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Nisasta, amiloz ve amilopektin adli glukoz monomerlerinden olusan ve
dogada oldukga yaygin bulunan karbonhidrattir. Ucuz, erisilebilir, bozunabilir ve
yenilenebilir 6zellikleriyle birgok endiistriyel alanda yaygin kullanim alani olan
nisasta ¢esitli metotlarla modifiye edilebilir. Bu sayede dogasi1 geregi olan diisiik
¢Oziiniirliik, kolay cirislenme gibi olumsuz 6zellikleri giderilebilmektedir.
Nisastay1r modifiye edici 6zelligi olan enzimlerin laktik asit bakterilerinde varligi
bu enzimlerin nisasta modifikasyonu i¢in kullanilmasina olanak saglamistir. GH70
enzim ailesi igerisinde bulunan 4,6 ve 4,3 o-GT enzimleri nisastay1
orantisizlagtirma reaksiyonlariyla diiz veya dalli yapida a-glukana doniistiirtir.

Bu tez ¢aligmasinin ilk kisminda, 4,6 ve 4,3 a-glukanotransferaz lireticisi
kiiltiirlerin eksi hamurda starter olarak kullanimiyla mikrobiyota {izerinde etkisi
gosterilmistir.  Eksi  hamurda Limosilactobacillus  reuteri PFC 338 ve
Limosilactobacillus fermentum PFC 282 suslarmin tasidiklar1 g#/B geniyle
kodlanan glukanotransferazlarin, suslarin mikroflorada canli kalma oranini énemli
Olciide arttirdigi ve bu suslar kullanilarak hazirlanan eksi hamur ekmeklerinin;
kontrol ekmegine gore depolama siiresince daha diisiik entalpi degisimi ve
depolama sonunda da diisiik sertlik degerine sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica PFC
338 susu ile hazirlanan eksi hamur ekmeklerinin glisemik indeksinin (GI) beyaz
ekmege gore diisiik oldugu goriilmiistiir. Rekombinant enzimlerin dogrudan
kullanildigr ikinci kisimda ise iiriinlerin duyusal kabul edilebilirligini etkilemeden
bayatlamay1 geciktirici ve GI diisiiriicii etkisi tespit edilmistir. Depolama boyunca
kontrol {irtinlerine nazaran enzim katkili ekmek ve pogacalarin daha diisiik sertlik
degeri gostermesi enzimlerin tekstiirel profili iyilestirici etkisini ortaya
koymaktadir.

Calismada  glukanotransferazlarin ~ fermantasyon  mikrobiyotasini
etkilemesinin yaninda, ekmegin teknolojik 6zelliklerini etkiledigi de goriilmiistiir.
Bu enzimleri iireten laktik suslarin starter kiiltiir olarak kullanilmasinin
Onerilmesinin yaninda enzimin kendisinin kullanimmin da firmcilik iiriinleri
teknolojisi acisindan 6neme sahip oldugu anlasilmastir.

ANAHTAR KELIMELER: 4,6 a-Glukanotransferaz, 4,3 o-Glucanotransferaz,
Nisasta, Laktik asit bakterisi, Eksi hamur, Glisemik indeks
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ABSTRACT

DETERMINATION OF THE ROLE AND TECHNOLOGICAL
IMPORTANCE OF LACTIC ACID BACTERIA
GLUCONATRANSFERASES IN SOURDOUGH FERMENTATION
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DUYGU ZEHIR SENTURK
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

FOOD ENGINEERING

(SUPERVISOR:PROF. DR. OMER SIMSEK)

DENIZLI, JULY 2024

Starch is a carbohydrate composed of glucose monomers called amylose and
amylopectin and is very common in nature. Starch, which is widely used in many
industrial areas with its cheap, accessible, degradable and renewable properties, can
be modified by various methods. In this way, inherent negative features such as low
resolution and easy gelatinization can be eliminated. The presence of starch-
modifying enzymes in lactic acid bacteria has enabled the use of these enzymes for
starch modification. 4,6 and 4,3 a-GT enzymes in the GH70 enzyme family convert
starch into a-glucan with a straight or branched structure through disproportionation
reactions.

