal GABA'nin dogal ve
giivenilir olmadig1 disiiniilmektedir. Bunun yerine arastirmalar LAB’lerin
kullanilmasinin daha giivenli oldugunu vurgulamistir. Piyasada birgok sentetik ilag¢
mevcuttur ve bunlar 6ncelikle GABA reseptorleri ile etkilesime girer. Dogal GABA ve
sentetik L-GABA takviyeleri karsilastirilmis olup, sentetik GABA'nin klinik olarak
etkili olmadig1 dogrulanmistir. Sentetik GABA molekiillerinin sekillerindeki kiigiik
farklar bulunmasindan dolayi, dogal GABA gibi GABA reseptor bolgelerine
baglanmakta iktidarsiz olabilecegi; bu nedenle, tim GABA reseptorlerinin
etkinlestirilemeyecegi sonucuna varimistir. Bu sonuglarin timii goz Oniine
alindiginda dogal GABA {retiminin daha giivenilir oldugu ve GABA’ca zengin
fonksiyonel iirtin elde etmenin dogal yolu anlamina gelmektedir. Bu sonu¢lardan
yola c¢ikildiginda bu calismanin hipotezi, yerel eksi hamur izolatlar1 arasindan
yliksek GABA iireticisi suslarin tanimlanmasi ve bu suslarin GABA ag¢isindan zengin
fermente triinlerde kullanilmasidir. Ek olarak eksi hamur izolatlar1 arasindan

mayalarin probiyotik niteliklerinin belirlenmesi olmustur.
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2

EKSI HAMUR ORJINLI LAB VE MAYALARIN
IZOLASYONU, GABA URETIMI ICIN ORTAM
KOSULLARININ OPTIMIZASYONU

2.1 Giris

Eksi hamur, tahil fermantasyonunun eski yontemlerinden olup, metabolik olarak
aktif maya ve laktik asit bakterileri (LAB) iceren bir un karisimini icerip, ekmek
yapiminda starter Kkiiltiir olarak kullanilmaktadir [4,5]. Bir siire sonra maya ilave
edilmeden kendi haline birakilan hamur degismekte ve icinde gaz kabarciklari
olusmaktadir. Kendiliginden yayilan hamurda yumusama ve koku degisikligi
meydana gelmektedir. Hamurdaki bu degisiklikler un ve suyun yani sira ortamdaki
mikroorganizmalardan da kaynaklanabilmektedir. Kendiliginden mayalanan ve eksi

bir tada sahip olan bu hamura 'eksi maya' veya 'eksi hamur' denilmektedir [5].

Eksi hamurda mayalar, metabolizmalarinin bir yan iirtinii olarak karbondioksit
ireterek ekmek iirinlerinde birincil mayalama maddesi gorevi gormektedir.
Bakteriler ise, baslangic¢ asitligini (metabolizmalarinin yan irtinleri olarak organik
asitler lreterek), ucucu organik bilesikleri ve diger 6zellikleri lizerinde giiclii bir
etkiye sahiptir [6]. Ayrica LAB, fermantasyon siirecinde eksi hamura metabolitler
ureterek, eksi mayali gidalarin kalitesine katkida bulunmaktadir. Eksi hamur
LAB’leri, esas olarak eksi tatlar1 olusturan asitlerin iiretiminden sorumlu
olmaktadir. Bu islev, hamurun mayalanmasi sirasinda CO: ilireten mayanin ana
roliinden farkli olmaktadir. Ek olarak, iiretilen asitler bugday hamurunun fiziksel
ozelliklerini belirleyen o6nemli bir protein kompleksi olan gluten yapisini
degistirmektedir. Bunun yani sira, LAB'nin metabolik aktiviteleri pismis gidalarin
dokusunu etkiler. Yani asetik asit gliiten yapisini kisaltir ve sertlestirirken, laktik
asit giderek daha elastik bir gliiten yapisi ile sonuclanabilir. Son olarak eksi hamur

LAB’leri, ortaya ¢ikan gidalarin lezzetine ve raf 6mriine katkida bulunabilmektedir
[71.
Eksi hamur i¢in bir harita kilavuzu Sekil 2.1’de gosterilmistir. Eksi hamur, baslica un

ve su olmak tizere iki temel bilesenin fermantasyonu sonucu olusmaktadir. Eksi



hamurdaki mikrobiyom, sadece farkli un tirlerindeki cesitli bilesenlerden degil,
ayni zamanda hamurun hidrasyon seviyesi, geri besleme siiresi, fermantasyon

stiresi ve sicakligindan da etkilenmektedir.
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Sekil 2.1 Eksi hamur faydalarini gosteren harita [4]



2.1.1 Eksi Hamur Cesitleri

Eksi hamurlar 4 farkl tipte siniflandirilabilir (Sekil 2.2):
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Sekil 2.2 Uygulamali teknolojiye gore eksi hamur fermantasyon cesitleri [8]

(i) Tip I, geleneksel eksi hamurlar, 6nceki fermantasyonun bir parcasi kullanilarak
yeniden baslatilirlar ve diizenli olarak yayilim gosterirler. Bu tiir eksi hamur,
onceden fermente olan hamurun bir kismi (%5-20, m/v) ile yeni bir un ve su
karisimi kullanilarak dongiisel agidan yeniden asilamay icerir. Bu islem genellikle
oda sicakliginda (20-30°C) ve uzun bir fermantasyon siireciyle (kararli bir
mikrobiyota ve kimyasal madde elde etmek i¢cin 5 ila 7 glin) gerceklestirilir [8]. Tip
[ eksi hamur ¢esidi daha ¢ok geleneksel firinlarda kullanilir ve laktik asit bakterileri
(LAB) ve asetik asit bakterileri (AAB) tarafindan tiretilen organik asit nedeniyle
oldukca asidik olmaktadir [6].

(ii) Tip II, fermantasyonun baslatilmasi icin uyarlanarak kullanilmis suslardan
olusan endiistriyel formdaki eksi hamurlardir [8]. Tip I eksi hamur g¢esidiyle
karsilastirildiginda, Tip II genellikle daha hizli bir yap1 i¢in daha yiiksek



sicakliklarda (30-37°C) fermente edilir, bakteriyel organik asit tiretimini destekler

ve sonucta daha diisiik bir pH sistemi ile sonuglanir [6].

(iii) Tip III, kurutulmus eksi hamurlar olmaktadir ve genellikle kolay saklama ve
kullanim icin kurutulur [4,8]. Tip IIl eksi hamur tipi, tip II eksi hamurlarin
kurutulmus hali olarak tanimlanir. Tip III eksi hamur elde etmek i¢in piiskiirtmeli
kurutma ve tamburlu kurutma en yaygin kullanilan teknikler olmaktadir.
Puskiirterek kurutma, sivi eksi hamurun sicak hava akimiyla toz haline
getirilmesinden olusur. Su icerigi (yaklasik %90) buharlastirilirken, kurutulmus
parcaciklar kurutucudan toplanabilmektedir. Tip II ve III, kullanimi kolay oldugu

icin endiistriyel firinlarda siklikla kullanilmaktadir.

(iv) Tip IV ise, tip I ve tip Il arasindaki kombinasyondan olusan eksi hamur ¢esidini
icerir. Genellikle laboratuvarlarda ve bazi firinlarda kullanilan tip I ve II eksi hamur
karisimi olmaktadir. Bu tiir eksi hamur, olgun bir eksi hamura bir starter kiiltliriin
asillanmasi ile olusur. Daha sonra, eksi hamur, tip I ile ayni stireci takip eder ancak

mikrobiyal popiilasyonlar geri besleme sirasinda degisebilir [8].
2.1.2 Eksi Hamur Uzerinde Etkili Olan Faktérler
2.1.3 Kullamlan Un Tipi

Eksi hamur yapiminda kullanilan un tiird; kultiirtin ekolojisini, bir mayalama
maddesi olarak teknik etkinligini ve benzersiz duyusal niteliklerini etkileyebilme
ozelligine sahiptir. Un, eksi hamur ortamina mikroorganizmalarin girmesine
yardimct olmaktadir [9]. Ayrica, bakteri ve mayalarin hayatta kalmasini
etkileyebilen konsantrasyonlarda farkl besinsel (karbonhidrat ve aminoasit gibi)

ve besinsel olmayan (fenolik asit, amilaz, kiil gibi) kaynaklari1 saglar [6].
2.1.4 Hidrasyon

Karasal ekosistemlerde, suyun mevcudiyeti tiir dagilimlarini, ekolojik dinamikleri
ve diger olaylar1 yoneten Kkilit bir faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Benzer
sekilde, eksi hamurun olusumunda kullanilan su, starterin ekolojisi agisindan 6nem
arz etmektedir. Starterdeki suyun varligi, hidrasyon (yani, suyun una orani) veya
hamur verimi (yani, 100 gram un kullanildiinda unun suya orani) olarak
adlandirilmaktadir. Hamur verimine en ¢ok atif bilimsel literatiirde yapilirken,

hidrasyon en cok geleneksel firincilik yapan topluluklar arasinda tartisilmaktadir.



Su, besinleri ve proteolitik enzimleri yaydigi icin hidrasyon, mikrobiyal ekoloji ve

onlarin metabolik islevi ile ilgili olmaktadir [6].
2.1.5 Sicaklik

Bir starterin fermantasyon sicakligi ve depolama sicakliginin, mikrobiyal aktivite
lizerindeki etki saglamasi ile eksi hamur ekmeginin fiziksel, kimyasal ve ugucu
ozelliklerinin %44'tinl olusturdugu belirtilmistir [10]. "Bir starterin sicaklig1” ve
"fermantasyon sicaklig1”, aslinda birkag sicakliga atifta bulunur:

(a) starterin fermente edildigi sicaklik,

(b) yeniden beslendigi sicaklik ve

(c) Ekmek tariflerinde kullanildig: sicaklik.

Bu sicakliklar bagimsiz olarak degisebilir. Starterin fermente edildigi sicaklik (a)
daha sonra gilinliik besleme doéngiisi boyunca hem oda sicakligini hem de
sogutulmus sicakliklari icerebilir [6]. Sonug olarak, farkli fermantasyon sicakliklari,
mikroorganizmalar tarafindan sekonder metabolitler, organik asitler ve aromatik
bilesiklerin olusumunu ve ayrica diger enzimatik reaksiyonlar1 etkileyebilir.
Ornegin, daha diisiik sicakliklar (25-28°C) maya biiyiimesi iizerinde olumlu bir
etkiye sahiptir. Bu da artan etanol, CO2 ve aroma bilesenlerinin iiretimine neden
olur. Yiiksek fermantasyon sicakliklar1 ise (= 30°C) LAB metabolizmasini
gelistirirken, fermantasyon oraninmi (yani laktik ve asetik asit arasindaki orani)
etkiler ve eksi mayanin asitlenmesini artirmaktadir. Sonug olarak karbonhidratlarin

daha iyi kullanimi organik asit biyosentezini arttirir [8].
2.1.6 Fermantasyon Zamani ve Geri Besleme

Eksi hamur starterleri i¢in iki zaman unsuru potansiyel olarak 6nem arz etmektedir.
Bunlardan birincisi, starterin yasi olmaktadir. Starterler onlarca, hatta yiizlerce
yilik olabilir ve tek bir starter icin fermantasyon zamani degisebilmektedir.
Minervini vd. [11] yaptiklar1 ¢alismada Italyan unlu mamiillerin bir yillik érnekleme
donemi boyunca tiirler aras1 degisiklik meydana geldigini ve maya sayimlarinda
hafif bir artis oldugunu bildirmistir. Bu da eski starterlerin daha iyi mayalanma
maddeleri olabilecegi sonucu dogurmustur [6]. Italyan, Belgika ve San Francisco
eksi hamurlari, diisiik sicakliklarda uzun fermantasyon siireleri ile karakterize
edilir. Bu durumda, Lb. sanfranciscensis, nispeten diistik sicaklikta tercih edilen uzun

fermantasyon stireleri nedeniyle eksi hamur fermantasyonu gerceklestiren baskin
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mikroorganizma olmaktadir. Bu da tip I eksi hamur hazirlamada meydana
gelmektedir. Ote yandan, S. cerevisiae, kisa fermantasyonlu eksi hamurlarda
LAB'den daha hizli metabolizma ve biliyiime hizi gostermesi nedeniyle baskin

olmaktadir [8].
2.1.7 Diger Faktorler

Sayillan faktorlere ek olarak, karistirma uygulamalari, tahil/un 06giitme
uygulamalari, diger depolama uygulamalari, starterin cevresi, ekmek tretiminin
Olcegi ve yardimci maddelerin kullanimi da eksi hamur mayasi mikrobiyal

ekolojisini etkileyebilmektedir [6].
2.1.8 Eksi Hamur Mikrobiyotasi

Farkli cografi boélgelerdeki eksi hamurlarin mikrobiyotas: tizerinde c¢esitli
mikrobiyolojik calismalarin yapildig1 goriilmektedir. Her bir eksi hamur, mayalarin
ve laktik asit bakterilerinin dinamik bir denge i¢inde bir arada bulundugu bir mikro
habitat olarak kabul edilebilir [12]. LAB toplulugunun bilesimi ve stabilitesi {iriin
kalitesinde 6nemli faktorler olmaktadir. Bununla birlikte, dogal fermantasyon
genellikle cesitli LAB'lerin dngoriilemeyen biiylimesine yol agar ve bu da LAB
toplulugunu kontrol etmede zorluk yaratir. Aslinda yapilan ¢alismalara bakildiginda
eksi mayanin dogal fermantasyonu ¢ogu zaman tutarsiz kalitede nihai Urtinlerle
sonuglanir ve bu da belirli bir kalitede ekmek liretmek isteyen firincilar icin hayal
kirikligina neden olmaktadir. Bu temel sorunu ¢6zmek icin, eksi hamur LAB topluluk
dinamiklerinin etki mekanizmalarini aydinlatmaya ihtiya¢ vardir [7]. Bunlara ek
olarak, tahil unlari ve diger eksi hamur bilesenleri steril olmadigindan eksi hamurun
mikrobiyotasi, 6zellikle kendiliginden fermente edildiginde olduk¢a karmasik
olmaktadir. Eksi hamur fermantasyonunda LAB ve mayalar ortama hakim olsa da
asetik asit bakterileri gibi mikroorganizmalar fermantasyon siirecinin

baslangicinda bulunabilmektedir [8].
2.1.9 Eksi Hamurda Bulunan Laktik Asit Bakterileri

Eksi hamurdaki LAB’ler, ekzopolisakkaritler ve cesitli enzimlere ek olarak organik
asit Uretimi nedeniyle ham maddeyi hizla asitlestirebilir. Bu, raf émriinde artis ve
mikrobiyal giivenlikle sonuglanir, son ekmegin dokusunu ve duyusal profilini

iyilestirir [8]. Eksi hamur fermantasyonu sirasinda en 6nemli stire¢ karbonhidrat
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metabolizmasi olmaktadir. Bu islem sirasinda, LAB, yasami siirdiiren enerji tiretimi
icin stirekli olarak substrat olarak karbonhidratlarin yapi taslari olan basit sekerleri
tiilketerek, karbonhidratlar organik asitler (genellikle laktik asit ve asetik asit),
karbon dioksit ve/veya etanol biciminde donistirir ve serbest birakir [4]. LAB,
fermantasyon tlriinlerine gére homofermentatif ve heterofermentatif olmak tlizere
iki gruba ayrilabilir. Glikoz fermantasyonunun ana {riinii olarak sadece laktik asit
tretenlere homofermentatif, laktik asidin yani sira asetik asit, CO2 ve etanol
tiretenlere heterofermentatifler denilmektedir. Homofermentatif bakteriler daha
fazla laktik asit lireterek pH'1 diisiiriirken titre edilebilir asitligi (TTA)'y1 artirir.
Heterofermentatif laktobasiller ise, daha ¢esitli aroma bilesikleri liretmenin yani

sira COz iiretimi nedeniyle mayalanmaya az miktarda katkida bulunur [8].

Eksi hamurdaki LAB seviyeleri 108-10° kob/g arasinda olmaktadir ve LAB/maya
oran1 genellikle 100:1 kabul edilmektedir [13]. Eksi hamur ekosisteminde 70' den
fazla LAB tiirti bulunmustur. Son 20 yilda, eski Lactobacillus (19) cinsinin 12 yeni
tiiri ilk olarak eksi hamurlardan izole edilmistir. Bu bakterilerden homofermentatif
ozellikte olanlar; Companilactobacillus (alimentarius, crustorum , farciminis, futsaii ,
heilongjiangensis, tucceti, mindensis, musa, nantensis, paralimentarius), Lactobacillus
(acetotolerans, acidophilus, amylolyticus, amylovorus, crispatus, delbrueckii,
gallinarum, helveticus), Lactiplantibacillus (paraplantarum, pentosus, plantarum,
xiangfangensis), Lactilactobacillus (curvatus, graminis, sakei), Schleiferilactobacillus
(harbinensis, perolens), Lacticaseibacillus (casei), Ligilactobacillus (aviarus),
Loigolactobacillus (coryniformis), Enterococcus (casseliflavus, devriesei, durans,
faecalis, faecium, hirae, mundtii, saccharolyticus), Pediococcus (acidilactici,
argentinicus, inopinatus, pentosaceus), Streptococcus (bovis, thermophilus, salivarius,
suis), Lactococcus (garvieae, lactis) suslart olurken, heterofermentatif 6zellikle
olanlar ise; Levilactobacillus (acidifarinae, brevis, hammesii, koreensis, namurensis,
parabrevis, spicheri, zymae), Limosilactobacillus (equigenerosi, fermentum, frumenti,
panis, pontis, reuteri, secaliphilus , vaginalis), Lentilactobacillus (buchneri,
diolivorans, farraginis , hilgardii, kefiri, parabuchneri), Fructilactobacillus
(fructivorans, lindneri, sanfranciscensis), Furfurilactobacillus (rossiae, siliginis),
Paucilactobacillus (vaccinostercus), Leuconostoc (citreum, durionis, fructosus ,
holzapfelii, lactis, mesenteroides, pseudomesenteroides), Weissella (cibaria, confusa,

paramesenteroides) olmaktadir [7].
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Teknolojinin ilerlemesiyle bircok yeni tiir LAB'nin kesfedildigi gézlemlenmistir.
Ornegin, Mart 2020'de Lactobacillus cinsi altinda halihazirda 262 tiir rapor
edilmistir [14]. En yakin zamanda, Zheng vd. [14], Lactobacillus cinsinin
Lactobacillaceae ve Leuconostocaceae taksonomisini gozden gecirdikten sonra 25
cinse yeniden siniflandirilma oOnerilmistir. Sonug¢ olarak, bazi LAB isimlerinin
giincellendigi, bunlar arasinda Fructilactobacillus sanfranciscensis (eski adiyla
Lactobacillus sanfranciscensis), Lactiplantibacillus plantarum subsp. plantarum
(bnceden Lactobacillus plantarum subsp. plantarum olarak bilinirdi) ve
Levilactobacillus brevis (6nceden Lactobacillus brevis olarak bilinirdi) suslarinin

oldugu kaydedilmistir [4].

Eksi hamurda LAB arasinda rekabet olmadan o©nce Bacillaceae ve
Enterobacteriaceae familyalarindaki fermentatif olmayan bakterilerin baskin
oldugu Sekil 2.3’ de gosterilmistir. Bu istenmeyen bakteriler sirasin1 daha sonra
Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc ve Weissella gibi bakterilere birakmaktadir.
LAB’lerin ikinci sirasin1 Pediococcus ve Lactilactobacillus olustururken, ti¢iinci
bakteri toplulugunu ise Lb. brevis, Lb. plantarum, Lb. fermentum, Lb. sanfranciscensis

grubunun olusturdugu kaydedilmistir [7].

Yeni dogan Yaslanmis
Eksi hamur Eksi Hamur

/ \

akteriye \
Topluluk
4

' 3.LAB
Birinci ikinci Uciincii ' '
Baskin Bacillaceae LAB L :]? LAB \ 7
bakteri Enterobacteriaceae Grup Grup Grup '

Sekil 2.3 Eksi hamur alt kiiltiirleri islemi sirasindaki bakteriyel topluluk [7]
2.1.10 Eksi Hamurda Bulunan Mayalar

Mayalarin eksi hamurdaki kritik rolleri mayalama icin CO2 liretmesi ile karsimiza
cikmaktadir. Ayrica LAB ile birlikte sinerjistik ve antagonist bir sekilde calisarak
hem bakteri aktivitesini hem de eksi hamur aromasini etkileyen c¢esitli alkol, ester

ve organik asit siniflar1 lretir. Mayalarin, antimikrobiyal maddeler tireterek
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(allelokimyasallar olarak hareket eden) eksi hamur ekosisteminde hayatta kalmak
icin rekabet ettigi belirtilmistir. Firincilik tarihi boyunca mayalar hizli fermantasyon

saglamasi ve maksimum COz iiretmesi i¢in evrimlesmistir [15].

Yaygin eksi hamur mayalary; Saccharomyces cerevisiae, Kazachstania humilis,
Candida krusei, Kazachstania exigua, Torulaspora delbrueckii, Wickerhamomyces
anomalus ve Pichia kudriavzevii olmaktadir. Fakat bunlarla sinirli olmadigi
gorulmistir [6]. S. cerevisiae diger maya tiirleri ile karsilastirildiginda hizla ¢ogalan
bir maya tiirti olmaktadir [16]. Bunun yani sira eksi hamurda bulunan maya ttirleri,
LAB tarafindan olusturulan ve diisiik pH, yliksek karbonhidrat konsantrasyonu ve
yuksek hiicre yogunluklari ile karakterize edilen stresli ortama adapte olmalarinin
bir sonucu olarak karsimiza c¢ikmaktadir [8]. Farkli un ¢esidi kullanilarak
fermantasyon sonrasi eksi hamurlardan izole edilmis mayalardan bugday ununda
(C. krusei, P. anomala, S. cerevisiae, S. exiguus, C. humilis, K. barnettii, S. bayanus, W.
anomalus, R. Glacialis, K. unispora, S. uvarum, T. delbrueckii, C.tropicalis,
Cyberlindnera jadinii, P. fermentans, P. membranifaciens), ¢cavdar ununda (C. humilis,
K. barnettii, S. bayanus, S. cerevisiae, W. anomalus, P. fermentans), sorgum, misir ve
piring ununda (S. cerevisiae) tirleri olurken, fermentasyon oncesi hamurlardan
izole edilmis mayalardan bugday ununda (S. bayanus, S. cerevisiae), cavdar ununda

(Cryptococcus sp., S. bayanus, S. cerevisiae) olmaktadir [4].
2.1.11 Bakteri ve Mayalarin Etkilesimi

Eksi hamur ekosistemi LAB ve mayalardan olustugundan bu ortamda her iki
mikroorganizma arasinda baz etkilesimler meydana gelmektedir. Bu etkilesimler,
bir tiirtin digeri tizerindeki etkisiyle belirlenmekte ve pozitif (sinerjik) olarak kabul
edilmektedir. Bunun yani sira bir mikroorganizma popiilasyonu bir diger tiiriin
varliginda artma egiliminde ise negatif (antagonistik), azalma egiliminde ise ndtral
ya da higbir etkisinin olmadig1 vurgulanmistir. Bu tiir etkilesimlerin, fermente
edilebilir karbonhidrat tiiketimi, nitrojen kaynagi gibi kaynaklar i¢in rekabeti,
capraz beslemeyi (maltoz bozunmasi veya aminoasit iiretimi) ve ikincil
metabolitlerin (antimikrobiyal bilesikler, orta asitlestirme vb.) liretimini icerdigi

Sekil 2.4' de gosterilmistir [8].
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Sekil 2.4 Eksi hamur ¢evresinde meydana gelen ana etkilesimler. A) Besinler i¢in
rekabet(glukoz) B) Amensalizm (BAL, mayalarin biiylimesini engelleyen
antimikrobiyal peptitleri liretir); C) Kommensalizm D) Mutualizm [8]

Uyaria etkilesimle ilgili olarak, ¢apraz besleme (Sekil 2.4d) bir tiiriin baska bir
mikroorganizmanin hayatta kalmasina olanak saglayan gerekli besinleri tiretmeyi
icerir. Ornek verilecek olursa; Lb. sanfranciscensis, maltozu metabolize ederek
ortamdaki glikozun birikmesini ve serbest kalmasini saglar. Daha sonra C.milleri ve
S.exiguus gibi maltoz negatif olan mayalar fermente edilebilir bir karbonhidrat
kaynagina sahip olur. Boylece populasyonlarinin, glikoz ve besin tiikenmesinden
etkilenmesini 6nlemis olur. Buna ek olarak ayni durum mayalarin, LAB i¢in baska
karbon kaynaklar1 saglamasi ve onlarin biiylimesini tesvik etmek icin sakkarozu
kullandig1 kaydedilmistir. Bu sayilan o6zelliklerin sayesinde capraz beslemenin,
mikroorganizmalar arasindaki rekabeti azalttigt ve biiylimelerini artirdigi
belirtilmistir. Ek olarak, mayalarin karbon metabolizmasi sonucu tirettigi CO2'in Lb.
sanfranciscensis ve Lb. plantarum gibi bakterilerin blyiimesini artirabilecegi
bildirilmistir. Ciinkii anaerobik bir ortam saglamaktadir. Ustelik, S. cerevisiae laktik
asit tiiketebilir ki bu da mikrobiyal biliyiimeye izin veren eksi hamur ortaminin

asitsizlesmesine neden olur [8].
2.1.4 Eksi Hamurun Saghk Acisindan Onemi
2.1.5 Eksi Hamur ile Bagirsak Mikrobiyotasinin Diizenlenmesi

Mikrobiyom terimi, toplam mikroorganizma sayisini ve bunlarin genetik
materyalini ifade ederken, mikrobiyota, insan viicudunun farkli bdlgelerinde
bulunan mikrobiyal popiilasyon olmaktadir. Mikrobiyal popiilasyonlar, insan

biyolojisinin kritik 6zelliklerini ag¢iklar ve insan saghg ve hastaliginin
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diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Genel olarak fermente tirtinler ve 6zellikle
tahil bazli gidalar, gastrointestinal sisteme ulasan ve konake¢inin bagirsak
mikroorganizmalar1 tarafindan erisilebilen bol miktarda icerik ile karakterize
edilmektedir. Eksi hamur fermantasyonunun nisastanin sindirilebilirligini aktif
olarak geciktirme yetenegine sahip oldugu bilinmektedir, bu da tahil lifleri ile
birlikte ince bagirsaktan gecen sindirilemeyen polisakkaritlerin tiretimini artirabilir

ve daha sonra kolonik mikrobiyota tarafindan fermente edilebilir.

Eksi hamur fermantasyonu, diyet lifi kompleksini ve ardindan gelen fermantasyon
modelini modiile etmek, prebiyotik 6zelliklere sahip ekzopolisakkaritler (EPS)
uretmek veya LAB fermantasyonundan bagirsak mikrobiyotasini etkileyen
metabolitler saglamak gibi farkli mekanizmalarla bagirsak saglhigini etkilemektedir.
Yapilan ¢alismalarda eksi hamur ekmek tiiketiminin insan bagirsak mikrobiyom
profilinin modiilasyonu ve korunmasi i¢in o6zellikle faydali olabilecegi o6ne
stiriilmesine ragmen, eksi mayali ekmek tiiketiminin hem bagirsak mikrobiyotasi
hem de saghgi gelistirici metabolitlerin salinimi iizerindeki etkilerinin nasil
olabilecegine dair veriler sinirli olmaktadir. Eksi hamurun insan bagirsaginin
sagligina ve mikrobiyomunun diizenlenmesine bir diger 6nemli katkisi ise, ondan
izole edilen bakteri suslarinin potansiyel probiyotikler oldugunun gdsterilmesidir

[17].
2.1.6 Eksi Hamur ile Tuzun Azaltilmasi

Diyette yliksek sodyum tiiketimi (yaklasik 10 g/giin), felg, mide kanseri, bobrek
hastaligl ve kemik demineralizasyonu riskleriyle baglantili olarak kardiyovaskiiler
hastaligr ve hipertansiyonun nedeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Eksi hamur
fermantasyonu ya azalan tuz icerigini maskeleyen ya da fonksiyonel antihipertansif
bilesiklerle unlu mamiilleri zenginlestiren faydali etkilere sahip olmaktadir.
Fermantasyon sirasinda aroma verici serbest aminoasit ve amino asit tiirevlerinin
sentezi nedeniyle, eksi mayanin, LAB'nin tiirline ve susuna da bagl olarak tuz
azaltimi lizerinde etkileri bulunmaktadir. Yapilan bir ¢alismada glutamat biriktiren
Lactobacillus reuteri susu ile fermente edilmis gavdar malt eksi hamurunun ekmege
eklenmesinin tadi ve diger kalite parametrelerini etkilemeden ekmekteki tuz

iceriginin %1.5'ten %1'e diisiirilmesini saglamistir [18].
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2.1.7 Eksi Hamurun insan Saghg Uzerindeki Etkisi

Son 15 yilda yapilan arastirmalarla eksi hamur fermantasyonunun saglik iizerinde
iyilestirme kapasitesinin anlasilmasinda ilerlemeler saglanmistir. Tahil ve tahil bazli
tirtinlerin besinsel kalitesinin modifiye edilmesi i¢in eksi hamur fermantasyonunun
kullanilma potansiyeline genel bir bakis saglanmasi icin Sekil 2.5 giizel bir sablon

olmaktadir [17].

Nisasta } e . Glisemik yamit1 ve
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Sekil 2.5 Tahil ve tahil bazli tirtinlerin besin kalitesini degistirmek icin eksi hamur
fermantasyonunun potansiyeli [17]

Eksi hamurlu triinlerin normal hamurla yapilan iiriinlere kiyasla daha saglikli
oldugu bazi ¢alismalarda kaydedilmistir. Bugdayin kepek kisminda yer alan fitik
asidin sindirim rahatsizligina ve siskinlige sebep oldugu belirtilmistir [19]. Eksi
hamurlu triinlerde, maya ve laktobasillerin fitik asidi notralize etmesi ile eksi
hamur bazl iirtinler sindirimi kolaylastirmaktadir. Yapilan ¢calismalarda eksi hamur
fermantasyonunun tam bugday ekmegindeki fitat icerigini azaltmada maya
fermantasyonundan (sirasiyla %62 ve %38) daha etkili oldugu gosterilmistir. Buna
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ek olarak, eksi hamur fermantasyonu sadece organoleptik 6zelliklere sahip degildir

ayni zamanda ¢olyak hastalar1 i¢in de nutrasotik fonksiyonlara sahiptir [20].
2.1.8 Eksi Hamurun Ticarilestirilmesi

Eksi hamur mayasi ilk olarak 1920'lerde ‘Ireks Fertig Sauer’ olarak bilinen laktik asit
eklenmis ve onceden jellestirilmis unun fermente edilmemis bir karisimi olarak
piyasalarda gorilmistiir [25]. Bu eksi hamur, halk tarafindan pek iyi karsilanmadigi
icin 1970 yilinda kurutulmus eksi hamurun gelisimi baglanmistir. Bunun firinlar ve
biiyiik tiretim merkezleri tarafindan kullanilabildigi goériilmektedir. Gliniimtiizde tip
Il eksi hamur, evlerde kullanim igin yerel marketlerde ticarilestirilmektedir.
Kurutulmus hamur, mikroorganizmalar tarafindan saglanan kontaminasyona karsi
duyarhliklarinin diisiik olmasi ve daha yiiksek fiziksel kimyasal stabilitelerinden
dolay1 taze hamurlara nazaran daha uzun bir raf émriine sahip olmaktadir. Bu
ozellikler eksi hamurun ticarilestirilmesini kolaylastirmistir ve normal hamurda
starter olarak tip III eksi hamurun uygulanmasinin farkli ¢esitlerinin
gelistirilmesine yol agmistir. Cesitli tilkelerde pazarlanan ve eksi hamur tiretiminde

kullanilan tip III eksi hamur gesitleri Tablo 2.1’de gosterilmistir [20].

Tablo 2.1 Farkl iilkelerde pazarlanan tip III eksi hamurlar [20]

Eksi hamur un tipi Eksi hamur | Ticarilestiren iilke Sirket
uygulanisi
Bugday Ekmek italya S. Martino
Almanya Molino Rossetto
Arjantin Alnatura
ispanya BioVita

Fransa ve Brezilya (in | Kron Jast
Brazil partnership with | Lesaffret

Vallens) Indespanu
Fransa, Belgika, | Philiber
Meksika, ispanya, Fas | Savours
ve Brezilya Eurogerm
Ekmek ve pizza Fransa ve Brezilya (in | Nat-ali
Brazil partnership with | Philibert Savours
Vallens)
Firin iirtinleri ABD Real Sourdough Bread
Fransa Priméal
italya Markal- Bio
Almanya Molino Rossetto
Belgika Seitenbachero

Fransa ve Brezilya (in | Ireks
Brazil partnership with | Philibert
Vallens) Savours
Fransa, Belcika, | Eurogerm
Meksika, Ispanya, Fas
ve Brezilya
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Tablo 2.1 Farkl iilkelerde pazarlanan tip III eksi hamurlar [20] (Devami)

Eksi hamur un tipi Eksi hamur | Ticarilestiren iilke Sirket
uygulanisi
.. | ABD Goldrush
Fransiz ekmegi
karisimi veya Pain au | Fransa ve Brezilya (in | Philibert Savours
léven; San Francisco | Brazil partnership
ekmegi; krep ve waffle | with Vallens)

karisimi

Genel olarak San | YeniZelenda Breadnz
Francisco ekmek ve
unlu mamiiller (Yeni
Zelanda, Fransa ve
ftalya kiiltiirii)
Kekler Brezilya ve Ispanya Puratos
. . italya, , .

Kamut bugday Ekmek, pizza, kekler Antico Molino Rosso
(Fransa kiiltiiri) ve | Fransa ve Brezilya (in | Philibert Savours
ekmek Brazil partnership

with Vallens)
Tam bugday Unlu mamdiller ?Iiasa Real Sourdough Bread
Markal- Bio Eurogerm
Fransa, Belcika,
Meksika, Ispanya, Fas
ve Brezilya
Ekmek Fransa ve Brezilya (in | Philibert Savours
Brazil partnership
with Vallens)
Cavdar Ekmek Almanya A?na’;ura
. . BioVita
Fransa ve Brezilya (in
Brazil partnership | Philibert Savours
with Vallens)
unlu mamdiller ABD Real Sourdough Bread
. . | Yeni Zelenda Breadn
unlu mamiller (Yeni .
Zelanda ve Fransa Alme.mya Bloveg"a n
e Belgika Kron Jast
kaltiiri) Ireks
Fransa, Belcika,
Meksika, Ispanya, Fas | Eurogerm
ve Brezilya

Kilgiksiz bugday l[EJlr(lrlrlllerlr(lamijllerm 21$:2y2 gig\\ll;taan

(Triticum spelta) 4 &

Kek, ekmek ve | italya Antico Molino Rosso
pizza(Fransa kultiiri)

Kilgiksiz bugday ve | Ekme Almanya Seitenbacher

cavdar

Kinoa Unlu mamuller Almanya Biovegan
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Tablo 2.1 Farkl iilkelerde pazarlanan tip III eksi hamurlar [20] (Devami)

Eksi hamur un tipi Eksi hamur | Ticarilestiren iilke Sirket
uygulanisi
Malt Unlu mamuller Belcika Ireks
Malt ve bugday Unlu mamuller italya Paneangeli
Piring Glutensiz mamuller ABD Real Sourdough Bread
Kahverengi piring Glutensiz mamuller Yeni Zelenda Breadnz

Tapyoka nisastasi Glutensiz mamullerh italya Molino Rossetto
Farro (Triticum | Unlu mamdiller Fransa Priméal
turgidum ssp.)
Karabugday K?k,__ekmek, pizza (UE | Italya Antico Molino Rosso
kiltirli) ve unlu . . .
Fransa ve Brezilya (in | Philibert Savors
mamuller . :
Brazil partnership
Ekmek with Vallens)

Tablo 2.1'de tip III eksi hamurun kuzey yarim kiirede daha ¢ok ticarilestigi
gorilmektedir. Italya, Fransa ve Almanya gibi iilkeler; FarroTriticum turgidum sp.
tapioca nisastasi, karabugday, malt, kinoa gibi farkli unlarla eksi hamurun
cesitliliginin ve genellikle pizza, kek ve firincilik triinlerinde uygulanmasini
gosteren llkeler olarak yer almaktadir. Ayrica, glutensiz Uriinlerin beslenme
trendini takip etmek icin, kuzey yarimkiiredeki bazi sirketlerin beyaz piring,
kahverengi piring, ¢cavdar ve kinoa unlan ile fermente edilmis eksi mayalar
ticarilestirdigi Tablo 2.1'de goriilebilir. Belgika (Puratos) ve Fransa'dan (Vallens ve
Eurogerm) ithalat licretlerinden dolay1 ve 25 kg paketlerde ve yiliksek maliyetli
olmasi sebebiyle Brezilya gibi bu iilkelerin ¢ogunda tip III eksi hamurun
ticarilesmesini zaruri kilmaktadir. Bu ytizden, bu tilkelerde eksi hamurla yapilan
urinler disiik fermantasyonlu triinler olarak bilinmektedir ve agirlikli olarak
geleneksel islem (tip I) kullanilarak firincilar tarafindan bugday unu, tam bugday
unu ve bugday unu karisimlariyla iretilir. Ekmek iiretimi; Almanya'da %40,
Fransa'da %35 ve Ispanya'da %19 olmak iizere sanayi sektoriiniin %80'ini temsil
etmektedir. Almanya'da ekmeklerin %73.5'i endiistriyel firinlarda kullanilan eksi
hamurdan tretilmektedir. Evde eksi hamur yapanlar icin starter kiiltiirlerle ya da

tamamen fermente edilmis eksi hamurlarla hamur iiretilmesi i¢in eksi hamur
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ureticileri firincilik dallarina ayrilmistir. Eksi hamur tlretimi ekmek iliretiminden

zaman ve mekan olarak ayrilmaktadir [20].

Eksi hamur pazariyla ilgili goruslerin, kiiresel eksi hamur pazarinin compound
annual growth (CAGR) kayitlarina gore 2018-2023 donemleri arasinda yaklasik %
6.9 bir biiytime olmasi yoniinde olmustur. Tiiketiciler arasinda eksi hamur talebinin
yayllmasindan dolay1 eksi hamur pazarinin katlanarak biiyiimesi beklenmektedir.
Bu ekmek cesidiyle ilgili tercihlerin artmasi saglik yararlarina baglanabilir. Bu
ekmekler normal somun ekmeklerinden daha fazla sindirilebilme 6zelligine
sahiptir. Kuresel eksi hamur pazarinin yaklasik %35'lik kismina Avrupa'nin sahip
oldugu gorilmektedir. Kuzey Amerika ve Avrupa, toplam kiiresel payin %50'sinden
fazlasini olusturmaktadir. Bu bolgelerde tiiketiciler, daha saglikli yasam tarzina
dogru ilerlemeleri nedeniyle stirekli olarak daha saghkli iiriin secgenekleri
aramaktadir. Artesian firinlarin sayisinin artmasi da gelismis bolgelerde eksi maya

pazarinin biiytimesini destekleyen bir diger faktor olarak karsimiza ¢ikmistir [26].
2.1.9 Eksi Hamurun Ekmek Hamuru ve Ekmek Uzerindeki Etkisi

Eksi maya fermantasyonu hem eksi hamurun kendisini hem de eksi hamurlu ekmek
hamurunu etkilemesi olmak tizere hamur reolojisini 2 farkl sekilde etkilemektedir.
Hamurda fermantasyon elastikiyeti ve viskoziteyi azaltirken, ekmek hamuruna eksi
maya eklenmesi daha az elastik ve daha yumusak hamur olusumunu saglar. Bu
hamurdaki reolojik degisimlerin diizeyi ve ekmek kalitesi tizerindeki etkileri, tercih
edilen unun kil icerigine ve fermantasyon stiresine bagl olarak degisebilmektedir
[5]. Eksi maya mikroorganizmalari, sirayla, son ekmegi etkileyebilecek sekillerde
starter kiiltiriin ekosistem fonksiyonlarini1 ve streclerini etkileme potansiyeline
sahip olmaktadir. Bir starter kiiltiirtin ekolojisindeki degisimler, hamurun teknik
ozelliklerini (yani uzayabilirlik, elastikiyet, viskozite) ve organoleptik 6zelliklerini
(ekmek hacmi, kirinti dokusu, lezzeti) igermekte olup, starterin, ham ekmek

hamurun ve pismis ekmek tirtinlerinin fiziksel 6zelliklerine yansimaktadir [6].

Eksi hamur, faydal etkileri oldugu icin ekmegin bir hediyesi olarak kabul
edilmektedir. Eksi hamurun uygulanmasi raf émri, aroma, doku ve besin degeri
dahil olmak tizere gida triinlerinin kalitesini artirmasiyla bir¢cok avantaja sahip
olmaktadir. Eksi hamurla gelistirilen ekmegin 6zellikleri bozulmaya kars: iyi

korunmaktadir ve zararli mikroorganizmalarin gelisimini azaltan asetik, kaproik,

20



biitirik ve propiyonik asit gibi organik asitleri iceren asidik kosullardan dolay: raf
omrinu uzatmaktadir [4]. Jenkins [21], Torrieri vd. [22] ve Fernandez-Pelaez vd.
[17] yaptiklar ¢alismalarda eksi hamur ekmeginin bayatlamay1 geciktirmesi ve raf
Omriinli uzatmasinin laktik asit fermantasyonu sirasinda nisastanin bozulmasina
katkida bulundugunu ileri siirmtislerdir. Bir diger calismada Alkay vd. [23], 12 farkli
eksi hamur izolatinin antifungal aktivitesini belirlemek amaciyla bu aktivitenin eksi
hamur ve ekmegi lizerindeki etkisini belirlemeye calismislardir. Sonug¢ olarak
kullanilan LAB'lerin ekmek kalitesi tizerinde olumlu etki sergiledigi vurgulanmistir.
Ek olarak, eksi hamurun fermantasyon siirecinin, pisirme islemi sirasinda maillard
reaksiyonundaki bilesiklerin olusumu ve LAB enzimatik hidroliz siireglerinden
dolay1 ekmege daha iyi bir lezzet, aroma ve doku kazandirdig1 vurgulanmistir. Eksi
maya sadece bugday unundan degil, ayni zamanda ¢avdar, yulaf, arpa, misir ve diger
unlar gibi diger kaynaklardan da iretilebilmektedir. Bu un c¢esitlerinin ekmege
lezzet, besin degeri, organoleptik Ozellikler ve raf omrii gibi farkl o6zellikler
kazandirdig belirtilmistir [4]. Bu un kaynaklarinin kullanildig: bir ekmek cesidi de
geleneksel ¢cavdar ekmegi olmaktadir. Eksi hamurun ¢avdar ekmeginde kullanilmasi
islenebilirligi, lezzeti ve dokusu tizerinde 6nemli olmaktadir. Ciinkii fermantasyon
sureci olmadan kepekli cavdar ekmegi tUretimi zor olmaktadir. Genellikle
gozlemlenen degisikliklerin ¢ogu diyet lifi bozulmasinda veya c¢ozlinmesinde,
endojen enzimlerin 6zellikle ksilanazlarin katkisi ile agiklanmaktadir [24]. Eksi
hamurdaki ugucu bilesiklerin olusumu eksi hamurun daha keskin ve kavrulmus bir
tat saglayan pisirme sirasinda LAB tarafindan argininin ornitine déntistirilmesi ve
aminoasitlerin proteolitik siirecleri, tahil proteinlerinden salinan glutaminin
glutamata dontstiirilmesi ile katkida bulunmaktadir [4]. Yapilan ¢alismalarda
protein proteolizi ve eksi hamur fermantasyonu ile polipeptitlerin ¢oziinmesi
yoluyla toplam serbest aminoasitte o6nemli bir artis ve in vitro protein
sindirilebilirliginde iyilesmeler gostermistir. Serbest aminoasitler arasinda, L-
glutamik asidin dekarboksilasyonundan iiretilen, protein olmayan bir amino asit

olan gamma-aminobiitirik asitte (GABA) énemli bir artis oldugu vurgulanmstir.
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2.2 GABA (Gamma aminobiitirik asit) ve Etki Mekanizmasi

GABA, her yerde bulunan [26] apo-protein, biyoaktif azotlu bir bilesik (amino asit)
[27] olup beyindeki baslica nérotransmiter inhibitorii olarak bilinmektedir [28] ve
ilk olarak patates yumrulu dokunun bir bileseni olarak bulunmustur. Glutamat
dekarboksilaz tarafindan katalize edilen bir reaksiyonda L-glutamik asidin a-
dekarboksilasyonu  yoluyla iretilmektedir  (Sekil 2.6) [29]. Birkag
mikroorganizmada, bitkilerde ve hayvanlarda 6nemli fizyolojik fonksiyonlara
sahiptir. Bu ylizden hem prokaryotlarda hem de 6karyotlarda yaygin olarak dagilim
gostermektedir. GABA, baslica inhibe edici nérotransmiterler arasinda yer alip,
memelilerin merkezi sinir sisteminin ayrilmaz bir bileseni olmaktadir ve beyinde
meydana gelen sinapslarin ~%40'inda bulunmaktadir [30]. Ayica GABA ve
reseptorleri periferik sistemde, endokrin i¢cinde ve oksidatif metabolizmada rol

oynadig1 birka¢ noral olmayan dokuda da tespit edilmistir. [29].