In the first part of this thesis study, the effect of 4,6 and 4,3 o-
glucanotransferase producing cultures on the microbiota was demonstrated by using
them as starters in sourdough. Glucanotransferases encoded by the g#/B gene
carried by Limosilactobacillus reuteri PFC 338 and Limosilactobacillus fermentum
PFC 282 strains in sourdough significantly increased the survival rate of the strains
in the microflora. In addition, it was observed that sourdough breads prepared using
these strains had lower enthalpy change during storage and lower hardness values
at the end of storage compared to the control bread. Moreover, it was observed that
the glycemic index (GI) of sourdough bread prepared with PFC 338 strain was
lower than white bread. In the second part, where recombinant enzymes were used
directly, their staling and GI-lowering effects were detected without affecting the
sensory acceptability of the products. The fact that enzyme-added bread and
pastries showed lower hardness values compared to control products during storage
reveals the textural profile improving effect of enzymes.

In the study, it was observed that glucanotransferases not only affected the
fermentation microbiota, but also affected the technological properties of bread. In
addition to recommending the use of lactic strains producing these enzymes as
starter cultures, it has been understood that the use of the enzyme itself is also
important for bakery products technology.

KEYWORDS: 4,6 a-Glucanotransferase, 4,3 a-Glucanotransferase, Starch, Lactic
Acid Bacteria, Sourdough, Glycemic Index
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1. GIRIS

Nisasta; dogada oldukca yaygin bulunan, toksik olmayan ve diyetimiz i¢in de
uygun temel karbonhidrat kaynaklarindan biridir. Bilesim olarak amilopektin (%70-
80) ve amilozdan (%20-30) olusan bu biyopolimer temel olarak tahillardan (musir,
bugday, piring, sorgum, arpa), yumrulardan (patates ve manyok) ve yesil meyvelerden
(muz) elde edilmektedir. Bitkilerden elde edilen nisasta dogal nisasta olarak kabul
edilir ve bu nisastalarin biiylik bir kismui yiiksek glisemik indeksleri (GI) nedeniyle
sindirim ve besin degeri agisindan sorun teskil etmektedir. Gastrointestinal kanaldaki
hidroliz hizina gore nisastalar ii¢ tiire ayrilabilir; hizli sindirilebilen nisasta (RDS),
yavas sindirilebilen nisasta (SDS) ve direngli nisasta (RS). RDS tiiketimini takiben 20
dakika icinde glikoz molekiillerine doniistiiriilen bir nisasta tiiriidiir ve kana glikoz
salimimi (kan sekerini) hizla yiikseltir. Yavas sindirilebilen nisasta sindirimi uzun
sliren ve ince bagirsakta tamamen sindirilen nisastadir. Direngli nigasta ise GI sistemde
a-amilaz ve a-glukosidaz gibi a-hidrolitik enzimler tarafindan sindirilemezken; bir

fraksiyonu kolondaki mikroorganizmalar tarafindan fermente edilebilir.

Her ne kadar dogal nigasta maliyetinin diisiik olmasi, kolay bulunabilirligi,
yenilenebilirligi, biyo parcalanabilir olmasi gibi olumlu 6zelliklere sahip olsa da
yiksek GI ozelligine ek olarak suda c¢oziiniirliigiiniin  diisik olmasi, hizh
retrogradasyon, sineresis, zayif termal 6zellikler, mekanik stres ve asite kars1 diisiik
direng gibi nitelikleri de ticari alanda kullanimini sinirlandirmaktadir. Nisastanin
istenen fizikokimyasal ve fonksiyonel ozelliklerini kazanmasi, yeni fonksiyonel
ozellikler edinebilmesi ve endiistriyel alana uygunlugunun gelistirilmesi icin
modifikasyonu kaginilmazdir. Baslica modifikasyon metotlar1 arasinda yer alan
kimyasal, fiziksel ve biyoteknolojik yaklasimlarin biri veya birkac1 kullanilarak
nisastanin kusurlar1 giderilerek yeni glukan yapilar tiretilebilmektedir ve bu sekilde

doniisiime ugratilmis nisasta modifiye nisasta olarak adlandirilmaktadir.

Bu modifikasyon yontemleri arasinda 6zellikle tiiketicilerin temiz igerikli tirlin

taleplerini karsilamak ve g¢evre saghigini olumsuz etkileyecek atik veya yan iiriin



olusumunu engellemek amaciyla biyoteknolojik yaklasimlar dikkat ¢ekmektedir. Bu

biyoteknolojik metotlardan biri de enzim kullanimidir.