0 0 0
Glutamat NH2
dekarboksilaz
HO OH HO
NH2 CcO2
Glutamate Gamma amino butyric acid

Sekil 2.6 Glutamatin glutamat dekarboksilaz ile GABA'ya dekarboksilasyonu [29]

Hipotansif, gevsetici, antidiyabetik gibi bir¢ok fizyolojik fonksiyonda yer alir,
kandaki kolesterol seviyelerini diistiriir, stres kosullarinda bagisikligi arttirir ve
kanser hiicre ¢ogalmasini onler. Plazma konsantrasyonunu, beyindeki protein
sentezini ve blyime icin hormonlar: artirir [31] ve yag yakimini diizenler [32].
Bunlarin yani sira GABA uygulamasinin anksiyete, depresyon, duygu durum
bozukluklar1 ve uykusuzlugun tedavisinde yararli oldugu belirtilmistir [33]. Ek
olarak noronal gelisimde, sinaptik iletimleri modiile etmede ve beyin hiicrelerinin
metabolizmasini tesvik etmede hayati bir rol oynadig1 ve bu nedenle Parkinson,
Alzheimer, Huntington hastaligi, demans ve bipolar bozukluklar gibi ¢esitli norolojik

bozukluklarin tedavisinde de yer almistir [30].
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GABA, bilgileri digerine iletmek i¢cin néronlardan salinan bir nérotransmiter olup,
vezikul adi1 verilen akson terminalindeki membranoz keselerde depolanmaktadir.
Her vezikiilde binlerce GABA molekiilii bulunmaktadir. Vezikiiller, ilk olarak
GABA'nin néronlar tarafindan salinmasi i¢in néronal membran ile birlesir ve bunu
ekzositoz yoluyla serbest birakarak sinaptik bosluga salinmasini saglar ve daha
sonra sinaptik uzay boyunca postsinaptik nérona dogru yayilir. Insanda GABA,
GABA reseptorlerine baglanarak inhibe edici sinapsta etki eder ve bu baglanma,
hiicre disina potasyum iyonu ve hiicreye klortr iyonu akisina olanak saglayan iyon
kanallarinin agilmasina sebebiyet verir. Bu hareket, hiperpolarizasyona neden olan
ve noronlarin uyarilabilirligini azaltan transmembran potansiyelinde negatif bir
degisiklie neden olur. Bir reseptore baglanmayarak salinan GABA, ya sinaptik
yariktaki enzimler tarafindan bozunur ya da transporter veya geri alim pompasi

araciligiyla aktif tasima ile presinaptik akson terminali i¢ine geri alinir [29].
2.2.1 GABA Uretimi

GABA; kimyasal sentez, enzimatik biyokataliz ve mikrobiyal fermantasyon olmak
tizere 3 sekilde uretilebilmektedir. GABA'nin sentetik tiretimi i¢in farkli kimyasal
yollar belirtilmistir. Nitril indirgeme, ester hidrolizi ve deetoksikarbonilasyon
iceren oldukca karmasik olan 5 adim reaksiyonu dietil siyanomalonatin etil
bromoasetat ile alkilasyonu sonucu elde edilen fonksiyonel olarak modifiye edilmis
bir ara iiriinden GABA'y1 sentezlemek icin kullanilmistir. Indiikleyici olarak izoforon
varliginda mikrodalga destekli dekarboksilasyon reaksiyonu ile L-glutamik asitten
GABA'nin sentezlendigi bildirilmistir. Baska bir yaklasimda ise GABA’'nin sentezi
icin bakir kompleks transferleri ile katalize edilen alkenlerin karboaminasyon
reaksiyonu kullanilmistir [30]. Yapilan bir calismada Lie vd. [34] atik gliitenden izole

ettikleri glutamik asitten GABA tretimini saglamiglardir.

23



Tablo 2.2 GABA tretimi i¢cin farkli yontemlerin rekabet giicii ve sinirlamalari [35]

Uretim Metodu Ham materyaller Rekabet giicii Sinirlamalar
Kimyasal sentez . L-Glutamik asit, e Cok daha e Kati
izoforon, HCl/H20 (mikrodalga hizl reaksiyon reaksiyon kosullari
destekli dekarboksilasyon) oranlari . Kullanilan
° 2-Pirrolidinon, Ca e Genel asindirici reaktanlar
(OH)2, NH+HCOs3 olarak yiiksek tirtin o Yiiksek
. Potasyum ftalimid, Cl verimi tiretim maliyeti
(CH2)3CN, H2S04 o Karmagik
veya toksik yan
tiriinlerin olusumu
. Sinirh
uygulama alanlar,
ozellikle Kimya
Mihendisligi
Bitkilerin o Cay, esmer piring, e Basitsiireg e Ham madde
zenginlestirilmesi meyve agaci vb. . Proses olarak diisik GABA
givenligi icerigi
o Cevre o Bitkilerden
dostu GABA'y1 ¢ikarmak
zor
Enzimatik ° L-Glutamik asit, MSG e Yiiksek . GAD
yontem ve glutamat dekarboksilazlar reaksiyon hizi tretimi icin yiiksek
(GAD'ler) . Basit maliyet
aritma sureci . Enzim
aktivitesini
stirdirmek i¢in kati
reaksiyon kosullari
Mikrobiyal . L-Glutamik asit, MSG, e Ham . Enzimatik
uretim kimchi, Cin paocai, glikoz, materyal olarak ile
gliserol, ksiloz, metanol vb. biokiitleyi karsilastirildiginda
. Tim hiicreli  kullanarak fermantasyonda
biyokatalizoér yenilenebilir ve nispeten disiik
sturdirilebilirlik iretim ve verimlilik
. Hafif . Suslar
kosullar olmas1 tarafin dan iiretilen
nedeniyle proses karbon kaynagi
giivenligi olarak sadece
. Daha az ksilozu kullanmak
cevre kirletici Zor
. Gidada, ilag Broth’tan

ve diger endiistriyel
alanlarda genis
uygulamalar

daha yiiksek geri
kazanim

GABA'nin kimyasal sentezi, daha hizli reaksiyon hizina ve ytiksek triin verimine

sahip olmasina ragmen kimyasal sentez stireci sirasinda kullanilan asindirici

reaktanlar, toksik yan triinlerin varligi ve sert reaksiyon kosullar1 gibi baz1 saghkla

ilgili sorunlar, uygulanmasini ciddi sekilde engellemistir. Yukaridaki nedenlere

dayanarak, kimyasal olarak sentezlenmis GABA'nin gida katki maddesi olarak
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satilmas1 yasaklanmistir [35]. Biyolojik dokularda ise, GABA ¢ok distlk
konsantrasyonda bulundugundan dolay1r dogal organizmalardan yeterince
ekstrakte edilmesi zorlagsmaktadir [29]. GABA tretimi icin farkli yontemlerin

rekabet avantajlari ve sinirlamalar1 Tablo 2.2’de 6zetlenmistir [35].

Diger tretim yontemleriyle karsilastirildiginda mikrobiyal tliretim, ¢ekici ve timit

verici bir yol olarak diisiiniilebilir. Ciinki:

1) L-glutamat, monosodyum glutamat (MSG), glikoz, ksiloz, linyoseliiloz ve gliserol
gibi yenilenebilir kaynaklar, fermentatif substrat veya yardimci substrat olarak

kullanilabilir.
2) Uretim siirecinde daha az cevre kirletici olusmaktadir.
3) Fermantasyon / reaksiyon kosullar: genellikle hafif olmaktadir ve

4) Mikrobiyal iliretim yontemi, gida ve ila¢ endiistrilerindeki yesil triinler i¢in

belirtilen talepleri karsilamaktadir [35].

GABA iiretimi icin en iyi kaynaklarin mikroorganizmalar arasinda bakterilerin ve
kiiflerin oldugu bilinmektedir. Ana iiretici kif cinslerinin Monascus, Neurospora,
Rhizopus ve Aspergillus oldugu vurgulanmistir [36]. Bununla birlikte, GABA tretimi

icin en kapsamli arastirilan bakteriler laktik asit bakteri (LAB) cinsleri olmustur.
2.2.2 Mikrobiyal GABA iiretimi

GABA'nin mikrobiyal tretiminde glutamat dekarboksilaz (gad) yolu ve putrescine
(Puu) yolu olmak iizere iki ana yol vardir. iki farkli yol iceren Puu yolu, Aspergillus
oryzae ve Escherichia colide bulunan kiiciik bir yol olmasina ragmen
Bifidobacterium veya Lactobacillus gibi yaygin iireticilerde bulunmamaktadir. ilk
yol, Puu'nun y-glutamil-Puu'ya déntisiimiinii icerir, bu da daha sonra GABA verecek
sekilde hidrolize edilen y-Glu-GABA'y1 vermek i¢in oksidasyona ugrar. Ikinci yolda
ise Puu, GABA verecek sekilde oksitlenen y-aminobiitiraldehite dogrudan
indirgenir. GABA Ureticilerinin ¢ogunlugu tarafindan kullanilan gad yolu, hiicre igine
monosodyum glutamat (MSG) veya glutamatin pompalanmasini igerir ve ardindan
koenzim olarak piridoksal-5-fosfat (PLP) tarafindan desteklenen gad tarafindan
dekarboksilasyon takip eder. Glu / GABA antiporter daha sonra doniistiirilmiis

iriind, yani GABA'y1 hiicre dis1 matrise aktarir [37].
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Sekil 2.7°'de gosterildigi gibi GABA lireten mikroorganizmalarin ¢ogunda GABA
biyosentezinin ana metabolik yolu, L-glutamatin a-dekarboksilasyon reaksiyonu
olmaktadir. Bu reaksiyon geri doniisiimsiiz olup bir piridoksal 50-fosfat (PLP)-
bagimli gad enzimi tarafindan katalize edilmektedir. Mikrobiyal fermantasyon ile
GABA iiretimi tzerine derlenen raporlarin ¢ogunlugu bu metabolik reaksiyona
dayanmaktadir. Ek olarak, GABA ayrica cesitli mikroorganizmalarda putrescine,

poliamin veya ornitinin bozunma reaksiyonundan biyosentezlenebildigi yukarida

da agiklanmistir [35].
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Sekil 2.7 Mikroorganizmalarda GABA biyosentezi ve yikiminin ana metabolik
yollar1 (Koyu renkli oklar GABA iiretimi i¢in onctllerin biyosentezi icin metabolik
yollar1 ifade ederken, noktali oklar EMP yolu, TCA dongiisii ve GABA santi'n1 ifade

eder) [35]

GABA, beyinde baskin olarak bulunan ana engelleyici noérotransmiter olmaktadir.
GABA'nin ana yolu, TCA dongiisii tarafindan tretilen a-ketoglutarat'in glutamat,
GABA ve suksinik semialdehit yoluyla siiksinata dontistiiriilmesinden ibarettir. Bu
yol prokaryotlar ve 6karyotlar icin korunmustur ve GABA santi olarak bilinmektedir

(Sekil 2.7). GABA sant yolu ilk olarak 1970 yilinda, kobay hiicreleri izerinde yapilan
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calisma ile tammlanmistir. GABA santinda yer alan farkl enzim tiirleri vardir. ilk
adim, transaminasyon reaksiyonu ve glutamat dehidrojenaz tarafindan katalize
edilen reaksiyon ile a-ketoglutarat'tan glutamat tretilmesidir. Bir sonraki adim,
glutamat dekarboksilaz (gad) ile katalize edilen GABA i¢in glutamat
dekarboksilasyonudur ve bu adim geri dontsimsiizdir. Bu asamada glutamat
dekarboksilaz bir proton tiiketir ve CO2 salgilar. Gad enzimi, hayatin tiim evresinde
yer alan cesitli organizmalarinda bulunur. GABA sentezinde gad, hiz sinirlayici bir
enzim olarak gorev alir ve gad i¢cin kofaktor olarak piridoksal fosfat (PLP) gerektirir.
Gad'in iki izoformu olan GAD67 ve GAD65 memeli tiirler tarafindan eksprese edilir.
GADG67 geni ve GAD65 geni, insanlarda sirasiyla 2. ve 10. kromozomlarda bulunur.
GAD67 beyinde GABA sentezlerken, GAD65 pankreas hiicrelerinde baslica gad

izoformu olmaktadir.

GABA santinda yer alan tiglincli enzim GABA transaminaz (GABA-T) olmaktadir. Bu
adimda, GABA katabolizmasi meydana gelir ve GABA transaminaz enzimini
kullanarak stiksinik semialdehit (SSA) tiretir. Bir sonraki adim, siiksinik semialdehit
dehidrojenaz (SSADH) enzimiyle siiksinik semialdehitin siiksinat’a doniistimiidiir
ve TUretilen siiksinat, daha fazla metabolizma i¢cin TCA donglisiine girer.
Mitokondriyal elektron tasima zincirinin bir elektron vericisi olan stiksinat,
trikarboksilik asit donglistiniin 6nemli faktorii olmaktadir. Bitkilerde, hayvanlarda
ve Escherichia coli’de GHB dehidrojenaz (GHBDH), SSA'y1 y-hidroksibiitirik aside
(GHBA) donitstiirtir [29]. GAD sisteminin metabolik yolu, poliamin degradasyonu ve
GABA santinin yani sira, hiicre zarinda bulunan bir GadC proteini, hticre dis1 L-
glutamat tasinmasindan ve GABA'min hiicre i¢i atihmindan sorumludur ve bu
nedenle bazi aside toleransh bakterilerin GABA biyosentezinde hayati bir rol oynar

[35].
2.2.3 GABA Ureten Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalarin bitkilerden daha hizh biiytimesi, ekim icin fazla alana ihtiyag
duyulmamasi ve tiiketiciler i¢in ¢evre dostu olmasi vazgecilmez kilinan o6zellikleri
arasinda yer almaktadir. Ayrica, mikroorganizmalarin tretimini kontrol etmek
kolay olmaktadir. Laktik asit bakterileri (LAB) gida endistrisinde, o6zellikle
yuzyillardir fermente gida iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Genelde

giivenli (GRAS) olarak tanindig1 icin, fermantasyon endiistrisindeki ytliksek
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uygulama potansiyeline sahip olan GABA tretimi yliksek LAB’ler son yillarda yogun
ilgi gormiustiir ve GABA ile zenginlestirilmis dogal saglik odakli gidalarin liretiminde
kullanilmistir [38]. Ayrica LAB, cesitli liretim o6zellikleri ve probiyotik etkileri
nedeniyle GABA tireten onemli mikroorganizmalardir. GABA turetme kabiliyetine
sahip bir dizi LAB susu, peynir, kimchi, paocai, yogurt ve fermente soya fasulyesi gibi
geleneksel fermente gidalardan izole edilmistir. Lactobacillus cinsi, Lactobacillus
brevis, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus,
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus plantarum vb. dahil olmak tizere bol miktarda GABA tireten tiire sahip
olmaktadir. Ayrica, baz1 Streptococcus thermophilus ve Lactococcus lactis suslari,
GABA agisindan zengin st Uriinlerinin liretimi i¢in en iyi aday olan GABA iiretim
yeteneklerini sergilemektedir. Son yillarda, Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Propionibacterium ve Weissella cinsinden baz1 tiirlerin GABA {retebildikleri
bulunmus olup [38] kaynaklardan izole edilen mikroorganizmalarin GABA iiretim

miktarlar1 Tablo 2.3’de verilmistir [39].

Tablo 2.3 Farkli mikroorganizmalar tarafindan iiretilen GABA miktari1 [39]

Mikroorganizma izolasyon Kaynag Kiiltiir ortami Gaba Miktari
Lactococcus lactis Peynir starteri Yagsiz siit 2700mg/L
ssp.lactis 017
Lactobacillus brevis - Komeshochukusu ve 1049.8mg/L
IF012005 GY
Monascus purpureus Arastirma merkezi Nutrient broth 1493.6mg/kg
CCRC 31615
Rhizopus microsporusvar. - Soya Fasulyesi 17400mg/kg
oligosporus IF032002
Rhizopus microsporusvar. - Soya Fasulyesi 15000mg/kg
oligosporus IF032003
Lactobacillus paracasei Fermente edilmis MRS broth 31145.3mg/L
NFRI7415 balik (funasushi)
Lactobacillus brevis - GYP Medium 23381.0mg/L
GABA 057
Lactobacillus plantarum Peynir Sodyum asetat buffer 16.0mg/kg
C48
Lactobacillus paracasei Peynir Sodyum asetat buffer 99.9mg/kg
PF6
Lactobacillus brevis Peynir Sodyum asetat buffer 15.0mg/kg
PM17
Lactobacillus delbrueckii Peynir Sodyum asetat buffer 63.0mg/kg
subsp.bulgaricus PR1
Lactococcus lactis PU1 Peynir Sodyum asetat buffer 36.0mg/kg
Streptomyces bacillaris Cay Nutrient broth 2.9mg/kg
strain R9
Streptomyces bacillaris Cay Nutrient broth 2.4 mg/kg
strain Y11
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Tablo 2.3 Farkli mikroorganizmalar tarafindan tiretilen GABA miktari [39]

(Devami)

Mikroorganizma izolasyon Kaynag: Kiiltiir ortami Gaba Miktar
Lactobacillus brevis Taze siit GYP 4599.2mg/L
Lactobacillus Kimchi MRS Broth 25883.12mg/L
buchneri MS
Lactobacillus sp. Kimchi MSG 180mg/kg
OPK2-59
Lactococcus lactis Kimchi ve Yogurt Kahverengi piring 6410mg/L
subsp. lactis B suyu, cimlenmis soya

fasulyesi ve yagsiz

siit (33:58:9,v/v/v)
Streptococcus - Nutrient medium 6000mg/L
salivarius
subsp.thermophilus
Y2
Lactobacillus brevis Paocai MRSS Medium 15370.0mg/L
Lactococcus lactis Peynir Bugday unu 258.71mg/kg
subsp. lactis PU1
Lactobacillus brevis - MSG 13000mg/L
GABA 100
Lactoccoccus lactis Cin lahanas1 kimchi Kahverengi piring 7,200mg/L
subsp. lactis suyu, ¢cimlenmis soya

fasulyesi ve yagsiz

stit (33:58:9,v/v/v)

ve MSG
Lactobacillus brevis Paocai Nutrient Medium 35,662.0mg/L
NCL912
Lactobacillus brevis Paocai Nutrient Medium 10,3719.1mg/L
NCL912
Lactobacillus brevis Kimchi Deniz otlar1 ve piring | 2465mg/L
BJ20 unu
Lactobacillus Peynir Karabugday, 504mg/kg
plantarum C48 amaranth, nohut ve

kinoa unu (1: 1: 5.3:

1)
Lactobacillus Peynir Uziim siras1 / peynir | 498.1mg/L
plantarum alt1 suyu siitii / MRS
DSM19463
Lactobacillus brevis Bebek fecesi 20mg/mL MSG 20.47 mg/mL
DPC6108 iceren MRS
Bifidobacterium Bebek fecesi 20mg/mL MSG 3.17 mg/mL
adolescentis iceren MRS
DPC6044

(-) Belirlenmemistir.

2.2.4 LAB Tarafindan GABA Uretimi

LAB, gram pozitif, aside toleransli, sporlanmayan bakteriler olup, koklar ve gubuklar
olusturur ve ortak fizyolojik ve metabolik 6zellikleri paylasir. LAB, cok cesitli
fermente gidalar icin Onemlidir ve geleneksel ve endistriyel gida
fermantasyonlarinda starter kiltiirler olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Ana

metabolik triinlerden biri olan karbonhidratlarin fermantasyonu sirasinda olusan
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laktik asit, LAB'nin fizyolojik aktivitelerini etkileyebilmektedir. Asidik kosullar
altinda, birka¢ LAB'de hiicre canhligini korumak i¢in farkli asit direng sistemleri
gelistirir. Bu sistemler, 6rnegin protonlarin translokasyonu ile sitozolde pH
homeostazina katkida bulunan FOF1-ATPase sistemini veya katyon / proton
antiporter / symporter sistemlerini icerir. Ek olarak, substratlar olarak sirasiyla
glutamat ve arginin varligin1 gerektiren glutamat veya arginin bagimli sistemler
LAB'nin asit direncine katkida bulunur. Arjinin bagiml sistem hiicre i¢i bir alkali
bilesigin Uretimine dayanirken, glutamata bagimli sistem benimsenmis glutamat ile
GABA'y1 birlestirerek ve daha sonra baska bir glutamat substrati i¢in bu trini
degistirerek bir hiicre i¢i proton tiiketir. Boylece hiicre dis1 bir amino asit hiicre igi
pH degerinde bir artisa neden olan hiicre i¢i protonun harcanmasiyla hiicre dis1 bir
bilesige doniisiir.

GABA, bakterilerde yaygin olarak dagilan dort karbonlu bir bilesik olmaktadir ve
Krebs dongiisiinde metabolik bir rol oynamaktadir. Bakterilerde GABA belirli
fonksiyonlara sahip olmaktadir ve bunun sustan susa degistigi kaydedilmistir.
Probiyotik suslarin tanimlanmasi icin ana kriterlerden bir tanesi de asit toleransi
olmaktadir. Asidik stres altinda bakterilerin nétral pH'1 korumalari i¢in en 6nemli
faktorlerden biri, glutamat-antiporter reaksiyonlarina dayali olmalaridir.
Bakterilerde glutamat, spesifik tasiyici yardimiyla hiicre icine salinir ve hiicre ici
proton tiiketimi ile sonuclanan sitoplazmik dekarboksilasyon meydana gelir.
Antiporter yoluyla reaksiyon trini GABA, hiicreden disar1 atilir ve hidrojen
iyonlarinin uzaklastirilmasi nedeniyle hiicre ici pH artar. Ayrica hiicre dis1 PH, daha
fazla alkali GABA icin hiicre dis1 glutamatin degisimine bagh olarak artar [29]. Bu
ylzden, glutamat dekarboksilazin ana islevi dekarboksilasyon reaksiyonu ile
hidrojen iyonlarini tiiketerek bakteri ortaminin pH'sin1 kontrol etmesidir. E. colj,
Shigella ve Lactobacillus, L. lactis gibi laktik asit bakterileri, glutamat dekarboksilaz
genine sahip olmaktadir. Dolayisiyla bu genlerin ekspresyonu, bakterilerin asidik
pH altinda hayatta kalmasini gerektirir. Bu nedenle asidik kosullarda hayatta
kalmak i¢in gad aktivitesinin artmasi kritik 6neme sahip olmaktadir ve bakterinin
fermente gidalarin, mide suyunun, gastrointestinal sistemdeki ugucu yag asitlerinin

diisiik pH ortaminin tistesinden gelmesine olanak sagladigi bildirilmistir.
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2.2.5 GAD Geni

Gad geni, L-glutamik asitten gamma-amino biitirik asitin liretiminden sorumlu olan
glutamat dekarboksilazi (protein kodlayan) kodladig bilinmektedir. Bunun insiiline
bagimli diyabette 6nemli bir otojen oldugu kaydedilmistir. Gad geninin, 6karyotlar
ve prokaryotlar arasinda genis ¢apta yayildig1 vurgulanmistir. Gad geninin, bir¢ok
mikroorganizmada biyosentezde ve dogal GABA birikiminde hayati bir rol oynadigi
bildirilmistir. Ayn1 zamanda laktik asit bakterilerinde asit stres yanitini indiikleyen
hiicre i¢i bir enzim olmaktadir [29]. LAB’lerde gad hiicre ici bir enzim olmaktadir ve
bunun indiiksiyonu LAB'deki asit stres tepkilerinden biridir. Gad, 54 ile 62 kD
arasinda degisen molekiiler kiitleye sahip o6zdes alt birimlerden olusan bir
formdadir. Prekiirsor proteini degildir ve bir lizin kalintis1 iceren yiliksek oranda
korunmus katalitik amino asit kalintilarina sahip olmaktadir. Gad enzimi g¢esitli
LAB'lerden izole edilmistir ve biyokimyasal 6zellikleri karakterize edilmistir.
LAB’lerinin gad enzimi i¢cin dekarboksilasyon reaskiyonu benzer olmasina ragmen
ozellikle N-terminali ve C-terminal bolgeleri gibi birincil yapilar1 6nemli derecede
farkli olmaktadir. Birincil yapidaki farklhiliklar, LAB'nin GABA iliretme yetenegini
etkileyebilir. LAB’lerde gad’'in dimer olusumu korunabilir. Fakat, Lb. brevis
[FO12005 susundaki gad’in aktif formunun tetramer yapida oldugu kanitlanmistir.

Bu, mikroorganizmalardan gad’'in tetramer formunun ilk kaniti olmaktadir [40].

Gad sistemi tirler arasinda oldukc¢a degisken olmaktadir. Yapilan g¢alismalarda
Mycobacterium tuberculosis'in antiporterle desteklenmeyen bir gad genine sahip
oldugu, buna nazaran Listeria monocytogenes'in ise l¢ dekarboksilaza ve 2
antiportere sahip oldugu belirtilmistir. Bu 6zelliklere bakildigi zaman gesitli tiirlerin
veya suslarin gad'in kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinin 6nemli oranda degistigi ve
bunun da daha yiiksek biyoteknolojik degere sahip olan yeni gad enzimlerinin
arastirdlmasint miimkiin kildig1 gozlemlenmistir [29]. Gad, glutamatin vy-
aminobiitirik aside doniisiimii glutamat dekarboksilaz tarafindan katalize edilir ve
glutamatin geri dondiriilemez a-dekarboksilasyonu katalize eder. Gad, kofaktor
olarak piridoksal 5'-fosfat (PLP) kullanir ve bakteri, kiif ve mayalar gibi ¢cok sayida
mikroorganizmalarda bulunur. Bunun yani1 sira bitkilerde, boceklerde ve
omurgalilarda bulunur. Gad, L-glutamatin varliginda sitoplazmadaki proton

konsantrasyonunu azaltarak asidik stresle karsilastiginda LAB tarafindan kullanilan
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hiicre i¢i bir enzimdir. Bu sistem, glutamata bagimh aside direngli sistem (GDAR)
olarak adlandirilir ve asidik kosullar altinda koruma saglar. Boylece LAB'nin asit
stres yetenegi algillama ve basa ¢ikma yetenegi, gastrointestinal sistemin (GIT)
kolonizasyonu ve fermente gidalar gibi asidik kosullar altinda hayatta kalmanin

basarili bir sekilde gerceklesmesi icin hayati olmaktadir [29].
2.2.6 GABA Sentezini Etkileyen Faktorler

LAB suslar1 arasinda GABA iiretme kabiliyeti biiyiik farkliliklar gostermektedir.
Kultir kosullar1 ve ortam kompozisyonundan onemli dlciide etkilendigi ve bu
yuzden GABA ftretimini artirmak icin bu kosullarin optimize edilmesi gerektigi
belirtilmistir. Farkli LAB tiirleri arasinda GABA fermantasyonu i¢in optimal kosullar
cesitli olmaktadir. GABA iiretimini etkileyen en 6nemli faktorleri karbon kaynagi,
glutamat konsantrasyonu, kiiltiir sicakligi, pridoksal 5’-fosfat (PLP, koenzim) ve pH
olusturmaktadir. Bunlarin arasinda o6nemli ortak faktorlerin pH, sicaklik ve
glutamat konsantrasyonu oldugu kabul edilmistir. Hiicre i¢i GABA igeriginin diistik
olmas1 ve hiicrelerden ekstrakte edilmesi zor oldugundan dolay1 optimizasyon

esnasinda sadece hiicre dis1 GABA belirlenmelidir [40].
2.2.7 pH’nin EtKisi

Mikroorganizmalarda GABA'nin biyosentezi esas olarak pH tarafindan diizenlenir
ve fermantasyon islemi icin en belirgin etkiye sahiptir. Farkli mikroorganizmalar
arasinda gad'in biyokimyasal 6zellikleri degisiklik gosterir. Bu yiizden etkin pH
degeri maksimum GABA iiretimi icin tire bagh olmaktadir [32]. Ek olarak, pH
degeri, LAB ile GABA biyosentezi icin anahtar bir faktor olmaktadir. Hem
bakterilerin biliyiimesini hem de gad aktivitesini etkiler. Yapilan calismalarda
fermantasyon ortamindaki baslangic pH’sinin GABA sentezini etkiledigi
vurgulanmistir [38]. Lb. plantarum DSM19463 susu pH 6.0 'da maksimum GABA (59
uM/h) miktarin1 sentezlerken [41], Lb. paracasei NFRI 7415 susu pH 5.0’de en
yluksek GABA (210 mM) miktarini tiretmistir [42]. Bazi ¢alismalarda S. salivarius
subsp. thermophilus susunun pH 4.5’de en yliksek GABA miktarina (7984 mg/L)
sahip oldugu belirtilmistir [43]. Lb. brevis GABA 057'nin pH 4.2’de toplam %10
monosodyum glutamat1 (MSG) GABA’ya doniistiirdiigii gérillmistiir. Lb. lactis susu
icin ise optimum pH degeri 7.5'ten 8.0’a degismektedir ve bu degerlerde GABA
miktar1 (7.2 g/L) olmustur [44].
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Fermantasyon yoluyla ylksek GABA iliretimi, sadece gad aktivitelerinin
aktivasyonuna degil, ayn1 zamanda GABA ayrisan enzimlerin aktivitelerinin inhibe
edilmesine de baghdir. GABA ayrismasi c¢esitli bitki ve mikroorganizmalarda
bulunmaktadir. GABA transaminaz, amino aseptor olarak ya etil piirivat ya da a-
ketoglutarat kullanarak GABA'nin stiksinik semi aldehit’e geri dontistimiini katalize
eder. Stiksinik semi-aldehit dehidrogenaz ise siiksinik semi alheditin stiksinata geri

donusimint saglar [32].
2.2.8 Sicaklik

Fermantasyon yoluyla maksimum GABA verimini etkileyen bir diger énemli faktor
inkiibasyon sicakhigidir. Sicaklik, biyokatalizor aktivitesi ve stabilitesi ve
reaksiyonun termodinamik dengesi lizerinde de etkisi bulunmaktadir. Glutamatin
GABA’ya yiiksek verimle donistiiriilmesi, yliksek hiicre yogunluguna ve uygun
kiltir sicakligina ihitiya¢c duyar [32]. Lb. brevis NCL912 susundaki GABA iiretiminin
kultir sicakligina bagh olan hiicre yogunlugu ile pozitif bir korelasyon sergiledigi

yapilan ¢alismalarda belirtilmistir [45].
2.2.9 Fermantasyon Siiresi ve Katki Maddesinin Etkisi

GABA'nin fermantasyonunda ve iretiminde sicaklik ve pH’nin yani sira zaman
faktoru ve besin bilesimi de 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica gad koenzimleri olarak
glutamat ve PLP iceren ortam katki maddeleri, fermantasyon sirasinda GABA
Uretimini etkileyen ana faktorler olmaktadir. Ortam bilesimi, 6zellikle karbon ve
azot kaynaklar1 ve diger bilesenler GABA iiretim miktarim etkileyebilmektedir.
Ayrica, substrat konsantrasyonlar: yliiksek GABA verimi elde etmek icin 6nem arz
etmektedir. Karbon kaynagi olarak L-arabinoz, riboz, D-ksiloz, galaktoz, glikoz,
fruktoz, maltoz, melibiyoz, a-metil D-glukozit, N-asetil D-glukozamin ve glukonat

gibi farkli karbonhidratlar test edilmistir [32].

Bir susun GABA verimini belirlemenin bir diger yolu gad aktivitesi olmaktadir. Hem
pH ve sicaklik hem de L-glutamik asit ve PLP'den etkilenmektedir. LAB tarafindan
GABA sentezi icin ortam icinde vazgecilmez olan gad substrati L-glutamik asit
olmaktadir. LAB, GABA iretimi i¢in yeterli miktarda L-glutamik asit
sentezleyemediginden GABA liretiminde monosodyum glutamat (MSG)
kullanilmaktadir. MSG’den hidroliz yoluyla L-glutamik asit liretilmesi miimkiin

olmaktadir. Optimal MSG konsantrasyonlar1 GABA tretiminde mikroorganizmalar
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icin cesitlilik arz etmektedir. Fakat bazi arastirmacilar asir1 MSG'nin hiicre
biiyiimesini inhibe edebilecegini ve GABA iiretimini azaltabilecegini gostermistir
[38]. Ayn1 zamanda GABA {liretimi icin substrat olarak glutamat’in kullanilmasa ile
kiltir ortaminin yiiksek maliyete sahip olmasi gibi bazi problemleri de beraberinde

getirmektedir [32].
2.2.10 GABA’'min Saghk Uzerine islevleri

GABA'nin ¢oklu fizyolojik fonksiyonlar1 hakkinda kayda deger bilgiler mevcuttur. Bu
yluzden GABA iceren fonksiyonel gidalarin gelisimi aktif olarak takip edilmistir.
Hayvanlarda, GABA beyinde yiiksek konsantrasyonlarda bulunur ve merkezi sinir
sistemi icindeki baz1 yollarinda ve ayrica periferik dokularda inhibitér
norotransmisyonda temel bir rol oynar. Gevseme, uykusuzluk ve depresyon gibi
diger fizyolojik fonksiyonlar GABA ile tedavi edilmistir [36]. Son zamanlarda Wu vd.
[46] cesitli caylarda GABA icerigini ve uykuyu arttirici etkisini gostermistir. Ayni
zamanda GABA, kan damarlarinin gli¢lendirilmesi, insiilin sekresyon modiilasyonu,
artmis kan kolesteroliiniin 6nlenmesi, duygusal huzursuzlugun hafifletilmesi, inme,
karaciger ve bobrek fonksiyonlarinin iyilestirilmesi gibi insanlarda ve diger

omurgalilarda gesitli fizyolojik fonksiyonlarla da iligkilendirilmistir.

GABA, biiyime hormonu salgilayan ve insan biiyiime hormonu (HGH) tretimini
arttiran 6n hipofizi uyarir. Oral GABA uygulamasinin HGH seviyesini arttirdigi
bulunmustur [47]. Tujioka vd. [48] beyindeki plazma biiyiime hormonu
konsantrasyonunu ve protein sentezi hizin1 bulmuslardir. Bireyin fizyolojisine bagh
olarak, dogrudan GABA'nin beyne verilmesinin, biiyiime hormonu tiretimi iizerinde
uyarici ve onleyici etkileri oldugu sonucuna varmislardir. Bir baska calismada Inoue
vd. [49] 12 hafta boyunca glinliik 10 mg GABA tiiketiminin hafif hipertansiyonu olan
kisiler icin etkili oldugunu bildirmislerdir. Ayrica GABA iceren fermente siitiin
giinliik aliminin hafif hipertansif hastalarda kan basincini kontrol etmeye yardimci

olacagini sdylemislerdir.

Kimura vd. [50] kendiliginden hipertansif siganlarda GABA'nin antihipertansif
ozellikler tizerindeki etkisini incelemislerdir. Spontan hipertansif sicanlarda tek
oral uygulamadan 8 saat sonra (0.5 mg / kg) GABA’'nin, sistolik kan basincini énemli
Olciide azalttigt ve 24 saat sonra baslangic degerlerine geri dondigiini

belirtmislerdir. Bu c¢alismalara ilaveten yapilan bir diger arastirmada GABA
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pirincinin 8 hafta boyunca gilinliik aliminin zihinsel durumu ve uyku kalitesini
artirdig1 ve boylece insanlarda stresi azalttigt bulunmustur [51]. Ayrica, son
zamanlarda Xie vd. [52] GABA'nin oksidatif stresi ve tiroid ve tiroid hormonlarinin
fonksiyonlarini gelistirdigini ve kilo alimini azaltan ve GABA'y1 obezitenin 6nleyicisi
olarak oOnerdigini gostermistir. Tim bu fizyolojik fonksiyonlar goéz oniine

alindiginda insan ve hayvanlardaki etkileri Tablo 2.4’te verilmistir.

Tablo 2.4 insanlar ve hayvanlarda test edilen GABA'nin fizyolojik islevi [36]

Fizyolojik islevi Spesifik ozelligi
Norotransmisyon Norotransmitter inhibisyonu

Kan basincini diizenlemesi Gti¢li hipotansif ajan

Beyin rahatsizlig Norolojik bozukluklar iizerine eylemi
Psikiyatrik rahatsizlik Hafizay: gelistirir,

Ruh bozuklugu tizerine etkisi,
Rahatlatici etkisi,
Uykusuzluk eylemi,
Antidepresan,
Alkolizmin 6nlenmesi ve tedavisi
Hayati Organlar Kronik bobrek hastaligina etkisi,
Karaciger fonksiyonunu aktive eder,
Gorsel islevi gelistirir,
Beyindeki hiz salgilama proteinini arttirir,
Bagisiklik Sistemi Bagisiklig1 artirir

Kansere kars1 koruyucu Kanser hiicrelerinin profilerasyonunu
geciktirir ya da inhibe eder,
Apoptoz kanser hiicreleri lizerinde uyarici
etki,
Giiclii timor baskilayici

Solunum hastaliklar: Astim kontroli,
Nefes alip-verme kontrolii

Hormonal diizenleme Biliylime hormonunu artirir,
Progesteronun diizenlenmesi,
Tiroid hormonunun diizenlenmesi,
Obezitenin 6nlenmesi

2.3 Materyal ve Yontem

2.3.1 Eksi Hamur Orneklerinin Kaynaklar:

Calisma kapsaminda Anadolu’nun 6 farkh bolgesinden (Bozcaada, Kibris/Lefkosa,
Manisa/Kirkagac, Bilecik/Golpazari, Bursa/Osmangazi, Ankara/Pursaklar) eksi
hamur o6rnekleri toplanmis olup (Sekil 2.8), 6rnekler analizleri yapilana kadar

buzdolabi kosullarinda (4 °C) muhafaza edilmistir.
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Sekil 2.8 Eksi hamur 6rneklerinin toplandig1 bolgeler

Anadolu’nun 6 farkli bolgesinden toplanan eksi hamurlarin bélgeleri, un cesidi

Tablo 2.5’'te gosterilmistir.

Tablo 2.5 Toplanan eksi hamurlara ait bilgiler

Bolge il Eksi Fermantasyon Un tipi Un cesidi
hamur Sicakhig: (°C)
kokeni
Marmara Bursa/Osmangazi Firin 25 Durum bugdayr Bugday unu
Bolgesi
Ege Bélgesi  Manisa/Kirkagac Firin 24 Karakilgik Bugday unu
ig Anadolu  Ankara/Pursaklar Firin 21 Tandirhik Bugday unu
boélgesi
Kuzey Lefkosa Ev 25 Tip 550 Bugday unu
Kibris yapimi
Marmara Bilecik/Golpazari Ev 24 Goynik/Tarakli Bugday unu
Bolgesi yapimi un
Bozcaada Bozcaada Ev 25 Tam bugday Tam
yapimi Bugday

2.3.2 Mikrobiyolojik Analiz

Mikrobiyolojik analizler icin eksi hamur orneklerinden 10 g alinarak 90 mL
fizyolojik tuzlu su (FTS) (%0.8 g/L) icerisinde stomacherde homojenize edilmistir
ve 1/10’luk diltisyonlar hazirlanmistir. Daha sonra homojenize hale getirilen
orneklerden 1 mL alinarak icinde 9 mL FTS bulunan tiipe aktarilmistir ve bu sekilde
seri diliisyonlar hazirlanmistir. Her bir mikroorganizmanin sayimi i¢in uygun
diliisyonlardan uygun besiyerlerine uygun metot ile ekim yapilmistir. Kullanilan
besiyerleri Tryptic Soy Agar (TSA), De Man, Rogosa and Sharpe Agar (MRS), M17
Agar, Potato Dexrose Agar (PDA) olmaktadir. 10-3, 10 ve 10-> diliisyonlardan
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yayma yontemiyle ekimler paralelli yapilmis olup, laktik asit bakterileri i¢cin; MRS,
M17 ve TSA agar petri plakalar1 37 °C’de 24-48 h inkiibasyona birakilmistir. Mayalar
ise, PDA agara yayma yontemiyle ekim yapilmis olup, 30 °C’de 48-72 h inkiibasyona
birakilmistir. Calismada kullanilan bir eksi hamur, izole edilen bakteri ve mayanin

goruntisu Sekil 2.9'da verilmistir.

Sekil 2.9 a) Eksi hamur, b) izole edilen ve saflastirilan bakteri, c) maya goriintiisi
2.3.3 Laktik asit bakterileri ve Mayalarin izolasyonu

Laktobasillerin izolasyonu icin MRS agar, gelistirilmesi icin MRS sivi besiyeri,
Laktokoklarin izolasyonu i¢cin M17 agar, gelistirilmesi icin M17 siv1 besiyeri, genel
bakteri izolasyonu icin TSA agar, gelistirilmesi icin TSB siv1 besiyeri kullanilmistir.
Mayalarin izolasyonu igin ise PDB sivi besiyeri kullanilmistir. Laktik asit
bakterilerinin izolasyonundan sonra 6n tanimlama i¢cin FTIR tanimlama, fenotipik
tanimlama ve katalaz testi kullanilmistir. Daha sonra gad geni ve RAPD-PCR
asamalarina gecilerek 16s boélgelerinin belirlenmesi i¢in genotipik tanimlanma
gerceklestirilmistir. Gad geni pozitif ve basil olan bakteriler sekans sonucu
degerlendirildikten sonra GABA iretim miktar1 yiiksek olan iki sus yogurt
tretiminde yardimci kiiltiir, bozada ise starter kiiltiir olarak kullanilarak tiretimleri

gerceklestirilmistir.
2.3.4 EKsi Hamur izolatlarinin FT-IR ile Tanimlanip Se¢iminin Yapilmasi

Eksi hamur oOrneklerinden izole edilen LAB’ler MRS agarda platin uglu 6ze
yardimiyla cizimi gerceklestirildikten sonra APT Agar’da (Allpurpose Tween Agar)
34 oC'de 24 h anaerobik kosullarda gelisime birakilmistir. Maya izolatlar ise, PDA
agarda c¢izimi yapildiktan sonra saf diisen koloni alinip, YGC agarda yayimi
yapildiktan sonra (Yeast Extract Glucose Chloramphenicol Agar) 30 °C’de 24 h
inkiibasyona birakilmistir. Gelisen kolonilerden 1 6ze dolusu alinarak, 100 pL steril

saf su igerisinde ¢oziindurilmistiir. Kizilotesi gecirgen ZnSe tasiyicisina (¢apit 25
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mm) ¢oziindiiriilen koloninin 25 pL‘si aktarildiktan sonra 40°C’de 45 dk kurumaya
birakilmistir. Daha sonra FTIR cihazinda koloniler 4000-400 cm dalga boyu
araliginda okumaya birakilmistir (Sekil 2.10). FTIR spektrumlar i¢in, mikroplaka
okuyucu HTS-XT modiliine sahip FTIR spektrometresi kullanilmistir. Bu
siniflandirma isleminde LAB’de Ward’s algoritmasi ve birincil tlirev, mayalarda
Ward’s algoritmasi1 ve ikincil tiirev birlikteliginden yararlamilmistir. izolatlarin

spektrumlar1 OPUS yazilimi kullanilarak islenmistir.