Yakin zamanda c¢esitli bakteriler tarafindan iiretilen 4,3 ve 4,6 alfa
glukanotransferaz enzimlerinin tespit edilmesi, bu enzimlerin biyolojik ve teknolojik
roliiniin anlagilmasi bakimindan dikkat ¢ekmistir. Laktik asit bakterileri tarafindan da
iiretilebilen bu enzimler orantisizlastirma reaksiyonlariyla o-(1,4) glikozidik bag
igeren amiloz ve nisasta gibi polimerleri diiz ve/veya dallanmis forma getirerek ¢ok
cesitli yapida a-glukan olusturabilmektedir. Bu sekilde substrat olarak kullandig:
polimere gerek islenebilirlik gerekse de sagligimiz {lizerine katki saglayacak
fonksiyonel 6zellikler kazandirarak cesitli alanlarda kullanim imkani1 saglamaktadir.
Ozellikle firmcilik  sektoriinde ekmek {iretiminde bu enzimleri {ireten
mikroorganizmalarin starter kiiltiir olarak kullanimi1 veya bakteriler tarafindan tiretilen
enzimlerin ekmek {iretiminde katki olarak kullanimi ¢evre dostu bir yaklagimla
tiikketicilere yeni iirlinler sunacaktir. Bu durum hem iiriin ¢esitliligini artirir hem de
tiikketicilere daha saglikli segenekler sunmanin yaninda iirtin raf dmriinii ve duyusal
profilini iyilestirme gibi olumlu katkilarda saglayarak gida endiistrisine siirdiirtilebilir

ve yenilik¢i ¢oziimler sunabilir.

Laktik asit bakterileri fermente gidalarin fermantasyon mikrobiotasinda rol
alan mikroorganizmalardir. LAB’ler fermente gidalarin fizikokimyasal 6zellikler ve
kalitesi lizerine etkisi bulunmaktadir. Baz1 LAB’lerin glukanotransferaz enzimlerinin
biyolojik ve fiziksel 6zelliklerine etkisi veya bu enzimlerin LAB fizyolojisndeki rolii

heniiz bilinmemektedir.

1.1 Tezin Amaci

Yakin zamanda kesfedilen 4,3 ve 4,6 a-glukanotransferaz enzimlerinin kristal
yapist ve karakterizasyonu ¢esitli ¢alismalar 1s18inda aydinlatilmaktadir. Oysa ki;
enzimin hiicredeki fizyolojik rolii ve gida sistemi gibi kompleks bir ekosistemdeki
fonksiyonu heniiz tam olarak anlagilamamistir. Bu dogrultuda bu tez calismasinin

amaci,



1)

2)

3)

43 ve 4,6 o-glukanotransferaz {ireticisi bakteri suslarmin eksi hamur
ortaminda in situ kullanimi ile eksi hamur fermantasyonunda biyocesitlilik
lizerine etkisini incelemek.

4,3 ve 4,6 a-glukanotransferaz {ireticisi bakteriyel suslarin eksi hamur
tiretiminde starter olarak kullaniminin firincilik sektdriine kazandirabilecegi
islenebilirlik ozelliklerini, duyusal kabul edilebilirligini ve GI degerlerini
belirlemek

4,3 ve 4,6 a-glukanotransferaz preparatlarin ekmek ve pogaca liretiminde katk1
maddesi olarak kullanilmasi ve kalite 0Ozellikleri iizerine etkilerinin
belirlenmesi ile enzimin floradaki roliiniin anlasilmast ve endiistriyel

kullanimina 151k tutmaktir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Laktik Asit Bakteri Glukonotransferazlarimin Yapisal ve
Biyokimyasal Ozellikleri

2.1.1 Laktik Asit Bakterilerinin Genel Taksonomik Ozellikleri

Laktik Asit Bakterileri (LAB) Gram pozitif, diisik pH’ya direngli, spor
olusturmayan, katalaz negatif, genellikle hareketsiz, diisiik guanin + sitozin igeren kok,
kokobasil ya da cubuk seklinde morfoloji gosterebilen, aerotolerant anaerob
bakterilerdir. Karbonhidratlar1 tek veya ana enerji kaynagi olarak kullanir ve
metabolizmasi sonucunda da biiyiik oranda laktik asit olustururlar (Mozzi 2016; Wang

ve dig. 2021).

LAB'lerin ilk  smiflandirmasi,  Betabacterium, Thermobacterium,
Streptobacterium, Streptococcus, Betacoccus, Tetracoccus ve Microbacterium
cinsleri seklinde 1919 yilinda Orla-Jensen tarafindan gerceklestirilmistir (Orla —Jensen
1919). Mevcut simiflandirmaya gore LAB’leri; Firmicutes filumu, Bacilli smifi,
Lactobacillales takimina ve Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae,
Lactobacillaceae, Leuconostocaceae ve Streptococcaceae ailelerinde bulunur (Ruiz-
Rodriguez ve dig. 2017). LAB'nin Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus ve
Streptococcus gibi dort temel cinsi tanimlanmistir. Ancak daha sonraki taksonomik
revizyonlar  Aerococcus,  Alloiococcus, Carnobacterium,  Dolosigranum,
Enterococcus, Globicatella, Lactococcus, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus

ve Weisella olarak yeni cinsleri igermektedir (Mozzi 2016).

Lactobacillus cinsine 250'den fazla tiir atanmistir. Giiniimiizde Diinya’nin
farkli iilkelerini i¢inde barindiran arastirma gruplari tarafindan Lactobacillus tiirlerini,
23’1 yeni cins olmak iizere 25 cins halinde yeniden siniflandirmistir. Alt gruplar;
Lactobacillus delbrueckii ve Paralactobacillus’lar ile (daha onceden var olan) yeni
gruplar Acetilactobacillus, Agrilactobacillus, Amylolactobacillus, Apilactobacillus,
Bombilactobacillus, = Companilactobacillus,  Dellaglioa,  Fructilactobacillus,

Furfurilactobacillus, Holzapfelia, Lacticaseibacillus, Lactiplantibacillus,



Lapidilactobacillus,  Latilactobacillus, Lentilactobacillus,  Levilacatobacillus,
Ligilactobacillus, Limosilactobacillus, Liquorilactobacillus, Loigolactobacilus,
Paucilactobacillus, Schleiferilactobacillus ve Secundilactobacillus’dur (Zheng ve

dig. 2020).

Laktik asit bakterileri igerisinde gida fermantasyonu agisindan onemli cins
tiyeler Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus,

Enterococcus ve Weissella olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Wang ve dig. 2021).

Fermente iirlinlerde genis kullanimlar1 ve insan tiiketiminde gilivenli uzun
geemisi nedeniyle cogu LAB, Genel Olarak Giivenli Olarak Kabul Edilen (GRAS)
veya nitelikli glivenlik karinesi (QPS) statiisline sahiptir. Lactococcus, Oenococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc, Pedicoccus ve bazi Streptococcus tiirleri GRAS olarak
yer alir (Coelho ve dig. 2022). Bununla beraber Enterococcus, Lactococcus ve
Carnobacterium cinslerine ait birkag tlir patojen olabilir ve GRAS olarak uygun
degildir (Mozzi 2016). Ayrica Enterococcus cinsinin higcbir {iyesi viriilans
faktorlerinden ve ¢esitli antibiyotiklere karsi direnglerinden dolay1r QPS statiisii i¢in

onerilmemektedir (Coelho ve dig. 2022).

2.1.2 Laktik Asit Bakterilerinde Seker Katabolizmasi

Laktik asit bakterileri 6nemli bir metaboliti olan laktik asiti (LA) heksoz ve
pentoz gibi sekerlerin anaerobik fermantasyonu ile tiretir (Abedi ve Hashemi 2020,
Bangar ve dig. 2022). Burada LA iiretim verimliligi; sicaklik (5 — 45 °C), pH (3,5—
9,6), ihtiyag duyulan besinlerin varligi (amino asitler, peptidler, niikleotidler,
vitaminler vb.) ve LAB tiiriine baglidir. LAB; enerji iiretimi ve metabolizmalarini
siirdiirmek i¢in genellikle glikoz kullanirlar. Buna ek olarak LABmin kullanabilecegi

fruktoz, mannoz ve galaktoz gibi baska heksozlar da vardir (Bangar ve dig. 2022).

2.1.2.1 Homofermentatif Katabolizma

Bu katabolizmaya sahip LAB’lar, aldolaz enzimine sahiptir ve glikozu ¢ok

biiyilik oranda (%90-95) laktik asite doniistiirebilir. Homofermentatif LAB genellikle



Embden-Meyerhof Parnas yoluyla (glikoliz yolu ve pentoz fosfat yolunu kullanarak)
heksoz ve pentoz sekerleri kullanir ve tiiketilen bir mol glikoza karsilik ana son iiriin
olarak iki laktik asit molekiili iretir (Sekil 2.1). Companilactobacillus,
Schleiferilactobacillus, Lacticaseibacillus, Lactiplantibacillus, Latilactobacillus,
Ligilactobacillus, Loigolactobacillus, Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus,
Pediococcus ve bazi1 Lactobacillus'lar (Lactobacillus delbruckii subsp. bulgaricus,
Lactobacillus  acidophilus, Streptococcus salivarius subsp. thermophilus ve
Lactobacillus helveticus gibi) homofermentatif LAB 1 icerir (Abedi ve Hashemi
2020; Mufioz ve dig. 2011; Oshiro ve dig. 2021). Ortam sicakligi, pH, O2 miktari,
COz’e bagli olarak {iretilen yan iiriinlerin (siiksinik, malik veya diger organik asitler,

alkoller ve aromatik maddeler) miktar1 degisebilmektedir (Gunkova ve dig. 2021).