" P0O®® (I
o i e ( ( s

Sekil 2.10 Bakteri ve mayalarin FT-IR okumasi
2.3.5 LAB’ler icin Fenotipik Tanimlama (Basit Boyama) Metodu

Kati agar lizerine ¢izilen bakteriler 6ze yardimiyla 20 pL steril saf su iceren ependorf
tiiplerin igerisine alinip, homojen hale getirilmistir. Daha sonra lam tizerine 20 pL
damlatilarak alevde fiksasyon islemi gerceklestirilmistir. Kurumasi gerceklesen
bakterilere metilen mavisi damlatilarak 1 dakika bekletilmistir. Ardindan boya saf
su ile uzaklastirilarak, lamin kurumasi gergeklestirilmistir. Son olarak immersiyon

yag1 damlatilarak mikroskopta gozlemlenmistir (Sekil 2.11).

Sekil 2.11 a) izole edilen maya, b) izole edilen ve saflastirilan bakteri mikroskop
goruntisu
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2.3.6 Katalaz Testi

Kat1 agardan 6ze ucuyla alinan bakterileri lamin tizerindeki katalaz ile karistirilarak
pozitif olanlarin baloncuk olusturdugu, katalaz (-) olanlarin olusturmadigi

gozlemlenmisgtir.
2.3.7 Genotipik Olarak LAB ve Mayalarin Tanimlanmasi
2.3.8 DNA Ekstraksiyonu

Sivi kiiltiir ortaminda bir gece gelistirilmis kiiltiirden ependorf tiipii igerisine 1 mL
alinarak 10 dak 7000xg de santrifiij islemi uygulanmistir. Tiipteki slipernatant
uzaklastirildiktan sonra bir araya toplanan hiicrelerin tizerine 450 puL TE (Tris
EDTA) tamponundan ilave edilip hafif bir karistirma ile hiicrelerin tampon
icerisinde siispanse olmasi saglanmistir. Siispanse edilen hiicrelere 50 puL %10 luk
SDS (Sodyum dodesil siilfat) ve 2 pL Proteinaz K ilave edilip, 37°C’'de 1 saat
inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda 0.5 mL fenol:kloroform:isoamil
alkol (25:24:1) karisimindan ilave edilip, 5 dak oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
icerik 4°C’de 10 dakika 7000xg de santrifiijlendikten sonra elde edilen siipernatant
benzeri yliksek viskoziteli jel otomatik pipet kullanilarak toplanip yeni bir tiipe
aktarilmistir. Islem fenol-kloroform-isoamil alkol karisgimi ile bir kez daha
tekrarlanip olusan siipernatant benzeri yiliksek viskoziteli jel yeni bir tiipte
toplanmistir. 5M’lik sodyum asetattan 50 pL igerige ilave edilmistir. icerige 1 mL
izopropanol ilave edilerek coken DNA'nin beyaz iplikcikleri olusana kadar ters-diiz
edilerek hafifce karistirilmistir. icerik 3000xg de 10 dak santrifiijlendikten sonra
siipernatant uzaklastirilip, elde edilen pellet iizerine 0,5 mL %70 lik etanol ilave
edilip hafif karistirildiktan sonra icerik 3000g de 10 dak santrifiijlenmistir.
Siipernatant uzaklastirildiktan sonra kalan etanolii uzaklastirmak igin igerik
37°C'de 5-10 dak bekletilip, ardindan elde edilen DNA 100 pL distile su ilave

edilerek siispanse edilmistir [53].
2.3.9 Glutamik Asit Dekarboksilaz (gad) Gen Bolgesinin Belirlenmesi

Fenotipik tanimlama ile basil ve katalaz (-) olan bakteriler seg¢ilerek gad genleri PCR
yardimiyla belirlenmistir. Orneklerdeki gad geninin molekiiler tespiti icin, gad
geninin yiksek oranda korunan bolgelerinden tasarlanan CoreF (5'-

CCTCGAGAAGCCGATCGCTTAGTTCG-3") ve CoreR (5-TCATATTGACCGGTATAA
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GTGATGCCC-3’) primerleri kullanilmistir [54]. Her PCR karisimi i¢in; 5X PCR buffer
for Taq polymerase (Promega), 2.5 mM dNTP'den (Bioline), 1.5 U Taq polymerase
(Promega) ve CoreF ve CoreR primerlerinden 20 mM kullanilmistir. PCR kosullari
icin Tablo 2.6’daki dongi kullanilmistir. PCR trtinleri %1,6 (w/v) agaroz jelde 1.5
saat boyunca 100 V'da elektroforez ile yiiriitiildiikten sonra, yaklasik 600 bp
amplikon boyutunda pozitif olan suslar kabul edilmistir [55].

Tablo 2.6 Gad geninin amplifikasyonu i¢in olusturulan PCR sartlar1 [55]

Denatiirasyon 95°C2dak 1dongi
Denatiirasyon 95°C30s
Baglanma 60°C20s 20 dongu
Uzama 72°C30s
Son uzama 72°C 5 dak

2.3.10 RAPD-PCR (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA) ile Genotipik

Ayirimin Gergeklestirilmesi

Tir i¢i ayirimlarnn saglayabilmek adina RAPD PCR islemi uygulanmistir.
Amplifikasyon M13  (5-GAGGGTGGCGGTTCT-3") primerleri  kullanilarak
yapilmistir. Dongii kosullari; 94°C 5 dak, 94°C 1 dak, 45°C de 20 sn, 72°C 2 dak, 72°C
5 dak olmaktadir. PCR iriinleri %1 (w/v) agaroz jelde yaklasik 2 saat boyunca 100
V'da elektroforez ile yiirtitiilmiistiir. Yuritiildiikten sonra jel goriintiilleme cihazinda

gorinti alinmistir.

2.3.11 Bakterilerin 16s rRNA bélgesi ile Mayalarin 26s Gen Bolgesinin PCR ile
Amplifikasyonu

16S rRNA geninin tespiti amaciyla PCR islemi icin DG74 (5'-
GAGAGTTTGATYCTGGCTCAG-3") ve PEU7 (5-AAGGAGGTGATCCARCCGCA-3’)
primerleri ile 26s gen bolgesi icin ise NL-1 (5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAG-
3) ve NL-4 (5- GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) primerleri kullanilmistir. PCR
reaksiyon karisimi i¢in; 5X PCR buffer 10 pL, dNTPs 0.4 pL, 20 mM belirtilen
primerlerinden 1 pL, 5U polymerase 0.25 pL ve son hacim 50 pL olacak sekilde steril
saf su kullanilmistir [55]. PCR kosullar1 i¢in Tablo 2.7’deki dongii kullanilmistir. PCR

trlnleri %1 (w/v) agaroz jelde yaklasik 2 saat boyunca 100 V'da elektroforez ile
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yuriitiilmistir. 1500 bp amplikon boyutunda pozitif olan bakteri suslarini ve
yaklasik 540 bp amplikon boyutunda pozitif cikan maya suslarini tanimlanmak icin
sekans analizine gonderilmistir. Sekans isleminin ardindan sonug¢lar BLAST
(http://goo.gl/lohXcq) veya Ribosomal database project (http://goo.gl/80ILPU)
veribanklarinda mevcut tiirler ile karsilastirilarak ilgili izolatlarin hangi tiire ait

oldugu bulunmustur.

Tablo 2.7 16s rRNA ile 26s amplifikasyonu i¢in olusturulan PCR sartlari

Denatiirasyon 94°C5dak 1 dongi
Denatiirasyon 94°C30s
Baglanma 55°C30s 30 déngii (| NL-lileNL-4
primerleri
Uzama 72°C30s
Son uzama 72°C7 dak
Denatiirasyon 94°C5dak 1 dongl i
Denatiirasyon 94°C15s
5 ° . PEU-7 ile DG-74
Baglanma 52°C30s 30dongi L primerleri
Uzama 72°C120s
Son uzama 72°C5 dak

Eksi hamurlardan izole edilen LAB’ler sekans sonucu tanimlandiktan sonra, GABA
tretim miktarlarinin 6n taramasi HPLC analizi ile belirlenmistir. Gad geni pozitif
cikan, basil ve katalaz (-) olan ve tanimlanmasi yapilan LAB’ler 53 mM monosodyum
glutamat (MSG) iceren MRS siv1 besiyerinde gelistirilmis olup, GABA iiretim
miktarlar1 en yiiksek sus bulunmaya calisiimistir. Bunlarin arasinda en ytiksek
GABA tiretim miktarina KCO-48 L. brevis ATCC 14869 ve 45MK-30 L. plantarum JCM
1149 suslarinin ulastigl kaydedilmistir ve bu iki sus arasindan KCO-48 L. brevis
ATCC 14869 secilip, yliksek GABA verimliligini saglamak icin ortam kosullarn

optimize edilmistir.
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2.3.12Yiiksek GABA Ureticisine Sahip Levilactobacillus brevis ATCC 14869

Susunun Ortam Kogullarinin Optimize Edilmesi
2.3.13 Bakterinin Biiyiime Kosulu

Gad geni pozitif ve sekans sonucu KCO-48 L. brevis ATCC 14869 oldugu belirlenen
susun GABA tlretim kosulunun optimizasyonu i¢in -80 °C’deki stoktan alinmistir ve
MRS s1v1 besiyerinde iki defa 6n aktiflestirme yapildiktan sonra optimizasyonda
belirtilen sartlardaki MSG iceren sivi besiyerlerine %1 olacak sekilde inokulasyonu

yapilmistir.

2.3.14 Box Behnken Deneme Dizayni ile Optimizasyon Parametrelerinin

Belirlenmesi

Bu calismada maksimum GABA verimini elde etmek icin 4 faktorlii 27 deneme
sayisinl iceren Box-Behnken Deney Dizaymi kullanilmistir. Bunun igin bagimsiz
degiskenler olarak; sicaklik (X1), monosodyum glutamat (X2), pH (X3) ve inkubasyon
zamani (X4) se¢ilmistir. Model parametrelerinde single faktoér dizayni kullanilmig

olup, parametre araliklar belirlenmistir ve Tablo 2.8'de verilmistir.

Tablo 2.8 Box-Behnken Deneme Dizayni i¢in deneme sartlari

Faktorler Seviye
Diistiik (-1) Orta Yiiksek (+1)
(0)
X1:s1caklik (°C) 30 35 40
X2:monosodyum glutamat (mM) 50 225 400
X3.pH 4.50 5.75 7.00
X4Inkiibasyon zamani (h) 24 48 72

2.3.15GABA Uretim Miktarlarimin Belirlenmesi Icin Tiirevlendirilmenin

Yapilmasi

Reaksiyon miksi 1.5 mL ependorf tiiplerinde; 100 uL 6rnek, 100 pL dansil klorid
sollisyonu ve 800 pL 0.2 M Sodyum borat: NaOH ¢ozeltisi (pH 9.0) icerecek sekilde
son hacim 1000 pL olarak hazirlanmistir. Daha sonra miks ultrasonik banyoda 40 °

C'de 30 dak inkiibasyona tabi tutulmustur. Ardindan siipernatantlar 12 000 rpm’de
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10 dakika santrifiijlenerek toplandiktan sonra MeOH (1:1) ile seyreltilip, HPLC

asamasinda kullanilmistir [56].
2.3.16 GABA Uretim Miktarlarinin HPLC Analizi ile Belirlenmesi

Tiirevlendirilen ornekler, flurometrik detektérde 293 nm dalga boyuna sahip
yliksek basingli sivi kromatografi (HPLC-RID, Shimadzu) sistemine enjekte
edilmigtir. Ayrisma 25 °C sicakligindaki inertsil ODS (GL Sciences, 3.5 um, 4.6 x 250
mm) kolon ile saglanmistir. Mobil faz olarak pH 4.1 Asetat/CH3CN (Solvent A:6.25
mL CH3COOH, 1.97 g CH3COONa, 200 mL CH3CN alinip, 1 litre su ile dolduruldu) ve
asetonitril (Solvent B) hazirlanarak %50 solvent B kullanilmistir. Akis hiz1 1.0
mL/min olacak sekilde ayarlanmistir [56]. Orneklerde bulunan GABA
konsantrasyonlarini belirlemek i¢in, farkli konsantrasyonlarda (0.01-0.1-0.25-0.50-
1.0 mg/mL) hazirlanan standartlar kullanilarak test edilmistir. GABA standart

egrisinin regrasyon katsayisi R%, 0.99 olmustur.
2.3.17 istatistiksel Analiz

RSM c¢alismas1 ise Box-Behnken deney tasarimi kullanilmistir. Calismadaki
optimizasyon c¢alismasi i¢in Design Expert TM program kullanilmistir. Programda
verilerimiz istatistiksel olarak otomatik sekilde verilmistir. Optimizasyon ¢alismasi
disinda kalan analizler icin ise One Way Anova icin JMP 9.0 programi istatistiksel

analiz yazilimi (SAS Institute, Inc., Cary, ABD) kullanilmistir.
2.4 Arastirma Bulgulari ve Tartisma

2.4.1 EKksi Hamurdan izole Edilen LAB ve Mayalarin Mikrobiyolojik Sayim

Sonugclari

Eksi Hamur orneklerine ait laktik asit bakterilerinin mikrobiyolojik sayimlar1 Sekil
2.12’de gosterilmistir. Laktobasil sayimina en az ulasan ilin Bozcaada oldugu (5.52
+ (0.07), onu sirasiyla Bilecik/Golpazari (6.00 £ 0.00), Manisa/Kirkagac¢ (6.78 + 0.05),
Bursa/Osmangazi (6.88 * 0.06) illerinin takip ettigi gorilmistiir. Laktobasil,
laktokok ve koliform grubu bakterileri sayim sonuclarinin iller arasinda benzer
oldugu gozlemlenmistir. Genel olarak en ytliksek bakteri sayimina Kibris/Lefkosa
bolgesinin (8.44 + 0.09) ulastig1 goriliirken, en az ise Bozcaada boélgesinin ulastigl
soylenebilir. Ayrica bolgeler arasinda istatistiki agidan énemli bir farkliigin oldugu

(p<0.05) kaydedilmigtir.
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EA 16BO (Bursa eksi hamuru)
B8 45MK (Manisa eksi hamuru)
; B2 06B (Ankara eksi hamuru)
y [ KCO (Kibris eksi hamuru)
11G (Bilecik eksi hamuru)
BOZ (Bozcaada eksi hamuru)

T T —

Laktobasil  Laktokok Koliform

Ekim sonuglari

Sekil 2.12 Eksi hamur 6rneklerine ait LAB sayim (log kob/g) sonuglari

Eksi hamur fermantasyonu, fermantasyonun ilk asamasinda hizl asitlesen LAB'nin
baskin olmasi ve daha sonra tipik eksi hamur LAB’nin yaygin olmasi ve LAB’nin
fermantasyonun son asamasinda eksi hamura adapte olup, baskin duruma gectigi

dinamik bir stire¢ olarak karsimiza ¢ikmaktadir [57].

Syrokou vd. [57] yapmis olduklar1 ¢alismada Yunan bugday eksi hamurlarindaki
LAB ekim sonuglarinin 6.28-9.20 log kob /g, maya sayimlarinin ise 4.60-6.32 log kob
/g arasinda oldugunu belirtmislerdir. Bir baska calisma ise Fraberger vd. [58]
tarafindan yapilmistir. Calismalarinda Avusturya eksi hamurlarindaki LAB
sayiminin 5.00-9.59 log kob / g oldugunu kaydetmislerdir. MRS agarda sayilan LAB
sonuglarinin M17 agarda sayilan LAB sonuglarindan biraz yiiksek oldugunu
gozlemlemislerdir. Ayrica maya sayiminin (5.00-7.90) LAB sayimina gore diisiik
oldugu belirtilmistir. Sonuclarimiz benzerlik gostermis olup, ¢alismamizda LAB
koloni sayiminin bolgeler arasinda farkli oldugu belirlenmistir. Eksi hamur
ekosisteminin bazi parametrelerden etkilendigi vurgulanmistir. Bu parametrelerin
basinda kullanilan un c¢esidi, eksi maya inokulum ytizdesi, pH, fermantasyon siiresi,
fermantasyon sicaklig1 ve giinliik tazeleme sayis1 gelmekte olup, eksi hamurdaki

mikrobiyal ¢esitliligi belirleyen faktorler olmaktadir [57].
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Eksi hamur 6rnekleri

Sekil 2.13 6 farkli bolgeden toplanan eksi hamurdan izole edilen mayanin hiicresel
yogunlugu (log kob /g)
6 farkli yerden toplanan eksi hamurlarin maya sonuglari Sekil 2.13’de gosterilmistir.
Eksi hamur 6rneklerinden toplam 62 maya izolat1 elde edilmis ve bunlardan 14'i
calismamizda kullanilmistir. Belirtilen bolgelerden toplanan eksi maya 6rneklerinin
maya sayilarinda 6nemli bir farklilik oldugu (p<0.05) gorilmiistiir. Bu degisiklik
5.44P-7.08A (log CFU/g) arasinda meydana gelmistir. Aric1 vd. [59] geleneksel Tirk
eksi hamur orneklerinden maya suslari izole etmis ve eksi hamurdaki maya
sayillarin1 3.78 ile 6.28 (log CFU / g) arasinda bulmustur. Baska bir calismada
Petkova vd. [60] 12 Bulgar eksi hamurundan toplam 106 maya izole etmis ve maya
sayisinin 1.4 x 104 ile 9.7 x 10° arasinda degistigini kaydetmistir. Sonu¢larimiz
paraleldir. Bu cesitlilik un ve su tiri, ortam, sicaklik, fermantasyon sitiresi gibi

faktorlere baglh olabilir [61].

Ayrica bazi eksi hamurlarin stabilitesi, belirli maya tiirleri ile LAB arasindaki
isbirlige bagh olurken, firinlarda maya kullanildig1 zaman ¢ogu eksi hamurda S.
cerevisiae'nin (firinc1 mayasi) varligy, firin ¢cevresine baglanabilir. Ek olarak firin eksi
hamurlarinda genellikle W. anomalus, Kazachstania barnettii, Kazachstania unispora

ve T. delbrueckii maya suslarini icerirken, geri besleme yapan laboratuvar eksi
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hamur fermantasyonlarinda W. anomalus, Candida glabrata ve S. cerevisiae suslari

ortama hakim oldugu yapilan arastirmalarda belirtilmistir [62].

2.4.2 LAB’lerin gad Gen Bélgelerinin Belirlenmesi ve RAPD-PCR Teknigi ile

Tiirler Arasinda Ayirimin Gergeklestirilmesi

GABA'nin mikroorganizmalar tarafindan biyosentezi, gad enzimi (gadA veya gadB
tarafindan kodlanir) ve glutamat / GABA antiporter GadC'den olusan glutamik asit
dekarboksilaz (GAD, EC 4.1.1.15) sistemi tarafindan gerceklestirilmektedir [63-66].
Glutamik asit dekarboksilaz enziminin, asit diren¢ mekanizmasinda ve az sayida
bakterinin asit direncinde 6nemli bir rol oynadig1 bulunmustur. Hiicre diisiik pH'ye
maruz kaldiginda, gad sistemi, bir yandan hiicre i¢ci protonu tiketirken, diger
yandan hiicre dis1 glutamat molekiliint hiicre dis1 GABA’ya dontstiirmektedir. Net
etkisi ise hiicre igindeki proton konsantrasyonunu azaltarak sitoplazmanin

asiditesini tersine ¢evirmesidir [36].

6 farkl bolgeden toplamda 253 laktik asit bakterisi izole edilmistir. Bu izolatlar
arasinda gad gen bolgesi pozitif ¢cikan suslar Tablo 2.9'da verilmistir. Bursa
bolgelerindeki eksi hamur izolatlarinin higcbirinde gad gen bdlgesi
belirlenememistir. Ayrica Bozcaada bolgesinde gad geni pozitif ¢cikan suslarin basil
olmadig1 goriilmistiir. Cogunlugu gad geni pozitif olan bélgenin Kibris oldugu

gozlemlenmisgtir.

Tablo 2.9 Gad gen bolgesi belirlenen izolat sayisi ve pozitif cikma durumu

Bolge Toplam LAB izolat Sayisi Pozitif ¢cikan ve basil
izolat sayisi

45MK (Manisa /Kirkagac) 44 11 6

06B (Ankara/Pursaklar) 28 5 5

KCO (Kibris/Lefkosa) 58 16 16

11G (Bilecik/Goélyazi) 41 20 10

BOZ (Bozcaada) 31 7 -

16BO (Bursa/Osmangazi) 51 -

Core F ve Core R primerleri kullanarak amplikon boyutunun yaklasik 570 bp (baz

cifti) olarak belirlenmis izolatlarin jel goriintiileri Sekil 2.14-2.18’de verilmistir.
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Sekil 2.14 Manisa bolgesine ait eksi hamur 6rneklerinden izole edilen LAB’lerin
gad gen bolgelerine ait jel goriintiisi

Sekil 2.15 Ankara bolgesine ait eksi hamur 6rneklerinden izole edilen LAB’lerin
gad gen bolgelerine ait jel goriintiisii

o)
o
o

<
i

Sekil 2.

—
~

6 Kibris bolgesine ait eksi hamur 6rneklerinden izole edilen LAB'lerin gad

gen bolgelerine ait jel gortintiisi
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Sekil 2.17 Bilecik bolgesine ait eksi hamur 6rneklerinden izole edilen LAB’lerin
gad gen bolgelerine ait jel goriintiisii

Sekil 2.18 Bozcaada bélgesine ait eksi hamur 6rneklerinden izole edilen LAB’lerin
gad gen bolgelerine ait jel goriintiisi
Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi, belirli eksi hamur ekosistemlerinin ¢esitli
calisma sonuglarindan biri olmaktadir. Bu ¢alismalarin genel yaklasimi, rastgele
amplifiye polimorfik DNA (RAPD) veya tam hiicre protein elektroforezi gibi hizl
parmak izi metodolojisi kullanilarak farkli koloni tiplerinin izolasyonu ve
saflastirilmasi ve genotipik veya fenotipik cesitliligin taranmasina dayanir. Anormal
profile sahip suslarin filogenetik konumlarini belirlemek icin ise 16S rRNA gen dizisi
analizi yapilir [67]. Ayrica son zamanlarda yapilan calismalarda da LAB icin cesitli
diizeylerde ayrim giicii sergileyen cesitli molekiiler yontemlerin icerisinde yer alan
16S rRNA gen dizileme ve rastgele amplifiye (RAPD-PCR) analizlerinin eksi hamur
LAB’lerinin daha giivenilir bir sekilde tanimlanmasi icin kullamildig1 gérilmiistir

[68]. Calismamizda M13 primerinin kullanilmasi ile gad geni pozitif ¢ikan suslar
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arasinda ayirimin saglanmasi igcin RAPD-PCR analizi uygulanmis olup,

gorintileri Sekil 2.19-2.22"'de verilmistir.

AR

Kntrl-35mt34-45mt22-45mk13-45mk47-45mk45-45mk11-06b15-06b14-06b13-06b10-06b5-KCO41-KCO38-KCO34-KCO26-KCO24-KCO23-KCO21-KCO20-KCO19-KCO18- KCO17-

KCO15-KCO13-KCO6-KCO5-KCO4

Sekil 2.19 Gad geni pozitif ¢ikan suslara ait RAPD-PCR jel goriintiisii
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Sekil 2.20 Gad geni pozitif ¢cikan Bilecik ve Bozcaada suslarina ait RAPD-PCR jel

goruntusu

45MK:30
45MK-28
45M¥K:27
45MK-13
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Sekil 2.21 Gad geni pozitif cikan Manisa bolgesi suslarina ait RAPD-PCR jel

goruntusu
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KCO-54
KCO-51
KCO-50
KCO-49
KCO-48
KCO-44
KCO-41
KCO-38
KCO-35
KCO-34

KCO-26
KCO-24
KCO0-23
KCO-21
KCO-20
KCO-19
KCO-18
KCO-17
KCO-15
KCO-13
KCO-11
KCO-5

Sekil 2.22 Gad geni pozitif ¢ikan Kibris bolgesi suslarina ait RAPD-PCR jel
goruntisu

2.4.3 FT-IR (Fourier-Transform Kizilotesi Spektroskopi) ve PCR Teknigi

Kullanilarak LAB Tanimlanmasi

Mikroorganizmalarin tanimlanmasi1 ic¢in genellikle son yillarda genotipik
yaklasimlar kullanilmaya baslanmistir. Bu yaklasimlar yaygin olarak kabul
edilmesine ragmen, protokol karmasikligi, reaktif maliyeti, her tiir icin spesifik
primerin se¢imi ve mutasyona karsi duyarli olmasi gibi parametrelerden dolay1 bazi
teknik sinirlamalara sahiptir ve bu ylizden rutin olarak kullanilmamistir. Oldukca
emek ve yogun bir calisma gerektiren bu stirecgleri degistirmek i¢in en ideal yontem;
minimum O6rnek gerektiren, 6rnekleri dogru analiz eden (reaktif gerektirmeyen),
hizli olan ve nispeten diisiik maliyet gerektiren yontemler olmaktadir. Bunlardan
biri de FT-IR teknigidir. FT-IR, bir molekiildeki kimyasal bag tiirlerini belirlemek
icin eski ve giiclii bir teknik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. FT-IR spektroskopisinin
giiclii yonlerinden biri, analitik bir teknik olarak, ¢ok cesitli farkli bilesiklerden
spektrum elde etme yetenegi olmaktadir [69]. FTIR tekniginin, ¢esitli kalite kontrol
alanlarinda, filamentli kiif ve mayalarin tanimlanmasinda basariyla uygulandigi
kaydedilmistir. Ayrica mikrobiyolojik FT-IR tiplemesi, hizl;, etkili ve reaktifsiz ve az
miktarda biyokiitle gerektirdiginden dolay1 tiim mikroorganizmalara uygulanabilir

[69].

FT-IR  spektroskopisinin  biyomedikal alandaki uygulamalar, o6zellikle

mikroorganizmalarin tanimlanmasinda giderek daha ilgi ¢ekici hale gelmistir. Bu
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yaklasim, yalnizca cins ve tiir diizeyinde tanimlama i¢in degil ayni zamanda ayni tiir

icinde sus ayrimi icin de ytliksek bir potansiyel gosterir [70].

Mikroorganizmalar: tanimlamak i¢in FT-IR mikrospektroskopisi kullanilmistir. Bu

teknik, 6zellikle mikrobiyolojik alanda LAB'yi karakterize etmek i¢in kullanilir.

Bu calismada, eksi hamur 6rneklerinde LAB ve maya biyo-gesitliliginin hizli bir
sekilde tanimlanmasi saglanmistir. HTS-XT modiiliinde hem 16S-rDNA gen dizilimi
hem de FT-IR spektroskopisi sayesinde LAB tanimlamasi gergeklestirilmistir. FT-IR
cluster agac1 Sekil 2.23'de gosterilmistir. FTIR analizinin kemometrik tekniklerle
bakteri ve mayalar1 tanimlamak i¢in giivenilir bir yontem oldugu diisiintiilmektedir.
Turkiye'nin 6 farkli bélgesinden getirilen eksi hamur LAB izolatlarina FTIR analizi
uygulanmistir (Sekil 2.23). 1500-1200 cm-1, 1200-900 cm1, 900-700 cm-! spektral
bolgelerinde yer alan elde edilen spektrumlarin ilk tiirevleri, daha 6nce ¢alisilmis

olan Lactobacillus tiirlerinin spektrumlarini ayirt etmek icin kullanilmistur.
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Sekil 2.23 Tim bolgelerdeki eksi hamur LAB izolatlarinin FT-IR cluster agaci
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LAB suslar1 16S rDNA PZR islemi ile amplifiye edildikten sonra sekanslama islemi
icin Medsantek Laboratuvar Malzemeleri San. ve Tic. Ltd. Sti. (Istanbul) firmasina
gonderilmistir.  Sekanslama isleminin ardindan DNA gen dizilimleri
(http://goo.gl/lohXcq) veya Ribosomal database project (http://goo.gl/80ILPU)
veribanklarinda mevcut tirler ile Kkarsilastirilarak tiirlerin tanimlanmasi
gerceklestirilmistir. Daha sonra gen dizilimlerin filogenetik analizi MEGA-X
programinin UPGMA Neighbour-joining (N]) metodu kullanilarak Sekil 2.24’de
gosterildigi gibi 16s rDNA tabanli filogenetik aga¢ olusturulmustur. Dendogramda 8
LAB izolat1 kiimelenmis ve elde edilen dendogram 5 farkli grup vermistir. Gruplar
sirasiyla 2 Lactiplantibacillus plantarum, 1 Levilactibacillus brevis, 1
Companilactobacillus paralimentarius, 2 Staphyloccoccus spp., 1 Bacillus haynesii, 1

Pediococcus acidilactici igermistir.

16S rDNA tabanli yontemler, bakteriler arasindaki genetik iligkileri tanimlamak i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir [60]. Bu yiizden prokaryotlarda, 16S ribozomal RNA
(rRNA) genleri 6nem arz edip, bir genomda en az bir kopya halinde bulunmaktadir
[1]. Genlerin evrenselligi, onlari filogenetik ¢alismalar ve taksonomik siniflandirma

icin ideal bir hedef haline getirir [71].

Bu calismada, RAPD-PCR'a kiyasla daha hizli sonu¢ veren FTIR kiime analizi
kullanilarak, eksi hamur orneklerinden izole edilen LAB’ler secilmistir. Kiime
analizine gore 8 LAB izolat1 genotipik olarak tanimlanmistir. Komsu birlestirme
yontemi kullanilarak LAB izolatlarinin 16S rDNA tabanl filogenetik agaci, uyumlu
filogenetik kiime sunmustur. LAB izolatinin kiime analizinin 16S rDNA'ya atfedilen
gruplandirma ile uyumlu oldugu ve bu izolatlan filogenetik olarak farkh gruplara

ayirdigl sonucuna varilmistir.
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Sekil 2.24 16S sekanslarina bagl olarak filogenetik iliskisini gosteren Neighbour-
joining metodu ile olusturulmus dendogram

2.4.4 FT-IR (Fourier-Transform Kizilotesi Spektroskopi) ve PCR Teknigi

Kullanilarak Mayalarin Tanimlanmasi

Mikroorganizmalar gibi ¢ok karmasik suslarin kimyasal bilesimini karakterize
etmek icin kullanilan FT-IR tekniginin, cesitli kalite kontrol alanlarinda, kiif ve
mayalarin tanimlanmasinda basarili oldugu vurgulanmistir [72]. Calismamizda
toplamda 62 maya izolati elde edilmistir ve FT-IR ile hizl1 bir sekilde tanimlanmistir
(Sekil 2.25). Kiime analizleri, girdi olarak orijinal spektrumun ikinci tiirevi
kullanilarak farkli spektral boélgeler (3030-2830, 1350-1200, 900-700 cm1)
kullanilarak karsilastiriimistir [59].

Calismamizdaki 62 maya izolatindan 14 maya susunun FTIR analiz dendograminda
4 farkhh gruba ayrildig1 kaydedilmistir (Sekil 2.25). Saccharomyces, Pichia ve
Debaryomyces tirlerinin kendi aralarinda ayn1 dallarda kiimelendigi
gozlemlenmistir. Calismalar, mikroorganizmalarin FTIR ile tanimlanmasinin %90'in
lizerinde bir dogruluk oranina sahip oldugunu gostermistir [73]. Calismamizda
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tanimlamanin dogrulugunu belirlemek i¢in 14 maya tiirtinden 3 maya susunun 26s
gen bolgesi belirlenerek sekans analizine gonderilmistir ve Sekil 2.26’de cluster

analiz dendogrami verilmistir. Sonug¢larimizin FT-IR ile benzer oldugu gorilmiistiir.
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Sekil 2.25 FT-IR analizine dayali olarak taranan maya suslarinin dendogrami

FT-IR spektroskopisinin kullaniminin olduk¢a basit oldugu ve hiicre bilesimindeki
kiiglik degisikliklere karsi hassas oldugu vurgulandigindan dolay1 mayalar1 FT-IR ile

tanimlamak miimkiin olmaktadir [69].
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Sekil 2.26 26 s gen bolgeleri belirlenmis mayalarin cluster analiz dendogrami

Wenning vd. [74] yaptiklar1 calismada gida kaynakli mayalarin tanimlanmasi igin
FT-IR teknigini kullanmislardir. Sonuglarinda FT-IR mikrospektroskopisi
kullanilmasi ile tiir diizeyinde suslarin %67'sinin dogru oldugunu kaydederken, bu
dogrulugun FT-IR makrospektroskopisi ile %65 oldugunu ve toplamda 9 cins ve 13

tlri temsil eden 45 maya susunun ortalama spektrumunu icerdigini belirtmislerdir.

Kuhm vd. [75] yaptiklar1 ¢alismada Yersinia tirlerini ve tiir bazinda da biyotip ve
serotiplere ayirt etmek icin FT-IR teknigini kullanmislardir. Bu teknikten bagimsiz
olarak calismada farkl Yersinia izolatlar1 kullanilmistir. Yersinia izolatlarinin toplam
tir diizeyinde dogruluk oraninin %79.9 oldugu belirtilmistir ve API 20E test
sistemiyle ayirt edilemeyen tiim Y. bercovieri, Y. intermedia ve Y. rohdei suslarinin Y.
enterocolitica'dan ayrilmasini sagladig1 kaydedilmistir. Dogru serotip tanimlanmasi
icin dogrulugun %92.5 oldugu vurgulanmistir. Ek olarak, ana patojenite
belirteclerinden biri olan ail geninin varligl veya yoklugu, FT-IR kullanilarak

gosterilmistir. Tim gen ile ilgili izolatlarin dogru tanimlanmasi olasilig1 ise %98.5
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olmustur. FTIR sayesinde tek bir ol¢iimle cins, tir ve Y. enterocolitica alt tiri

hakkinda bilgi edinmenin miimkiin oldugu gosterilmistir.

Yapilan bir baska ¢alismada Sandt vd. [76] ayni tiirlere ait maya suslarinin
tiplendirilmesi i¢in yeni bir fenotipik yaklasim olarak FT-IR spektroskopisini
kullanmislar. Bu ¢alisma, iki yogun bakim iinitesinde yatan dokuz hastadan 4 aylik
bir siire icinde izole edilen 79 Candida albicans susu ile yurutilmustir. FT-IR
spektroskopi sonugclari, ikinci tirev spektra ile gerceklestirilen hiyerarsik
kiimeleme ile analiz edilmistir. Bu tanimlama, toplamda 9 gruba ayrilmistir. Calisma
sonucunda 79 spektrumdan sadece bir tanesinin yanlis siniflandirildig1 goriilmiis
olup, tim veriler ayrica rastgele amplifiye edilmis polimorfik DNA (RAPD)
sonuglariyla da karsilastirilmistir. Sonug olarak yazarlar FT-IR spektroskopisinin
klinik maya tanimlamasi icin miikemmel bir teknik oldugunu belirtmislerdir [69].
Bu sayilan ¢alismalara ek olarak yapilan bir dizi ¢alisma, antibiyotige direncli ve
duyarli suslar arasinda ayrim yapma potansiyeline sahip olan tiirleri ve sus
seviyelerini belirlemek i¢in FT-IR spektroskopisinin kullanilmasi yoéniinde vurgu

yapilmistir [77].

2.4.5 Eksi Hamurdan izole Edilen Levilactobacillus brevis ATCC 14869
Susunun GABA Optimizasyonu

-Matematiksel Modelleme

Eksi hamurdan izole edilen KCO-48 Levilactobacillus brevis ATCC 14869 susunun
kiltir kosullarinin optimizasyonu i¢in secilen siire¢ parametreleri ile GABA tiretimi
arasinda matematiksel bir iliski kurmay1 amaglamak hedef olmaktadir. Bu yiizden
deneysel tasarim yontemi olarak Box-Behnken Tasarim Tabanli Tepki Yiizey
Yontemi (RSM) kullanilmistir. Tasarim noktalar1 BBD ile belirlendikten sonra, elde
edilen her bir girdi setinin deneysel sonuclar1 ¢ikt1i parametresi olarak
tanimlanmistir. 4 bagimsiz girdi degiskeninin kombinasyonlarini ve her tasarim
noktasi i¢in karsilik gelen ¢iktiy1 gostermek i¢in Tablo 2.10 kullanilmistir. 4 bagimsiz
degisken secildiginden BBD kullanilarak 27 tasarim noktasi 6nerilmistir. Calismalar
rastgele verilmis olup, calisma tekrarlar halinde bloke edilmistir. 3 baz blok ve 27
baz calisma olusturulurken, toplam blok sayis1 6 ve toplam ¢alisma sayis1 sirasiyla

54'e ulasmistir.
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Tablo 2.10 BBD tabanlh deney tasarimi ve karsilik gelen yanit degerleri

Deneme Sicakhik Monosodyum pH inkubasyon GABA
numarasi [C°] Glutamat[mM] zamani[h] miktar (g L-
1
1 35 50 7.00 48 0.5)60
2 35 400 7.00 48 0.392
3 35 225 5.75 48 29.495
4 30 225 5.75 72 78.017
5 40 225 5.75 72 0.224
6 30 225 5.75 24 1.380
7 35 400 4.50 48 1.230
8* 40 225 5.75 24 0.186
9 35 50 4.50 48 32.195
10 40 225 4.50 48 0.303
11 30 225 4.50 48 29.710
12* 35 400 5.75 72 42.970
13 30 225 7.00 48 0.415
14 35 400 5.75 24 1.575
15 35 50 5.75 72 22.084
16 35 50 5.75 24 18.590
17 35 225 5.75 48 22.325
18 40 225 7.00 48 0.253
19 40 400 5.75 48 0.500
20 35 225 5.75 48 25.275
21 35 225 4.50 24 1.340
22% 40 50 5.75 48 1.033
23 35 225 7.00 72 1.244
24 35 225 7.00 24 0.205
25 30 400 5.75 48 22.230
26 30 50 5.75 48 24.925
27* 35 225 4.50 72 55.215

*Unusual Observations (Outliers)

MINITAB istatistiksel analiz yazilimi kullanilarak 4 deney olagandis1 gozlemler

olarak belirlenmis ve modelin gelistirilmesi i¢cin ihmal edilmistir.

ikinci dereceden yanit denklemi 2.1’deki gibi tanimlanmustir:

K K kK k
Y=Bo"‘ZBiXi‘l‘ZBiiXiz+ZZBi]‘Xin+€ (2.1)
=1 =1

i=1 j>i

Yukaridaki denklemde (2.1), y karsilik gelen yanit olup (GABA {iretimi), sabit katsay1

olmaktadir ve sirasiyla dogrusal, ikinci dereceden ve etkilesim terimlerinin
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katsayilarini belirtmektedir. Olusturulan matematiksel modelin Varyans Analizi
(ANOVA) sonuglari, sicaklik ve siire girdi parametrelerinin ikinci dereceden
etkilerinin, p degerleri sirasiyla 0.378 ve 0.971 oldugundan istatistiksel olarak

anlamli olmadigini géstermistir (p>0.05).

Diger yandan MSG'nin stire ile etkilesim etkisi de p degeri 0.104 oldugu i¢in anlaml
degildir. Bu nedenle bu terimler ¢ikarilmis ve Denklem 2.2'de verilen modele gore
asagidaki gibi kalan terimleri iceren yeni bir indirgenmis ikinci dereceden

regresyon denklemi olusturulmustur;

y = —502.7 + 5.74A + 0.0468B + 71.1C + 10.801D — 0.000259B% — 10.045C?
— 0.00486AB + 1.17AC — 0.2660AD + 0.03520BC
—0.2174CD (2.2)

Burada A, B, C ve D sirasiyla sicakligi, monosodyum glutamat, pH ve siireyi
gostermektedir. Indirgenmis ikinci dereceden regresyon denkleminin ANOVA

sonuglar1 Tablo 2.11'de verilmistir.

Tablo 2.11 Indirgenmis kuadratik modelin varyans analizi (ANOVA) sonuglar1

Source DF | SS MS F- Value P-Value Remarks
Model 13 7601.06 584.70 73.66 0.000 Significant
Blocks 2 344.39 172.20 21.69 0.000 Significant
Linear 4 1570.47 392.62 49.46 0.000 Significant
A 1 384.36 384.36 48.42 0.000 Significant
B 1 377.04 377.04 47.50 0.000 Significant
C 1 566.17 566.17 70.07 0.000 Significant
D 1 225.79 225.79 28.45 0.000 Significant
Quadratic 2 1365.36 682.68 86.01 0.000 Significant
Terms

B2 1 322.03 322.03 40.57 0.000 Significant
c? 1 1200.00 1200.00 | 151.18 0.000 Significant
Interaction 5 3055.59 611.12 76.99 0.000 Significant
Terms

AB 1 4411 4411 5.56 0.043 Significant
AC 1 213.82 213.82 26.94 0.001 Significant
AD 1 2383.05 2383.05 | 300.23 0.000 Significant
BC 1 237.12 237.12 29.87 0.000 Significant
CD 1 102.78 102.78 12.95 0.006 Significant
Error 9 71.44 7.94

Total 22 7672.50

Belirleme katsayis1 (R?), Diizeltilmis R2 ve Ongoriilen R? sirasiyla 0.99, 0.977 ve
0.933 olarak belirlenmistir. Denklem 2.2, ikinci dereceden yanit ylizey grafigi icin

kullanilmistir ve optimizasyon islemi i¢in Uygunluk Fonksiyonu (FF) olarak da
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tanimlanmistir. Bu c¢alismada, maksimum GABA iiretimini saglayan optimum
reaksiyon parametrelerini belirlemek i¢in pargacik siirii optimizasyonu algoritmasi
kullanilmistir. Hesaplama maliyetini azaltmak i¢in ana MATLAB programi iki alt
programla iliskilendirilerek kodlanmistir. GABA iretimini maksimize etmek i¢in
girdi parametre degerlerini aradigimiz icin problem maksimizasyon problemi

olarak modellenmistir.

Deneysel tasarimin sundugu her kurulum kombinasyonu, benzersiz bir Uygunluk
Degerine (FV) sahip bir parcacik olarak kabul edildi. Bu calismada ytriitiilen
optimizasyon problemi su sekilde ifade edilebilir (Denklem 2.3):

maxyeapa = f(4,B,C,D) (2.3)
S.t

400 > B =50

7=>2C=45

72>D > 24

Burada sirasiyla sicaklik, monosodyum glutamat miktari, pH ve inkiibasyon siiresi
olan girdi degiskenlerini belirtir. Yazilan ana MATLAB programi dort ana boliimden
olusmaktadir. Birincisi problem tanimlama béliimiidiir. Bu boéliimde, yukarida
belirtilen ifadeye gore karar degiskenlerinin alt ve Ust sinirlari tamimlanmistir. Girdi
degiskenlerinin sayis1 tanimlandiktan sonra uygunluk fonksiyonu yazilir. ikinci
kisim, maksimum yineleme sayis1 (MaxIt), swarm boyutu (nPop), atalet katsayisi
(w), sontiim oran1 (wdamp), kisisel ve sosyal ivme katsayilari (c1, c2) olan PSO model
parametreleri ile ilgilidir. Bu parametreler sirasiyla 100, 10, 1, 0.99, 2 ve 2 olarak

ayarlanir.

Uclincii béliim, parcacik swarm optimizasyonunun belirleme ilkesine gore
kodlanmis alt programi ¢agirir. Bu alt programda, en iyi ¢6zlim i¢in potansiyel aday
olan siirii liyeleri, tanimlanan tist ve alt sinirlar arasindaki aralikta rastgele baslatilir.
Elde edilen sonuglara gore kiiresel en iyi liye olarak belirlenen diger adaylar
arasinda en iyi GABA degerine sahip olan swarm iiyesi olmustur. Swarm tiyelerinin

hizlar1 ve konumlar1 denklem 2.4 ve 2.5’e gore giincellenir;
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particle(i). Velocity

= w™particle(i). Velocity ...

+ c1*rand(VarSize).” (particle(i). Best. Position — particle(i). Position) ...

+ c2*rand(VarSize).” (GlobalBest. Position

— particle(i). Position) (2.4)

particle(i). Position = particle(i). Position + particle(i). Velocity (2.5)

Daha o6nce belirtildigi gibi atalet katsayis1 (w), asagidaki yinelemeden 6nce soniim
orani (wdamp) ile carpilarak giincellenir. Her yinelemede, baska bir alt program
kullanilarak belirlenen en iyi uygunluk degerleri, bir sonraki yinelemede belirlenen
degerle karsilastirilmak tizere saklanir. Bu nedenle tasarim uzay1 derinlemesine
taranir ve iteratif dongii sonunda global optimum degere ulasilir. GABA iiretim
tizerine etkili olan sicaklik, monosodyum glutamat miktari, pH ve inkiibasyon siiresi

olan girdi degiskenleri nedenleriyle birlikte asagida tartisilmistur.
2.4.6 GABA Optimizasyonu Uzerinde Etkili Olan Parametreler
-pH Etkisi

pH, fermantasyon stiresince LAB tarafindan GABA biyosentezi i¢cin 6nemli bir faktor
olmaktadir ve sadece bakteri biiylimesini etkilemez ayn1 zamanda gad aktivitesini
de etkilemektedir. LAB’lerden tiiretilen gad enzimi sadece asidik kosullar altinda
aktif olmaktadir ve pH 5’ten biiyiik olmasi durumunda aktivitesini kaybetmektedir
[78]. Baz1 calismalarda, fermantasyon ortamindaki baslangic pH’sinin GABA
sentezini etkiledigi gosterilmistir. Lb. brevis NCL912 susunun, baslangic pH 5’'de
maksimum GABA miktarini trettigi yapilan calismalarda belirtilmistir [79].
Fermente edilen mikroorganizmalarin optimal kosullari, gad’in farkh 6zelliklerine
gore cesitlilik arz etmektedir ve optimum pH 3.5-5.0 arasinda degismektedir.
Fermantasyon ile GABA'nin yiiksek tiretimi sadece gad aktivitesinin aktivasyonuna
bagh degildir ayn1 zamanda GABA dekomposizasyon enzimlerin aktivitesinin
sergilenmesine de bagli olmaktadir [78]. Kiiltiir ortaminin pH's1, bakteri iiremesini
ve glutamat dekarboksilazin aktivitesini degistirdigi icin farkli bakterilerin GABA
tretimini etkileyen 6nemli bir parametre olarak karsimiza ¢ikmaktadir [80].
Lactobacillus brevis suslarinin, asit direncine yonelik ana strateji olarak kullanilan

GAD sistemine atfedilen ve dolayisiyla yliksek GABA tiretim kapasitesi sergiledigi
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yapilan calismalarda belirtilmistir [81]. Arastirmalarda LAB tarafindan GABA
tretimi i¢in etkili pH araliginin 4.0-5.0 arasinda oldugu bildirilmistir. GABA tiretimi
esnasinda, fermente edici ortamin pH’st degismektedir. Glutamath GABA’ya
dontustirmek icin hiicre i¢i protein tiiketiminin mikroorganizmalarin asidik ortamla
basa ¢ikmasina yardimcr oldugu bilinmektedir. GABA, hiicre dis1 ortama geri

gonderildiginde, alkalilesmeye ve pH’da bir artis sagladig1 kaydedilmistir [78].

Calismamizda KCO-48 Lb. brevis ATCC 14869 susunun optimizasyonunun
saglanmasi i¢in 3 farkli pH kosulu altinda gad aktivitesi ol¢lilmustiir. Gad aktivitesi
icin optimum pH degeri 5.75 olmustur. Sonuglarimizda GAD i¢in pH
diizenlenmesinin GABA turetimini etkili bir sekilde gelistirdigi gézlemlenmistir. Binh
vd. [82] yaptiklar1 ¢alismada Kimchii'den izole ettikleri Lb. brevis susunun GABA
lretim yetenegini artirmak icin optimizasyon yapmislardir. Optimal pH degerinin
5.25, sicakligin 35 ve fermantasyon siiresinin 72 h oldugunu belirtmislerdir. Bu
optimizasyon kosullarinda 44.4 g/L. GABA miktarina ulastigin1 kaydetmislerdir.
Yapilan bir baska calismada Villegas vd. [83] kinoa eksi hamurundan izole ettikleri
Lb. brevis susunun GABA tlretimini optimize etmislerdir. MSG miktarinin 255 mM,
sicakligin 30 °C, fermantasyon siiresinin 48 h olmasinin optimum nokta oldugunu
kaydetmislerdir. Bu verilerin ¢alismamizla dogru orantili oldugu goérilmiustiir.
Genel olarak degerlendirildiginde GABA iretimi sirasinda pH'in artmasi veya
azalmasi, ortam bilesimi, L-glutamatin GABA donilisiimiine orani ve fermantasyon

ortaminda LAB tarafindan asitlestirme derecesi gibi faktorlere bagl olabilir.
-Si1cakhik

pH ile birlikte inkiibasyon sicakligl, maksimum GABA sentezini etkileyen bir diger
onemli faktor olmaktadir [78]. Hem hiicre biiyiimesi hem de gad aktivitesinin
sicakliga bagh olmasi, sicakligin LAB'nin GABA iiretimi lizerinde gii¢lii bir etkisi
oldugunu gostermektedir [80]. Bu amagla optimizasyonda inkiibasyon sicakliginin
ortaya ¢ikarilmasi 6nem arz etmektedir. Calismalardaki L. brevis NCL912’deki GABA
liretiminin hiicre yogunlugu ile pozitif bir korelasyon gosterdigi ve biiylimesinin
sicaklikla arttig1 gozlemlenmistir. Maksimum biiyiimesi ise 35 °C’de gerceklesmistir
[78]. Calismalarda LAB suslari tarafindan GABA iiretimi i¢in etkili sicakliklarin 30 °C
ile 40 °C arasinda oldugu vurgulanmistir. Sicakligin hem biyokatalizor etkinligi hem

de reaksiyonun termodinamik dengesini etkiledigi yapilan ¢alismalarla
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desteklenmistir. Bunun yani sira kiiltiir sicakliginin, gad aktivitesi tizerindeki

etkisinden dolay1 GABA tretimini etkiledigi sdylenebilir.
-MSG Konsantrasyonu

Glutamat takviyesinin, LAB fermantasyonu sirasinda GABA liretiminde etkili oldugu
bulunmustur. Ancak yiiksek konsantrasyonlarda takviye GABA iiretiminin
azalmasina neden olabilecegi ve bunun nedeninin de daha yiiksek ozmotik basinca
dayandirilabilecegi ve bunun sonucunda bakteri metabolizmasin1 bozarak GABA
veriminin diismesine neden olabilecegi belirtilmistir. Bircok LAB’nin, GABA iiretimi
icin yeterli L-glutamati sentezleme yetenegine sahip olmadigi, bu nedenle MSG'nin
L-glutamata kolayca hidrolize edilebilmesi icin kiiltiir ortamina MSG eklenmesi

gerektigi vurgulanmistir [80].

Calismamizda secilen MSG konsantrasyonlar1 50, 225 ve 400 mM olmaktadir.
Optimum nokta i¢in 225 mM MSG konsantrasyonun uygun oldugu gorilmiistiir.
Bakteriyel GABA’y1 liretmek glutamat konsantrasyonundan kaynaklanmaktadir.
Yapilan bir ¢alismada Lb. brevis tarafindan 72 h saatte 526.33 mmol/L GABA
uretildigi kaydedilmistir [84]. Bu calismalara ek olarak glutamat’in eklenmesi ile Lb.
paracasei ve Lb. brevis [85] bakterilerinde GABA iretimini artirdigr fakat
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus Y2'de bir degisiklik olmadig:
gozlemlenmistir [43]. Arastirmalara bakildiginda glutamik asit takviyesinin GABA
tretimini iyilestirdigi kaydedilmistir. Ciinkii GAD geni, glutamik asidi GABA’ya
doniuistirmektedir. Fakat bu ¢alismalarin yani sira substrat takviyesinin artmasi ile
GABA donlisim oraninin azaldigr bildirilmistir [86]. Sonuglarimizda MSG
konsantrasyonunun 400 mM oldugu durumda GABA iiretim miktarinin azalmasi
bunu desteklemektedir. Bunun nedeninin enzim-substrat kompleksinin

konsantrasyonunun artmasi ile GABA dontisiim oranini yavaslatmasi diisiiniilebilir.
-Fermantasyon Siiresi

Gidalardaki GABA igerigini artirmak icin fermantasyonun kullanilmasi,
fermantasyon kosullarinin optimize edilmesi gerektigi diisiincesini dogurmustur.
Bunun i¢in fermantasyon kosullarini optimize etmek 6nem arz etmektedir. Bu
ylzden dikkat edilmesi gereken bir diger parametre fermantasyon siiresi
olmaktadir. Fermantasyon siiresinin artmasi ile belirli bir siire sonra GABA

iceriginin degismeyecegi ve sirasiyla GABA'nin siiksinik asit semialdehite ve
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ardindan siiksinik aside doniismesi nedeniyle azalacagi bildirilmistir [87]. Sonug
olarak, maksimum GABA igerigini saglamak icin fermantasyon siiresinin optimize
edilmesi gerekmektedir. Sonuglar genel olarak degerlendirildigi zaman
optimizasyon sonugclari, maksimum GABA verimine izin veren en iyi proses
parametrelerinden sicakligin 30 °C, MSG konsantrasyonunun 130.71, pH'nin
4.74 ve siirenin 72 saat olmasi gerektigi gorilmistiir. Maksimum GABA verimi ile
80.56 olarak belirlenen sonug icin en iyi kombinasyon olmustur (Sekil 2.27). Tablo
2.7 dikkatli bir sekilde incelendiginde, maksimum deger BBD (4. deney) tarafindan

sunulan en iyi tasarim noktasindan daha yakin hatta ondan bile biiytiktiir.

90

80.5686- {

GABA Yield

Sekil 2.27 Farkl stokastik optimizasyon ¢alismalarini gésteren diyagram

Ayrica, optimizasyon islemi i¢in kullanilan uygunluk fonksiyonu, belirli islem
parametrelerinin GABA verimi tizerindeki iligkilerini géstermek i¢in kullanilmistir.
3B tasarim alaninda sadece 2 bagimsiz degisken 1 bagiml degiskene karsi grafiksel
olarak gosterilebildiginden, tiim iliskiler 6 farkli grafik kullanilarak gosterilmistir

(Sekil 2.28).
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Olusturulan matematiksel modelin varyans analizi (ANOVA) sonuglarinin yani sira
yanit ylizey grafikleri, tim ana etki terimlerinin anlamli oldugunu géstermistir. En
baskin ana etki teriminin pH, en az ise zamanin oldugu goriilmiistir. Ancak sonuglar,
zamanin sicaklikla etkilesim etkisinin GABA verimini etkileyen en etkili terim
oldugunu gostermektedir (Sekil 2.29). Ote yandan, bu her iki parametrenin
kuadratik etkileri ve monosodyum glutamat miktarinin zamanla etkilesim etkisi

Onemsizdir.

Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is Y; a = 0,05)

Term

AD - 17,3271

CccC 12,2956
837069
6,95869
689212
BB £,36947
BC - 546567
533345

AC - 519015
cD 3.59848

AB - 2,35733

4 6 8 10 12 14 16 18
Standardized Effect

Sekil 2.29 Standartlastirilmis etkilerin Pareto grafigi
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3

YUKSEK GABA URETICISI L. brevis ATCC 14869 ve L.
plantarum JCM 1149 SUSLARI iLE BOZA URETIMI

3.1 Giris

Boza ve benzeri iceceklerin tarihi MO 6000-7000 yillarina, yani yaklasik 9000 yillik
bir gecmise dayanmaktadir [88]. Boza kokeninin Anadolu ve Mezopotamya’'da
yasayan eski halklardan geldigi bilinmektedir. Yunan tarih¢i Ksenophon, Boza'nin
MO 401'de Dogu Anadolu'da yapildigim ve topragin altinda goémiilmiis kil
kavanozlarda saklanmis bir sekilde oldugunu kaydeder. Fakat boza, 6zellikle 10.
yuzyilldan bilinmektedir ve c¢agdas icecegin formulasyonunun hazirlanmasi
Osmanlilar tarafindan fethedilen tilkelerde yayilmasi ise 16. Yiizylla dayanmaktadir
[89]. Boza; eksi veya tath bir tada sahip fermente bir icecek olup, karakteristik
asidik-alkollii bir kokuya sahip, soluk sar1 renkli, yogun bir sividir ve 6zellikle soguk
kis gecelerinde tercih edilen bir icecek olmaktadir. Fars¢a dar1 anlamina gelen
“buze” kelimesinden tiiremistir. Yuzyillar boyunca Orta Asya'da bilinmektedir ve
oradan Anadolu ve Avrupa'ya tanitilmistir. Bozay ilk tlireten Tiirkler olmasina
ragmen konu arastirmacilar tarafindan son derece goz ardi edilmistir. Bu nedenle
boza, diger bazi Avrupa iilkeleri tarafindan da milli {riin olarak piyasaya

strtilmiustiir [88].

Boza; musir, piring ve bugday unlar1 gibi tahillardan yapilan, olduk¢a kivamli,
geleneksel fermente bir Turk icecegi olmaktadir. Bozanin hazirlanmasi normalde
laktik asit bakterileri (LAB) ve mayalarin karisik kiiltiirlerini iceren dogal
fermantasyon ile gerceklestirilmektedir [90]. Tirkiye'de ve Arnavutluk,
Bulgaristan, Makedonya Cumhuriyeti, Romanya gibi diger Balkan iilkelerinde
tiiketilen kolloid stispansiyonlu, hafif asidik, diistik alkollii bir icecektir. Hos tadi ve
yliksek besin degeri nedeniyle boza, her yastan tiiketici tarafindan popiiler bir
icecek haline gelmistir ve genellikle kis aylarinda tiiketilmektedir [2]. Boza
uretiminde farkli hammaddeler ve fermantasyon stregleri farkli oranlarda
gerceklesmektedir. Bu da tiriiniin kalitesinde degisiklige sebep olmaktadir. Uretim

asamasindaki fermantasyon siireci, bozanin hem fonksiyonel hem de sindirilebilir
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ozelliklerinin gelismesine katkida bulunur [91]. Boza'nin essiz tadi ve kokusu, insan
sagligini olumlu yonden etkilemesi, nihai tiriintin kalitesini etkilemesi, secilmis tahil
veya un kaynaklarinin kullanimi, tercihen probiyotik mikrobiyal starterlerle

asillama ve uygun fermantasyon kosullar gibi faktorlere bagli olmaktadir [89].
3.1.1 Boza Goriinimii ve Kompozisyonu

Boza, kremsi beyaz ve bejden ac¢ik kahverengiye kadar degisen, hos tath bir tada ve
hafif asitli bir tada sahip, kivaml, dusiik alkolli bir icecek olmaktadir.
Kompoziyonunun yaklasik %0.50-1.61 protein, %12.3 karbonhidrat (% 8-12 seker)
ve % 75-85 nem igerdigi belirtilmistir. Ureticilere gore (Bomax, Omiir Bozasi) ise,
nihai trunleri %8-57,5 karbonhidrat, %0.5-3.5 protein, % 0.4-0.5 lipid, 29 mg Ca,
1.3 mg Fe, 95 mg fosfor, 1 mg Zn ve vitaminlerden tiamin, riboflavin ve niasin
icermektedir. Sadece leblebi unu ile hazirlanan boza, protein (%8.46) ve mineral
icerigi, Ca (268.1 ppm), K (525.3 ppm), P (199.2 ppm), Zn (3.13 ppm), Mn (1.14 ppm)
daha yiiksektir ve daha az sakaroz (%0.05) icerigine sahiptir. Farkli Boza
orneklerinde oksalik, laktik, piriivik, asetik ve malik asitler bulunmustur. Sitrik asit
pirin¢ ve misir bozasinda belirlenmesine ragmen orotik asit piring, misir ve dari

bozasinda bulunmustur [89].

Bozanin asitlik degerine gore,”tathh boza” ve “eksi boza” olmak tzere iki sinifa
ayrildig1 kaydedilmistir. Boza Standardi’na (TS 9778) gore bozada toplam kuru
madde en az %20, sakkaroz cinsinden toplam seker en az %10 olmalidir. Etil alkol
iceriginin ise, hacimce %?2’yi gecmemesi gerektigi vurgulanmistir. Tath bozada
laktik asit cinsinden asitlik degerinin %0.2-0.5 eksi bozada ise %0.5-1.0 olmaldir
[92].

3.1.2 Boza Uretiminde Kullanilan Tahil Kaynaklar:

Boza icin cesitli tahil kaynaklar1 kullanilabilmektedir. Ancak en kaliteli ve lezzetli
cesidinin dar1 unundan yapildig1 belirtilmistir. Arnavut Bozasinin iiretiminde ana
madde olarak misir kullanildig1 i¢in diger iilkelerde iiretilen bozalardan farkl
olmaktadir. Tiirkiye, Bulgaristan ve Makedonya gibi diger lilkelerde ise ana bilesen
genellikle bulgur, darj, arpa, piring irmigi/unu, nohut veya bezelye olmaktadir [89].
Bu taneler bir embriyo (germ), epidermis tarafindan ¢evrelenmis bir endosperm ve
bir tohum kabugundan (kabugu) olusur. Endosperm graniile nisasta ile doldurulur.

Embriyoda; amino asitler, lipidler, mineraller, sekerler ve vitaminler gibi enzimler
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ve besinler bulunurken, Kabukta ise; seliiloz, mineraller, pentozanlar ve pektinler

bulunmaktadir [93].

Tahil taneleri, karbonhidratlar, proteinler, vitaminler, mineraller ve liflerin énemli
katkilar1  olmaktadir. Genel olarak, tahillarin dogal fermantasyonu,
karbonhidratlarin yan1 sira bazi sindirilemeyen poli- ve oligosakkaritlerin
seviyesinde bir azalmaya yol acar. Baz1 amino asitler sentezlenebilir ve B grubu
vitaminlerin mevcudiyeti gelistirilebilir [2]. Tahillar suda ¢oziiniir lif (B-glukan ve
arabinoksilan gibi), oligosakkaritler (galakto- ve frukto oligosakkaritler gibi) ve
direncli nisasta icermektedir ve bu nedenle prebiyotik kavrami yerine getirmesi
Onerilmistir. Buna ek olarak, fitodstrojenler, fenolik bilesikler, antioksidanlar ve
steroller dahil olmak tizere birgok fitokimyasal ve diger biyoaktif bilesiklerin
kaynagini olusturdugundan dolayr bu o6zellik onlar1 probiyotik ve fonksiyonel

gidalarin gelisiminde 6nemli kilmaktadir [94].

Bugday tanelerinden iiretilen Boza i¢in en ¢ok kullanilan kimyasal bilesim:
proteinler %12.6, nisastalar %67.8, lipidler %1.6, mineraller %1.7 ve su %15.5
olmaktadir. Boza, yaygin olarak (misir, arpa, ¢avdar, bugday, dar1 veya piring gibi)
ogutilmiis tahil veya unlarin karisimi ile yapilmaktadir. Boza iiretiminde siklikla

kullanilan tanelerin kimyasal bilesimi Tablo 3.1'de verilmistir [89].

Tablo 3.1 Boza uretiminde siklikla kullanilan tanelerin kimyasal bilesimi [89]

Tahil Bilesim (%)
Karbonhidrat Protein Yag Diyet lifi
Bugday 71.2 12.6 1.5 12.2
Misir 18.7 3.3 1.4 2.0
Dar 72.8 11.0t 4.22 8.5
Arpa 77.7 9.9 1.2 15.6
Cavdar 60.7 8.8 1.7 13.2
Piring 80.0 7.1 0.7 1.3
Leblebi 41.1-47.4 21.7-23.4 2.6 13.9-17.6

1 Glutensiz
20nlarin en az %2’si coklu doymamis omega-6 yag asitleri olmaktadir.

Bulgar bozasinda siklikla kullanilan misir, kirmizi bugdaydan daha yiiksek oranda
protein igerir ve ayrica daha yiiksek fosfor, potasyum, piridoksin ve beta-karoten

seviyelerine sahip oldugu icin daha besleyici olarak kabul edilir. Modern bugday
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formlarinin aksine, siyezdeki gliadin proteini ¢olyak hastalari i¢in toksik 6zellik

sergilemediginden gliitensiz diyette tavsiye edilebilir [89].
3.1.3 Bozanin Mikrobiyotasi

Boza fermantasyonu sirasinda alkol fermantasyonu ve laktik asit fermantasyonu
olmak tizere iki farkl fermantasyon meydana gelmektedir ve bu siire¢ler ayni anda
gerceklesmektedir. Alkol fermantasyonu, karbondioksit kabarciklar1 ftretir ve
hacmi arttirir. Laktik asit fermantasyonu ise laktik asit lireterek bozanin asidik
karakterini saglamaktadir. Laktik asit fermantasyonu tahil bazli {riinlerin

islenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Bunlardan bazilari;
a. Raf 6mriinii uzatma ve koruma, gida giivenligini artirma;

Koruma, organik asit (laktik asit, asetik asit, propiyonik asit), etanol ve bakteriyosin
gibi inhibitor metabolitlerin olusumu yoluyla gerceklesir. Ayrica, asit pH'y1 4'lin
altina diistirerek raf Omriini uzatir ve bozucu ve bazl patojenik

mikroorganizmalarin bliyliimesini ve hayatta kalmasini sinirlandirir.
b. Istenmeyen bilesiklerin azaltilmasi;

Baz1 tahillarda bulunan fitik asit (fermantasyon, fitaz aktivitesi yoluyla fitatin
enzimatik bozunmasi icin optimal pH'1 saglar), tanenler (fermantasyonun bir

sonucu olarak) ve polifenoller (polifenol oksidazin aktivitesi nedeniyle) gibi.
C. Besin degerini gelistirmek:

Fermantasyon sirasinda lipazlar, proteazlar ve amilazlar gibi enzimler iretilir ve
bunlar sirasiyla lipidleri, proteinleri ve polisakkaritleri hidrolize eder. Serbest
birakilan besinler, tUriinlerin besin degerinin artmasina katkida bulunur.
Fermantasyon; tiamin, riboflavin, niasin veya folik asit gibi biyovitaminlerin

arttiritlmasina da katkida bulunur.
d. Duyusal niteligi gelistirmek;

Gelistirilmis duyusal nitelikler: Fermantasyon, nihai iiriinlerin dokusunda, tadinda
ve aromasinda genel bir iyilesmeye yol acar. Mikrobiyal fermenterlerin metabolik
aktiviteleri bu 06zelliklerin gelistirilmesinden sorumludur. Fermente gidalarin

baslica lezzet ve tatlarinin, organik asitler (serbest amino asitler, alkoller, aldehitler,
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ketonlar ve karbonil bilesikleri ile birlikte) tarafindan iiretildigine inanilmaktadir

[94].

Baz iilkeler, mikroorganizma tanimlamasindaki son gelismelerden yararlanarak,
bozanin mikroflorasi tlizerine geleneksel fenotip temelli yontemler ve molekiiler
yaklasimlar ile cesitli calismalar yapmistir. Bu sonuglar, diinya genelinde bozada
bulunan mikrobiyotanin taksonomik bilesiminin bélgeler arasinda ve kullanilan
hammaddelere gore onemli farkliliklar gosterdigini ortaya koymakta ve farklh
bolgelerde {retilen bozanin mikroflorasinin arastirilmasi gerektigi sonucu
dogurmaktadir. Boza, Cin’in bati bolgesinde (XUAR'da) popiiler olmasina ragmen,
simdiye kadar degeri az olarak arastirildigindan dolay1 ve endiistriyel uygulama icin
uygun mikroorganizmalarin bulunmamasi nedeniyle ticarilestirilmesinde
kisitlamaya yol a¢mistir. Bozanin karmasik mikrobiyal bilesimi ve farkh
fermantasyon siireglerinin etkilesimlerinden kaynaklanan karmasik bir biyolojik
ekosistem oldugu agiktir [95]. Boza'nin fermantasyonundan sorumlu mikrobiyota,
hem homo hem de heterofermentatif LAB ve mayalar olmaktadir [88,89]. Islem
sirasinda maya ve LAB arasinda etkilesimler kontrol edilemediginden iiriiniin
kalitesinde ve stabilitesinde degisikliklere yol a¢gmaktadir. Bu tiir geleneksel
uriinlerin kalitesinde degisiklik olmamasi icin starter kiltirlerin kullanilmasi

gerektigi on gorulmustir [90].

Boza fermantasyonundan sorumlu LAB; Lactobacillus coryniformis, Lactobacillus
sanfrancisco, Lactobacillus confuses, Lactobacillus fermentum, Leuconostoc
paramesenteroides, Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides, Leuconostoc
mesenteroides subsp. dextranicum, Leuconostocoenus, Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus coprophilus, Leuconostoc raffinolactis
olurken, sorumlu mayalar ise; Saccharomyces uvarum, Saccharomyces cerevisiae,
Candida tropikalis, Candida glabrata, Geotrichium penicillatum ve Geotrichium
candidum, Candida diverca, Candida inconspicua, Candida pararugosa, Issatchenkia
orientalis mikroorganizmalar1 olmustur [2]. Lactobacillus brevis, Lactobacillus
salivarius, Lactococcus lactis, Pediococcus pentosaceus, Pediococcus acidilactici ve
Weissella confusa gibi diger laktik asit bakterilerinin de tahil bazli fermente

gidalardan siklikla izole edildigi bildirilmistir. Laktik asit bakterilerinin tahil
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islemede her yerde kullanilmasina ragmen, amilolitik laktobasillerin biyolojik
cesitliligi olduke¢a sinirhdir. Tanimlanan 120 Lactobacillus tiirii arasindan sadece
dokuzu nisastay1 tek karbon kaynagi olarak parcalayabilmektedir. Amilolitik L.
plantarum, L. fermentum, Lactobacillus paracasei ve Lactobacillus pentosus suslari,
ogi, mawe ve boza dahil olmak iizere ¢esitli tahil bazli fermente edilmis yiyecek ve
iceceklerden izole edilmistir. Amilolitik laktik asit bakterilerinin kullanimi, hem
amilaz tretimini hem de asitlestirmeyi tek bir mikroorganizmada birlestirerek
baska bir alternatif sunar. Mayalar ve Ilaktik asit bakterileri arasinda bir
kometabolizma onerilmistir. Bu sayede bakteriler, mayalarin biiytimesini secen asit
ortamini saglarken, mayalarda bakterilere vitaminler ve ¢ozlnir nitrojen bilesikleri

gibi diger buliytime faktorlerini saglar [94].
3.1.4 Ticari Boza Uretim Asamasi
3.1.5 Hammaddelerin Hazirlanmasi

Boza iiretiminde dari, bugday veya bulgur, misir ve piring hammadde olarak
kullanilabilmektedir. Secilen hububat yabanci maddelerden temizlenir ve irmik
biiytikliigiinde parcalara ayrilmaktadir ve daha sonra elenerek kabuk ve kepek
kisimlarindan temizlenir. Bazi yerlerde bu tahillarin unlar: da tercih edilmektedir.
Diger hammaddeler ise; toz seker, icme suyu ve maya (0nceki boza veya mayal

ekmek hamurundan) olmaktadir [88].
3.1.6 Hammaddelerin Kaynatilmasi

Elenmis tahil karisimy, siirekli karistirilarak hacminin (w/v) 4-6 kati suda kaynatilir.
Kaynatma islemi icin paslanmaz ¢elik kazanlar kullanilmaktadir ve kapasiteleri
glinliik tiretime gore degismektedir. Kaynatma islemi sirasinda karisim suyu emer
ve bu nedenle kaynatma isleminin sonuna kadar birka¢ kez sicak su eklenir.
Homojen bir hamur elde edildiginde kaynama durdurulur [88]. Tanelerin 1sitilmasi
sirasinda tanelerin yumusaklig1 ve sismesi, kabugun yirtilmasi, nisasta grantllerinin
sismesi, nisastanin hidrolizi, proteinlerin denatiire edilmesi gibi bir dizi fiziko-
kimyasal siirecin meydana geldigi belirtilmektedir. Nisasta, onemli viskozite
degisikliklerine yol acan dekstrinlere hidrolize edilir. Lipidlerin bir kismi (tahilda)
gliserine ayrisir veya emiilsifiye edilir. Hammaddelerin kaynatilmasi, dogrudan
1sitma ile 30-35 dakika veya dolayli 1sitma ile 60-120 dakika devam etmektedir
[88,89].
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3.1.7 Sogutma ve Siizme

Boza hamuru kaynatildiktan sonra gece boyunca sogumaya birakilmalidir.
Bazilarinda iiretim tesislerinde, sogutmayr hizlandirmak i¢in mermer kaplarda
sogutma yapilmaktadir. Sogutulan hamur, siirekli karistirilarak su ile 2-2.5 kez
seyreltilir ve daha sonra tahta figilara siiziiliir. Elenmis malzemeye “sekersiz ham

boza” denir ve sliziilmemis kat1 kisim ise hayvan yemi olarak kullanilir [88].
3.1.8 Seker ilavesi

Turk Gida Mevzuatina gore boza, en az %15 toz seker (sakkaroz) icermelidir.
Boylece verimli bir fermantasyon icin ham bozaya %20'ye kadar seker ilave edilir.

Diger tariflerin ¢ogunun aksine geleneksel Tirk tiretiminde malt kullanilmaz.
3.1.9 Fermantasyon

Baslangig kiiltiirii olarak 6nceki seriden alinan boza (%2-3) kullanilmalidir. Starter
kiltlriin orany, tiretildigi mevsime ve sicakliga baglidir. Daha sonra karisim, ahsap
ficilarda mayalanmaya birakilir. Asilanmis karisim kullanima hazir olmadan 6nce
yaklasik 24 saat 15-25 °C'de inkiibe edilir. Fermantasyon sirasinda hacmin artmasi
nedeniyle ahsap figilar tam olarak doldurulmamalidir. Bu sekilde iiretilen boza, asir1
eksi tad1 6nlemek i¢in birkag giin iginde tiiketilmelidir. Pratikte bozanin raf 6mriini
uzatmak icin sogukta muhafaza edilerek fermantasyonu geciktirilir. Sezonun ilk
boza iliretiminde eksi maya veya yogurt kullanilir. Olmayan zamanlarda ise starter

kiltiir kullanihir [88,91].
3.1.10 Ev tipi Boza Uretimi

Ev yapimi boza liretimi igin;

a. Bulgur iyice yikanarak genis ve derin bir tencereye alinarak su ile
karistirmak,

b. Muhallebi kivamina gelene kadar kaynatmak,

C. Karisimi ince bir siizgecgten gecirip spatula ile bastirmak,

d. Ardindan karisimin sogumasi i¢in yaklasik bir saat bekletmek,

e. Bir bardak sicak su ile seker (1 yemek kasig1) ve mayayi (1 cay kasigi) iyice
karistirip tencereye ilave etmek.
f. Tencerenin kapagini kapattiktan sonra ara ara karistirarak yaklasik 15-20

saat serin bir yere koymak (fermantasyon adimi),

73



g. Fermantasyondan sonra kalan seker ve suyu (dogru kivam icin) eklemek ve
iyice karistirmak

h. Bozanin depolanmasi: Bozanin muhafaza kosullari, icinde
mikroorganizmalar: barindirdig i¢cin 6nem arz etmektedir. Yiiksek sicaklikta maya
ve asetik asit bakterilerinin miktar1 hizla arttigindan dolay1 bozanin duyusal
ozelliklerinde farkhliklara neden olur. Uriiniin pH degeri 3.5'in altinda ise boza
tliketilebilir. Yapilan arastirmalar, bozanin raf émriinii uzatmak icin en 6énemli
ozelliklerden birinin saklama kosulu oldugunu gostermektedir. Bozanin
buzdolabinda (4 °C) saklanmasi, geleneksel bozanin raf dmriiniin uzamasina

yardimci olur [91].
3.1.11 Bozanin Depolanmasi

Bozanin muhafaza kosullari, i¢inde gida bakterisi barindirdigl i¢in 6énem arz
etmektedir. Yiiksek sicaklikta maya ve asetik asit bakterilerinin miktari hizla arttig
icin bozanin duyusal 6zelliklerinde farkliliklara neden olur. Boza, pH degeri 3.5'in
altinda ise tiiketilebilme 6zelligindedir. Yapilan arastirmalara bakildiginda bozanin
raf omriiniin uzatilmasinin en 6nemli 6zelliklerinden birinin saklama kosulu
olmasidir. Bozanin buzdolabinda (4 °C) saklanmasi, geleneksel bozanin raf
Omriiniin uzamasina yardimci oldugu belirtilmistir. Buna karsin boza 25 °C'de
sadece 2-3 giin saklanabilme 6zelligine sahiptir [91]. Bu icecek uygun strelerde
tiiketilmedigi takdirde iirtin bozulur, kivaml ve icilmez hale gelir. Boza cesitleri
arasindaki farkliliklar boza iiretim yontemleri ve mikroflora ile ilgili olmaktadir.
Ayrica saklama sicakliklar1 ve siirelerindeki farkliliklar da boza o6rneklerinin

mikroflorasini etkileyebilmektedir [94].

Caputo vd. [96] yaptiklari ¢alismada bozanin 4 °C'de depolandiginda raf 6mriiniin 1
ila 2 hafta arasinda degistigini ve sonraki giinlerde {riiniin asitliginin arttigini ve

tiiketilemez hale geldigini belirtmistir.
3.1.12 Bozanin Saghk Uzerine EtKisi

Yeni fonksiyonel yiyecek ve iceceklerin gelistirilmesi, gidalarin lezzetlerinde ve
duyusal kabul edilebilirliklerinde ©6nemli bir azalma meydana gelmesi
arastirmacilar i¢in 6nemli bir konu haline gelmistir. Boza; dogal hammaddeden
uretilmesi, isleme teknolojisi ile 6nleyici ve tedavi edici olmasi ve saglik acisindan

bu gereksinimi karsilamasi nedeniyle dogal bir iirtin olmaktadir.
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Kan basincini dengelemeye yardimci olmasi, kolon saghigini iyilestirmesi, plazma
kolesterollinii diisiirmesi, emziren kadinlarda siit iiretimini artirmasi, mide suyu
tretimini artirarak ve sindirimi kolaylastirarak sindirimi kolaylastirmasi gibi saghk
tizerinde bir¢ok olumlu etkisi bulunmaktadir. Bu 6zelliklerin yani sira, Boza tiretimi
icin geleneksel tahil olan dari, kuru agirhiginin %0.1 ve %2'sini olusturan hem w-3
hem de w-6 yag asitlerinin kaynagi olmaktadir. Q-3 yag asidinin miyokard
enfarktiisi, ani kardiyak 6liim ve koroner kalp hastaligi gibi 6nemli kardiyovaskiiler
riskini azalttiglr bilinmektedir [89]. Mevcut arastirmalar, w-3'lin aritmileri
onleyebilecegini, kan basincini diistirebilecegini ve meme, prostat, kolon ve bobrek
gibi cesitli kanser riskini azaltabilecegini vurgulamaktadir [97]. Bunun nedeni diyet
lifine baglanabilir. Diyet lifi, insan sindirim enzimleri tarafindan hidrolize
edilmeyen, bitki hiicre duvarlarindan elde edilen farkl tipteki karbonhidratlarin
genel bir terimi olarak kabul edilir. Kilo kontroliinii, kolesterol seviyesini, diyabeti
etkileyebilir ve kardiyovaskiiler hastaliklar, divertikiilit, varis, fitik hiatusu ve kolon
kanserinin dnlenmesinde faktoérdiir. Diyet liflerinin hacim olusturma, viskozite ve
fermantasyon olmak lizere ii¢ ana etki mekanizmasi vardir. Farkl liflerin gesitli
etkilerinin olmasi genel saghiga katkida bulundugunu diisiindiirtmektedir. Hacim
olusturan liflerin ¢ogu ya fermente edilmez veya bagirsak yolu boyunca minimum
diizeyde fermente edilir. Suyu emme ve diski agirligini ve dizenliligini énemli
Olciide artirabilme 6zelligine sahiptir. Viskoz lifler ise, bagirsak yolunun icerigini
kalinlastirir ve seker emilimini, yemekten sonra seker tepkisini ve lipid emilimini
azaltabilmektedir = (6zellikle kolesterol emilimi ile gosterilir). Gida
formiilasyonlarinda kullanimlar, viskoziteleri ve koyulastiric1 etkileri nedeniyle
genellikle diisiik seviyelerle sinirli olmaktadir. Bazi viskoz lifler ayrica bagirsak yolu
icinde kismen veya tamamen fermente edilebilmektedir (guar zamki, (-glukan,
glukomannan ve pektinler). Fermente olabilen lifler ise, kalin bagirsaklardaki

mikrobiyota tarafindan tiiketilmektedir [89].

Boza ayrica, yiiksek besin ve enerji igerigine sahip olmasinin yani sira sindirim
sistemi lizerindeki rahatlatici etkisi nedeniyle de tiiketilmektedir. Gilin i¢inde ¢ok
fazla enerji harcayanlar i¢in vitamin kaynagi olarak ideal bir icecek olmaktadir.
Bunun yani sira laktojenik 6zelliginden dolay1 hamilelere veya yeni dogum yapmis
kadinlara da énerilir. iki bardak bozanin bir yetiskinin giinliik B vitamini ihtiyacin

karsilayabildigi yapilan ¢alismalarda belirtilmistir. Bozanin icerdigi maddeler sinir
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sistemi lizerinde olumlu etkilere sahiptir. Boza tiretiminde kullanilan tam tahillar
fenolik maddelerin kaynagini olusturmaktadir. Gidalardaki fenolikler, saghga
yararl etkileri nedeniyle insan beslenmesinde 6nemli bir yere sahiptir. Fenolik
asitler, tahillarin antioksidan potansiyeline katkida bulunduklarindan ve birgok
dejeneratif hastaliga neden olan oksijen tilirevlerini ve serbest radikalleri
engellediklerinden dolay1 saghga faydali olmaktadir [91]. Yapilan bir ¢alismada
Berktas vd. [98] farkli oranlarda dari, bulgur, beyaz piring, kepekli piring ve misir1
kullanarak boza iretimini gergeklestirmislerdir. Calismada kullanilan
hammaddelerin bozanin toplam fenolik ve antioksidan aktivitesi lizerine etkisini ele
almiglardir. Boza dUretiminde bulgur+misir ya da bulgur+kepekli piring
kullanilmasinin ticari boza o6rnegine kiyasla toplam fenolik ve antioksidan
aktivitesini artirdigr belirtilmistir [92]. Boza, A, C, E vitaminleri ve dort ¢esit B
vitamini icerdigi icin fiziksel olarak aktif insanlar i¢in degerli bir besindir ve
tamamen bitki bazli olmasi ve iyi bir vitamin kaynag1 olmasi nedeniyle 6zellikle
vejetaryenler ve veganlar icin uygundur. Ayrica siit bazlh igcecekler icin de iyi bir
ikame olusturur. Boza'nin insan saghgi tlzerindeki faydali etkileri, tretimde
kullanilan tahil kaynaklarinin prebiyotik 6zellikte olmasi ve probiyotik LAB’lerin

dogrudan tiiketilmesi gibi iki ana 6zelliginden kaynaklanir [89].
3.2 Materyal ve Yontem

3.2.1 Bakteri Kiiltiirlerinin Gelistirilmesi

Boza iiretimi i¢in yliksek GABA {ireticisi ve eksi hamurdan izole edilmis KCO-48 L.
brevis ATCC 14869 ve 45MK-30 L. plantarum JCM 1149 suslar1 kullanilmistir. Boza
tretimi icin KCO-48 Lb. brevis ATCC 14869 ve 45MK-30 Lb. plantarum JCM 1149
suslar1 -80 °C’deki ana stoktan alinarak 10 mL MRS sivi besiyerine %1 olacak sekilde
inokule edilmistir. Inokulasyondan sonra bakteriler 37 °C’de 24 h inkiibasyona
birakilmistir.  Bakterilerin  aktiflestirilmesi aym1  kosullarda iki defa
gerceklestirilmistir. Inkiibasyondan sonra kiiltiirler 4 °C, 10 dak, 5000 rpm'de
santrifiij edilmistir ve iki defa steril FTS (%0.85 NaCl) ile yikanmistir. Hiicre
pelletleri steril tuzlu su ¢ozeltisi igerisinde siispanse edilip, 10° log kob/mL olacak
sekilde ayarlanmistir. Daha sonra ayarlanan KCO-48 Lb. brevis ATCC 14869 ve
45MK-30 Lb. plantarum JCM 1149 kiiltiirleri ilgili ham bozalara inokulasyonlari

gerceklestirilmistir. Kontrol olarak sadece ham boza hazirlanmistir.
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3.2.2 Ham Boza Yapimi

Calismada yapilan ham bozanin yapimi Sekil 3.1 ‘de verilmistir.

Misir, bugday, piring unlari (2:1:1) oraminda karistirildi

Uzerine 1 litre su ilave edildi ve 40 dak kaynatild.

Uzerine karisim agirhginn 4 kati sicak su ilave edilip, kaynamaya birakild:

Karigim sogutulduktan sonra 16 h 4 °C'de sogumaya birakild.

Bir gece dinlendikten sonra 1/2 kati su ile seyreltilerek %20 seker ilave edildi.

100 gram bozaya 1 mL bakteri olacak sekilde inokulasyon gerceklestirildi. (107 log
kob/mL)

|

24 h 30 °C fermantasyona birakildi.

Sekil 3.1 Ham boza yapim asamalar1

3.2.3 Boza Uretimi
Ana bozanin yapimi1 MSG’li ve MSG’siz olmak tUzere iki sekilde gerceklestirilmistir.
Boza fermantasyonu ic¢in kiiltiir olarak KCO-48 Lb. brevis ATCC 14869 ve 45MK-30

Lb. plantarum JCM 1149 kullanilmistir. MSG icermeyen boza 6rnekleri kontrol

olarak alinmistir.
3.2.4 MSG iceren Boza Uretimi

Calismada Sekil 3.2’de verilen akis diyagramina goére boza iretimleri
gerceklestirilmistir. Bozanin kaynatilma asamasinda son hacimde 1.25 mg/ mL

olacak sekilde MSG ilave edilmis olup, liretimleri gerceklestirilmistir.
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Misir, bugday, piring unlari (2:1:1) oraninda karistirild.

Uzerine 1 litre su ilave edildi ve 40 dak kaynatildi.

Uzerine karisim agirhginin 4 kati sicak su ilave edilip, kaynamaya birakildi.

Kangim sogutulduktan sonra 16 h 4 °C de sogumaya birakildi.

Bir gece dinlendikten sonra 2 kati su ile seyreltilerek %20 seker ilave edildi

Icerisine %2 gram bakteri iceren ham boza katildi. 24 h 30 °C fermantasyona

birakilds.

Sekil 3.2 MSG iceren boza yapim asamalari
3.2.5 MSG icermeyen Boza Uretimi

MSG icermeyen (kontrol) boza érneklerinin tiretimleri Sekil 3.3'de gére yapilmistir.

Mistr, bugday, piring unlari (2:1:1) oraninda kanstirildu.

Uzerine 1 litre su ilave edildi. 40 dak kaynatild..

Uzerine karisim agirligimim 4 kat sicak su ilave edilip, kaynamaya birakild:

Karigim sogutulduktan sonra 16 h 4 °C de sogumaya birakildi.

Bir gece dinlendikten sonra 2 kati su ile seyreltilerek %20 seker ilave edildi

[cerisine %2 gram bakteri iceren ham boza katildi. 24 h 30 °C fermantasyona
birakildu.