2.1.2.2 Heterofermentatif Katabolizma

Bu grup LAB’leri glikozu LA, asetik asit (AA), format, etanol, diasetil, asetoin
ve CO2’e metabolize edebilir. Heterofermentatif LAB, heksozlar1t metabolize ederken
fosfoglukonat yolunu ve pentoz sekerlerini metabolize ederken ise fosfoketolaz yolunu

kullanabilir (Sekil 2.1) (Abedi ve Hashemi 2020; Mufoz ve dig. 2011).

Homo ve heterofermentatif reaksiyonu birbirinden ayiran temelde friiktoz-

difosfat aldolazin homofermentatif LAB’de varligidir.
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Sekil 2.1: Laktik asit bakterilerinde seker katabolizma yollar1 a) Emden Meyerhoff
Parnas Yoluyla heksozlarin homofermentatif metabolizmasi. (b) Heksozlarin
fosfoketolaz yolu yoluyla heterofermentatif metabolizmasi. (¢) Pentozlarin pentoz
fosfat yolu yoluyla homofermentatif metabolizmasi. (d) Fosfoketolaz yolu yoluyla
pentozlarin heterofermentatif metabolizmasi (Génzle 2015).

Seker katabolizmasinda kullanilan enzimlerin sistematigine gére LAB’ler ii¢

grupta siiflandirilmigtir:

Kesin homofermentatif LAB; EMP yolu kullanan bu grup mikroorganizmalar

fruktoz —difosfat aldolaz enzimine sahiptirler.

Fakiiltatif heterofermentatif LAB; 2 dehidrogenaz, glikoz-6P-dehidrogenaz

ve 6-P glukonat dehidrogenaz enzimlerini icerir. Pentoz fosfat yolunu izleyerek seker

fermantasyonu tamamlanur.

Fakiiltatif _homofermentatif L.AB; Lactiplantibacillus  plantarum,

Lacticaseibacillus casei, Latilactobacillus curvatus, Latilactobacillus sakei gibi
laktobasiller friiktoz-difosfat-aldolaz enzimi ile heksozlari laktik asite; indiiklenebilir
6-fosfoglukonat/fosfoketolaz yolu ile de pentozlari laktik ve asetik asite fermente eder

(Kilig 2014).



Zorunlu heterofermentatif LAB, sekerleri 6 fosfoglukonik asit/fosfoketolaz
yolu yoluyla fermente ederken; Companilactobacillus alimentarius, Lacp. plantarum,
Lacc. casei, Lacticaseibacillus rhamnosus, Lactococcus lactis, Lactiplantibacillus
pentosus ve Lactobacillus xylosus gibi fakiiltatif heterofermentatif tiirler heksozlari
homolaktik yol ve pentozlari da heterolaktik yolla fermente ederler. Pentozlarin
katabolizmas1 pentoz fosfat yolunun metabolik ara maddelerine doniistiiriildiigii ek

doniisiim adimlar gerektirir (Martinez ve dig. 2013).

Levilactobacillus, Limosilactobacillus, Lentilactobacillus, Fructilactobacillus,
Furfurilactobacillus, Paucilactobacillus, Weissella, Oenococcus, Leuconostoc ve
bazi Lactobacillus spp. cinsleri heterofermentatif olabilir ve bununla beraber
Levilactobacillus brevis, Limosilactobacillus fermentum ve Limosilactobacillus
reuteri tirleri mutlak heterofermentatiflerdir (Abedi ve Hashemi 2020; Mufoz ve dig.

2011; Oshiro ve dig. 2021).

LAB tam bir trikarboksilik asit (TCA) enzimlerine sahip olmadigindan,
iiretilen piruvat, asetat, asetoin, laktat ve/veya etanole doniistiiriiliir ve metabolik bir
son lirlin olarak hiicrelerden uzaklastirilir (Doi 2019). Glikoza ek olarak heksozlar
(mannoz, fruktoz ve galaktoz) izomerizasyon ve/veya fosforilasyondan sonra fermente

edilebilirler (Konig ve Frohlich 2017).