Sekil 3.3 MSG icermeyen (kontrol) boza yapim asamalari

78



3.2.6 Boza Orneklerinde Mikrobiyolojik Analizlerin Yapilmasi
3.2.7 LAB Sayimmi

Boza 6rneklerinden 10 gram alinarak, 90 mL FTS (%0.85 NaCl) igerisinde homojen
hale getirilmistir. Daha sonra uygun diliisyonlar hazirlanmistir ve MRS agar tlizerine
spot yontemle (20 pL) ekim yapilmistir. Petri plakalar1 30 °C'de 48 saat inkiibe
edilmis olup, inkiibasyon sonunda koloniler sayilmistir. Sonuglar log kob/mL olarak

ifade edilmistir.
3.2.8 Maya / Kiif Sayimi

Seri diltisyonlardan sonra dichloran rose-bengal chloramphenicol agar (DRBC,
Merck, Germany) lizerine yayma yontemle ekim yapilmis olup, petriler 25-30 °C'de
4-5 giin inkiibasyona (Wise Cube) birakilmistir. Sonuglar log kob/mL olarak ifade

edilmistir.
3.2.9 pH ve Titre Edilebilir Asitlik (TTA)

Boza érneklerinin pH él¢iimleri pH metre (Inolab) kullanilarak gerceklestirilmistir.
Arslan vd. [99] ¢alismalarinda kullandiklar1 metoda gore yapilmistir. Bunun igin 5
gram boza ornegi alinarak 25 mL saf su ile seyreltilmis olup, pH metre ile pH
Olciimleri belirlenmistir. Toplam titre edilebilir asitlik pH 6l¢iimlerinden sonra 0.1
N NaOH ile pH 8.1 olana kadar potansiyometrik titrasyon ile belirlenmis olup,

sonugclar laktik asit cinsinden verilmistir.
3.2.10 GABA Uretim Miktarlarinin HPLC Analizi ile Belirlenmesi

Boza ornekleri 10 dak, 5000 rpm’de santrifiij edilmistir. Stipernatantlardan 100 uL,
100 pL dansil klorid soliisyonu ve 800 pL 0.2 M Sodyum borat: NaOH ¢ozeltisi (pH
9.0) icerecek sekilde son hacim 1000 pL olarak hazirlanmistir. Daha sonra miks
ultrasonik banyoda 40 °C'de 30 dak inkiibasyona tabi tutulmustur. Ardindan
stipernatantlar1 12.000 rpm’de 10 dak santrifiijlenerek toplandi1 ve MeOH (1:1) ile
seyreltilip, HPLC asamasinda kullanilmistir. Tirevlendirilen 6rnekler, flurometrik
detektorde 293 nm ve 492 nm dalga boyuna sahip ytliksek basingli sivi kromatografi
(HPLC-RID, Shimadzu) sistemine enjekte edilmistir. Ayrisma 25 °C sicakligindaki
inertsil ODS (GL Sciences, 3, 5 um, 4.6x 250 mm) kolon ile saglanmistir. Mobil faz
olarak pH 4.1 Asetat/CH3CN (Solvent A: 6.25 mL CH3COOH, 1.97 g CH3COONa, 200

mL CH3CN alinip, 1 litre su ile dolduruldu) ve asetonitril (Solvent B) hazirlanarak

79



%50 solvent A ve %50 solvent B kullanilmistir. Akis hiz1 1.0 mL/min olacak sekilde
ayarlanmistir [56].

3.2.11Boza Orneklerinin Viskoelastik Ozelliklerinin Reometre ile

Belirlenmesi

Boza orneklerinin viskoelastik 6zelliklerinin belirlenmesi icin kesme kontrollti ve
peltier sistemli bir reometre (Anton Paar, MCR 302, Avusturya) kullanilmistir. Prob
olarak PP50 kullanilmistir. Baslangicta lineer viskoelastik bolgeyi belirlemek icin
genlik tarama testi %0,1 ve %100 gerinim araliginda gerceklestirilmis ve bunun
sonucuna gore frekans tarama testi 0,1-10 Hz frekans ve 0,1-64 (w) acisal hiz
araliginda ¢ahisilmistir. Acisal hiz ve frekans degerine karsilik gelen elastik modiilii
(G") ve viskoz modiilii (G") degerleri tespit edilmistir. K:viskozite katsayis1 (kivam
katsayisi), w:kesme hizi (agisal frekans), n:akis indeksi’'ni ifade etmektedir. Model

olarak ise Power law model kullanilarak modellenmistir (Denklem 3.1).
Power-law model:

G'=K'(w)"

G"=K'"(w)"

n'=K(w)" ! (3.1)
K:viskozite katsayisi (kivam katsayisi)
w:kesme hiz1 (agisal frekans)
n:akis indeksi
3.2.12 Renk Analizi

Boza 6rneklerinde renk ol¢ciimii yapabilmek icin CR-400 kolorimetre aleti (Konica
Minolta Inc, Japan) kullanilmistir. Sonuglar L* degeri koyuluk/parlaklik (100-
beyaz), a* degeri kirmiz1 (+a)/yesile (-a), b* degeri ise sar1 (+b)/mavi (-b) olarak

ifade edilmistir.
3.2.13 Boza Orneklerindeki Seker i¢eriginin HPLC ile Belirlenmesi

Sekerlerin bozadan ekstrakte edilmesi icin boza 6rneklerinden 1 gram tartilmistir
ve 2.5 mL ultra saf su igerisinde ultra-turraks yardimi ile homojenize edilmistir.

Daha sonra 10 dak, 5000 rpm’de santrifiij (Universal, 320 R Hettich) edilmistir.
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Siipernatantlar siringa ile 0.45 pm filtrelerden gecirilerek safsizliklardan
arindirilmistir. Bu sekilde 6rnekler RID-10A refraktif indeks dedektériine sahip
yuksek basingh sivi kromatografi (HPLC-RID, Shimadzu) sistemine enjekte edilmek
icin hazir hale getirilmistir. CARBOSep CHO-682 Pb kolon kullanilmis olup, sicakhigl
80 °C’de sabit tutulmustur. Akis hizi 0.4 mL/min, enjeksiyon hacmi 20 pL olacak

sekilde ayarlanmistir.
3.2.14 Duyusal Degerlendirmenin Yapilmasi

Boza orneklerine uygulanan duyusal analizler icin Yildiz Teknik Universitesi Gida
Miuhendisligi Bolimii'ndeki lisansiistii 6grenciler olarak 10 panelist secilmistir.
Bozaya 0zgli tanmimlayicilar; renk, koku, tat, kivam ve genel kabul edilebilirlik
parametrelerini icermektedir. Orneklere uygulanan kabul edilebilirlik 7 hedonik
skala (1: ¢ok kott, 7: ¢ok iyi) tizerinden puanlanmistir. Bozalar hem fermantasyon
stiresince hem de 4 °C'de saklama kosullarinda belirlenen giinlerde duyusal teste
tabi tutulmustur. Duyusal analiz, uygun sicakliktaki bir odada a¢ik oturusta

yapilmistir.
3.2.15 istatistiksel Analiz

One-way ANOVA metodu i¢in tiim analizlerin verileri icin JMP 9 programi
kullanilarak uygulanmistir. Ortalama karsilastirmalar icin Tukey testi kullanilarak

p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
3.3 Arastirma Bulgulari ve Tartisma

3.3.1 Mikrobiyolojik Analiz

Boza oOrneklerinin fermantasyon ve depolama sirasinda mikrobiyolojik
ozelliklerinde meydana gelen degisimler Tablo 3.2'de verilmistir. Calismada yapilan
boza Orneklerine ait gorsel ise Sekil 3.4’de gosterilmistir. Fermantasyon stireleri
kendi aralarinda, depolama siirecine bagh olan mikrobiyolojik degisimler kendi
aralarinda degerlendirilmeye calisilmistir. Fermantasyon siliresinde 0.saatte
baslangicta tiim 6rneklerdeki LAB sayisi yaklasik 7.0 log kob/mL olarak belirlenmis
olup, fermantasyon zamani 72. saat olunca yaklasik 0.8 log artis gosterdigi
gozlemlenmistir. Ayrica fermantasyon siresinin artmasiyla MSG’li boza
uretimindeki LAB sayilarinin MSG icermeyen 6rnekteki LAB sayilarina kiyasla daha

yuksek oldugu goriilmiistiir ve bu say1 72.saatte yaklasik 9.0 log kob /mL ulasmistir.
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Depolama siiresine bakildig1 zaman ise; 0 ve 3.glin 6rneklerindeki LAB sayisinin
yaklasik olarak ayni oldugu gozlemlenmis olup, depolama siiresi arttikca LAB
sayisinda azalma meydana geldigi ve bu azalmanin da yaklasik 0.6 logaritmik birim
oldugu soéylenebilir. Boza 6rneklerimizde hem fermantasyon zamaninda hem de
depolama siiresinde maya/kiif sayiminda gelisme olmamis olup, sayim

yapilamamistir.

Arici vd. [100] cesitli yerel marketlerden satin aldiklar1 9 farkli boza 6rneginin
mikrobiyolojik LAB sayiminin 6.46-10.31 log kob/mL arasinda oldugunu
kaydetmislerdir. Bir baska calisma ise Arslan vd. [99] tarafindan yapilmistir.
Calismada probiyotik boza iiretimi gerceklestirilmistir. L. acidophilus sayiminin
fermantasyonun 0.saatinde 6.39 log kob /mL oldugunu, fermantasyon siiresinin
artmasiyla bu sayinin 24.saatte 6.84 log kob /mL ulastifi kaydedilmistir. Ayni
zamanda depolamanin 15.giiniinde ise L. acidophilus sayisinda azalma
gozlemlenmis olup, 5.70 log kob /mL olmustur. Fermantasyon zamanindaki LAB
sayisindaki artis ve depolamada ise azalma meydana gelmesi ¢alismamizla

benzerlik gostermistir.

Sekil 3.4 Boza liretimine ait goriintiiler
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Tablo 3.2 Boza 6rneklerinin fermantasyon zamani ve depolama giinlerindeki LAB

sayimi (log kob /mL)

Ornek LAB
Kodu
Fermantasyon siiresi (saat) 0 A (MSG+L. brevis) 7.37+£0.21Ba
B (L. brevis) 7.61+0.13Ba
C (MSG+L. plantarum) 7.52+0.00C2
D (L. plantarum) 7.52 +0.00¢a
24 A (MSG+L. brevis) 9.06 £0.014a
B (L. brevis) 8.96 £(.024b
C (MSG+L. plantarum) 8.87%0.01B¢
D (L. plantarum) 8.84 +0.028¢
48 A (MSG+L. brevis) 9.16 +0.0142
B (L. brevis) 8.97 £0.054b
C (MSG+L. plantarum) 9.15+0.0142
D (L. plantarum) 8.98+0.014Bb
72 A (MSG+L. brevis) 9.16 +0.024a
B (L. brevis) 8.93+0.014b
C (MSG+L. plantarum) 9.15+0.014a
D (L. plantarum) 9.14 £0.0842
Depolama zamani (giin) 0 A (MSG+L. brevis) 9.16+0.0142
B (L. brevis) 8.97 £0.054b
C (MSG+L. plantarum) 9.15+0.0142
D (L. plantarum) 8.98+0.014b
3 A (MSG+L. brevis) 9.14 +0.0642
B (L. brevis) 8.93 £0.014Bb
C (MSG+L. plantarum) 9.06 £0.0242
D (L. plantarum) 8.87 £0.014b
6 A (MSG+L. brevis) 8.80+0.0782
B (L. brevis) 8.58+0.108¢Ca
C (MSG+L. plantarum) 8.80+£0.0882
D (L. plantarum) 8.70£0.0782
9 A (MSG+L. brevis) 8.56 £0.088b
B (L. brevis) 8.34 +0.15Chc
C (MSG+L. plantarum) 9.04 £0.0342
D (L. plantarum) 8.06+0.01¢c
*Biiylik harfle isaretlenmis ortalamalar aynmi o6rneklerin zamanlar arasindaki farkliligi

gostermektedir (p<0.05).

*Kugciik harfle isaretlenmis ortalamalar farkli 6rneklerin ayni zamanlar arasindaki farkliligi
gostermektedir (p<0.05).

Oztiirk vd. [101] yaptiklar1 ¢alismada ise depolama siiresinin artmasiyla LAB
sayisinda artis meydana geldigini kaydetmislerdir. Tornuk vd. [102] ¢alismalarinda
inokulasyonun baslangicinda 105-10¢ log kob /mL arasinda bakteri inokulasyonu
yaptiklarin1 toplam bakteri sayiminda bu sayinin fermantasyon zamaninin
artmasiyla yaklasik 10.5 log kob /mL ulastigini gozlemlemislerdir. Yapilan tiim

calismalar degerlendirildiginde LAB ve maya popilasyonlart bir numuneden
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digerine onemli Oo6lciide degisiklik gosterdigi ve bu degisimin de boza
fermantasyonunda kullanilan starter kiltiir ¢esidine, fermantasyon kosullarina
(zaman ve sicaklik), toplam asitlige ve organik aside doniisen substrat tiiriinden
kaynaklandig1 sodylenebilir [100]. Ciinkii boza, fermente bir icecek oldugundan
fermantasyon florasinda gesitlilik arz eder. LAB ve maya sayilarinda meydana gelen
farkliliklar bozanin genel 6zelliklerini tanimlamaktadir. Bu sayilan parametrelere
ilaveten boza mikrobiyota bilesimi, kullanilan tahil tipine, liretim mevsimine,
sicakliklara, tretim siireclerine ve depolama kosullarina bagh olarak da buyik

farkliliklar gosterebilmektedir [103].
3.3.2 pHve TTA Degisimi

Boza numunelerinin fermantasyon siireleri ve depolama olmak iizere bu iki
parametreye karsi pH degisimleri Tablo 3.3’de gosterilmistir. Sekilden anlasilacagi
gibi tim orneklerin baslangi¢c pH degerleri yaklasik 6.50 oldugu ve fermantasyon
stiresinin artmasi ile pH degerlerinde bir azalma meydana geldigi gézlemlenmistir.
Depolamadaki pH degerlerinin ise depolama siiresince hemen hemen hig
degismedigi ve depolamanin 9.giiniinde pH degerlerinin 3.50 oldugu soéylenebilir.
Ayrica boza o6rneklerine MSG katilmasinin pH iizerinde bir degisiklik yaratmadig:

kaydedilmistir.

Tornuk vd. [102] yaptiklar: probiyotik bozalarin pH degisiminin 24.saatte yaklasik
4.08 oldugunu belirtmislerdir. Ayrica L. casei shirota iceren bozalardaki pH
degerinin ise fermantasyon siiresince birbirine yakin oldugunu vurgulamislardir.
Genellikle boza, pH 3.5'e yaklastiginda tiiketim icin kabul edilebilir oldugu
soylenmistir. Yapilan ¢alismalara ek olarak bir ¢alisma da Hancioglu ve Karapinar
[104] tarafindan yapilmistir. Fermantasyon sirasinda pH'in 6.13'ten 3.48'e
distiigiinii gozlemlemislerdir. Bugday, misir, piring ve dar1 boza 6rneklerindeki pH

degerlerinin ise 3.43 ile 3.86 arasinda degistigi belirlenmistir [105].
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Tablo 3.3 Boza orneklerine ait pH ve TTA degisimleri

Ornek pH TTA (%

Kodu Laktik asit)

Fermantasyon siiresi (saat) |0 A (MSG+L. brevis) 6.60£0.0142 0.15+0.01¢

B (L. brevis) 6.31+0.024a 0.19+0.01ba

C (MSG+L. plantarum) 6.69%0.014a 0.16+0.01¢

D (L. plantarum) 6.49+0.014a 0.15+0.01Pa

24  |A (MSG+L. brevis) 3.72+0.02Bb 0.37+0.02Bb

B (L. brevis) 3.59+0.018v 0.40+0.01¢ab

C (MSG+L. plantarum) 3.77+0.018b 0.36+0.01Bb

D (L. plantarum) 3.59+0.01Bb 0.44+0.01¢C

48  |A (MSG+L. brevis) 3.58+0.10¢C 0.460.024b

B (L. brevis) 3.43+0.01¢c 0.68+0.014a

C (MSG+L. plantarum) 3.61+0.01¢C 0.48+0.014b

D (L. plantarum) 3.43+0.01Cc 0.64+0.0242

72 |A (MSG+L. brevis) 3.50+0.01Pd 0.48+0.014a

B (L. brevis) 3.33+0.01Pd 0.53+0.018a

C (MSG+L. plantarum) 3.53+0.01Pd 0.51+0.014a

D (L. plantarum) 3.37+0.01Pd 0.52+0.01Ba

Depolama zamani (giin) 0 A (MSG+L. brevis) 3.58+0.014a 0.46+0.01Bb

B (L. brevis) 3.43+0.018 0.68+0.014a

C (MSG+L. plantarum) 3.61+£0.014a 0.48+0.0148b

D (L. plantarum) 3.43+0.018b 0.64+0.02482

3 A (MSG+L. brevis) 3.57+0.014b 0.53+0.004b

B (L. brevis) 3.42+0.018¢ 0.68+0.014a

C (MSG+L. plantarum) 3.60+0.014a 0.50+0.024Bb

D (L. plantarum) 3.42+0.018¢ 0.67+0.02482

6 A (MSG+L. brevis) 3.52+0.018a 0.48+0.018b

B (L. brevis) 3.38+0.01¢ 0.67+0.014a

C (MSG+L. plantarum) 3.54+0.018a 0.51+0.014b

D (L. plantarum) 3.39+0.01¢ 0.69+0.0242

9 A (MSG+L. brevis) 3.59+0.014a 0.40+0.01¢d

B (L. brevis) 3.47+0.014p 0.67+0.014a

C (MSG+L. plantarum) 3.60£0.014a 0.45+0.01B¢

D (L. plantarum) 3.46+0.014b 0.60+0.01Bb
*Biiylik harfle isaretlenmis ortalamalar aynmi o6rneklerin zamanlar arasindaki farkliligi

gostermektedir (p<0.05).
*Kiigiik harfle isaretlenmis ortalamalar farkli 6rneklerin aymi zamanlar arasindaki farklilig
gostermektedir (p<0.05).

Bu ¢alismada yapilan tiim boza 6rneklerindeki pH degisimi 3.40 ile 3.60 arasinda
olmustur. pH degerleri ile benzer bulgular, yulaf bazl boza iiretiminde kullandig1
suslarin etkisini arastiran Goktepe ve Elgiin [106] tarafindan rapor edilmistir.

Fermantasyon baslangicinda numunelerin pH degerleri 6.28 ile 5.80 arasinda
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degistigi ve degisimin fermantasyon sonunda 5.67-4.76’a ulastig1 belirtilmistir.
Ayrica Rathore vd. [107] tarafindan yapilan ¢alismada iki probiyotik susun tek ve
karisik tahil substratlarinin fermantasyonu tlzerindeki etkisini arastirmalar ile
fermantasyon sonunda karisik ve tekli tahil ortaminda pH degerinin 3.5'in altinda
oldugu belirtilmistir. Boza ile ilgili yapilan bir baska calisma ise Arslan-Tontul ve
Erbas [108] tarafindan yapilmistir. Calismalarindaki boza pH degerlerinin sadece
fermantasyon siiresinden etkilendigini (p<0.01) vurgulamislardir. Fermantasyon ve
depolama sirasinda numunelerin ortalama pH degerleri ise sirasiyla 4.83 ve 3.96
olmustur. Bu sonuglarin bulgularimizdan biraz ytiksek oldugu gorilmiustiir. Ancak
genel olarak degerlendirildiginde sonuglarimiz belirtilen c¢alismalarla paralellik
gostermistir. pH degerlerinde azalma meydana gelmesi LAB sayisindaki artma ile

iligkili olmas1 diistintilebilir.

Boza oOrneklerinde titre edilebilir asitlik ve pH degerlerinin fermantasyon ve
depolama sirasinda mikroorganizmalar tarafindan degistirildigi gézlemlenmistir.
Tablo 3.3’den goriilecegi gibi fermantasyonun baslangicindaki TTA degerleri laktik
asit cinsinden %0.15 ile %0.19 arasinda degisim gosterirken, 24.saatteki pH
degerindeki hizli diisiise bagl olarak TTA degerlerinde de pozitif yonde bir artis
meydana gelmistir ve bu degisim %0.36 ile %0.44 arasinda olmustur. Kiiltir tipinin
titre edilebilir asitlik degerleri uzerinde fermantasyon baslangicinda oldugu
istatistiksel olarak anlamh bir sekilde (p<0.05) etki ettigi fakat iki sus arasinda bir
farklilik oldugu gorilmemistir. Fermantasyon sirasinda numunelerin pH
degerlerinde diisiis meydana gelirken, toplam titre edilebilir asitlikte siirekli bir
artma meydana gelmistir. Bu sonuglar pH degerlerinde azalis meydana gelmesinin
ana sebebinin fermantasyon sirasindaki mikrobiyolojik aktiviteye atfedilebilir

[106].
3.3.3 Boza Orneklerindeki GABA Iceriginin Belirlenmesi

y-Aminobiitirik asit (GABA), onemli fizyolojik islevleri ve bir¢ok hastaligin
tedavisine veya oOnlenmesine yardimci olan olumlu saglk etkilerine sahip
olmaktadir. Bu nedenle biiylik pazar talebi olan giiclii bir biyoaktif bilesik
olmaktadir. GABA, bazi meyve ve sebzelerde dogal olarak bulunmasina ragmen
konsantrasyonu 0.03-2.00 pmol/g arasinda olup, oldukca diisiik biyolojik aktivite
sergilemektedir [108]. Bu yiizden GABA ile =zenginlestirilmis gidalarin
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fermantasyon yoluyla formiilasyonu ve GABA'nin fizyolojik fonksiyonel rollere
sahip olmasi ve sagladig1 bircok saglik yarar1 nedeniyle ytliksek popiilerlik
kazanmaktadir. GABA ile zenginlestirilmis bir¢cok gida irininin GRAS
organizmalarin fermantasyonu yoluyla elde edildigi ve ticari olarak temin edildigi
belirtilmistir. Bu tahil bazli fonksiyonel gidalar (eksi maya, ekmek, kinoa gevregi,
esmer piring, fermente yulaf vb.) ve peynir, siit, yogurt gibi siit liriinlerinde ve
adzuki fasulyesi, siyah soya fasulyesi, siyah soya fasulyesi ve tempeh benzeri

fermente edilmis soya fasulyesi gibi baklagiller olmaktadir [30].

Tablo 3.4 Boza 6rneklerinin GABA iiretim miktarlari (mg/mL)

Ornek GABA iiretim miktar
Kodu (mg/mL)
Fermantasyon siiresi (saat) |0 A (MSG+L. brevis) 0.0028+0.001
B (L. brevis) -
C (MSG+L. plantarum) 0.0061+0.000
D (L. plantarum) -
24 A (MSG+L. brevis) 0.081+0.000
B (L. brevis) -
C (MSG+L. plantarum) 0.074+0.002
D (L. plantarum) -
48 A (MSG+L. brevis) 0.080+0.003
B (L. brevis) -
C (MSG+L. plantarum) 0.130+£0.014
D (L. plantarum) -
72 A (MSG+L. brevis) 0.033+0.003
B (L. brevis) -
C (MSG+L. plantarum) 0.069+0.004
D (L. plantarum) -
Depolama zamanai (giin) 0 A (MSG+L. brevis) 0.080+0.003
B (L. brevis) -
C (MSG+L. plantarum) 0.130£0.014
D (L. plantarum) -
3 A (MSG+L. brevis) 0.057+0.002
B (L. brevis) -
C (MSG+L. plantarum) 0.085+0.013
D (L. plantarum) -
6 A (MSG+L. brevis) 0.047+0.042
B (L. brevis) -
C (MSG+L. plantarum) 0.085+0.009
D (L. plantarum) -
9 A (MSG+L. brevis) 0.054+0.001
B (L. brevis) -
C (MSG+L. plantarum) 0.054+0.000
D (L. plantarum) -
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Calismamizda tahil bazh fermente bir icecek olan bozada, eksi hamurdan izole
ettigimiz 45MK-30 L. plantarum JCM 1149 ve KCO-48 L. brevis ATCC 14869 suslari
kullanilmistir ve bozada GABA {lretim potansiyelleri degerlendirilmistir. Boza
liretiminde fermantasyon zamani ve depolama siirecinin GABA tliretimi tizerindeki
etkisi Tablo 3.4’de gosterilmistir. Fermantasyon siiresinin baslangicinda L.
plantarum+MSG’li boza 6rneginin GABA iiretim miktarinin L. brevis+MSG iceren
boza Orneginden fazla oldugu gorilmistiir. Ayrica fermantasyonun 48.saatine
kadar boza oOrneklerinde GABA miktarinin arttigl ve 72.saatte bu miktarlarin
azaldig1 gozlemlenmistir. Ayrica bu azalmanin depolama zamanina bagh olarak
devam ettigi kaydedilmistir. Yapilan ¢alismalarda 6nerilen GABA alimi ve toksik
dozu heniiz belirlenmedigi gozlemlenmistir. Klinik bir ¢alismada dort haftalik GABA
(giinlik 300 mg) uygulamasinin olumsuz bir etki meydana getirmedigi

kaydedilmistir [109].

Calismamizda MSG icermeyen ornekler kontrol olarak yapilmistir ve kontrol
orneklerinde GABA iretiminin gergeklestirilmedigi gozlemlenmistir. Fermente
gidalarda GABA olusumu, biiytime kosullarina, cografi bolgelere, dogal mikrobiyota
popiilasyonuna, fermantasyon teknigine ve cevresel kosullara bagh olarak énemli
Olciide degistigi soylenebilir [110]. Son yillarda, laktik asit bakterilerinden (LAB)
yararlanilarak GABA ile zenginlestirilmis gidalarin gelistirilmesi ¢ok dikkat
cekmistir. Bunlardan biri de Khanlari vd. [111] tarafindan yapilan ¢alisma olmustur.
Eksi hamurdan izole ettikleri ve GABA iiretim miktarinin yiiksek oldugunu
belirttikleri Enterococcus faecium MDM21 ve Weissella confusa MDMS8 suslarini tekli
veya ortak kultiir olarak Lactococcus lactis subsp. lactis BRM3 susu ile
kullanmislardir. Sonug olarak bu kiiltiirlerin Lactococcus lactis subsp. lactis BRM3 ile
birlikte kullanilmasinin daha yiiksek GABA konsantrasyonu ve daha diistik
fermantasyon siiresi ortaya kondugunu ve fermantasyon siiresinin arttikca GABA
tretim miktarlarinin arttigini gézlemlemislerdir. Shan vd. [112] tarafindan GABA
substrati olarak MSG’nin kullanilmas1 ile yogurtta GABA tretim miktari
degerlendirilmistir. Yogurttaki GABA {iretim miktarinin 314.5 mg/100 mL oldugu
belirtilmistir. Dikkat ¢ekici ana farkin sebebinin MSG'nin eklenmesinin olabilecegi
distinilmustiir. Ciinkt fermente gidalarda GABA konsantrasyonu; pH, inkiibasyon
zamani, sicaklik, ortam bilesimi ve inokulasyon konsantrasyonundan

etkilenebilmektedir [111]. Kittibunchakul vd. [109] tarafindan ise kahverengi piring
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stitiinlin probiyotik fermantasyonu ile bir GABA icecegi gelistirilmesi amac¢lanmistir.
Bunun i¢in Tayland tursusundan izole edilen ve GABA tireten Lactobacillus pentosus
9D3 susu kullanilmistir. Ayrica kahverengi piring siitiinde maya ekstrakt, izole
edilmis soya proteini ve piridoksin hidroklorir kullanilmistir. Bunlarin GABA
uretimini (14.3 mg/100 mL) 6nemli derecede artirdig: belirtilmistir. Sonu¢larimiz
paralellik gostermis olup, fermantasyonu siliresinin artmasi ile tretilen GABA
miktarinda artis gorilmiustir ve L. plantarum+MSG iceren boza urtinumuzdeki
GABA liretim miktarinin 48.saatteki fermantasyon sonucunda 0.130 mg/mL (1.25
mg/mL MSG ortaminda) ulastig1 kaydedilmistir (Sekil 3.5).

my

Det.A Chl
S0+

Giaba 4.851

T T
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0

Sekil 3.5 L.plantarum+MSG igeren boza liriiniindeki GABA tliretim miktarina ait
HPLC Kromatogrami

Jin vd. [113] yaptiklar1 ¢alismada GABA iireten sus ile fermente edilmis yesil cayin
antioksidan aktivitesi ve biyoaktif bilesik icerigi degerlendirilmesi icin
optimizasyon amaclanmistir. 25 izolat arasinda Lactobacillus brevis GTL 79 susunun
(324.07 = 62.04 pg/mL) GABA ilretim potasiyeline sahip oldugu gozlemlenmistir.
Arastirma sonucunda optimize edilmis kosullar, %1 fermantasyon alkolii, %6 glikoz
ve %1 MSG takviyesi ile 37 ° C'de fermantasyon olarak tanimlanmistir. Yapilan
calismalar degerlendirildigi zaman ozellikle, L. brevis'in diger LAB'den 6nemli
Olctiide daha yiiksek GABA tretimine sahip oldugu ve bu nedenle siklikla fermente

gidalar igin starter kiiltiirlerde kullanildig: bildirilmistir [114].
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3.3.4 Dinamik Reolojik Ozellik

Boza orneklerindeki 6nemli olan bir diger parametre viskoelastik 6zelliklerin
belirlenmesi olmaktadir. Bu baglamda boza orneklerinin reolojik o6zellikleri
fermantasyon baslangicindan itibaren hem fermantasyon siiresince hem de
depolama zamanlarinda meydana gelen fiziksel ve kimyasal degisikliklerin boza
uriinlerine yansimasi amaciyla incelenmistir. Boza orneklerinin viskoelastik
ozellikleri frekans tarama testinde altinda ol¢lilmis olup, K’ ve K" degerlerinin
frekansa bagh degisimi Tablo 3.5’de verilmistir. Calismamizda elde edilen veriler
Power-law modele gore uyarlanmistir. K’ degeri ornegin elastik olarak kivam
katsayisini ifade ederken, K" degeri ise 6rnegin viskoz olarak kivam katsayisini ifade
etmektedir. Hem depolama siiresince hem de fermantasyon siiresinin artmasi
sonucunda elastik 6zelligin, viskoz 6zellikten biiyiik oldugu (K'>K') goriilmiistir.
Ayrica tiim 6rneklerdeki R? determinasyon katsayisi 0.98-0.99 olarak bulunmustur.
R? degeri analizler sonucunda elde edilen deneysel veriler ile model kullanilarak
elde edilen tahmini verilerin yakinligini temsil etmektedir. Goriildiigu gibi R degeri
1’e yakin bulunmustur. Bu durum Power-Law model ile basarili bir sekilde
aciklandigin1  gostermektedir. Tim frekans araliginda G’ degerlerinin G”
degerlerinden ytiksek oldugu tespit edilmis olup, viskozdan ziyade elastik bir yapiya
sahip olmustur. Calismalarimiz Arict vd. [100] yaptiklarn calisma ile benzerlik
gostermistir. Sonug olarak bozanin reolojik 6zellikleri, tirtin tercihini etkileyen en
onemli kalite gostergelerinden biri olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bu yiizden
reolojik ozellikleri etkileyen birincil faktorlerin de trtniin kalitesinin kontrol

edilmesinde 6nemli olmasi gerekmektedir.
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Tablo 3.5 Boza 6rneklerinin power-law modeline gore viskoelastik 6zellikleri

Ornek G'=K'(w)" G'=K'(w)"
kodu
K'(Pa) n' Rz | K''(Pa) n'" R?

0 A 104.5+15.14ab | 0.15+0.0142 | 0.99 | 18.84+1.0942 | 0.26+0.014> | 0.99
B 48.1+0.16Ac 0.19+£0.0042 | 0.98 | 9.12+0.014b 0.33+0.0242 | 0.99
C 124.3+12.8%4 | 0.14+0.0182 | 0.99 | 21.94+1.3642 | 0.25+0.018> | 0.99
D 64.2£16.6Ac | 0.17+0.0242 | 0.99 | 12.27+2.504 | 0.29+0.064b | 0.98
:g 24 A 62.3+7.338b 0.18+0.014a | 0.99 | 12.94+1.098> | 0.31+0.014 | 0.99
i B 49.2 £1.354b 0.18+0.004B2 | 0.98 | 9.31+0.69Ac 0.31+0.0242 | 0.99
g C 89.3 +7.358a 0.16+0.014B2 | 0.99 | 16.13+0.1882 | 0.28+0.06%2 | 0.99
:E D 58.9+1.974b 0.17+0.0142 | 0.98 | 10.94+0.614bc | 0.29+0.0242 | 0.98
% 48 A 93.8+4.8648a | 0.15+0.0142 | 0.99 | 16.59+0.5948a | 0.27+0.0142 | 0.99
% B 49.5+£0.504p 0.18+0.004Ba | 0.98 | 8.44 +0.3542 0.32+0.034 | 0.99
§ C 63.6+3.8680 | 0.17+0.0142 | 0.99 | 12.53+0.48¢a 0.29+0.014a | 0.99
= D 58.1+18.74b | 0.18+0.0142 | 0.98 | 13.16+6.58% | 0.26+0.0642 | 0.97
72 A 69.2£#8.58ABa | (0.18+0.0142 | 0.99 | 14.20+1.4682 | 0.29+0.0242 | 0.99
B 58.4+6.0542 0.17+0.01B2 | 0.98 | 10.27+0.054> | 0.30+0.014= | 0.99
C 74.3+4.8782 0.17+0.0142 | 0.99 | 13.80£0.158Cb | 0.31+0.0142 | 0.99
D 61.08 £3.942 0.17+0.0042 | 0.98 | 11.26+0.9342b | 0.28+0.0142 | 0.99
0 A 93.8+4.868 0.15+0.0142 | 0.99 | 16.59£0.5982 | 0.27+0.0142 | 0.99
B 49.5+0.508b 0.18+0.004B2 | 0.99 | 8.44+0.354Ba 0.32+0.0142 | 0.99
C 63.6+£3.87Bab | 0.17+0.0142 | 0.99 | 12.53+0.4882 | 0.29+0.0142 | 0.99
D 58.1£18.742b | 0.18+0.0142 | 0.99 | 13.16£6.58% | 0.26+0.06%* | 0.99
3 A 74.849.5482b | 0.17+0.0142 | 0.98 | 14.28+0.0582> | 0.28+0.0142 | 0.99
E B 66.2+5.194ab | 0.16+0.01BC | 0.99 | 13.57+2.924ab | 0.24+0.0142 | 0.99
%D C 93.0+9.848a 0.16+0.004Ba | 0.99 | 17.32+0.0082 | 0.21+0.06% | 0.99
% D 55.7+£0.064b 0.17+0.014a | 0.99 | 10.68+0.344> | 0.29+0.014 | 0.99
g 6 A 91.5+1.168b 0.16+0.004» | 0.98 | 16.90+0.058> | 0.27+0.014ab | 0.99
% B 40.6+1.72Bd 0.19+0.004a | 0.99 | 7.08+0.05Bd 0.32+0.03% | 0.99

o
(= C 154.7+5.94a 0.14+0.00BC | 0.99 | 29.00+1.924a | 0.21+0.014> | 0.99
D 66.8+2.644c 0.15+0.004> | 0.99 | 12.66+0.724> | 0.24+0.014> | 0.99
9 A 123.6+9.24b 0.14+0.004> | 0.98 | 21.59+£1.554b | 0.23+0.014bc | 0.99
B 66.8+0.984¢ 0.15+0.01¢ | 0.99 | 12.22+0.2548¢ | 0.25+0.0142> | 0.99
C 180.2+19.742 | 0.13+0.01% | 0.99 | 32.93+2.8942 | 0.20+0.014< | 0.99
D 43.748.94Ac 0.18+0.0142 | 0.99 | 8.47+0.00Ac 0.28+0.01%2 | 0.99

*Bliyiilk harfle isaretlenmis ortalamalar ayni o6rneklerin zamanlar arasindaki farklilig

gostermektedir (p<0.05).
*Kugiik harfle isaretlenmis ortalamalar farkli 6rneklerin ayni zamanlar arasindaki farkliligi
gostermektedir (p<0.05). (A: MSG+L. brevis, B: L. brevis, C: MSG+ L. plantarum, D: L. plantarum)
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Fermantasyon ve depolama boyunca MSG iceren boza oOrneklerinin kontrol
orneklere (MSG icermeyen) nazaran hem K' degerlerinin K" degerinden daha
yliksek oldugu gorilmiistiir. Gen¢ vd. [115] calismalarinda boza o6rneklerinin
reolojik o6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla yapmis olduklar1 o6lgtimlerde
psodoplastik  davranis sergilediklerini saptamiglardir. Boza iiretiminde
standardizasyonun saglanamamasi orneklerdeki reolojik  0Ozelliklerin

farklilasmasina sebebiyet verdigi diistintilebilir.
3.3.5 Renk Analizi

Bu calismada incelenen boza 6rneklerinin fermantasyon ve depolama zamanina
bagli olarak renk dlciimleri Tablo 3.6'de verilmistir. L* degerleri karsilastirildiginda
kontrol boza oOrnekleri (MSG icermeyen) ile MSG iceren boza oOrneklerinin
aralarinda farkliligin belirlendigi, ayni sekilde fermantasyon zamanina ve depolama
stiresine baglh olarak 6rneklerin kendi aralarinda karsilastirildiklarinda sonuglarin
onemli diizeyde fark gosterdigi belirlenmistir. L* degerleri, sirasiyla 53.76 ile 62.00

arasinda degisim gostermistir.

Starter+MSG'li ve starter+MSG'siz uiretilen boza numunelerinde fermantasyonun ilk
24.saatinde a* degerinde istatistiksel olarak farklilik gortilmiis (p<0.05) olup,
depolama stiresinde de bu farkliligin devam ettigi goriilmtistiir. Depolamanin 6 ve
9.glinlerdeki boza orneklerindeki a* degerinde 6nemli derecede artis meydana
gelmistir. Boza orneklerindeki b* degerlerinin (sarilik) fermantasyon siiresinde
MSG iceren 6rneklerde baslangicta yiiksek oldugu ancak daha sonra zamana bagh
olarak bir azalma meydana geldigi ve MSG icermeyen orneklerde ise tam tersi bir
durumun s6z konusu oldugu kaydedilmistir. Depolama siiresinde ise her iki
durumdaki o6rneklerin hepsinde azalma meydana geldigi tespit edilmistir. b*
degerleri oOnceki fermantasyon ve depolama sirelerindeki sonuglarimizla
karsilastirildiginda o6zellikle 6.glinde sarilikta bir azalmanin meydana geldigi

gozlemlenmistir.
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Tablo 3.6 Boza 6rneklerine ait renk degerleri (L*, a*, b*)

Ornek L* a* b*
Kodu

0 A 53.95+0.038¢ -5.49 £0.014 5.91+0.12Bb

B 57.49 £0.334b -6.15 £0.264bc 8.51£0.494a

C 53.76 £0.068¢ -5.57 £0.164ab 6.03 £0.1458b

e D 58.73 +(.224a -6.53 +0.038B¢ 9.55+0.184a
o 24 A 53.87 £0.078b -5.74 £0.0042 4.87 £0.01¢
E‘ B 57.85 +£(.424a -6.34£0.074b 7.39£0.1848Ba
§ C 58.11 +£0.424a -6.24 £0.0448b 7.62 £0.4542
7 D 54.60 £0.065b -5.92 £0.044= 5.24 +0.16¢
§ 48 A 57.76 £0.234a -6.23+£0.118Ba 7.97 £0.274a
E B 54.56+0.208b -6.13£0.014a 6.50 £0.02B¢b
= C 58.58+0.234a -6.62 +0.03Bb 8.60 £0.424a
E D 54.86 +(0.378b -6.27 £0.138Ba 6.46 +0.31Bb
= 72 A 57.70 £0.014b -6.25 +0.0682 7.98£0.104a
B 54.77 £0.02Bc¢ -5.92 £0.094a 5.81+0.15¢

C 58.12 +0.0442 -6.19 £0.314Ba 7.24 +£0.354Ba

D 54.30+0.088d -5.89+0.014a 5.34+0.03¢

0 A 57.76+0.23¢ -6.23 £0.10¢ 7.97 £0.274a

B 54.56 +0.20Pb -6.13+0.01ba 6.50 +£0.024b

C 58.58+0.23¢a -6.62 +0.03bb 8.60 £0.424a

D 54.86 £0.37¢b -6.27 £0.12Dba 6.46 £0.314b

= 3 A 59.55+0.61Ba -6.35+0.14¢c 7.05+0.234a
@ B 56.26 +0.15¢ -5.58 +0.02¢ab 4.17 £0.028b
= C 59.68+0.21Ba -6.01+0.28Cbe 6.35+0.498a
E D 55.43 +0.16¢ -5.26 £0.04¢ 3.97 £0.108b
g 6 A 59.28+0.498C -2.64 0,134 2.66+0.28C
% B 57.23+0.108b -2.80£0.034b 2.12+0.02ba
S C 58.46 £0.00¢ -2.47 £0.044a 1.33+£0.01Pb
g D 56.83 £0.058 -2.61 £0.024 1.38£0.06%
9 A 61.51+0.084b -3.26 +0.038¢ 4.70+0.188a

B 59.26 +0.07Ac -3.12+0.038b 3.49+£0.09¢

C 62.00 £0.1542 -3.13+0.038Bb 4.30+0.23Ca

D 59.39 £0.03Ac -2.99+0.01Ba 3.23+0.16Bb

*Biiylik harfle isaretlenmis ortalamalar ayni o6rneklerin zamanlar arasindaki farklilig

gostermektedir (p<0.05).

*Kugciik harfle isaretlenmis ortalamalar farkli 6rneklerin ayni zamanlar arasindaki farkliligi
gostermektedir (p<0.05). (A: MSG+L. brevis, B: L. brevis, C: MSG+ L. plantarum, D: L. plantarum)
Sonuclarimiz renk agisindan genel olarak degerlendirildiginde 6rnekler arasinda
parlaklikta gozle goriilebilir bir farkliligin olmadigr sadece 6.giinde a* ve b*
degerlerinde énemli bir degisim meydana geldigi soylenebilir. Orneklerin kontrol
orneklerine gore parlaklik degerlerinin farksiz bulunmasi tiiketici bakimindan
olumsuz karsilanmayacagi, fakat depolama siiresinin 6 ve 9. glinlerdeki degisim
meydana gelmesi lriindeki renk degisiminin bu depolama siirelerinde stabil

kalmamasi olumsuz olarak distlnilebilir. Ayrica fermantasyon slresince ve
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depolamanin ilk 3 giinlindeki parametrelere bakildiginda renk degerlerinin hem
kullanilan sus hem de hammadde olarak kullanilan iirtinlerden etkilenmedigi
soylenebilir. Boza ile ilgili yapilan ¢alismalara bakildiginda, renk degisimlerinde

herhangi bir farkliligin meydana gelmedigi belirtilmistir.
3.3.6 Seker iceriginin Belirlenmesi

Boza 6rneklerinde hem fermantasyon siiresinde hem de depolama giinlerinde seker
iceriginde meydana gelen degisiklik Sekil 3.6’da gosterilmistir. HPLC islemi
sonucunda glukozun alikonma siiresi 7.90-8.75 dk olarak, fruktozun alikonma
suresi 7.00-7.30 dk olarak, sukrozun alikonma siiresi ise 11.46-11.66 dk olarak
bulunmustur. Fermantasyon baslangicindaki sakkaroz miktarinin depolama sonuna
kadar azaldig1 gozlemlenmistir. Benzer sonuglar Arslan vd. [99] fermantasyon

kosullarindaki boza 6rneklerinde de gozlemlenmistir.

Fermantasyonun 0 ile 48.saatleri arasinda fruktoz miktarinda azalis olurken,
sakkaroz miktarinda artis meydana gelmistir. Depolama kosulunda ise 0-6.giin
arasinda sukroz igeriginde 6nemli bir azalis meydana geldigi gorilmiistir (Sekil
3.6). Fermantasyon ve depolama boyunca glikoz miktarinin friiktoz miktarindan
fazla oldugu, ayrica MSG’li ve MSG icermeyen boza drneklerinin sadece 0.saatte
arasinda onemli bir fark oldugu kaydedilmistir. 45MK-30 L. plantarum JCM 1149
susunu iceren oOrneklerde 0-24.saatleri arasindaki glikoz igeriginin pik araligi
belirlenmemis olup, glikoz miktar1 bulunamamistir ve boza 6rneklerine ait 6nemli
birkag HPLC kromatogramlar Sekil 3.7-3.10’da verilmistir. Fermantasyonun 48.
saatinden itibaren glikoz miktarinda 6nemli bir degisikligin gerceklesmedigi

belirlenmistir.
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Fruktoz (g/L) Glukoz (/L) Sukroz (g/L)

0.322t 24 saat 48 33t77 sast o (.zazt 24 saat 48.5aat 72.saat _ (Osaat 24sast d3.sast 72.saat —
A 016002 011016 T 1°° A 027023 040 038 [ {08 A 3394 4128 39383826
B 0400.00 013 0.58 B 050000 000 082 B 3777 4250 40.09 3587
C 0.030.00 0.01 0.41 C 000 038 030050 P {06 © 4264 4518 3692 3703 | Ja0
D 0og025043 061 | |04 D 023 000 057 084 D 3963 3503 37.95 3759

0.gin 3 gin  sim .9.gijn Ogin 3gim Gzin Sgim L J(4 Ogin 3gim Sgin  9gin
N A 040 037 038 053 A 3938 3706 3489 3870 [ 1%
B 013051 039 039 1% B 0.00 0.67 0.63 0.60 los B 4009 3382 3228 3124
C 0010410.170.13 C 030 051 037 034 C 36924541 3879 3949 | [49
D 043023 039013 D 057 043 063 037 D 3705 2789 2765 2765

! 0 —

Sekil 3.6 HPLC sonucu boza 6rneklerindeki fruktoz, glukoz ve sukroz miktarlarini
gosteren harita (A: L. brevis+MSG, B: L. brevis, C: L. plantarum+ MSG, D: L.
plantarum, 1:0.saat, 2:24.saat, 3: 48.saat, 4:72.saat, 6:0.glin, 7:3.glin, 8:6.glin,
9:9.glin)

Sonug¢larimiz genel olarak incelendiginde fermantasyondan itibaren fruktoz ve
glukoz miktarinda artis, sukroz miktarinda ise azalis meydana geldigi goriilmiistiir.

Bunun sebebinin ise sakarozun mikrobiyolojik invertaz enzimleri tarafindan

par¢alanmasindan kaynaklandigi disiiniilmistiir [99].
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Sekil 3.7 Lb. brevis+MSG boza 6rneklerinin 0t ile 72th ait HPLC kromatogramlari.
HPLC islemi sonucunda glukozun alikonma siiresi 7.53-7.90 dk olarak, fruktozun
alikonma suresi 7.04-7.40 dk olarak, sukrozun alikonma siiresi ise 11.55-11.58 dk
olarak gelmistir.
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Sekil 3.8 Lb.brevis+MSG boza 6rneklerinin 0.gilin ile 9.giine ait HPLC
kromatogramlari. HPLC islemi sonucunda glukozun alikonma stiresi 7.91-8.03 dk
olarak, fruktozun alikonma siiresi 6.99-7.30 dk olarak, sukrozun alikonma stiresi

ise 11.51-11.65 dk olarak gelmistir.
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Sekil 3.9 Lb.plantarum+MSG boza 6rneklerinin 0th ile 72t ait HPLC
kromatogramlari. HPLC islemi sonucunda glukozun alikonma siiresi 7.93-7.95 dk

olarak, fruktozun alikonma siiresi 7.48-7.93 dk olarak, sukrozun alikonma stiresi
ise 11.55-11.58 dk olarak gelmistir.
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Sekil 3.10 Lb.plantarum+MSG boza orneklerinin 0.giin ile 9.giine ait HPLC
kromatogramlari. HPLC islemi sonucunda glukozun alikonma siiresi 7.91-7.97 dk
olarak, fruktozun alikonma siiresi 7.06-7.08 dk olarak, sukrozun alikonma stiresi

ise 11.60-11.51 dk olarak gelmistir.

3.3.7 Duyusal Analiz

Boza oOrneklerinin hem fermantasyon siirecindeki hem de depolama boyunca
sergiledikleri fiziksel ve kimyasal degisikliklerin degerlendirilmesi amaciyla
duyusal teste tabi tutulmustur. Duyusal puanlarindaki degisimler Sekil 3.11’de
gosterilmistir. 10 panelist tarafindan yapilan degerlendirilmede boza 6rneklerinin
kabul edilebilecegi kaydedilmistir. Boza orneklerinin fermantasyonun
baslangicinda orneklerin genel kabul edilebilirligi 7 puan skalasi lzerinde 4
olmustur ve aralarinda fark olmadigl, fermantasyon stiresinin artmasi ile 48.saat
fermantasyonda genel olarak kabul edilebilirligi arttigt kaydedilmistir.
Fermantasyon siiresinin boza orneklerinin duyusal kalitesi lizerine bakildiginda
MSG iceren boza numunelerinin kontrol (MSG icermeyen) numunelerine nazaran

daha kabul edilebilir oldugu gorilmiistiir.
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ox D:L.plantarum iceren boza

O.saat 24 saat 48.saat 72 saat

= C:MSGHL. plantarum iceren
boza

¥ B:]. brevis iceren boza

mm A-MSGHL. brevis igeren

boza

Sekil 3.11 Boza 6rneklerine ait duyusal degerlendirme

Kontrol 6rneklerinin renk ve koku 6zellikleri diger 6rneklerle ayni1 duyusal puanlari
almasina ragmen, genel kabul edilebilirlik acisindan en distik 6rnekler olmustur.
Orneklerin 48 ve 72 saatlerdeki tiim duyusal 6zelliklere ait puanlarin yaklasik 6
olmasi, Orneklerin panelistler tarafindan kabul edildigini gostermektedir.
Depolama siiresince ise duyusal 6zellik parametrelerinin tim 6rneklerde kabul
edilebilirliginin azaldig1 gézlemlenmistir. Depolama siiresinin duyusal 6zellikler
lizerine 6nemli bir parametre oldugu séylenebilir. Koku, tat, kivam, genel kabul
edilebilirligin azalmasi1 kullanilan starter kiiltiirler tarafindan iretilen
metabolitlerin tretimi olabilir. GABA’'l1 boza 6rneginin kontrol érneklerden daha
begenilmesi bu 6rneklerin fonksiyonel nitelikte bir tahil bazli igecek olarak kabul

edilebilme olasiliginin yiiksek oldugunu géstermistir.
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4

L. brevis ATCC 14869 ve L. plantarum JCM 1149
YARDIMCI KULTURLERLE YOGURT URETIMI

4.1 Giris

Fermantasyon, bozulabilir gidalarin daha uzun raf émri saglamak ve nihai gida
trinlerinin lezzet ve kokusunu arttirmak i¢in binlerce yildir kullanilan bir yontem
olmaktadir. Neolitik ¢aglardan beri fermente gidalarin yapildigi bilinmektedir.
Fermente gidalarin en Unli 6rnekleri sarap, ekmek ve peynir olmaktadir. Ayrica
Orta Asya boélgelerinde yogurt ve diger fermente stt uirtinleri (kefir ve kumys gibi),
geleneksel alkollii icecekler, sirke ve tursu gibi fermente iriinler de yaygin
olmaktadir [116]. Siit tirtinleri, siitteki laktozun starter kiiltiir kullanilarak laktik
aside dontstirilmesiyle olusmaktadir. Buna ek olarak siit turtnleri, yliksek asitli
olmalarindan dolayi1 patojenik organizmalari yok etmesi bu tirtinleri giivenli tutmasi
nedeniyle diinyanin farkli bolgelerinde, 6zellikle sicak iklimlerde, ilkel sihhi kosullar
altinda yasayan insanlarin gesitli fermente siit lirtinlerini tiiketmesi arzu edilmistir

[117].

Yogurt, diinya c¢apindaki birgok diizenleyici kurum tarafindan laktozun
sindirilmesini saglayan ve tipik olarak Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus
bulgaricus suslar1 olarak tanimlanmis iki mikroorganizmayi iceren fermente bir stit
iriinti olarak kabul edilmektedir. Binlerce yildir katyk (Ermenistan), dahi
(Hindistan), zabadi (Misir), mast (Iran), leben raib (Suudi Arabistan), laban (Irak ve
Liibnan), roba (Sudan), iogurte (Brezilya), cuajada (Ispanya), kémiirhada (Portekiz),
dovga (Azerbaycan) ve matsoni (Glrcistan, Rusya ve Japonya) gibi bir¢ok tilkede
farkli isimlerle anilan eski bir besin olmaktadir. "Yogurt" kelimesinin Tiirkcede
koyulastirmak, pihtilastirmak veya pihtilastirmak anlamina gelen "yogurtmak"
kelimesinden geldigine inanilmaktadir. Orta ¢ag Tirklerinde yogurdun kullanimi
Kasgarli Mahmut'un Divan1 Lugati Tiirk kitabinda ve Kutadgu Bilig kitabinda
kaydedilmistir. Ayrica, Yogurdun ishal ve kramplar gibi cesitli hastalik ve
semptomlar icin tibbi kullanimini ve giinesten yanmis cildin rahatsizligini

hafifletmek i¢in ilk degerlendiren kisilerin Tturkler oldugu kaydedilmistir [118].
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Glinlimiizde yogurt, tipik olarak, fermente edilmis ve canl ve iyi tanimlanmis
bakterilerle asitlendirilmis, uzun raf omriine sahip koyulastirilmis, genellikle
aromal1 bir Uriin olusturan fermente siit iirtinii olarak belirtilmistir. Temel besinleri
icermekte (eklenen probiyotikler, lifler, vitaminler ve mineraller) ve takviye icin bir
ara¢ olmaktadir. Yogurt, 3-8 saatte, dusiik bir sicaklikta (36-42 °C), steril bir
ortamda iki bakteri susunun (S. thermophilus ve L. bulgaricus) simbiyozu olusan bir
urun olarak tanimlanmistir. Her iki bakteri susu son triinde (CODEX 2003'e gére en
az 10 milyon bakteri/g) aktif kalmaldir. Onceden pastérize edilmis yagsiz siitiin
yogurda donustirilmeden o6nceki siireci, karbonhidratlarda, proteinlerde ve
lipitlerde meydana gelen degisikliklerden sorumludur. Asidik bir aroma ve gelismis
bir goriiniim, tat, tutarlilik ve sindirilebilirlige sahip bir iirlin verir. Siit; laktozu
fermantasyon substrati olarak kullandiginda, aromasina katkida bulunan laktik asit
ve bir dizi baska bilesik olusur. Istenmeyen mikroorganizmalarin énlenmesi
geciktirilir, siitte bulunan kalsiyum ve fosfor kendi ¢6zlinir formlarina
dontstiirilir ve artik kalsiyum icermeyen proteinlerin ¢ogu, sindirilebilirligini ve

genel biyoyararlanimini artiran proteolitik enzimler tarafindan daha iyi sindirilir.

Glintimiizde tiiketilen yogurt tiirleri, yerel geleneklerden etkilenmekte veya belirli
yasam tarzlarina tekabiil etmektedir. Dogu Avrupa ve Asya'da insanlar, bakteri ve
mayalar birlestirerek alkollii fermantasyona ugramis sitleri (6rn. Kefir, Koumis)
tiiketirlerken, Almanya'da ve Ispanya'da yogurt tipik olarak bakterileri 6ldiirmek
icin1s1l isleme tabi tutulur. Diger lilkelerde ise karisima gesitli probiyotikler ve /veya
prebiyotikler eklenir [118]. Yogurt tiikketim modelleri tlkeden tilkeye biyiik
farklhiliklar gostermesine ragmen tiiketim genellikle diisiik olmaktadir. Siit tirtinleri
tiketiminin beslenme egitimi ¢abalariyla genis 6lciide tesvik edildigi Amerika
Birlesik Devletleri'nde, yogurt tiiketimi ¢ok diisiiktiir ve niifusun yalnizca yaklasik
%6's1 giinliik olarak yogurt titketmektedir. Wisconsin Universitesi, Madison'daki AC
Nielsen Pazar Arastirmalar1 Merkezi tarafindan 15 tlilkede yapilan arastirmada en
fazla yogurt tiikketenlerin Hollanda, Fransa, Tiirkiye, Ispanya ve Almanya'da, en az
tiiketenlerin ise Misir, Kolombiya, Rusya, Romanya ve Giiney Afrika'da yasadigini

gosterilmistir (Euromonitor 2013 verileri) [119].
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4.1.1 Yogurt Kiiltiirleri
4.1.1.1 Streptococcus thermophilus

Streptococcus thermophilus, fermente siit trtinlerinin 6zellikle yogurdun ev yapimi
ya da modern endistriyel itretiminde uzun bir kullanim ge¢misine sahip,
homofermentatif fakiiltatif anaerobik bir laktik asit bakterisi olmaktadir.
S.thermophilus, sut starteri olarak laktozu hizla laktik aside dontistiirmektedir. Bu
da sut proteinlerinin (kazein) pihtilasmasinda meydana gelen pH'nin hizli bir
diisiisiine neden olur. Ek olarak, bu bakteri yogurda lezzet, asitlik, viskozite ve su
tutma kapasitesi gibi bircok miilkemmel isleme 6zelligi kazandirmaktadir [120]. S.
thermophilus, gida fermantasyonunda kullanilan Streptococcus cinsindeki tek tir

olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
4.1.1.2 L. delbrueckii subsp. bulgaricus

L. delbrueckii subsp. bulgaricus, homofermentatif olup, az sayida glukoz, laktoz,
fruktoz bazen de galaktoz ve mannoz gibi karbonhidratlar: fermente eder ve yiiksek
biiylime sicakligina sahiptir (48-50 °C). Ayrica, G+C ylzdesi 49'dan 51'e
degismektedir [121]. Fakiiltatif anaerobik olan bu tiirin optimum gelisme

sicakliginin 42 °C oldugu belirtilmistir [122].
4.1.2 Yogurt Bakterilerinin Simbiyotik Yasami

Termodurik ve homofermentatif laktik asit bakterileri olan Streptococcus
thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus arasindaki simbiyotik iliski yogurt, Isvicre
ve cesitli italyan peynirlerinin tiretiminde uzun zamandan beri kullanilmaktadir.
Ozellikle kaliteli yogurt iiretiminde bu organizmalar arasindaki uygun dengenin
saglanmasi 6nemli olmaktadir. Arzu edilen aroma ve dokuya sahip yogurt lretimi
sirasinda L. bulgaricus'un S. thermophilus'a oraninin yaklasik 1:1 olmasi gerektigi
kaydedilmistir. S. thermophilus ve L. bulgaricus arasinda simbiyotik bir iliski oldugu
varsayllmasina ragmen, tiim suslar uyumlu degildir ve biiylimede bir dengesizlik

meydana gelebilir [123].

Calismalarda belirtildigi gibi bir laktik asit bakterisi olan S. thermophilus'un
beslenme gereksinimleri vardir. Siit, yetersiz aminoasit ve peptit icerigine sahip
olmasi nedeniyle bu mikroorganizma icin optimal bir biiylime ortami

olusturmamaktadir. Bu nedenle, karisik bir kiiltiirde S. thermophilus ile kombine
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edilmis bakterinin ya belirli bliyiime faktorlerinin eklenmesi ya da sembolik
aktivitesinin siitte kiiltiirlenen bu termofilik streptokokun hem gelisimi hem de
asitlestirme aktivitesi tizerinde 6nemli bir uyarici etki gosterebilecegi diistiniilebilir.
[10]. Ustelik, ortamin fizikokimyasal kosullarim1 degistiren bakteriyosinler,
antibiyotikler ve diger substratlarin uretimi veya substratlara karsi rekabeti
rekabetci etkilesimlerin kaynag olabilir [11]. Bu ytlzden, bir bakteri tiirtiniin
digerinin buyimesini engellemesi mumkiundiir. Siit endiistrisinde, S. thermophilus
ve L. bulgaricus suslarinin inkiibasyonu, iki sus arasindaki sinerjiyi tesvik etmek i¢in
genellikle 42°C ile 45°C arasindaki bir sicaklikta gerceklestirilir. Bu kombinasyon,
her iki tiir icin de faydal oldugunda protokol is birligi olarak adlandirilir.

S. thermophilus ve L. bulgaricus arasindaki etkilesim, karsilikli bliyiimeyi uyarici
etkiler saglayan ¢esitli metabolitlerin degisimine dayanir. Bu etkiler siitiin asitlenme
oranini ve bliyiime sonunda bakteri popilasyonlarini arttirirken, iiriniin son
pH'sin1 diistiriirler. Ayrica, asetaldehit gibi aromatik bilesiklerin tiretimini, hiicre
dis1 polisakkaritlerin (EPS) daha iyi liretimini ve nihai tirtin{in stabilitesini uyarirlar.
Sonug olarak, S. thermophilus piirivik asit, formik asit, folik asit, ornitin, uzun zincirli
yag asitleri ve COz lireterek L. bulgaricus'un biiylimesini uyarir. Formik asit tiretimi;
susa, ortama ve sicakliga bagh olmaktadir. Ek olarak, S. thermophilus tarafindan
uretilen laktik asit, L. bulgaricus i¢in siitiin pH'sim1 uygun seviyede azaltir. L.
bulgaricus ise, S. thermophilus'un biiylimesini uyaran peptitler, serbest aminoasitler

ve putresin saglamasina olanak taniyan yiiksek proteolitik aktivite sergiler [124].
4.1.3 Yogurt Jelinin Olusumundaki Fiziksel-Kimyasal Mekanizmalar

Siitiin asitlestirilmesi, kalsiyum-kazeinat-fosfat'in (CCP) ¢6ziinmesinden dolay:
kazein misellerinin i¢ yapisal 6zelliklerinin bozulmasina yol agmaktadir. Kazeinler
izoelektrik noktalarina (pH 4.6) yaklastik¢a, kazein tizerindeki net negatif ylik azalir,
bu da CCP ¢6zlindiiglinde acgiga ¢ikan fosfoserin kalintilar1 dahil olmak tizere yiikli
gruplar arasindaki elektrostatik itmeyi azaltir. Elektrostatik cekim artar ve protein-
protein ¢ekimi de artan hidrofobik etkilesimler yoluyla artar. Asit siit jellerinin

olusumu i¢in fiziko-kimyasal mekanizmalar ti¢ pH boélgesi i¢in tartisilabilir.
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-pH 6.7 ile 6.0

Siitiin pH'1 6.6'dan 6.0'a distiigiinde, kazein misellerindeki net negatif ytik azalir, bu
da elektrostatik itmede bir azalmaya neden olur. pH>6.0'da sadece kii¢iik bir miktar

CCP ¢oziindugiinden, kazein misellerinin boyutu biiytik dlciide degismez.
-pH 6.0 ile 5.0

Siitlin pH's1 6.0'dan 5.0'a diistiikce, kazein misellerindeki net negatif ylik biyiik
Olglide azalir ve k-kazeinin yiikli "killar” kiigtilebilir (veya kivrilabilir). Bu, her ikisi
de orijinal sttteki kazein misellerinin stabilitesinden sorumlu olan elektrostatik
itme ve sterik stabilizasyonda bir azalma ile sonuglanir. pH <6.0'da CCP'nin
¢oziinme hiz1 artar, bu da kazein misellerinin i¢ yapisini zayiflatir ve aciga ¢ikan
fosfoserin kalintilar1 arasindaki elektrostatik itmeyi arttirir. Sttte, CCP, kazein

misellerinde pH~5.0 ile tamamen ¢6ziiniir.
-pH <5.0

Siitiin pH'1 kazeinin izoelektrik noktasina (pH 4.6) yaklastiginda, kazein tizerindeki
net negatif ylikte bir azalma olur, bu da kazein molekiilleri arasindaki elektrostatik
itmede bir azalmaya yol acar. Ote yandan, artan hidrofobik ve arti-eksi
(elektrostatik) yiik etkilesimleri nedeniyle kazein-kazein c¢ekicilikleri artar.
Asitlestirme islemi, kazein kiimeleri ve zincirlerinden olusan ti¢ boyutlu ag olusumu

ile sonuglanir [125].
4.1.4 Yogurt Tiiketimi ve Saghk Uzerindeki Etkileri

Genellikle bir tirtinlin besin degerinin bilesenlerine bagh oldugu belirtilmistir. Siitiin
icindeki degerli bilesiklerin varligi nedeniyle yogurt biyiik 6nem tasimaktadir.
Fermantasyon islemi yogurt iizerinde faydali olurken, siit ve yogurdun kimyasal
bilesiminde herhangi bir degisiklik olusturmadig1 kaydedilmistir [126]. Tablo 4.1,
tam yagh siit, yagsiz sit ve bunlara karsilik gelen yogurtlarin bilesenlerini
gostermektedir. Stitte, 6zellikle fermente siit tiriinlerinde, cok énemli olan ve belirli
spesifik proteinler, vitaminler, biyoaktif peptitler, organik asitler ve oligosakkaritler

iceren cesitli biyoaktif bilesikler bulunur [116].

Literatiir calismasi gézden gecirildiginde, saglikli bir diyetin parcasi olarak 6nerilen
diizeyde siit ve fermente siit Uriinleri tiiketiminin bir¢ok hastalik riskini

azaltabilecegi ortaya ¢cikmistir. Fermente siit iirtinleri, bagirsak yolunda “faydali” ve

103



“istenmeyen” bakteri dengesini iyilestirmeye yardimci olan probiyotikler gibi belirli
canli ve aktif kiiltiirlerin yeterli seviyelerini igerir. Fermente siit tiriinleri lizerine
yapilan cesitli arastirmalar, bunlarin bagisiklik sistemi tizerindeki etkilerini ve
bagirsak saghgini destekledigini gostermistir. Yogurt gibi fermente {riinlerin
tiketilmesinin viicutta kanserojenlere ve zararli toksinlere karsi bagisiklik
fonksiyonunu iyilestirmeye etkisi arastirilmaktadir. Siit ve siit triinleri aliminin
hastalik riskini azaltmadaki etkisini ortaya ¢ikarmak icin gastrointestinal sistem
hastaliklari, kardiyovaskiiler sistem hastaliklari, kas-iskelet sistemi hastaliklari,
urogenital sistem hastaliklari, bagisiklik sistemi hastaliklari, alerji, sinir sistemi,
sistem hastaliklari, bilissel sistem hastaliklari, kilo kontrolii, obezite, yaslanma ve

dis saglig1 gibi hastaliklar tizerinde klinik arastirmalar yapilmistir [116].

Tablo 4.1 Tam yagh siit, yagsiz siit ve muadil yogurtlarin besin bilesimi (100 g)

[116].
Bilesenler Birim Tamyaghsiit Tamyaghyogurt Yagsizsiit Yagsiz yogurt
Enerji Kcal 68 70 35 39
Protein G 3.3 3.8 3.5 4.4
Yag G 3.8 3.8 0.1 0.1
Laktik asit G 0 0.8 0 1.0
Potasyum mg 157 157 150 187
Kalsiyum mg 120 120 123 143
Fosfor mg 92 92 97 109
Magnezyum mg 12 12 14 14
Sodyum mg 48 48 53 57
Iyot mg 0.46 0.46 0.45 0.44
Klor mg 102 102 100 121
Retinol ug 52 28 1 8
Karoten ug 21 21 Tr 5
B1 vitamini ug 30 60 40 50
B2 vitamini ug 170 270 170 250
B6 vitamini ng 60 100 60 90
B12 vitamini ug 0.4 0.2 0.4 0.2
C vitamini ug 1 1 1 1
D vitamini ug 0.03 0.04 Tr 0.01
E vitamini ug 90 50 Tr 10
Folik asit ug 6 18 5 17
nikotinik asit ug 100 200 100 100
pantotenik asit ug 350 500 320 450
Biotin ug 1.9 2.6 19 2.9
Kolin mg 12.1 - 4.8 0.6

Yogurt gibi triinler, bagirsak rahatsizliklarin1 ve kronik hastaliklar1 azaltmada
potansiyel rol oynamaktadir. Yapilan arastirmalara gore; konjuge linoleik asit ve

biitirik asit gibi yogurtta bulunan bazi1 besleyici olmayan bilesenlerin, kanser
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Onleyici ajanlar olarak rol oynayabilecegi vurgulanmistir. Ayrica, yogurdun
teknolojik tretimi ile iliskili suslar (S. thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus) veya probiyotik fonksiyon saglamak icin ilave suslar (genellikle
Lactobacillus veya Bifidobacterium) ile faydall etkiler saglanabilir. Yogurt
bakterilerinin, laktoz intoleransi olmayan bireylerde laktoz sindirimini iyilestirdigi,
bagirsak dilizenini ve sindirimi artirdigi, ishali onledigi inflamatuar bagirsak
hastaligi, bagirsak bagisiklik sistemini uyaran ve sindirim sagligi tizerinde olumlu

bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir [120,127].
4.2 Materyal ve Yontem

4.2.1 Bakteri Kiltiirlerinin Gelistirilmesi

Yogurt liretimi i¢in Streptococcus thermophilus ve L. delbrueckii subsp. bulgaricus starterleri
ile yliksek GABA iireticisi 45MK-30 L. plantarum JCM 1149 ve L. brevis ATCC 14869
yardimci Kiltirleri kullanilmistir. Streptococcus thermophilus susu (%1 laktoz iceren)
M17 s besiyeri icerisinde, L. delbrueckii subsp. bulgaricus (%1 fruktoz iceren) MRS
sv1 besiyeri icerisinde 42 °C 24 saat, 45MK-30 Lb. plantarum JCM 1149 ve KCO-48
Lb. brevis ATCC 14869 ise MRS s1v1 besiyeri icerisinde 37 °C 24 saat aktiflestirildi.
Daha sonra aktiflestirilen yogurt bakterileri ilgili sivi besiyeri icerisinde (2.25
mg/mL monosodyum glutamat (MSG) iceren) 42 °C 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Fakat 45MK-30 Lb. plantarum JCM 1149 ve KCO-48 Lb. brevis ATCC
14869 MSG iceren sivi besiyeri icerisinde 30 °C 24 saat gelisime birakilmistur.

4.2.2 Yogurt Uretimi

(2.25 mg/mL) MSG iceren tam yagh stit 90 °C 15 dak kaynatilmistir. Daha sonra 42
°C sogumaya birakilmistir. Siitler sogutulduktan sonra bakteriler 108 olacak sekilde
ve S. thermophilus ve Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus (1:1 oraninda) inokule
edilmistir. 45MK-30 Lb. plantarum JCM 1149 ve KCO-48 Lb. brevis ATCC 14869
icermeyen yogurt kontrol grubu olarak alinmistir. Kontrol grubu yogurt sadece S.
thermophilus ve Lb.delbrueckii subsp. bulgaricus susunu igerir. Diger taraftan ayri
ayr1 45MK-30 Lb. plantarum JCM 1149 ve KCO-48 Lb. brevis ATCC 14869 suslari
inokule edilmistir. Inokulasyonun ardindan yogurtlar 200 mL kavanozlarda 42 ° C
pH 4.6 olana kadar yaklasik 5 saat fermente edilmistir (Sekil 4.1). Ornekler daha
sonra 4 ° C sogumaya birakildi ve 28 giin bu sicaklikta depolamaya birakilmistir.
Canli hiicre sayimi, GABA miktari, pH ve TTA, su tutma kapasitesi, sinerezis,
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viskoelastik 6zelligi, su aktivitesi, renk 6l¢ciimii ve duyusal analizleri yapilmistir.

Bunun i¢in belirlenen giinler 3, 7, 14, 21 ve 28 olmustur.

Sekil 4.1 Calismada yapilan yogurt 6rnekleri
4.2.3 Mikrobiyolojik Analiz

Canli sayimi i¢in S. thermophilus icin MM17 (%1 laktoz igeren), L. bulgaricus igin
MMRS (%1 fruktoz iceren), 45MK-30 L. plantarum JCM 1149 ve KCO-48 L. brevis
ATCC 14869 icin MRS, toplam mezofilik aerobik bakteri icin PCA (Plate Count Agar),
maya/kiif sayimi icin DRBC ve koliform bakteri sayimi icin VRB agar kullanilmistir
(Sekil 4.2). Bunun i¢in 10 gram yogurt 6rnekleri tartilmistir ve 90 mL (%0.85 serum
fizyolojik) FTS icerisinde stomacher yardimiyla homojen hale getirilmistir ve diger
taraftan seri diliisyonlar olusturulmustur. S. thermophilus ve L. bulgaricus igin
petriler anaerobik kosullar altinda 42 ° C’'de 48 saat inkiibasyona birakilirken,
45MK-30 L. plantarum JCM 1149, KCO-48 L. brevis ATCC 14869 ve koliform
bakteriler 37 ° C'de 24 saat, maya/kiif ve toplam bakteri icin 72 saat gelisime

birakilmistir.

Sekil 4.2 Calismada kullanilan agarlarin gorselleri
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4.2.4 pHveTTA

10 gram Ornek tartilip 10 mL saf su igerisinde homojen hale getirildikten sonra pH
degerleri dl¢iilmuistiir. TTA degerleri ise % 0.5 fenolftaleyn damlatildiktan sonra 0.1

N NaOH ile titre edildi. Ve sonuglar laktik asit cinsinden hesaplanarak verilmistir.
% Laktik asit = (Harcanan 0.1 N NaOH (mL) x 0.009 x 100) / Ornek miktar (g)
4.2.5 Sinerezis

Sinerezis icin 25 gram yogurt 6rnegi tartildi ve 2 saat 4 ° C de birakildiktan sonra

ayrilan serum olciilerek belirlenmistir.
4.2.6 Su Tutma Kapasitesi

Su tutma kapasitesi icin 5 gram 6rnek tartildi. 30 dak 12 000 rpm 10 ° C santrifiij
edilmistir. Ayrilan serum tartilmistir ve WHC % = NY-WE x 100 NY cinsinde 6l¢iiliip

degerlendirilmistir.
4.2.7 Su Aktivitesi (aw)

Su aktivitesi (aw), su aktivite metresiile 25° C’'de dl¢iilmiistiir. Tiim dl¢timler paralel

olarak alinmistir.
4.2.8 Renk Ol¢iimii

Yogurt 6rneklerinin renk ol¢iimleri i¢cin CR-400 colorimetre aleti (Konica Minolta
Inc., Japan) kullanilmistir. Sonuglar L%, a* ve b* olarak ifade edilmistir. L* degeri
koyuluk/parlaklik (100-beyaz), a” degeri kirmiz1 (+a)/yesile (-a), b* degeri ise sar1
(+b)/mavi (-b) olarak ifade edilmistir.

4.2.9 Yogurtlarin Viskoelastik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Yogurt orneklerinin viskoelastik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢cin reometre (Anton
Paar, MCR 302, Avusturya) kullanilmistir. Prob olarak PP50 kullanilmistir. Bu test
10 °C'de 0.1-100 rad/s araliginda, % 0.5 strain degerinde gercgeklestirilmistir.
Ornekler cihaza verilmeden 6nce 30 s karistirlmistir. Orneklere ait G’ elastik modiil,
G" viskoz modill degerleri belirlenmistir. Elde edilen viskoelastik model

parametreleri Power law model kullanilarak modellenmistir.
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4.2.10 Yogurtlardaki GABA Miktarlarinin HPLC ile Belirlenmesi

Yogurt ornekleri santrifiij edildikten sonra siipernatantlarindan 100 pL, 100 pL
dansil klorid soliisyonu ve 800 puL 0.2 M Sodyum borat:NaOH ¢ozeltisi (pH 9.0)
icerecek sekilde son hacim 1000 upL olarak hazirlanmistir. Daha sonra miks
ultrasonik banyoda 40 °C’de 30 dak inkubasyona tabi tutulmustur. Ardindan
stipernatantlar1 12 000 rpm’de 10 dak santrifiijlenerek toplanmistir ve MeOH (1:1)
ile seyreltilip, HPLC asamasinda kullanilmistir [56]. Lb. brevis optimizasyonunda

kullanilan HPLC sartlar1 kullanilmistir.
4.2.11 Duyusal Degerlendirme

Yogurt ornekleri santrifiij edildikten sonra siipernatantlardan 100 uL, 100 uL dansil
klorid soliisyonu ve 800 uL 0.2 M Sodyum borat:NaOH ¢6zeltisi (pH 9.0) icerecek
sekilde son hacim 1000 uL olarak hazirlanmistir. Daha sonra miks ultrasonic
banyoda 40 °C’de 30 dak inkubasyona tabi tutulmustur. Ardindan siipernatantlari
12 000 rpm’de 10 dak santrifiijlenerek toplanmistir ve MeOH (1:1) ile seyreltilip,
HPLC asamasinda kullanilmistir [56]. KCO-48 Lb. brevis ATCC 14869
optimizasyonunda kullanilan HPLC sartlar1 kullanilmistir. Duyusal analiz puanlama
testi ile Urlinlerin dis goriiniisii, kasikta kivam, agizda kivam, koku, tat ve genel
begeni 5 (¢ok iyi)-4 (iyi)-3 (normal)-2 (koti)-1 (¢ok koti) olarak
degerlendirilmistir. Duyusal analize panelist olarak tiniversitemizin ytiksek lisans
ogrencilerinden olusan 10 kisi katilmistir. Ornekler duyusal analiz sirasinda kapali

seffaf plastik kaplar icerisinde panelistlere servis edilmistir.
4.2.12 istatistiksel Analiz

One-way ANOVA metodu icin tiim analizlerin verileri icin JMP 9 programi
kullanilarak uygulanmistir. Ortalama karsilastirmalar i¢in Tukey testi kullanilarak

p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
4.3 Arastirma Bulgulari ve Tartisma

4.3.1 Mikrobiyolojik Analiz

Yogurt iiretiminde kullanilan tiim bakterilerin inokulasyonu baslangicta yaklasik 7
log’du. Sonuclarda yapilan yogurtlarin uzun siireli depolama sirasinda canliligini

korumak icin etkili bir gida matrisi oldugu gosterilmistir [128].
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Yogurtlarin mikrobiyolojik ekim sonuclari Sekil 4.3'de verilmistir. Depolama siiresi
arttikca laktik asit bakterisinde bir azalma meydana getirdigi gézlemlenmistir.
Ozellikle 7 ve 14. giin arasinda tiim yogurt érneklerinde yaklasik 1 logaritmik birim
azalma meydana gelmistir. Yogurtlarin buzdolabinda (+4 °C) saklanmasi sirasinda
kullandigimiz bakterilerin canli sayilar1 depolama siiresine baglh olarak aralarinda
onemli farkliliklarin oldugu goriilmiistiir. Tim depolama boyunca koliform ve
maya/kiif ekiminde gelisme gozlemlenmemistir. Tlim 6rneklerde LAB canliliginin
azalmasi, LAB’nin biiylimesini desteklemek icin ihtiya¢ duydugu besinlerdeki
laktozun azalmasinin bir sonucu olabilir [128]. Genel olarak degerlendirildiginde
yardimci kiltirle yapilan yogurtlardaki LAB degerlerinin kontrol grubuna nazaran
daha yiiksek olmustur. Bunun nedeni antagonistik etkiye dayandirilabilir.

Antagonistik etki ile LAB'lerin hayatta kalma orani etkilendigi diistiniilebilir.

Kontrol yogurt érnegi Lb. brevis ko-kiiltiirlii yogurt

T
T

T
s

Canl hiicre sayimi (log kob/g)
Canh hiicre sayimi (log kob/g)

3.giin 7.giin 14.giin 21.giin 28.giin 3.gin 7.giin 14.giin 21.giin 28.giin

Depolama zamani (giin) Depolama zamani (giin)

Lb. plantarum Ko-kiiltiirli yogurt

EE LAB

= Lb.bulgaricus
== St.thermophilus
mm TMAB

Canl hiicre sayimi (log kob/g)

7.giin  14.giin 21.giin 28.giin

Depolama zamani (giin)

Sekil 4.3 Depolama siiresinde meydana gelen mikrobiyal degisim (log kob / g)
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Isa ve Razavi, [129] yaptiklar1 yogurt Orneklerindeki L. plantarum sayisinin
baslangicta 8 log oldugu ve depolama siiresi (14.giin) arttikca canliliginda (7.32 log)
azalma meydana geldigini go6zlemlemisler. Ayica 28. giin depolamada Lb.
plantarum’un ko-kiiltiirle hazirlanmis yogurtta L. bulgaricus ve St. thermophilus
bakterine nazaran daha yiliksek oldugu goriulmistir. Bunun Zhang vd. [130]
sonucuyla benzer oldugu sdylenebilir. Sonuglarimiz genel olarak depolama stiresine
bagl olarak kullanilan starterlerin sayiminda azalma olmasi bakimindan yapilan

calismalarla benzerlik gostermistir.
4.3.2 pHveTTA

Yogurt orneklerindeki bir diger onemli faktor pH ve titre edilebilir asitlik
olmaktadir. Uriiniin saklama siiresi boyunca pH'in diismesi, bakteriler tarafindan
asit liretiminin artmasiyla iliskili olup, tiretilen asitlerin ¢ogu laktik asittir. Bu asidin
miktarinin fazla olmasi triintin tadini etkilemekte ve {iriin icin elverissiz kosullar

olusturmaktadir [131].

Sekil 4.4’de goruldigi gibi yogurt érneklerinin pH degerleri 3. giinde birbirlerine
yakin olup bu deger 4.10-4.15 arasinda degismistir. 7.glinde pH degerlerinde bir
artis gézlemlenmis olup, sonraki giinlerde pH degerlerinde diisme yasanip duragan
bir pH sergilemislerdir. 28 giin boyunca tim yogurt 6rneklerinin pH degerleri
yaklasik 4.10 civar1 olmustur ve KCO-48 Lb. brevis ATCC 14869 eklenmis yogurdun
pH degerlerinin, kontrol ve Lb. plantarum eklenmis yogurtlara nispeten biraz daha

diisiik oldugu gortulmiistir.

EEE Lb.plantarum ko-klltir == L b.brevis ko-kultur == Kontrol

pH

21

7

Depolama zamani (giin)

Sekil 4.4 Yogurt 6rneklerinin depolama zamanina bagh olarak pH degisimleri
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Depolama sirasinda pH degerleri ve asitlik ile ilgili sonuclar (Sekil 4.5), pH
degerlerinin zamanla azaldigin1 ve asitlik degerlerinin arttigin1 gostermektedir.
Bunun nedeni daha ¢ok iki laktoz molekiiliinden dort molekiil laktik asit liretebilen
laktik asit bakterileri tarafindan laktik asit liretimi ile canli LAB sayis1 oldugu
soylenebilir [132]. Yapilan calismalarda belirtildigi gibi bunun, depolama sirasinda
pH'1 diisiirme ve asitligi artirma egilimi beklenmektedir [131].

== Lb.plantarum ko-kiiltiirlii ®™=® [ b.brevis ko-kiiltiirlii —— Kontrol

1.5

TTA (% Laktik asit )

=
I

Depolama zamani (giin)

Sekil 4.5 Yogurt 6rneklerinin depolama zamanina baglh olarak TTA degisimleri

Mirlohi vd. [133] yaptiklar ¢alismada yogurt starterlerinin yani sira L. plantarum
kiltirtini  kullanarak yogurt {retimini gerceklestirmislerdir. Depolamanin
baslangicinda L. plantarum yardima kiiltiirle yapilmis yogurt érneginin pH degeri
4.89 iken, depolamanin 21.giiniinde bu deger 4.18 olmustur. Depolamanin son
glinlerindeki pH degerlerimiz benzerlik gostermistir. Yogurdun pH degerleri
sogukta depolama sirasinda diismesinin nedeni LAB’nin kalinti aktivitesine
baglanabilir. Ciinkii karisik kiltiirlerin yiliksek metabolik aktivitesi, depolama
boyunca laktik asit liretimini ve pH azalmasi ile sonuglanabilir. Ek olarak titre
edilebilir asitlik degiskenleri; LAB'nin kalint1 aktivitesine ve organik asitlerin siirekli

liretimine atfedilir [128].
4.3.3 Sinerezis ve Su Tutma Kapasitesi

Yogurdun en biiylik dezavantajlarindan biri, yogurt yiizeyinde serum veya peynir
alt1 suyu goriintimiine ve pH protein aginin ii¢ boyutlu yapisinin biiziilmesine yol

acan sinerezis olmaktadir. Peynir alt1 suyu proteinlerinin baglanma giiclinii azaltan
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degisiklikler nedeniyle yogurtta sinerez olusur ve bu siire¢ yogurttaki suyun disari

akmasina neden olur [134].

Yogurt 6rneklerinin sineresiz verileri (salinan serum) Sekil 4.6’da verilmistir. 3. ve
7. gunler arasinda tiim yogurt orneklerinde bir artis meydana gelirken, sinerezis
miktarlarinin bu giinlere kiyasla 14, 21 ve 28. giinlerde dogrusal bir artma meydana
geldigi gorulmistiir. Ayrica, depolama stresi arttik¢a sineresiz miktarlarinda bir
artma oldugu kaydedilmistir. Salinan su kati agdan ayrilarak dokuyu bozmustur.
Bunun yani sira pH degisikliklerinin sinerezis ile uyumlu oldugu goriilmustiir [168].
Lb. plantarum yardimci kiiltiirle hazirlanan yogurtile kontrol yogurtlarinin arasinda
pek fark olmadigi sdylenebilir. KCO-48 Lb. brevis ATCC 14869 ile yapilan yogurdun
21.giinde (%32.9), kontrol (%35.1) ve Lb. plantarum (%35.7) iceren yogurtlara
kiyasla daha diisiik sinerezis degerlerine sahip olmustur. Sinerezis sirasinda
meydana gelen degisim tam olarak anlasilamamasina ragmen saklama siiresi ile
artmasi, sinerezisin, serum salinimini artiran kazein aginin yeniden diizenlemesi ile
iligkili oldugu kabul edilmektedir. Yeniden diizenlemeler partikiil baglantilarini
arttirmaktadir. Bu ylizden ag, serumu ayirarak sikistirma ve kiiciiltme egiliminde
olur [134]. Ek olarak sineresiz, fermente siit jellerinin siitiin cesitli bilesenlerine,
ozellikle su fazina baglanma yetenegini ifade etmekte olup, fermente siit kalitesinin

tersine gevrilebilir gostergesidir [135].