LAB’ler sekerin yani sira sitrat, laktat ve malat gibi organik asitlerden, arjinin
ve glutamin gibi amino asitlerden ve gliserolden ¢esitli metabolik yollar araciligiyla
piruvat ve/veya ATP firetebilir (Doi 2019). Glikoz metabolizmasi sonucu elde edilen
laktat verimi (teorikte) EMP, pentoz fosfat (PP) ve fosfoketolaz yollar1 (PK) icin
sirastyla 2, 1,67 ve 1 mol'diir. Ksilozdan laktat verimi ise PP yolunda 1,67 ve PK da
ise 1 moldiir (Eiteman ve Ramalingam 2015). Laktoz ve galaktozun Leloir yoluyla
katabolizmas1 Lactococcus garvieae ATCC 49156, Lc. lactis 1L 1403, Lc. lactis SK11,
Le. lactis MG1363 (Fortina ve dig. 2009), Lc. lactis ATCC 7962 (Vaughan ve dig.
1998), Lb. helveticus ATCC 15009T (Fortina ve dig. 2003), Streptococcus
thermophilus (Anbukkarasi ve dig. 2014) i¢in tespit edilmistir. Rozhkova ve dig.
(2023) Lacticaseibacillus paracasei ABK Leloir yoluyla Tagatoz-6P yolu
kombinasyonuyla ve Lb. helveticus H9 tarafindan tek bir Leloir yoluyla metabolize
edildigi gosterilmistir. Bununla beraber; Lacc. casei (Wu ve Shah 2017), Lacc.

rhamnosus, Lc. lactis subsp. cremoris, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis



ve Streptococcus mutans laktozu Tagatoz-6P yoluyla katabolize eder (Wu ve dig.

2015, Iskandar ve dig. 2019).

Karbonhidratlara ait metabolik yollarin, ¢evreye ve biiylime kosullarina bagh
olarak aymi mikrobiyal sus tarafindan zaman igerisinde degistirilebilecegi

unutulmamalidir (EI Fechtali ve dig. 2023).

2.1.3 Laktik Asit Bakteri Kaynaklar

Uzun yillardir varliklar1 bilinen LAB’lar siit ve siit iirlinleri, taze ya da islenmis
etler, balik, tahillar ve sebzeler de dahil olmak iizere tiim gidalardan, yem, su,
kanalizasyon ve topraga kadar oldukca genis bir kaynakta bulunmaktadir. Bunlara ek
olarak bazi LAB’lar insan ve hayvanlarin gastrointestinal ve {irogenital sistemlerinin
dogal sakini iken bir kismi da ¢esitli ekstrem kosullara (yiiksek tuz, alkollii igecek gibi)
0zel olarak adapte olmus sekilde karsimiza ¢ikmaktadir (Mokoena ve dig. 2021; Ayivi
ve dig. 2020; Teneva-Angelova ve dig. 2018).

2.14 Laktik Asit Bakterilerinin Gida Teknolojisi Acisindan

Onemi

Laktik asit bakterileri; ¢esitli olumsuz ortamlara toleransi, basit metabolizmasi
ve ¢esitli karbon kaynaklarin1 metabolize etme yetenegi ile endiistriyel alanda yaygin

kullanim alanina sahiptir (Sun ve dig 2014; Coelho ve dig. 2022).

Laktik asit bakterileri ve/veya iiretmis olduklar: iirlinleri gida sistemlerinde
cesitli uygulamalarda kullanilmaktadir. Temelde; dogrudan ve dolayli (LA, konjuge
linoleik asit, GABA, bakteriosin, reuterin ve reuterisiklin, ekzopolisakkarit (EPS),
bioaktif peptit) kullanimi ile gida sistemlerinde starter, destek, koruyucu ve probiyotik
kiltlir olarak uygulamalar1 bulunmaktadir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2: LAB’lerinin baz1 fonksiyonel 6zellikleri (BioRender.com kullanilarak

olusturulmustur)

2.1.4.1 LAB’lerin Probiyotik Ozellikleri

Probiyotik kisaca ; “Yeterli miktarlarda alindiginda konakgiya saglik agisindan
fayda saglayan canli mikroorganizmalar” olarak tanimlanmaktadir (Vijaykumar ve
dig. 2022). Yapilan pek ¢ok calisma probiyotiklerin insan sagligini olumlu ve
iyilestirici bir¢ok etkide bulundugu bilinmektedir. Bunlar arasinda; konake1
bagisikliginin iyilestirilmesi, sindirimin diizenlenmesi basta olmak {izere bir¢ok
metabolik hastaliklarin  6nlenmesinde faydali oldugu gosterilmistir potansiyel
antioksidan yetenegini, antimikrobiyal ve anti-timor aktivitesini bildirmistir (Feng ve

digi. 2023; Wang ve dig. 2017; Han ve dig. 2015).