50
183 EA Lb.plantarum ko-kiilturlu
36.9 375 39.3 38.4 38.4 37.4 . riee g
40 T &= Lb.brevis ko-kiilturlu
S = B3 Kontrol
w307 =
.E =
0 -
o 204 -
= =
Z s
10+ =
0- -

Depolama zaman (giin)

Sekil 4.6 Yogurtlarin sinerezis (%) miktarlari
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Sonuc¢larimiz genel olarak degerlendirildiginde depolama sirasinda sinerezis
oraninin  (%32.9-39.3) arasinda degistigi gozlemlenmistir. Probiyotik olan
bakterilerin proteolitik enzimlerin eksikliginden dolay1 fermente trtinlerin temel
kiltirinde yavas biiytidiigli bazi calismalarda vurgulanmistir [135]. Bu veriler Chen
vd. [136] yaptiklari calisma ile benzer sonuglar sergilemistir. Sinerezis oraninin kati
icerigi ve yogurtta kullanilan starter kiiltiirtin tiirtinden etkilenebildigi soylenebilir.
Kat1 iceriginin artmasi, yogurt jel giicini artirmakta ve gozenek boyutunu
kiiciiltmektedir. Bunun sonucunda da su daha siki baglanir ve bu da yogurdun

sertligini artirmaktadir [131].
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Sekil 4.7 Yogurtlarin su tutma kapasiteleri (%)

Yogurt orneklerinin su tutma kapasitelerinde ise, 3. glin ve 7. giin arasinda 6nemli
bir artis oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.7) ve 21.glindeki yardimc kiiltiirle
hazirlanan yogurt érneklerinin kontrole nazaran yiiksek oldugu gorilmiistiir. Fakat
genel olarak degerlendirildiginde kontrol ve ko-kiiltiirle iiretilen yogurtlarin

arasinda onemli bir farklhilik gériilmemistir.
4.3.4 Su Aktivitesi

Su aktivitesinin hiicre canliligini1 veya hayatta kalmasini 6nemli 6lciide etkiledigi
belirtilmistir. Ek olarak su aktivitesi, kimyasal ve enzimatik reaksiyonlarin yani sira
mikroorganizmalarin biiylimesini, sporlanmayi, spor ¢imlenmesini ve metabolit
tretimini dogrudan etkileyebilmektedir [137]. Depolama siiresince aw degerlerinin

onemli Ol¢iide degismedigi goriilmektedir. Yogurt orneklerinin aw degerlerinin
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0.914 ile 0.922 arasinda degisen degerleri Sekil 4.8’de verilmistir. Su aktivitesinin
daha uzun bir lag faz1 ve daha yavas bir biliyiime orani ile sonuglandigi
vurgulanmistir. Ayrica dusik aw degeri mikroorganizma tiirtine gore degisiklik
gosterdiginden gelisebilecek mikroorganizma tiirtinii de etkiledigi kaydedilmistir.
Minimum aw degeri altinda mikroorganizmalar daha yavas 6lur ve aw degeri 6liim

gerceklesmektedir [138].
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Sekil 4.8 Yogurt 6rneklerinin depolama zamanina baglh olarak su aktivitesi
degerleri

4.3.5 Renk Ol¢iimii

Maddelerin niteligini ve kalitesini belirleyen 6nemli 6zelliklerden biri de renk
olmaktadir. Gida ve tarim alaninda renk, incelenen malzemenin Kkalitesini
belirlemede kullanilan 6nemli bir ozelliktir [139]. Farkli yogurt o6rneklerinin
4+1°C'de 3, 7, 14, 21 ve 28 giin depolama sonrasinda belirlenen renk degerleri (L%
a*, b*) Tablo 4.2'de gosterilmistir. Yogurt 6rneklerinin renk degerlerinde depolama
stresince ac¢ikligin cogunlukla azaldigi ve b* degerindeki sarimsi renkte artis oldugu
ve a* degerinde gozle gorilebilir bir degisiklik olmadig1 go6zlemlenmistir.
Depolamanin artmasi ile parlakligin ¢ogunlukla KCO-48 Lb. brevis ATCC 14869

yardimci kiltiirii ile tretilen yogurtta oldugu gorilmiistiir.
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Tablo 4.2 Yogurt 6rneklerinin 3,7,14,21 ve 28.giin 4+1 °C’de depolama sonrasi

renk degerleri

Depolama Ornek L* a* b*
zamani (giin)
3 L. plantarum ko-kiiltir 77.52+0.124b -7.88+0.03Da 7.25+0.014a
3 L. brevis ko-kiiltiir 77.93£0.0682  -7.91+0.07C2 7.50£0.3042
3 Kontrol 77.70£0.0542>  -7.90+0.01F2 7.28+0.0242
7 L. plantarum ko-kiiltir 77.59+0.534a -7.89+(.07DPab 7.35+0.104b
7 L. brevis ko-kiiltiir 78.71+£0.18%  -8.04+0.01¢ 7.96+0.154a
7 Kontrol 77.85+0.15%4a  -7.79+0.02Da 7.21+0.074b
14 L. plantarum ko-kiltir 75.394£0.198ab  -7.35+(.03¢a 5.81+0.01%a
14 L. brevis ko-kiiltiir 74.94+0.04CP>  -7.26+0.11Ba 5.70+0.428Ba
14 Kontrol 75.79+£0.1082  -7.20+0.01Ca 5.66+0.088a
21 L. plantarum Kko-kiiltlr 74.90+0.11BCb  -7,16+0.018> 5.45+0.07¢
21 L. brevis ko-kiiltiir 75.53+0.34Ca -7.16+0.038b 5.64+0.238a
21 Kontrol 74.40+0.23¢%  -7.04+0.0382 5.92+0.018a
28 L. plantarum ko-kiiltir 73.85+0.20¢a -6.83+0.0242 4.79+0.08Pa
28 L. brevis ko-kiiltiir 74.66+0.14Pa  -6.89+0.034a 4.90+0.26B2
28 Kontrol 74.47+0.35Ca -6.81+0.0142 4.83+0.31¢2

*Biiyiik harfle isaretlenmis ortalamalar ayni 6rneklerin zamanlar arasindaki farklilig1 gostermektedir (p<0.05).
*Kiiglik harfle isaretlenmis ortalamalar farkl érneklerin ayni zamanlar arasindaki farklihigi géstermektedir
(p<0.05).

4.3.6 Reolojik Ozelliklerin Belirlenmesi

Gida reolojisi, gida malzemelerinin deformasyonu ve akisinin incelenmesi
olmaktadir. Sit jelleri viskoelastik 6zellie sahip oldugundan dolay1 yogurdun
reolojik 6zellikleri hem viskoz hem de elastik bilesenler kullanilarak karakterize
edilebilir. Viskoelastik, malzemenin ideal bir katinin bazi elastik ozelliklerine ve
ideal (viskoz) bir swvinin baz1 akis 6zelliklerine sahip oldugunu goéstermektedir

[140].

Yogurt 6rneklerinin 3, 7, 14, 21 ve 28. giinlerdeki depolama zamanlarina bagl olarak
viskoelastik 6zellikleri frekans tarama testinde % 0.5 strain altinda 6l¢iilmiis olup G’

ve G" degerlerinin frekansa bagh degisimi reogramlarda verilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 Yogurtlarin viskoelastik 6zelliklerini gésteren reogramlar

Frekans tarama testinde G’ (elastik modulu) ve G" (viskoz modulu) ifade etmektedir.
Calismada yapilan analiz sonucunda elde edilen veriler Power-law modele gore
uyarlanmustir. Ornekler, G'> G" gdstermis olup, elastik ozellik sergilemislerdir. Jel
olusumu sirasinda, protein parcaciklar1 arasinda ek baglarin olusmasi, protein
agindaki yeniden diizenlemeler ve sarkan jel ipliklerinin aga olas1 baglanmasi
nedeniyle G’ degerlerinin arttig1 belirtilmistir [141]. Benzer sonuglar Pan vd [181]
tarafindan da kaydedilmistir. Yogurt, psodoplastik malzeme olarak
siniflandirilabilir (akisin baslamasi icin asilmasi gereken bir akma gerilimi icerir).
Eger karistirilan veya icilen yogurtla ugrasiyorsak viskoelastik bir siv1 veya set

yogurt ile ugrasiyorsak viskoelastik bir kati olarak karsimiza ¢ikar [141].

Kontrol yogurt 6rneginin 21. giin analizinde yardimc kiiltiirlii yogurt érneklerine
nazaran G’ degerinin daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Tim 6rneklerde elastik

ozellik fazla iken 28. glinde kismen azalma meydana geldigi sdylenebilir (Sekil 4.9).
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Tablo 4.3 Yogurt 6rneklerine power-law model uygulanarak viskoelastik
ozelliklerin belirlenmesi

Or- G'=K'(w)" G'=K'(w)"
nek
kodu K'(Pa) n' R2 K''(Pa) n' R2
3 K 72.27+16.84B2 | 0.19+0.034 | 0.96 | 22.36x6.242 | 0.18+0.0442 0.96
L 59.41+3.042 0.22+0.004a | 0.99 | 17.77+£0.8%2 | 0.20£0.014a 0.99
P 50.31+3.782 0.22+0.0042 | 0.96 | 15.39+2.34Ba | 0.1940.0242 0.96
= 7 K 66.92+2.94Ba | 0.21+0.0142 | 0.99 | 19.82+0.642 | 0.19+0.004b 0.99
S L 62.96+5.94a0 | 0.22+0.0042 | 0.99 | 18.82+2.542 | 0.19+0.0142b | 0.99
ot P 47.60+3.1Bb 0.23+0.0142 | 0.99 | 15.03+1.14Ba | 0.21+0.0142 0.99
S| 14 K 54.85+2.54Ba | 0.22+0.0042 | 0.99 | 15.97+0.942 | 0.20+0.0042 0.99
E L 53.63+6.242 0.22+0.014a | 0.99 | 15.86+1.542 | 0.20+£0.0042 0.99
: P 44.52+1.78a 0.23+0.0142 | 0.99 | 14.86+0.9482 | 0.18+0.0242 0.99
E 21 K 84.25+1.64a 0.20+£0.0042 | 0.99 | 24.12+0.24a | 0.18+0.0142 0.99
T?;. L 66.58+3.64b 0.20+0.004a | 0.99 | 18.62+1.94b | 0.20£0.014a 0.99
2 P 62.42+2.24b 0.22+0.014a | 0.99 | 19.02+0.34b | 0.20£0.0042 0.99
28 K 49.90+6.08a 0.22+0.0042 | 0.98 | 14.32+1.54a | 0.20+0.0142 0.98
L 52.56+9.54a 0.21+0.0342 | 0.99 | 13.94+0.84a | 0.20+0.0142 0.99
P 46.41+2.1Ba 0.22+0.014a | 0.99 | 13.56+0.682 | 0.20+0.014a 0.99
*Biylik harfle isaretlenmis ortalamalar ayni orneklerin zamanlar arasindaki farklilig

gostermektedir (p<0.05).

*Kugiik harfle isaretlenmis ortalamalar farkli 6rneklerin ayni zamanlar arasindaki farkliligi
gostermektedir (p<0.05). (K: Kontrol yogurt ornegi, L: L. brevis ko-kiiltiir yogurt ornegi, P: L.
plantarum ko-kiiltiir yogurt 6rnegi)

Farkli ornek ttrleri farkli depolama kosullarindaki dinamik reolojik dlgiimlerin
verileri Tablo 4.3'de verilmistir. Yogurt 6rneklerinin belirlenen kesme araliginda
bulunan degerlerin kesme hizi-kesme stresi degerleri Power-Law modeli
uygulanarak, oOrneklerin kivam katsayis1 ve akis davranis indeksi degerleri
bulunmustur. Elastik kivam katsayis1 degerlerinde 3,7 ve 14. giinlerde azalma
olurken, 21.glinde artis meydana gelmistir. Akis davranis indeksi ile Kivam
katsayilar1 arasinda ters oranti gézlemlenmistir. R? degerleri ise 0.96-0.99 arasinda

degisiklik gostermistir.
4.3.7 Yogurt Orneklerindeki GABA Miktarlarinin Belirlenmesi

2.25 mg/mL MSG kullanilan yogurt 6rneklerinde GABA tliretim miktarlari kontrol ile
kiyaslandiginda aralarinda bir fark goriilmediginden sonuglar verilmemistir.
Yardima kiiltiir ile iiretilen yogurtlarin GABA miktarinin kontrol 6rneginden farksiz
olmasi tiretimde kullanilan KCO-48 L. brevis ATCC 14869 ve 45MK-30 L. plantarum
JCM 1149 bakterilerinin yogurttaki fermantasyon kosuluna uygun olmadig:

soylenebilir. L. plantarum suslarinin yogurt liretiminde ek Kkiiltiir olarak yaygin

117



olarak kullanilmadigi yapilan calismalarda kaydedilmistir. Bunlardan bir tanesi
Mirloht vd. [133] yaptiklar1 ¢alisma olmustur. L. plantarum, yogurt kultiiriine
yardimci kiiltiir olarak uygulanmasinin ticari yogurt fermantasyon prosesinde yer
alan termofilik kosullara duyarli olmasindan dolay1 kabul edilebilir bir {rtinle
sonu¢lanmadig gézlemlenmistir. Buna baglh olarak kullanilan suslarin her ikisinin
fermantasyon sicakligindan etkilenmesi GABA iiretimi lizerinde olumsuz etkiye

neden oldugu soylenebilir.
4.3.8 Duyusal Analiz

Duyusal degerlendirme o6zellikle 6zneldir ve bu nedenle kisisel zevk sonuglara
yansiyabilir. Bu nedenle sonuglardaki farkliliklarin bireysel varyasyonlardan
etkilenebilecegi anlasilmistir. Puanlama ve siralama testi uygulanarak elde edilen
duyusal analiz verileri ile yardimc kiiltiirle yapilmis yogurt ornekleri lizerine
tiiketici algisinin etkisi belirlenmeye calisiimistir. Genel veri begenilerine gore en
cok begenilen 6rnegin KCO-48 Lb. brevis ATCC 14869 ilaveli yogurt 6érnegi oldugu
gozlemlenmistir. Buna bagh olarak en az begenilen 6rnek tiirtiniin Lb. plantarum
ilaveli oldugu belirlenmistir. Puanlama testi sonuglarina gore dis goriiniis, kivam
(kasikla), kivam (agizla), koku ve tat agisindan en ytliksek degere KCO-48 Lb. brevis
ATCC 14869 ilaveli yogurt 6rnegi olmustur. Genel olarak tim o6rnekler koku

acisindan degerlendirildiginde aralarinda bir farklilik gériilmemistir (Sekil 4.10).

== Dy gorimig == Dy goriini 3 =& Dy gorini
Kivam (kagtkla) oo == Kivam (kastkla) == Kuvam (kagikla)
‘)\ Kivam (agtzda) Kivam (ag1zda) Kivam (ag1zda)
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y - Tat -t Tat J - Tat
= Genel = Genel = Genel
( ) \\t
\ | \
‘.\\ /
1\ fi
R —
’_r_ —————
a b c

Sekil 4.10 Yogurt lirtinlerine uygulanan duyusal analiz puanlama testi (a: L. brevis
ko-kiiltiir, b: L. plantarum ko-kiiltiir, c: Kontrol)

118



Song vd. [142] yaptiklar ¢alismada Lb. brevis susunun yogurtta fonksiyonel 6zelligi
gelistirdigini fakat duyusal degerlendirme agisindan diger yogurt orneklerine

kiyasla herhangi bir farkliligin olmadigini belirtmislerdir.
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5

EKSI HAMUR ORJINLI MAYALARIN PROBIYOTIK
NITELIKLERININ BELIRLENMESI

5.1 Giris

Glinimuzde insanlar ve hayvanlar icin fizyolojik saghk yararlar olan gidalar ve
besinler topluca “saglik/fonksiyonel gida” olarak tanimlanmaktadir. Bagirsak
mikrobiyal dengesinin diizenlenmesi, bagisiklik modilasyonu ve inflamatuar
bagirsak hastaliklarinin azaltilmasi gibi konake igin yararh etkiler saglayabilen,
yeterli ~miktarlarda canli mikroorganizmalarla desteklenmis gidalarin
pazarlanmasina odaklanilmistir. Bu mikroorganizmalar, Diinya Saghk Orgiitii'niin
(WHO) Gida ve Tarim Orgiitii tarafindan probiyotik olarak kabul edilmistir [143].
Probiyotikler canli mikroorganizmalar (bakteri veya mayalar) olarak
tanimlanmaktadir ve uygun bir konsantrasyonda yutuldugunda, konakg1 iizerinde
cesitli faydali etkiler gostermektedir. Bilinen probiyotik mikroorganizmalar
arasinda, laktik asit bakteri (LAB) tiirleri (6rn., Lactococcus, Lactobacillus,
Streptococcus ve Enterococcus) ve Bifidobacterium bulunmaktadir [144]. Probiyotik
aktiviteler susla ilgili oldugundan, endiistriyel uygulama i¢in uygunluklarini ve
performanslarini belirlemek i¢in sus tanimlamasinin tavsiye edildigini belirtmek

onem arz etmektedir [145].
5.1.1 Probiyotiklerin Secilmesinde Belirlenen Kriterler

Uygun bir probiyotik kultiiriin secimi fonksiyonel gidalarda basarili bir sekilde
uygulanabilmesi ac¢isindan biiyik O6nem tasimaktadir. Giraffa [146] gida
endistrisinde kullanilacak probiyotikler icin secim kriterlerini giivenlik yonleri,
fonksiyonel yonler, teknolojik yonler ve stres tepkisi olarak siralamistir ve bu

ozellikleri icerenler asagida belirlenen 6nemli kriterlere dayanmaldir:

a) Insan veya hayvan kékenli
b) endojenik bagirsak mikrobiyotas1 tarafindan iiretilen bakteriyosinlere ve
asitlere kars1 direng;

C) bagirsak ekosisteminin mikrobiyotasi ile rekabet giic(;
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d) Bitmis lirtinlerde ytliksek depolamada hayatta kalma oran;
e) bakteriyofajlara direng;

f) onaylanmis ve belgelenmis saglik etkileri;

g) iyi duyusal o6zellikler;

h) biiytik 6lgekli tiretim;

i) diisiik gastrik pH'da hayatta kalmak;

i) endistriyel liretim ve depolama kosullarinda hayatta kalma;
k) diisiik pH ve proteolitik enzimlerde hayatta kalma;

1) asit ve safra toleransli;

m) mukozal yilizeylere yapisma;

n) patojenik bakterilere kars1 antimikrobiyal aktivite;
0) safra tuzu hidrolaz aktivitesi;
p) sindirim sisteminin ¢ogalmasi ve kolonizasyonu;

q) gidada canhlik;
r) gidada islevsellik;

s) gida kalitesi lizerindeki etkisi;

t) hayatta kalmay1 artirmak icin savunma mekanizmalarinin varhgy;
u) ticarilestirmeye uygun olmalidir;

V) plazmit stabilitesi dahil fenotip ve genotip stabilitesi;

w) karbonhidrat ve protein kullanim tarzi;
X) antibiyotik direng tarzi;
y) ekzopolisakkarit tiretme kapasitesi; ve

z) epitel hiicrelerine yapisma gibi 6zellikler sayilabilmektedir [147].

Sayilan bu 6zelliklere bakildiginda yapilan ¢alismalarin ¢ogu bakterilerin probiyotik
mikroorganizmalar olarak kullanimina odaklanirken, mayalarin probiyotik

ozelliklerinin belirlenmesi lizerine ¢alismalarin yetersiz oldugu gorilmustiir [143].
5.1.2 Probiyotik Olarak Mayalar

Gilinimizde modern maya biyoteknolojisinin trtinleri, gida, icecek, ilag, endtistriyel
enzimler ve digerleri dahil olmak {izere ticari acidan 6nemli birgok sektoriin bel
kemigini olusturmaktadir. EFSA'ya (Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi) gore QPS
(Qualified Presumption of Safety) statiisiine sahip olan Saccharomyces cerevisiae,

cesitli teknolojik 6zellikler gosterdigi gida fermantasyonunda en yaygin kullanilan
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maya tiri olmaktadir. Mayalar, bircok yerli gida iriniiniin kendiliginden
fermantasyonunda da dnemli bir rol oynamaktadir. Probiyotik potansiyeli olan
maya suslarinin bulunmasina biiytik ilgi vardir. Debaryomyces hansenii, Torulaspora
delbrueckii, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces lodderae
gibi farkli maya tiirleri, gastrointestinal kanaldan ge¢ise veya enteropatojenlerin
inhibisyonuna tolerans gostermistir. Ancak Saccharomyces boulardii, klinik etkileri
olan tek maya ve cift kor ¢calismalarda probiyotik etkinligi kanitlanmis tek maya
preparati olmaktadir. S. boulardii, 1920'lerde Henri Boulard tarafindan
Cinhindi'ndeki litchi meyvesinden izole edilmistir. Ozellikle ila¢ endiistrisinde
probiyotik maya olarak ve ishalin 6nlenmesi ve tedavisi icin liyofilize formda yaygin
olarak kullanilmaktadir [148]. S. cerevisiae ve S. boulardii suslar1 giniimiizde
probiyotik maya tiirleri olarak karsimiza ¢ikmis olup, bunlardan, S. cerevisiae
susunun hayvanlar icin canh kiiltiir olarak eklenmesi durumunda konakgilarda
biiyiime, saglik ve bagisiklik tepkisini iyilestirdigi bildirilmistir. Bununla birlikte,
mayalarin dogal kaynaklardan probiyotik olarak izolasyonu ve karakterizasyonu
icin 6zel hususlar gerekmektedir [149]. Bircok geleneksel tahil gidasi (biza, tarhana,
salgam, Fura, brembali, buruku vb.), canlh formda maya icerebilmektedir. Bu
nedenle, bu triinler veya diger geleneksel tahil tirtinleri icin probiyotik/fonksiyonel
mayalarin kullanilmasi, bunlarin degerlendirilmesi icin uygun bir yol olabilir [150].
Mayalar bitkiler, hayvanlar, toprak ve su gibi farkli ortamlarda yasayabilirler. Deri,
su hayvanlar1 da dahil olmak tizere hayvanlarin gastrointestinal sistemi ve ayrica

fermente gidalar ile de iliskilendirilebilirler [149].
5.1.3 Gastrointestinal Kosullara Direng

Mayalar biiyiik ve heterojen bir okaryotik grubu olusturmaktadir. insanlarin,
bitkilerin, havadaki partikiillerin ve gida iirtinlerinin gastrointestinal dahil olmak
lizere dogal ortamlarda yaygin olarak bulunan mikroorganizmalar olmaktadir
[151]. Proteinlerin, B vitamininin, eser minerallerin ve cesitli bagisiklik uyarici
bilesiklerin (proteazlar, f glukanlar ve mannan oligosakkaritler) ytiksek icerigi,
mayalarin probiyotik olarak kullanimina olan ilgiyi artirmistir [144]. Bagirsak
mikrobiyotasindaki bakteri sayisi viicuttaki insan hiicrelerinden on kat daha fazla
olmaktadir. Cogunlugu anaerobik olmak tizere 1000 farkli tiir icerir ve insan

genomundan 200 kat daha fazla gen kodlar. Mikrobiyotadaki maya ytizdesi yaklasik
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%0,1 olmaktadir ve saghkl yetiskinlerin yaklasik %70'inin bagirsaklarinda
saptanabilme 0Ozelligine sahiptir. Gastrointestinal sistemin mikroorganizma
izolasyonunda, Torulopsis glabrata ve Candida tropikalis gibi maya tiirleri zaman
zaman sistem boyunca farkli konsantrasyonlarda geri kazanilir; 6rnegin midedeki
maya konsantrasyonunun 102 oldugu ve bunun da kolonda maksimum 106'a
yukseldigi belirtilmistir. Gastrointestinal sistem i¢cin midedeki birincil bariyer,
diisiik pH'1 ve enzim varligi ile ilgili olarak engelleyici bir etkiye sahip olan mide asidi
olmaktadir. Yapilan ¢alismalarda fekalden ve kefirden izole edilen mayalar, insan
mide-bagirsak sisteminin kosullarina yiiksek adaptasyon ile karakterize edilir.
37°C'de 8 saat boyunca pH 2.5'e maruz birakildiginda, hayatta kalma orani % 86-97
olmustur. Diskidan elde edilen mayalarin pH 1.5'te hayatta kalma orani ise % 85-92
olarak kaydedilmistir [149]. Arastirmalarda goruldigi gibi probiyotiklerin
gastrointestinal sistemden gecisi tolere etme yetenegi, Chen vd. [152] tarafindan
gosterildigi gibi susa baghh olmaktadir. Bununla birlikte, GIT'den maya gecisi
sirasinda, hiicrelerinin hizli kendi kendine kiimelenme (ortalama 30 dakika)
yasadig1 ve atilmadan 6nce hizla mukozaya yapisabilecegi belirtilmelidir. Ek olarak,
tek bir maya hiicresinin, bagirsak hiicresinin yiizeyine yapismasi i¢in bakterilerden

daha biyiik bir alana ihtiyaci oldugu vurgulanmistir [144].
5.1.4 Epitel Hiicrelere Tutunma

Probiyotik ozelliklerin belirlenmesinde bir diger 6nemli nokta epitel hiicrelere
yapisma parametresidir. Epitelyal hiicrelere mikrobiyal yapisma, probiyotik sus
hiicre ylzeyinin kimyasal ve fizyo-kimyasal bilesimine bagl olan iki zar1 (yani
mikrobiyal ve insan hiicreleri) iceren karmasik bir temas siirecini icermektedir. Bu
davranis, ylizeyde bulunan elektrostatik ve Van der Waals etkilesimlerinin
dengesine bagh olmaktadir. Ancak bazi ¢alismalar bakteriyel hiicre dis1 bilesenlerin
ve onu c¢evreleyen bilesimin yapismay1 etkileyebilecegini godstermistir.
Mikroorganizmalarin epitel hiicrelerine yapismasi, hiicre yilizeyinin hem
otoagregasyon kapasitesi hem de hidrofobik 06zelliklerine baghh olmaktadir.
Mikrobiyal hiicre otoagregasyon yetenegi, probiyotigin, yapisma mekanizmasina
katkida bulunan bagirsakta yiliksek bir hiicre yogunluguna ulasmasini saglarken,
hiicre ytlizeyi hidrofobikligi, mikroorganizma ve insan epitel hiicreleri arasinda

gelismis bir etkilesime izin vermektedir [144]. Epitel ve endotel hiicrelerini istila
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etme ve kan dolasimina erisim saglayan dokulara zarar verme kabiliyeti bazi
patojenlerle iligkili oldugundan, maya gelisiminin psédohipal formda

degerlendirilmesi de gerekli olmaktadir [153].

Probiyotiklerin konakg1 (epitelyal) hiicrelerle yapisma yoluyla etkilesimi, bagisiklik
modiilasyonuna yol agan bir sinyal kaskadini tetikleyebilir. Probiyotiklerin konak
epitel hiicrelerine dogrudan yapismasi bir¢ok in vitro ¢alismada gosterilmigtir.
Bununla birlikte, in vivo olarak bagirsak epitel hiicrelerine probiyotik ve
kommensal bakteriyel yapisma gosterilememistir. Clinki bu tir bakteriler sadece
dis mukus tabakasina yapisir ve onu istila eder, ancak epitel hiicrelerinin
kendilerine ulasamazlar. Probiyotikler ve bagirsaktaki konak hiicreler arasindaki
bir baska dogrudan temas, bakterilerin epitel hiicrelerinin (M-hiicreleri olmayan)
altinda lokalize olan DC'ler tarafindan igsellestirilmesiyle olusmasidir [154].
Bunlara ek olarak, probiyotik mikroorganizmalar, bagirsak mukus tabakasi ve epitel
ile dogrudan etkilesime girerek, bagirsak bariyer fonksiyonunu ve mukozal

bagisiklik sistemini etkileme 6zelligine de sahiptir [147].
5.1.5 Antibiyotik Direnci

Maya, antibiyotik etkisine karsi bagisik oldugundan dolay: probiyotik bakterilere iyi
bir alternatif olmaktadir ve antibiyotikle iliskili insan bagirsak hastaliklarini
onleyebilir, antibiyotik kullanimin1 azaltabilir ve bu nedenle antibiyotik direncinin
gelisimini sinirlayabilir. Bu nedenler, arastirmacilarin dikkatlerini probiyotik

ozelliklere sahip diger maya tiirlerinin ¢alismasina odaklamaya yoneltmistir [143].
5.1.6 Antimikrobiyal Aktivite

Patojenik bakterileri inhibe etmek icin antagonistik bakterilerin kullanimi yillar
icinde kapsamli bir sekilde arastirilirken, benzer bir role sahip olan mayalara ilgi az
olmaktadir. Mayalar tarafindan mikroorganizmalarin antagonizmi baslica; besinler
icin rekabete, bliylimeye baglh iyon degisimi veya organik asit iiretiminin sonucu
olarak ortamda pH degisimine, yiiksek konsantrasyonlarda etanol iiretimine ve
antibakteriyel bilesiklerin salgilanmasi ve 6ldiiriicii toksinler veya "mikosinler" gibi
antimikrobiyal bilesiklerin salinmasina bagli olmaktadir. Mikotoksinler, bilesik icin
reseptor tasiyan duyarli mayalarda hiicre zari islevini bozan ekstraselliiler
proteinler veya glikoproteinler olmaktadir. Mikosin, sitoplazmik zar tzerinde

kanallarin olusmasiyla iyon sizintisina neden olur ve DNA sentezini bloke ederek
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hiicre boliinmesini kesintiye ugratir. Mikotoksinlerin faaliyetleri 6ncelikle koruyucu
bir faktore sahip olan iretici bir susla yakindan iliskili olan mayalara yonelik
olmaktadir. Mikotoksin iretimi Saccharomyces, Candida, Cryptococcus,
Debaryomyces, Kluyveromyces, Pichia, Torulopsis, Williopsis ve Zygosaccharomyces

gibi bircok maya cinsi arasinda meydana gelmektedir [155].

Probiyotikler, bagirsaga yapistiktan sonra karbonhidratlari, proteinleri ve diger
kiiciik bilesikleri organik asitler, enzimler, hidrojen peroksit, bakteriyosinler ve
diisiik molekiiler gibi patojenik bakterileri 6ldiirebilecek 6nemli maddelere
dontstirerek hiicre dist antimikrobiyal bilesenler tretirler. Probiyotik
antagonizma ile diger mekanizmalar arasinda besin icin rekabet, patojenlerle
pthtilasma ve bagisiklik sistemi uyarimi yer alir. Bu antagonist aktiviteler

mikrobiyal tiirlere gore degismektedir [144].
5.1.7 Anti-kolesterol Aktivite

Arastirmalarda probiyotiklerin kolesterol serum seviyesini dusiirerek kalp
rahatsizligin1 6nledigi kaydedilmistir. Probiyotikler, kolesteroliin ¢oziintirligiini
azaltmak icin hareket etmekte ve sonu¢ olarak bagirsaktan alimini azaltmaktadir

[144].
5.1.8 Anti-obezite ve Anti-diyabetik Faaliyetler

Probiyotikler, bagirsak flora kompozisyonunu modiile ederek ve glukagon benzeri
peptit-1 ve gastrik inhibitér polipeptit gibi bagirsak hormonlarinin olusumunu
uyararak viicut agirligi artisimm ve insiilin direncini baskilayabilme o6zelligine
sahiptir. L. acidophilus La5, L. casei DN0OO1, L. gasseri SBT2055, L. paracasei F19 ve
B. Lactis Bb12 gibi belirli probiyotik suslarin in vivo ¢alismalar, tip II diyabeti ve
kilo alimin1 6nleme potansiyellerini gostermistir. Ancak, bu ¢alismalarda 6zellikle
probiyotik dozaji ve kullanilan tiirler biiyiik 6nem arz eder. Anti-obezite ve anti-
diyabetik aktiviteye sahip probiyotiklerin secimi, farkli in vitro taramalarla

baslatilabilir [144].
5.1.9 Mayalarin Fitaz Aktiviteleri

Fitazlar; filamentli kiifler, gram pozitif ve gram negatif bakteriler ve mayalar dahil
olmak tizere cesitli mikroorganizmalarda yaygindir. Mayalardan Candida krusei

(Issatchenkia orientalis), Schwanniomyces castellii, Debaryomyces castellii, Arxula
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adeninivorans, Pichia anomala, Pichia rhodanensis, Pichia spartinae, Cryptococcus
laurentii, Rhodotorula gracilis, S. cerevisiae, Saccharomyces kluyveri, Torulaspora
delbrueckii, Candida spp. ve Kluyveromyces lactis fitaz Tureticileri olarak
tanimlanmistir. S, cerevisiae tarafindan fitaz {retimi farkli calismalarda
arastirilmistir. S. cerevisiae nin fitaz aktivitesi, kismen hiicreler tarafindan biiytime
ortamina salgilanan ve inorganik fosfat (Pi) tarafindan baskilanan salgl asit

fosfatazlarin (SAP'ler) aktivitesine bagh olmaktadir [148].
5.1.10 Probiyotik Mayalarin Saghk Uzerine EtKisi

Probiyotik mayalara atfedilen faydal etkilerin sayis1 Tablo 5.1'de listelenmistir.
Probiyotik mayalar biiyiiklikleri (bakterilerden daha biiytik), antibiyotiklere karsi
direngleri ve aerobik kosullarin biiyiimesi icin talep acgisindan probiyotik

bakterilere kiyasla farkl fizyolojik yapiya ve etkilere sahiptir [156].

Tablo 5.1 Probiyotik mayalarin saglik tizerine olumlu etkileri [156]

islevi Saglik iizerine faydasi
Probiyotik mayalar

Saccharomyces cerevisiae Probiyotik etkiler Enterik bakteriyel
patojenlerin ve toksinlerin
notralizasyonu
Antimikrobiyal ve Anti-maya
ozellikler

Kluyveromyces marxianus Epitel hiicre bariyerinin
korunmasi
Epitel bariyer biitiinliglintin
korunmasi
Anti-inflamatuar 6zellikler
Bagisiklik diizenleyici etkiler

Metschnikowia gruessii Bagirsak mukozasinda trofik
etkiler
Irritabl bagirsak sendromu
(IBS), kolit, inflamatuar
bagirsak hastalig1 (IBD) ve
Crohn hastaliginda adjuvan
tedavi
Cesitli ishal tiirleri lizerinde
klinik etkiler; enfeksiyoz
diyare, edinilmis Immiin
Yetmezlik Sendromundan
(AIDS) kaynaklanan diyare ve
enteral tiiple beslenmeden
kaynaklanan diyare
H. pylori eradikasyonu
Serum kolesterol
seviyelerinde azalma
Besin alimini gelistirme
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Probiyotik mayalar konakgilarini ii¢ ana yolla etkilemektedir.

(i) Probiyotik mayalar, A ve B Clostridium difficile toksinleri, Kolera toksini ve
Escherichia coli LPS gibi yaygin bakteriyel toksinlere karsi antitoksik faktorler
olarak islev gorur. Ayrica, antimikrobiyal aktiviteye sahip olarak, hiicrelerin siki
baglantilarin1 da koruyabilir ve patojenik bakterilere yapisarak istilalarini

azaltabilir.

ii) Probiyotik mayalar (6zellikle S. boulardii), tropik poliaminler (spermin ve
spermidin) ya da besin pargalanmasi ve emilimi lizerinde pozitif bir etkiye sahip
olan sukroz, izomaltaz, maltaz-glukoamilaz, a-glukosidaz ve alkalin fosfataz gibi

diger enzimler tarafindan salinarak enterositlerin olgunlasmasini uyarmaktadir.

iii) Akut nekrotizan pankreatit (ANP) si¢canlarinda S. boulardii'nin uygulanmasi,
salgilayici fosfolipaz A2 (sPLA2) ve IL-6'y1 azaltmistir. Fosfolipaz Az, arasidonik asit
yoluyla eikosanoidler ve trombosit aktive edici faktorler gibi proinflamatuar lipid

mediatdrlerinin tiretilmesinden sorumlu bir enzimdir [156].

Probiyotik mayalarin diger 6nemli faydalar1 arasinda dizenli olarak 106-107
cfu/g'dan fazla tiliketildigi zaman serum kolesterol seviyelerini diisiirmesi, GI
hastaliklarinin olusumunu azaltmasi, bagisiklik sistemini uyarmasi, besin alimini

artirmasi ve o0zellikle bagirsak kanseri insidansini diisiirmesi sayilabilmektedir.
5.1.11 Kanser Uzerine Etkisi

Probiyotikler ve metabolitlerinin (organik asitler, bakteri cinsi, peptidler vb.)
hiicresel proliferasyon, farklilasma, apoptoz, inflamasyon, anjiyogenez, metastaz
diizenleyen 6nemli metabolik yollarla etkilesime girdigi kaydedilmistir. Patojenik
bagirsak florasinin rekabetci dislanmasi, bagirsak mikroflora enzim aktivitesinin
degistirilmesi, karsinojenik sekonder safra asitlerinin azaltilmasi, kanserojenlerin
ve mutajenlerin baglanmasi yoluyla karsinojenezin baslamasini ve ilerlemesini
engelleyen cok sayida laktik asit bakterisi (LAB) bulunmaktadir. Benzer sekilde, S.
cerevisiae susunun da in vivo ve in vitro olarak 6énemli anti-proliferatif ve antitimor
etkiler gosterdigi kaydedilmistir. Ayrica, kanserin onlenmesinde, konakg¢inin
bagisiklik tepkisinin giiclendirilmesi, potansiyel kanserojenlerin baglanmasi ve
parcalanmasi, bagirsak mikroflorasindaki degisiklikler, anti-tliimor geni lireten veya

anti-mutajenik bilesiklerin iretilmesi, bagirsak mikroflorasinin metabolik
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aktivitelerinde iyilesme, kolondaki fiziko-kimyasal kosullarin degistirilmesi,
konake¢inin fizyolojisi tizerindeki etkiler, antioksidan fonksiyon ve son olarak
apoptoz ve anti-proliferatif etkilerin uyarilmasi varsayilan karsino genlerinin
(6rnegin, safra asidini bozan bakteriler) iiretilmesiyle suglandigi belirtilmistir. Bu
faydal etkiler, baz1 probiyotik maya suslarinin kanser tedavisinde adjuvan olarak
kullanilmasin1 6nermektedir [156]. Probiyotiklerin saglik tzerine etkileri Sekil

5.1'de gosterilmistir.
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0 Laktoz mtoleranz: ve
alerjizinin azaltiimas:
@ , ©O
‘\ £ 55
Divabetin yénetilmes: O O ?:Shmbﬁaojm
A, 4
Patojenlere karn
koruma ’ Kolonik 1yilegme ve
1) besm rekabet: O < - besmzel gelizim
2) antimikrobiyal -
bilesenlerin firetimi &
O £ O Serum kolesteroliniin
Kan basmemn disimrilmesi
diigiiriilmesi |
Izhale kars: koruma o Atomik egzema riskinin
azaltilmas
Osteo ve romatoid artrit
semptomlarmm siddetinin
azaltiimas=

Sekil 5.1 insan saghg ve beslenmesi lizerine probiyotiklerin faydalar1 [156]
5.2 Materyal ve Yontem

5.2.1 Oto-agregasyon Yeteneklerinin Belirlenmesi

Oto-agregasyon yeteneklerinin belirlenmesi Gut vd. [157] tarafindan tanimlanan

metoda gore belirlenmistir. Oto-agregasyon sonuglari;
Au = (0Dt / ODo) x 100 olarak verilmistir.

ODt ve ODo inkiibasyondan once ve inkiibasyondan sonra optimal yogunluk
olmaktadir. Yiizde degerleri Au<30 diisiik, 30-60 aras1 orta ve 60<yiiksek olarak

degerlendirilmistir.
5.2.2 Hidrofobisite Testi

14 maya kiltiirtiniin hidrofobisite yeteneklerinin belirlenmesi icin YPD s1v1 besiyeri

icerisinde mayalar 24 saat 30 ° C'de gelisime birakilmistir. Daha sonra hiicreler PBS
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ile 2 kere yikanmistir ve ayni soliisyonda silispanse edilmistir. Ardindan
spektrofotometre ile OD degerleri 560 nm’de yaklasik olarak 1’e ayarlanmistir.
Siispansiyondan 3 mL alinarak 0.6 mL dietileter ve n-heksadekan ile vorteks
yardimiyla karistirilmistir ve 1 h 37 © C’ye birakilmistir. 1 h sonunda tist faz alinarak
0D 560 nm’de degerler 6l¢iilmiistiir. Hiicre yiizey hidrofobisite degerleri su formiile

gore Olgulmiustir [157]:
H% = [(ODo-ODt) / ODo] x100

ODo ve ODtoptik yogunluklar: dietileter ve n-heksadekan ekstraksiyonundan 6nce

ve sonrasini ifade etmektedir.
5.2.3 Antibiyotik/Antifungal Disklerine Karsi Direng

Eksi hamurdan izole edilen 14 maya izolatinin antibiyotiklere karsi hassasiyeti
belirlemek icin mayalar YPD siv1 besiyeri icerisinde 24 saat 30 °C’'de gelisime
birakilmistir. inkiibasyondan sonra YPD agar iizerine 10-2 diliisyonundan yayma
yontemi ile ekim yapilmistir ve ampicillin (AM, 10 mcg), kanamycin (K, 30 mcg),
penicillin (P, 10 U), amphotericin B (AMB, 20 mcg), clotrimazole (CLT, 10 mcg),
flucanazole (FLU, 25 mcg), ketoconazole (KTC, 10 mcg) ve nystatin (NY, 100 U)
diskleri yerlestirilmistir. Son olarak 24 saat 30 ° C’de inkiibe edilmistir.

5.2.4 Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Geleneksel olarak yapilan eksi hamur ornekleri Tiirkiye’nin 6 farkli kismindan
(Bozcaada, Kibris/Lefkosa, Manisa/Kirkaga¢, Bilecik, Bursa/Osmangazi,
Ankara/Pursaklar) toplanmistir. 62 izolattan 14 maya kiltiriiniin probiyotik
ozelliklerine bakilmistir. Maya suslarinin antibakteriyel aktivitelerinin belirlenmesi
Demirbas vd. [55] gore yapilmistir. Calismada Escherichia coli ATCC25922, Listeria
monocytogenes (ATCC®R 13932), Salmonella typhimurium (ATCC®R 14028),
Staphylococcus aureus (ATCC®R 29213), Bacillus cereus ATCC11778 patojenleri
kullanilmistir. Patojen bakterilerin, TSB (Tryptic Soy Broth, Merck) siv1 besiyerine
%1 inokulasyonu gerceklestirildikten sonra aerobik kosullarda 37°C’de 24 saat
gelisime birakilmistir. Maya izolatlar1 ise YPB sivi besiyerine %1 inokulasyonu
gerceklestirildikten sonra aerobik kosullar altinda 30°C’de 24 h inkubasyona
birakilmistir. Maya kiiltiirleri 1 gece gelistikten sonra 10 dakika 5000 rpm’de

santriflij edilmistir. Siipernatanttan hiicre kiiltiirlerinin uzaklastirilmasi i¢in 0.22
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um steril filtrelerden gecirilmistir. Filtre edilen siipernatantin pH’s1 NaOH ile 6.0’a
ayarlarlandiktan sonra tlizerine H202 katalaz (Merck) ilave edildikten sonra oda
kosullarinda yaklasik 30 dak bekletilmistir. Bekletilme stiresi sonunda tekrar
filtreleme islemi gerceklestirilmistir. Diger taraftan patojen bakteriler dokme
yontemle TSA'ya yayimistir. Agilan steril kuyucuklara filtreden gecirilmis maya
kiiltiirlerinin siipernatantlarindan 20 pL damlatilmistir ve 37 °C'de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda zon caplar1i mm olarak

kaydedilmistir.
5.2.5 Diisiik pH ve Safra Tuzuna Direng

Maya kiiltiirlerinin diisiik pH ve safra tuzuna kars:1 direncliligi Ispirli vd. [158]
belirledigi metoda gore yapilmistir. ilk énce maya kiiltiirleri YPD broth icerisinde 24
h 30 °C’de gelisime birakilmistir. Daha sonra YPD sivi besiyerinin pH’s1 1 M HCI
kullanilarak 2.5’e ayarlanmistir. Diger taraftan baska bir YPD Broth’a %0.3 (w/v)
konsantrasyonda safra tuzu ilave edilmistir. Bu siv1 besiyerine maya inokiilasyonu
yapilarak 24 saat 30 ° C’de inkiibasyona birakilmis ve 0., 24., 48. ve 72. saatlerdeki

gelisme seviyeleri OD 600 nm’de 6l¢iilmiistiir.
5.2.6 Antifungal Aktivite

Antifungal aktivite icin PDA agar tlizerine Kkiifler cizilerek 5-6 giin 25 ° C’'de gelisime
birakilmistir. Kiif suslari olarak; A.niger, A.flavus, Penicillium carneum, A.oryzae, A.
brasiliensis, Penicillium commune kullanilmistir. Diger taraftan mayalar PDA agar
lizerine spot yontemiyle (her bir spot 20 pL olacak sekilde) damlatildiktan sonra 25
° C’'de 24 saat inkiibasyona birakilmistir Gelisen mayalarin tizerine 104 kiif iceren
yumusak PDA agar (% 0.85) dokiiliip ve 1 giin gelisime birakilarak zon 6l¢iimii mm
olarak kaydedilmistir [55].