Probiyotikler bagirsak mikrobiyotasinin modifiye ederek konakgi sagligina
olumlu yonde katki saglamaktadir. Laktoz toleransinin ve sindirimin iyilestirilmesi,
mide-bagirsak enfeksiyonlarinin 6nlenmesi ve tedavisi, kolorektal kanserlerin
onlenmesi, kan kolesterol diizeylerinde azalma ve zihinsel sagligin iyilestirilmesi gibi
torepatik fonksiyonlar1 yapilan ¢aligmalarla kanitlanmistir (Kobyliak ve dig. 2016;
Coelho ve dig. 2022).

Fermente iirtinlerin {iretiminde veya bazi probiyotik yogurtlarda oldugu gibi

son iriine fermantasyondan sonra probiyotik bakterilerin yeterli konsantrasyonda
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asilanmas1 yoluyla fonksiyonel gida iiretimi gerceklestirilmektedir (Pereira ve dig.

2023).

Gida endiistrisinde en yaygin kullanilan probiyotik laktobasil tiirleri Lb.
acidophilus, Lacp. plantarum, Lacc. rhamnosus, Lacc. paracasei, Lacc. casei,
Lactobacillus gasseri, Lactobacillus johnsonii, Liml. reuteri, Liml. fermentum,

Ligilactobacillus salivarius ve Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus'tur.

Probiyotik LAB’lerin probiyotik 6zellikleri saglamasindaki faktorlerden birisi
de ekzopolisakkarit tiretimleridir. Bu bakterilerin ¢ok ¢esitli EPS’leri iiretebildikleri
goriilmiistiir ve EPS’nin gastrointestinal gecis sirasinda probiyotiklerin hayatta
kalmasi tlizerine 6nemli bir katkist vardir (Caggianiello ve dig. 2016). EPS probiyotik
bakterilerin iizerinde koruyucu bir tabaka olusturarak onlarin asidik ve enzimatik
stresin yani1 sira safra tuzlari ve pankreas sularina karsi toleranslarini gelistirebilir ve
dolayisiyla bagirsak kanalindaki hayatta kalmalarin1 saglayabilir (Lu ve dig. 2022;
Werning ve dig. 2022).

2.1.4.2 Ekzopolisakkarit

LAB’ler ¢esitli polisakkaritleri sentezleme yetenegine sahiptir. Bu polimerler
cesitli yapilar, fonksiyonel 6zellikler ve biyolojik aktiviteler sergileyen, bir glikozidik
bag ile baglanan monosakkarit birimlerinden olusan biiyiik bir yiiksek molekiiler

agirliklt molekiil grubunu igerirler.

LAB, homopolisakkaritler ve heteropolisakkaritler olmak tizere iki tip EPS
sentezler. Homopolisakkaritler (HoPS) B-baglantili fruktoz ve o/B-baglantili glikozdan
olusan fruktanlara ve glukanlar1 olusturur (Chen ve dig. 2021). HoPS sentezi, spesifik
bir GTaz (glukansiikraz veya fruktansiikraz) ve bir hiicre dis1 seker dondriinii
(glukanlarin sentezi icin siikroz) igeren nispeten basit bir biyokimyasal islemdir.
Heteropolisakkarit (HePS) sentezi, eps gen kiimesi ve zorunlu genler (housekeeping)
tarafindan kodlanan ¢esitli enzimlerin spesifik roliinli iceren karmasik biyosentez
stirecini kapsar (Nguyen ve dig. 2020). HePS genellikle D-glikoz, D- galaktoz ve L-
ramnozdan olusur (De Vuyst ve De Vin 2007; Hidalgo-Cantabrana ve dig. 2014).
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LAB tarafindan iiretilen ekzopolisakkaritler; yiiksek verimlilik, miikemmel
reolojik ve fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle gida sistemlerinde giivenli, besleyici
ve fonksiyonel bir katki maddesi olarak kullanilabilir (Tiwari ve dig. 2021; Mazhar ve
dig. 2020; Lynch ve dig. 2018). Ayrica konake1 sagligi lizerinde de olumlu etkileri
bulunmaktadir. LAB-EPS, bagirsak bariyer fonksiyonunun ve bagirsak mukozal
bagisiklik tepkilerinin diizenlenmesinde rol oynar ve bdylece konak¢inin bagisiklik

tepkisini modiile eder (Yang ve dig. 2023; Juraskova ve dig. 2022).