5.2.7 Istatistiksel Analiz

Deneylerin verileri parallel sonuglarin ortalamasi alinarak yapilmistir. One-way
ANOVA metodu i¢in tiim analizlerin verileri i¢in JMP 9 programi kullanilarak
uygulanmistir. Ortalama Kkarsilastirmalar icin Tukey testi kullanilarak p<0.05

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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5.3 Arastirma Bulgulari ve Tartisma
5.3.1 Oto-agregasyon ve Hidrofobisite Yeteneklerinin Degerlendirilmesi

Oto-agregasyon, kiime olusumunun mikroskobik bir gozlemidir ve hiicrelerin
inorganik veya hiicre dis1 6lglimlerine baghdir. Kolonda biyofilm olusumunu ve
kolonizasyonunu kontrol etmek icin énem arz etmektedir [159]. Ayrica oto-
agregasyon, probiyotik mayalarin yapiskan 6zelliklerini 6l¢menin bir baska dolayl

yolu olmaktadir [160].

Ayn1 zamanda otoagregasyon ve hiicre yiizeyi hidrofobikligi ylizey 6zelliklerinin
analizleri, probiyotiklerin epitel hiicrelerine yapismasini desteklemektedir.
Otoagregasyon, hiicrelerin ortamda kendiliginden ¢okelmelerine neden olan geri
dontiistimlii bir birikim olarak karsimiza ¢ikar. Kendi kendine toplanma, farkl hiicre
duvari bilesimlerinden ve uzantilarin varligindan veya adezinlerin miktarindan da
etkilenebilmektedir. Bir probiyotik potansiyeli incelenirken, hiicresel agregatlar da
dikkate alinmalidir. Ciinkii agregatlar, mikroorganizmalarin GI sisteminde kalicilig1
ve kolonizasyonu i¢in 6n kosul olarak bilinen bagirsaklara yapisma yetenegini
artirabilir. Mayalarin otoagregasyon yetenekleri bakterilerden daha iyi olmaktadir.
Ciinkii mayalar, daha biiyiik ve agirdir. Bu 6zellik de onlarin daha hizli ve daha
yuksek oranlarda ¢okelmelerini saglar [161]. Otoagregasyona genellikle topluca
otoagliitininler olarak adlandirilan proteinler ve ekzopolisakkaritler gibi kendi
kendini taniyan yiizey yapilari aracilik eder. Bununla birlikte, yaygin bir fenomen
olmasina ragmen, bazi durumlarda otoagregasyonun islevi tam olarak
anlasilamamistir. Baz veriler, toplanan bakteri veya maya hiicrelerinin, probiyotik
susun Ozelliklerinden biri olarak kabul edilen g¢evresel streslerden veya konak

tepkilerinden korundugunu gostermektedir [162].

Bu calismada 14 maya kiltliriinlin 2 saat sonra otoagregasyon yetenekleri
belirlenmis ve bu degerlerin %44.9 * 0.06 ile %96.36 * 0.14 arasinda degistigi
gorilmiistiir. En dustik otoagregasyon degerine 11G-11 Pichia membranifaciens
susu ulasirken, en yiiksek otoagregasyon degeri BOZ-2 Kluyveromyces lactis
susunda gozlemlenmistir (Sekil 5.2). Bizim bulgumuza benzer sekilde Guluarte vd.
[163] c¢alismalarinda Kluyveromyces lactis maya susunun %87'den fazla
otoagregasyon kabiliyetine sahip oldugunu bulmuslardir. Farkli maya suslarinin

farkli otoagregasyon yeteneklerine sahip oldugu gozlemlenmistir. Bunun nedeni,
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otoagregasyonun farkl hiicre yapilarindan etkilenmesi veya hiicresel agregatlar ve
agregatlarin mikroorganizmalarin bagirsaklara tutunmak igin yiizeylerini
arttirmasi olabilir [164]. Calismamizda bir diger 6nemli nokta ise D. hansenii ve
Saccharomyces tirlerinin kendi aralarinda yaklasik olarak ayni otoagregasyon
degerlerine sahip olmalari ve S. cerevisiae suslarinin degerlerinin Speranza vd. [165]

yaptiklari calismadaki degerlerle benzer olmasidir.
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Maya kiiltiirleri

Sekil 5.2 Eksi hamur izolasyonundan segilen maya kiiltiirlerinin oto-agregasyon
yuzdelikleri (BOZ-1 S. pastorianus, BOZ-2 K. lactis, BOZ-5 D. hansenii, 11G-6 P.
kluyveri, 11G-10 D. hansenii, 11G-11 P. membranifaciens, 06B-30 S. cerevisiae, 06B-
36 S. pastorianus, 16B0-37 S. bayanus, 16B0-39 T. delbruckii, 45MK-18 P.
membranifaciens, 45MK-19 S. cerevisiae, KCO-60 K. humilis, KCO-63 K. polysporus)

Maya suslarinin hidrofobiklik testleri, hidrokarbon olarak dietileter ve polar
olmayan bir ¢oziici olan n-hekzadekana karsi test edilmistir. Hiicre yiizeyi
hidrofobikligi, sindirim sistemindeki suslarin kolonizasyonu icin gereklidir ve
hidrokarbonlarin hiicrelere baglanmasinin 6l¢iilmesini ifade eder. Ayrica LAB ve
maya suslarinin bagirsak epitel hiicrelerine yapisma ve patojenlerin
kolonizasyonunu o6nleme yetenegini de gosterir [166]. Calismamizda maya
suslarinin n-heksadekan ve dietileter hidrokarbonlara karsi en ytliksek hidrofobiklik
degerleri sirasiyla BOZ-1 S. pastorianus (%43.7) ve 06B-36 S. pastorianus (%44.8)
olmustur (Sekil 5.3).
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Sekil 5.3 Eksi hamur izolasyonundan secilen maya kiltiirlerinin hidrofobisite
yuzdelikleri

Simoes vd. [164] yaptiklar1 calismada fermente edilmis Brezilya sofralik
zeytinlerden izole ettikleri mayalarin probiyotik potansiyelini degerlendirmislerdir.
Calismada 18 maya susunun hidrofobisite degerlerinin %42.5-92.2 arasinda
degistigini belirtmislerdir. En yliksek hidrofobisite degerine D. Hansenii susunun
ulastigini kaydetmislerdir. Ayrica D. hansenii (CCMA 1761) mayas1 en ylksek
hidrofobikligi sergilerken, S. cerevisiae (CCMA 1746) mayas1 otoagregasyon
aktivitesi icin en ylksek degeri gostermistir. Otoagregasyon ve hidrofobiklik
arasindaki iliskinin her zaman pozitif oldugu diisiiniilemez [167]. Ciinki o, hiicre
duvarindaki (3-(1-3)-D-glukanlarin icerigi gibi diger etkilesim mekanizmalarini
icerir ve hiicre duvarindaki bazi proteinler mayalarin oto-agregasyon

yeteneklerinden sorumlu faktorler olarak kaydedilmistir [164].

Yapilan bir diger ¢calismada Adesokan vd. [168] Nijerya'daki fermente liriinlerden
izole edilen mayalarin probiyotik 6zelliklerini belirlemislerdir. Calismada izolatlarin
ksilen, toluen ve n-heksadekan gibi hidrokarbonlara yapismasini 6l¢miislerdir. En
yliksek hidrofobisite ylizdeligine %83.45 Saccharomyces cerevisiae OBB17 maya
susunun ulastig1 gorilmiistiir. Ksilene karsi en diisiik yapismanin %35.66 ile

Saccharomyces cerevisiae AGG23A maya kultiriinin oldugunu belirtmislerdir.
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Ayrica, tim maya izolatlarinin hidrofobik oldugunu géstermislerdir. Perriocone vd.
[169] ayrica baglayici ajan olarak heksadekan kullanarak sadece 9 izolatin
hidrofobik oldugunu bildirmistir. Hsu ve Chou, [170] ¢esitli kaynaklardan izole
ettikleri mayalarin probiyotik 6zelliklerine bakmislardir. Calismada 23 sus (%38.3)
%25 ile %50 arasinda orta derecede bir hidrofobiklik orani gosterirken, 21 sus
(%35) %50'nin lizerinde yiiksek bir hidrofobiklik orani1 gostermistir. K. marxianus
JYC2557 en yiiksek hidrofobikligi (%79,4 + %4,9) gosteren maya susu olurken, S.
cerevisiae JYC2535 en diisiik hidrofobikligine (%6.61 * %?2.68) sahip oldugunu
kaydetmislerdir. Toplamda ise 52 sus (%86,4) S. boulardii'ninkinden daha ytuksek
bir hitcre ylizeyi hidrofobikligine sahip oldugu belirtilmistir. Hidrofobiklik
muhtemelen mikroorganizmalarin yiizeyindeki negatif yiukli, pozitif yukli,
hidrofobik ve hidrofilik bilesenler arasindaki karmasik etkilesimden
kaynaklanmaktadir. Coziiclilere karsi hidrofobik olmayan varyasyon, yapismanin
suslarin kokenine bagh oldugu kadar ytizey 6zelliklerine de bagli oldugu gercegiyle
aciklanabilir. Burada, maya izolatlarinin yiiksek hiicre yiizeyi hidrofobikligi

gosterdigi gorilmiistiir.
5.3.2 Antibiyotik / Antifungal Direncleri

Mayalarin probiyotik o6zelliklerini belirlemede bir diger o6nemli parametre
antibiyotik / antifungal diren¢ yeteneklerinin belirlenmesidir. Yaygin olarak
kullanilan antibiyotikler —arasinda streptomisin, tetrasiklin, eritromisin,
kloramfenikol, penisilin ve ampisilin bulunur. Probiyotik mikroorganizmalarin ¢ogu
bakteridir ve bircogu bu antibiyotiklere direnemez veya tolere edemezken, mayalar
onlara dogal bir dirence sahiptir ve antibiyotik tedavisi goren hastalarda
kullanilabilecegi vurgulanmistir. Direng¢ genlerinin patojenik bakterilere transferi,
probiyotik bakterilerle iliskili olup, bir tehdit olusturmaktadir. Bu nedenle, bakteri
ve maya arasinda genetik materyal aktarimi olmadigindan antibiyotik tedavisi

sirasinda maya kullanimi gtivenli bir alternatif haline gelmektedir [171].

Eksi hamurdan izole edilen 14 maya susu antibakteriyel disklere direng
gosterdiginden veri verilmemistir. KCO-60 Kazachstania humilis susu, tim maya
karsit1 disklere karsi en iyi aktiviteyi gostermistir. Tiim maya kiiltiirleri i¢cinde en iyi
aktivite Nystatin antifungal diskine karsi olmustur. 45MK-18 Pichia

membranifaciens susu, maya karsit1 disklere karsi en dustik aktiviteyi gostermistir.
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Sc.cerevisiae suslarinin kullandigimiz hemen hemen tiim maya karsiti1 disklere
duyarli oldugu gozlemlenmistir. Sonug olarak beklendigi gibi tiim maya izolatlari
anti-fungal disklere 6zellikle Nystatin, Amfoterisin B ve Fluconazole karsi duyarl

olmustur (Tablo 5.2).

Tablo 5.2 Antibiyotik / antifungal duyarlilig1 (Sonuglar iki paralelin ortalamasi
olarak mm cinsinden verildi)

Suslar KTC FLU AMB CLT NY
BOZ-1 1.08 8.548 3.5ABC 2.58 5.58C
BOZ-2 - 3.5¢ 3.5ABC - 5.5BC
BOZ-5 - 8.548 4.548 - 5.5BC
11G-6 - - 1.1¢ 1.58 3.5¢
11G-10 - - 2.7ABC - 4.5¢
11G-11 - 8.548 3.148C 13.04 5.58¢
06B-30 - 9.548 3.5ABC 4.58 4.5¢
06B-36 1.548 7.58 5.04 - 4.5¢
16B0-37 - 8.548 4.548 1.58 5.58¢
16B0-39 - 9.5AB 2.548C - 4.5¢
45MK-18 - - 1.1¢ - 3.5¢
45MK-19 1.08 114 2.28C - 5.58¢
KCO0-60 3.54 9.5AB 4.548 2.58 7.5A8
KCO-63 - 3.5¢ 3.5ABC - 9.54

AMB: Amphotericin B, CLT: Clotrimazole, FLU: Fluconazole, KTC: Ketoconazole, NY: Nystatin.

S. pastorianus BOZ-1, K. lactis BOZ-2, D. hansenii BOZ-5, P. kluyveri 11G-6, D. hansenii 11G-10, P.
membranifaciens 11G-11, S. cerevisiae 06B-30, S. pastorianus 06B-36, S. bayanus 16B0-37, T.
delbruckii 16B0-39, P. membranifaciens 45MK-18, S. cerevisiae 45MK-19, K. humilis KCO-60 ve K.
polysporus KCO-63. Ayni stitunda farkl harflere sahip ortalamalar, 6nemli 6l¢tide farklidir (p < 0.05).

Goktas vd. [172] calismalarinda kefirden izole ettikleri mayalarin antifungal direnci
icin Amphotericin B (AMB, 20 pg), clotrimazole (CLT, 10 pg), fluconazole (FLU, 25
ug), ketoconazole (KTC, 10 pg) ve nystatin (NY, 100 U) disklerini kullanmislardir.
Sadece iki mayanin (KY-1 ve KY-6) antifungal ajan amfoterisin B'ye direncli oldugu
ve diger mayalarin antifungal ajanlara karsi duyarli oldugu bulmuslardir. Ayrica tim
maya izolatlarinin en yiiksek antifungal direnci amfoterisin B diskine karsi

gosterdigini kaydetmis olup, sonuclarimiz paralellik géstermistir.
5.3.3 Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Patojenlerin  konagin  GIT'ini koruma yetenegi oOzellikle probiyotik
mikroorganizmalar i¢in 6nem arz etmektedir. Bu nitelikler, patojenlere
agregasyonu, bagirsak mukozasina yapismanin inhibisyonunu ve antimikrobiyal

molekiillerin tiretimini icerir. Mayalarin antimikrobiyal aktivitesi, organik asitler
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gibi antagonistik etkiye sahip poliaminler, proteazlar ve miyokinler veya éldiriicii
toksinler gibi molekiillerin tretimi ile iligkili olmaktadir. Oldiiriicii toksinler,
bakteriler, diger mayalar ve filamentli kiifler iizerinde etki eden, biiylimeyi
engellemek veya rakiplerini 6ldiirmek icin salgilanan protein kokenli bilesikler
olarak adlandirilmaktadir [164].

Merchan vd. [173] geleneksel peynirden izole ettikleri 54 mayanin probiyotik
ozelligini belirlemeye calismislardir. Bu maya izolatlarindan 16 tanesinin patojen
bakterilere karsi aktivite gosterdigi ve hi¢cbir maya susunun L. monocytogenes CECT
911 patojenine kars aktivite gostermedigi belirtilmistir. Ayn1 zamanda peynirden
izole edilen K. marxianus, K. lactis, C. lusitaniae, P. kudriavzevii, S. cerevisiae ve
Galactomyces spp. maya izolatlarinin E. coli, Salmonella enteritidis ve S. aureus
patojenlerine kars1 herhangi bir aktivite gostermedigi kaydedilmistir.

Yapilan bir diger calisma Younis vd. [174] tarafindan yapilmistir. Siit ve et
triinlerinden izole ettikleri mayalarin antimikrobiyal aktivitelerini belirlemislerdir.
Calismada maya izolatlarinin S. aureus, E. coli ve P. aeruginosa'ya kars1 degisken
antimikrobiyal aktivite sergiledigi gorilmiistiir. S. cerevisiae susunun E.coli
patojenine kars1 orta diizeyde, P. aeruginosa patojenine karsi ise diisiik aktivite
sergiledigi kaydedilmistir. Sonuc¢ olarak izole edilmis mayalarin kullanilan bakteri
tirlerine kars1 antimikrobiyal aktivitesi, ugucu termolabil toksik ekstrakt gibi bazi
maya Urunlerinin tiretimine atfedilebilir.

Acufia-Fontecilla vd. [175] tarafindan yapilan ¢alismada ise saraptan izole ettikleri
103 maya izolatinin Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes ve Escherichia
coli patojenlerine karsi antimikrobiyal aktivitelerini test etmisler ve sonug olarak
Pichia, Candida ve Saccharomyces mayalarinin aktivite sergiledigi vurgulanmistir.
Eksi hamurdan izole ettigimiz mayalarin antibakteriyel aktiviteleri E.coli,
Salmonella, S.aureus, L.monoctogenes, Bacillus cereus patojenlerine karsi test
edilmistir. Antimikrobiyal peptitler ve organik asit yoluyla antimikrobiyallerin
etkileri, probiyotik 6zellikler i¢in 6nemli bir rol oynamaktadir [176]. Bakterilerin
mayalar tarafindan antagonizmi, gida rekabetine, organik asit tiretimine ve yiiksek
konsantrasyonlarda etanol liretimine, antibakteriyel bilesenlerin veya mikosin gibi
antimikrobiyal bilesenlerin salinimina baghdir [155]. Calismamizdaki tim
mayalarin patojen bakterilere karsi inhibisyon saglamadig1 gozlemlenmistir. 11G-6

Pichia kluyveri maya izolat1 hari¢ tiim mayalarin sadece S. aureus patojenine karsi
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antibakteriyel aktivite sagladigi ancak sonuglarin mm olarak ¢ok diisiik oldugu
gozlenmistir. Bu nedenle sonuglar verilmemistir. Bu sonug¢lar Andrade vd. [177]
yaptiklari calisma sonugclariyla benzer olmaktadir. Bu veriler, mayalarin patojenlere
kars1 probiyotik etkisinin, patojenik bakterilerin fiziksel olarak ortadan

kaldirilmasiyla iligkili diger mekanizmalarla iligkili olabilecegini diistindiirmektedir.
5.3.4 Disiik pH ve Safra Tuzuna Direng

Probiyotikler yaygin olarak agizdan verildiginden, GIT'den geciste hayatta kalma ve
kolona ulasma yetenegine sahip olmalidirlar. Probiyotik yetenek ile ilgili olarak, bu,
asidik mide suyu, pepsin, safra tuzlari, temel pankreas enzimleri ve fizyolojik
sicaklikta hayatta kalma yetenegini icerir [164]. Midenin pH" 2.5-3.5 arasinda
degisir. Bu nedenle mide suyunun salgillanmasi bir¢ok mikroorganizma igin
olumcildir. Cesitli maya tirlerinin asidik kosullarda (pH 1.5) genis bir pH
araliginda hayatta kaldigi bildirilmistir. Ayrica insan midesinde bulunan hidroklorik
asit (HCl) gugcli bir oksitleyicidir ve bakterileri 6ldiirerek, gida yoluyla viicuda
girebilecek patojenik mikroplardan insan viicudunu korur. Hiicrelerdeki yag
asitlerini, proteinleri, kolesterolii ve DNA'y1 okside edebilir ve indirgenirken onlari
bozabilir [170].

Mikroorganizmalarin safra direnci, konjuge safranin toksik etkisinin azalmasina
katkida bulunan safra tuzu hidrolaz aktivitesi ile iliskili olmasidir [82]. Safra tuzlar,
mevcut hiicreler icin tehlikeli olmakta ve hiicrenin en dis tabakasinin yapisini
bozmaktadirlar. Daha 6nce yapilan ¢alismalar, insan bagirsaginda standart safra
tuzu miktarinin %0.30 (w/v) civarinda oldugunu gostermistir [4]. Bu da maya
suslarinin safra tuzuna toleransinin, bagirsakta canli kalabilen yeni suslar icin
onemli bir varlik oldugu ve bu miktarin safraya toleransh suslar i¢in kullanilmasi
gerektigi disiiniilmustiir. Safra asitlerine maruz kalindiginda, hiicresel homeostaz
bozulmalari, lipid ¢ift katmanlarinin ve hiicre zarlarindaki integral proteinlerin
ayrismasina neden olarak, mikrobiyal igerigin sizmasina ve nihayetinde hiicre

olimiine neden olur [168].

Bu ¢alismada maya kiiltiirlerinin pH (2.5) ve safra (%0.3) direncine karsi hayatta
kalma oranlar1 belirlenmistir. Tim maya kiiltiirlerinin pH (2.5)'te 24 saat hayatta
kaldigi, ancak 11G-6, 11G-10, 11G-11, 45MK-18 gibi Pichia tirlerine ait mayalarin

direncinin disik oldugu goézlemlenmistir (Sekil 5.4). Buna karsilik, tim maya
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suslar: ilk 24 saatte safra tuzu direncinde artis (%0.3) gostermistir. Safra, gida

alimindan sonra duodenuma salinan lipid emiilsifiye edici bir ajandir ve

antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugundan, probiyotiklerin bagirsak ortaminda

hayatta kalabilmesi i¢in bir safra toleransi veya dislama mekanizmasina sahip

olmasi gerekir [97].
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Sekil 5.4 0., 24., 48., ve 72. saatlerde dlciilen mayalarin diisiik pH ve safra direnci.
(S. pastorianus BOZ-1, K. lactis BOZ-2, D. hansenii BOZ-5, P. kluyveri 11G-6, D.
hansenii 11G-10, P. membranifaciens 11G-11, S. cerevisiae 06B-30, S. pastorianus
06B-36, S. bayanus 16B0-37, T. delbruckii 16B0-39, P. membranifaciens 45MK-18,
S. cerevisiae 45MK-19, K. humilis KCO-60 ve K. polysporus KCO-63)

Zahoor vd. [162] calismalarinda 104 izolattan 94’'niin 30 °C ve 37 °C sicakliklarda,
12 izolatin ise 42 °C'de gelisebildigini belirtmislerdir. 58 ve 4 izolatin, pH 2.0-2.5,
%0.3 (a/h) safra tuzu ve 37 °C'de uyarilmis gastrointestinal kosul altinda biiytime
yetenegi sergiledigini kaydetmislerdir. Bir diger calisma Tadesse vd. [178]
tarafindan yapilmistir. Fermente iirtinlerden izole ettikleri mayalardan 10 tanesinin
direngli oldugunu ve 24 h boyunca pH 2, 2.5 ve 3.0'de iyi gelisim gosterdiklerini
gozlemlemislerdir. Sicaklik olarak ise 25, 37 ve 45 °C secilmesine ragmen en iyi
gelisimin 37 °C oldugu belirtilmistir. Y66, Y82 ve Y36 izolatlar1 pH 2.5'deki OD
degerlerinin 1.45, 1.40 ve 1.09 oldugu kaydedilmistir. Calismamizdaki sonuglar

bununla karsilastirildiginda OD degerlerinin diisiik oldugu gézlemlenmistir.

Yapilan calismalara bakildiginda mayalarin asidik kosullari tolere ettigi fakat
bazilarinin pH 2.5'te biiytimedigi belirtilmistir. Clink, midedeki mikroorganizmalar
icin ana bariyer gastrik asit olmaktadir. Ancak, safra direnci de bir
mikroorganizmanin bagirsak yolunda biiyiimesine izin veren bir probiyotik kiiltiir
seciminde dikkate alinmasi gereken 6nemli bir 6zellik olmaktadir. Bu sonuglar
degerlendirildiginde ayni tiirin suslar1 arasinda bile yiiksek farkhiliklar
gortlebilmektedir. Bu ylizden probiyotik 6zellikler diger yazarlarin da bildirdigi gibi

susa bagli olarak degisim gostermesi diisiiniilebilmektedir [173].

139



5.3.5 Antifungal Aktivitenin Belirlenmesi

14 maya kiltiirtiniin antifungal aktiviteleri ekmekten izole edilen kiifler (A.niger,
Penicillium carneum, A.oryzae, A. brasiliensis, Penicillium commune) kullanilarak
belirlenmistir. Laktik asit bakterileri ve mayalarin, mikotoksin tlireten Kkiiflerin
biiylimesini engelleme potansiyeline sahip olduklar1 bilinmektedir. Ayrica
mayalarda gida bozulmasina neden olan kiiflere karsi antimikrobiyal aktiviteye
sahiptir. Maya tiirlerinin bir diger 6zelligi de mikotoksinleri azaltabilen enzimlere
sahip olmalaridir. Bu nedenle, laboratuvar ve mayalar, fermantasyon [179] gibi
metabolik stireclerde gida kalitesini iyilestirmesi ve antifungal metabolit iiretimi ve
substrat rekabeti yoluyla kiif gelisimini sinirlamasi nedeniyle gida islemede yaygin
olarak kullanilmaktadir. Esas olarak mayalarin antifungal aktivitesi, alkol tiretimine
ve gida rekabetine dayanir. Ayrica antifungal giliclerinden CO2, etanol, reuterin,
diasetil, proteinli bilesikler, diisiik molekiiler agirlikli bilesikler veya bunlarin

kombinasyonlarinin sorumlu oldugu vurgulanmistir [180].

Tablo 5.3 Mayalarin antifungal aktiviteleri

Maya suslari Penicillium  Penicillium Aspergillus Aspergillus  Aspergillus
commune carneum brasiliensis oryzae niger

BOZ-1 + - + + +
BOZ-2 + - + + +
BOZ-5 + - + + +
11G-6 + - + + +
11G-10 + - + + +
11G-11 + - + + +
06B-30 + - + + +
06B-36 + - + + +
16B0O-37 + - + + +
16B0O-39 + - + + +
45MK-18 - - - + +
45MK-19 - - + + +
KCO0-60 + - - - +
KCO0-63 + - + - -

(S. pastorianus BOZ-1, K. lactis BOZ-2, D. hansenii BOZ-5, P. kluyveri 11G-6, D. hansenii 11G-10, P.
membranifaciens 11G-11, S. cerevisiae 06B-30, S. pastorianus 06B-36, S. bayanus 16B0-37, T.
delbruckii 16B0-39, P. membranifaciens 45MK-18, S. cerevisiae 45MK-19, K. humilis KCO-60 ve K.
polysporus KCO-63). Sonuglar pozitif (+) ve negatif (-) olarak verildi.

Bu c¢alismada tiim mayalarin Penicillium carneum kiifiine karsi antifungal etki
gostermedigi gozlemlenmistir. KCO-60 Kazachstania humilis maya kiltiri tim
kiiflere karsi en disiik etkiyi gostermistir. Maya tiirlerinin tiim kiiflere karsi benzer

bir etkiye sahip oldugu gozlemlenmistir (Tablo 5.3). Benzer sonuglar Merchan vd.,,
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[173] calismalarinda da gorilmiistiir. Mayalarin antifungal aktiviteleri 6ldiirticti

toksinlerin veya 'mikosinlerin’ tiretimi ile iliskilendirilebilir.
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6

SONUC VE ONERILER

Laktik asit (LA) fermantasyonu, bozulabilen gidalar1 korumak ve duyusal
ozelliklerini gelistirmek i¢in ytzyillardir kullanilmaktadir. LAB’lerin fermantasyon
sirasinda olusan metabolik aktivite gidalarda birtakim degisiklikler meydana
getirmektedir. Bu sonucunda peptitler, amino asitler, vitaminler, antioksidanlar ve
norotransmitterler gibi biyoaktif bilesiklerin iiretilir. LAB’lerin fermantasyon
yoluyla GABA fretmesi saglik yararlarindan faydalanmak i¢in bizlere potansiyel
alternatifler sunmaktadir. Bu ytlizden son yillarda yapilan ¢alismalara bakildiginda
kimyasal GABA yerine LAB’lerden GABA elde edilmesi ve fermente tiriinlerde
kullanilmasi gorilmiistir. Uluslararas: literatiire bakildiginda GABA agisindan
zengin urlnler agisindan bir¢ok calisma mevcut olup, iilkemizde ise bu alanda
yapilmis ¢alismalar istenen boyuta ne yazik ki ulasilamamistir. Bu nedenle sagladigi
saglik ve teknoloji ile ilgili avantajlardan faydalanilamamistir. Bu sebepten 6tiirti bu
calismanin amaci; eksi hamur érneklerinden izole edilen LAB’lerde yliksek GABA
lireticisi susun izolasyonu ve karakterize edilmesi ardindan fonksiyonel nitelikte
GABA agisindan zengin boza iiretimi ve yogurt tiretimi gerceklestirilmesi olmustur.
Bunun yani sira probiyotik aday olma potansiyeline sahip mayalar aranmistir.
Belirlenen hedefler dogrultusunda tez kapsaminda elde edilen sonuclarin ortaya

koydugu parametreler su sekilde degerlendirilebilir:

v' Tirkiye'nin 6 bolgesinden (Manisa/Kirkagag, Bozcaada, Kibris/Lefkosa,
Bilecik/Golpazari, Ankara/Cubuk, Bursa/Osmangazi) eksi hamur 6rnekleri
toplanmis, laktik asit ve maya izolasyonu gerceklestirilmistir.

v" Eksi hamur orneklerindeki maya ve LAB sayilarinda bolgeler arasinda
farklhiliklar oldugu tespit edilmistir. Eksi hamur 6rneklerinden toplam 253
bakteri ve 62 maya izolat1 elde edilmistir. Hem fenotipik hem de genotipik
olarak tanimlamasi yapilmistir. Fenotipik acidan basit boyama ve katalaz
testi yapilmis olup basil ¢cikan LAB'lere genotipik acidan ise RAPD-PCR ve FT-
IR tanimlama ile 6n eleme yapilmistir.

v On eleminasyondan sonra LAB’lerde GABA iiretiminden sorumlu gad gen
bolgeleri agiga cikarilmistir. Fakat izole edilen her basil'in gad gen bolgesi

pozitif bulunmamistir. Pozitif bulunan suslar ile devam edilmistir. Literatiire
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bakildiginda yiliksek GABA iireticisi bulunan suslarin gad gen bdélgelerinin
pozitif sonucu ile ortiistiigl belirlenmistir.

GAD gen bolgesine sahip olan LAB suslar1 HPLC ile analiz edilerek GABA
tretim miktar yiiksek olan suslar belirlenmistir.

Eksi hamur kaynaklarindan izole edilen 2 LAB susunun yliksek GABA
ureticisi oldugu gozlemlenmis olup, 16s rRNA bdlgesi belirlendikten sonra
sekansa tanimlanmas1 amaciyla gonderilmistir. Tanimlanan iki bakterinin
KCO-48 Lb. brevis ATCC 14869 ve 45MK-30 Lb. plantarum JCM 1149 oldugu
belirlenmistir.

KCO-48 Lb. brevis ATCC 14869 susunun GABA iliretimi icin fermantasyon
kosullarinin optimizasyonu Box-Behnken dizayn ile tasarlanmistir.
Fermantasyon siiresi (24, 48, 72 saat), pH degerleri (4.5, 5.75 ve 7.0), sicaklik
(30, 35 ve 40 °C), Monosodyum glutamat konsantasyonu (50, 225, 400 mM)
olarak alinmistir. Maksimum GABA verimine izin veren en iyi proses
parametrelerinden sicakligin 30 °C, MSG konsantrasyonunun 130.71,
pH’'nin 4.74 ve siirenin 72 saat olmasi gerektigi gorilmustiir.

Secilen iki kiltiir (KCO-48 Lb. brevis ATCC 14869 ve 45MK-30 Lb.plantarum
JCM 1149 ) ile 6nce yogurt denemesi gerceklestirilmistir. Kontrol grup olarak
sadece yogurt starterleri ile yapilan yogurt kullanilmistir ve turetimi
gerceklestirilen yogurtlara su tutma kapasitesi, su aktivitesi, sinerezis, pH ve
TTA, mikrobiyolojik analiz, viskoelastik 6zelliklerinin belirlenmesi, HPLC ile
yogurt orneklerinde GABA iiretim miktarlarinin belirlenmesi ve duyusal
analiz testlerine tabi tutulmustur. Secilen iki LAB susunun yogurt
fermantasyon kosullarina uygun olmadigi belirlenmistir. Bu nedenle GABA
tretimi agisindan yardimc  kiiltiir olarak  kullanilmast  uygun
bulunamamistir. GABA agisindan fonksiyonel nitelikte yogurt {liretiminin
gerceklestirilmesi ya yogurt starterlerinin (S. thermophilus ve L. bulgaricus)
GABA tlretiminin ytliksek olmasi ya da kullanilan yardimci kiiltiiriin yogurt
fermantasyon sicakliginda aktif olmasi gerektigi diistintilebilir.

GABA tretici 45MK-30 Lb. plantarum JCM 1149 ve KCO-48 Lb. brevis ATCC
14869 suslari ile boza tliretimi gerceklestirilmistir. Boza tiretimi icin bu iki
sus hem MSG hem de MSG’siz boza liretiminde kullanilmistir. Kontrol grup

olarak MSG icermeyen boza oOrnekleri alinmistir. Boza Orneklerinde
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mikrobiyolojik analiz, pH ve TTA, GABA iiretim miktarlarinin HPLC ile
belirlenmesi, seker miktarlarinin HPLC ile belirlenmesi, viskoelastik
ozelliklerinin  reometre ile  belirlenmesi ve duyusal analiz
gerceklestirilmistir.

Boza orneklerinde GABA iiretim miktarlarinin fermantasyon siiresince
arttiglt  gozlemlenmistir. Boza {retiminde kullanilan fermantasyon
sicakliginin optimizasyon sicakligi ile pozitif yonde bir korelasyon sergiledigi
belirlenmistir.

Boza 6rneklerindeki bir diger 6nemli parametre fermantasyon ve depolama
suresince seker iceriginde sakkarozun azaldigi, fruktoz ve glukoz
miktarlarinda artma meydana gelmis olmasidir. Bu fermantasyon ve
depolama siiresinin boza 6rnekleri iizerinde 6nemli etkilere sahip oldugunu
gostermistir.

Diger taraftan eksi hamurlardan izole ettigimiz 62 maya izolatinin FT-IR
tanimlamas1 yapilmistir. Verilerimizde FT-IR tanimlamanin %90’nin
tizerinde bir dogruluk payina sahip oldugu gorilmiistiir.

Maya izolatlarinin FT-IR tanimlamasi gergeklestirilerek 14 sus secilerek
probiyotik potansiyel olma aday: olarak degerlendirilmistir. Ayrica FT-IR
tanimlamanin dogrulugunun tespiti icin secilen 4 maya kiiltiirtiniin 26s
bolgesi belirlenerek sekans sonucu tanimlamasi gerceklestirilmistir.
Tanimlama sonucunun FT-IR ile ayn oldugu gdzlemlenmistir. izole edilen
mayalardan FTIR'da tanimlandiktan sonra 26S rDNA sekanslamasi
sonuglarina gore baskin tirin S. cerevisiae belirlenmistir. Bunun disinda
Kazachstania, Pichia, Debaryomyces ve Torulaspora vb. suslar1 da
tanimlanmigtir.

Bu ¢alismada 14 maya kiltliriinlin 2 saat sonra otoagregasyon yetenekleri
belirlenmis ve en disik otoagregasyon degerine 11G-11 Pichia
membranifaciens susu ulasirken, en yiiksek otoagregasyon degeri BOZ-2
Kluyveromyces lactis susunda gézlemlenmistir.

Calismamizda maya suslarinin n-heksadekan ve dietileter hidrokarbonlara
kars1 en yiiksek hidrofobiklik degerleri sirasiyla BOZ-1 S. pastorianus
(%43.7) ve 06B-36 S. pastorianus (%44.8) olmustur.
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v" Eksi hamurdan izole edilen 14 maya susu antibakteriyel disklere direng
gosterdiginden veri verilmemistir. KCO-60 Kazachstania humilis susu, tim
maya karsit1 disklere karsi en iyi aktiviteyi gostermistir. Tim maya kiiltiirleri
icinde en iyi aktivite Nystatin antifungal diskine karsi olmustur.

v Eksi hamurdan izole ettigimiz mayalarin antibakteriyel aktiviteleri E. coli,
Salmonella, S. aureus, L. monoctogenes, Bacillus cereus patojenlerine karsi test
edilmistir. Calismamizdaki tiim mayalarin patojen bakterilere karsi
inhibisyon saglamadig1 gozlemlenmistir. 11G-6 Pichia kluyveri maya izolati
hari¢ tim mayalarin sadece S. aureus patojenine karsi antibakteriyel aktivite
sagladig1 ancak sonuglarin mm olarak ¢ok diisiik oldugu gozlenmistir.

v' 14 maya kiltiriiniin antifungal aktiviteleri ekmekten izole edilen kiifler
(A.niger, Penicillium carneum, A.oryzae, A. brasiliensis, Penicillium commune)
kullanilarak belirlenmistir. Tim mayalarin Penicillium carneum kiifiine karsi
antifungal etki gostermedigi gozlemlenmistir. KCO-60 Kazachstania humilis
maya kiltiiri tim kiiflere karsi en diisiik etkiyi gostermistir

v Bu ¢alismada maya kiiltiirlerinin pH (2.5) ve safra (%0.3) direncine karsi
hayatta kalma oranlar1 belirlenmistir. Ttim maya kiilttirlerinin pH (2.5)'te 24
saat hayatta kaldigi, ancak BOZ-2 Kluyveromyces lactis, BOZ-5 Debaryomyces
hansenii, KCO-60 Kazachstania humilis, KCO-63 Kluyveromyces polysporus
mayasinin direncinin diisiik oldugu gézlemlenmistir. Bu dort maya 48. saatte
azalmaya devam etmistir. Buna karsilik, tiim maya suslari ilk 24 saatte safra

tuzu direncinde artis (% 0.3) gostermistir.

Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde eksi hamur 6rneklerinden izole edilen
yuksek GABA ireticisi LAB’lerin boza iretiminde bu c¢alisma ile ilk defa
kullanilmistir. Boylelikle fermente bir tahil bazl iirtin olan bozanin GABA a¢isindan
zenginlestirilebilecegi ortaya konmustur. Calisma sonucunda tiim parametreler goz
ontline alindiginda yiiksek GABA iireticisi iki susun boza liretiminde starter kiiltiir
olarak kullanilabilecegi ve ileride GABA agisindan zengin boza olarak piyasaya
sitiriilebilecegi ancak klinik ¢alismaya ihtiya¢ duyuldugu aciktir. Ayrica piyasadaki
boza lriinlerine bakildiginda driin lretimi ve igerisinde bulunan
mikroorganizmalarin stabil olmamasi boza liretiminde starter kiiltiir kullanilmasi

gerektigi sdylenebilir. Bu noktada tilkemizde suslarimizin hem starter kiltiir olarak
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hem de yliksek GABA iireticisi olmas1 ve bunun teknolojiye uyarlanmasi ile

ticarilesmesi nedeniyle biiytik 6nem tasimaktadir.
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A

SEKANSLANAN LAB’LERIN 16S rDNA GEN DiZiLiIMLERI

06B-2 Companilactobacillus paralimentarius strain DSM 13238
CTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGATCGCAAGATTG
AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACCCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGGCATACCATGAAAAGCTTATAGATACTCTT
TCCGTTCGGGGACATTGATTCAGGTGCGCTATGTCTAGTGAGTTTGGGCTCTAATAAAA
GAACGTGTGCCCCGCAATCAACCAAACCTGCAGGCCGTTCTGACTGAGATATATGAAGG
GAACCC

06B-18 Staphylococcus caprae DSM 20608
GCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAG
GAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGA
AGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTCTGACCCCTCTAGAGATAGAGTTTTCCCCTTCG
GGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTC
TAAGTTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGC
CCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAA

16B0-14 Staphylococcus epidermidis
TGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAA
GGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCG
AAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTCTGACCCCTCTAGAGATAGAGTTTTCCCCTTC
GGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGG
GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACT
CTAAGTTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATG
CCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAATACAAAGGGCAGCGAAACC
GCGAGGTCAAGCAAATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGA
CTATATGAAGCTGGAATCGC
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45MK-30 Lactiplantibacillus plantarum strain JCM 1149
TGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAA
GGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCG
AAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCG
GGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT
TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCT
GGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCC
CCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGC
GAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCT
ACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCG

45MK-32 Lactiplantibacillus plantarum strain JCM 1149
TGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTC
AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTAC
GCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCT
TCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGG
GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACT
CTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATG
CCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTC
GCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGC
CTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAAT

45MK-46 Pediococcus acidilactici DSM 20284
GCTGCAGCTAACGCATTAAGTAATCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCA
AAAGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACG
CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAACCTAAGAGATTAGGCGTTCCCTT
CGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGG
GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTACTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACT
CTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATG
CCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTCGCGAAACC
GCGAGGTTTAGCTAATCTCTTAAAACCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGC
CTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGC
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KCO0-35 Bacillus haynesii NRRL B-41327
GCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCA
AAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG
CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCCCCTT
CGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGG
GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACT
CTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATG
CCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCAGAACAAAGGGCAGCGAAG

KCO-48 Levilactobacillus brevis ATCC 14869
GCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCA
AAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACG
CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCTT
CGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGG
GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACT
CTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATG
CCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTTGCGAAGTC
GTGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGC
CTACATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCC
CGGGCCTTGTACACA
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B

SEKANSLANAN MAYALARIN 26S rDNA GEN
DIiZILIMLERI

06B-35 Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632
GCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGG
AACAGGACGTCATAAAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTTGTAAA
GTGCCTTCCAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTTAGTGGGTGGTAAATTCCAT
CTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGA
AAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATT
TGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTC
ACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAAT

06B-39 Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632
TGGTACCTTCGGTGCCCCAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGT
CTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGC
GGTTCTTTGTAAAGTGCCTTCCAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTTAGTGGG
TGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGT
GATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGA
AAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGG
GAATCTCGCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATC

16B0-44 Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632
GTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCT
ATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAAAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGG
TTCTTTGTAAAGTGCCTTCCAAAAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTTAGTGGGTG
GTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGA
TGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAA
GGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGG

16B0-47 Pichia membranifaciens NRRL Y-2026
AGTGTAGGCGGGAGTCTTTGTGGAGCACGGTGTCCAAGTCCCTTGGAACAGGGCGCCTG
AAAGGGTGAGAGCCCCGTGGGGTGCCGTGCGAAGCTCTGAGGCCCTGCTGACGAGTCGA

164



GTTGTTTGGGAATGCAGCTCCCAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAGGCTAAATACTGGC
GAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAG
AGTGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTGGGCCCGACATGGGGAGT
GCGCACCGCTGTCTCTTGTAGGCGGCGCTCTGGGCGCTCTCTGGGCCAGCATCGGTTCT
TGCTGCGGGAGAATGGGTGCCGGAAAGTGGCTCTTCGGAGTGTTATAGCCGG

KCO-60 Kazachstania humilis NRRL Y-17074
TCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGGCGACTTTGGGGCGGCTCCTT
GTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAAAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGT
GCGGTTCCGTGTAAAGCGCTCTCGAAAAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTTAGTG
GGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACA
GTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTG
AAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGCGCCCCCCGCTCCTTGTGGGTGGG
GGACTCTCGCAGCTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGCGGCCGGACAAAACTGCAGG

KCO-62 Kazachstania humilis NRRL Y-17074
CCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGGCGACTTTGGGGCGGCTCCTTGTCTATG
TTCCTTGGAACAGGACGTCATAAAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCC
GTGTAAAGCGCTCTCGAAAAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTTAGTGGGTGGTA
AATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGG
AAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGG
AAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGCGCCCCCCGCTCCTTGTGGGTGGGGGACTC
TCGCAGCTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGCGGCCGGACAAAACTGCAGGAACGTAGC
TTGCT

KCO-64 Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632
CGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCC
TTGGAACAGGACGTCATAAAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTTG
TAAAGTGCCTTCCAAGAGTCCAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTTAGTGGGTGGTAAAT
TCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAA
GATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAG
GGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCG
CATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAAT
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11G-4 Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632
TTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATA
AAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTTGTAAAGTGCCTTCCAAGAG
TCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTTAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATA
TTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAA
AAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGG
TGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCCAGCAT
CAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAA

11G-11 Pichia membranifaciens NRRL Y-2026
TGTAGGCGGGAGTCTTTGTGGAGCACGGTGTCCAAGTCCCTTGGAACAGGGCGCCTGAA
AGGGTGAGAGCCCCGTGGGGTGCCGTGCGAAGCTCTGAGGCCCTGCTGACGAGTCGAGT
TGTTTGGGAATGCAGCTCCCAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAGGCTAAATACTGGCGA
GAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAG
TGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTGGGCCCGACATGGGGAGTGC
GCACCGCTGTCTCTTGTAGGCGGCGCTCTGGGCGCTCTCTGGGCCAGCATCGGTTCTTG
CTGCGGGAGAATGGGTGCCGGAAAGTGGCTCTTCGGAGTGTTATA
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