2.1.5 Limosilactobacillus reuteri’nin Temel Ozellikleri

Limosilactobacillus reuteri (Liml. reuteri) ilk kez 1962 yilinda Gerhard Reuter
tarafindan insan bagirsak sisteminden izole edilmistir (Jiang ve dig. 2023).
Lactobacillaceae ailesi i¢inde yer alan bu grup sinirli oksijen varliginda gelisen,
neredeyse tim omurgali ve memeli canlilarin bagirsak sisteminde bulunan
heterofermentatif tiirdiir (Jiang ve dig. 2023; Shi ve dig. 2022; Mu ve dig. 2018). Insan
gastrointestinal sistemi disinda iiriner sistem, cilt ve anne siitii gibi mikrobiyotalarda
da yer alabilmektedir (Abuqwider ve dig. 2022; Alam ve dig. 2022). Gastrointestinal
sistemde asit-baz tolerans1 ve tutunma yetenegi ile kolonize olur ve hayatta kalir. Sahip
oldugu bu mekanizma ile probiyotik 6zellik gostermektedir (Alam ve dig. 2022; Mu
ve dig. 2018; Luo ve dig. 2023). Liml. reuteri zorunlu heterofermentatif olup arabinoz,
galaktoz, maltoz, melibiyoz, rafinoz, riboz ve sakkaroz gibi farkli birgok sekeri
fermente etme yetenegine sahiptir (Calasso ve Gobbetti 2011). Ayrica patojen 6zellik
gostermemesi ile Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA 2008) tarafindan

gastrointestinal saglig1 iyilestirmeye yonelik bir gida takviyesi olarak kabul edilmistir.

1980 yilindan 6nce bu tiiriin suslar1 Liml. fermentum Biyotip II olarak
simiflandirilmaktaydi. Liml. reuterimin bazi suslar1 poliketid yapida antimikrobiyal
bilesik reuterisiklin tiretir. Tip susun genom biiyiikligii 1,94 Mbp'dir. DNA'nin mol %
G+C igerigi 38,6'dir. Kemirgenlerin, kuslarin, domuzlarin ve diger bagirsak
mikrobiyotasinin  baskin  iiyeleri olarak izole edilmistir. Ayrica tahil
fermantasyonlarinda, 6zellikle tip II eksi hamurlardan da izole edilmektedir. Gida
izolatlar1 bagirsak kokenlidir (Zheng ve dig. 2020). Liml. reuteri bazi Gram pozitif
bakteriler, Gram negatif bakteriler ve kiiflere kars1 genis spektrumlu antimikrobiyel

aktivite gosteren reuterini sentezleyebilir (Shi ve dig. 2022; Jiang ve dig. 2023).
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2.1.6 Limosilactobacillus fermentum’un Temel Ozellikleri

Liml. fermentum, Limosilactobacillus'ta omurgalilarin bagirsaklarina adapte
olmayan tek tiirdiir ve 1,90 Mbp biiyiikliigiinde genoma sahiptir. Bakterinin DNA'sinin
% G+C 1igerigi 52,4'tlir. Dogal olarak fermente olmus tahillarda, fermente olan diger
bitki materyallerinde, bunlarla beraber siit {iriinleri, giibre, kanalizasyon ve insan
digkis1 ve lireme organlarinda yaygin olarak bulunmaktadir (Zheng ve dig. 2020).
Uluslararasi siniflandirmanin giincellenmesi ile Limosilactobacillus fermentum olarak

yeniden adlandirilmistir (Lv ve dig. 2023).

Fermantasyon kabiliyeti nedeniyle bu ismi alan bakteri arabinoz, selobiyoz,
galaktoz, maltoz, mannoz, melibiyoz, rafinoz, riboz, sakkaroz, trehaloz ve ksiloz gibi
karbonhidratlart kullanabilir ve =zorunlu heterofermenttatiftir. Cubuk seklinde
morfolojiye sahip olan Liml fermentum 15 °C'de gelisemez fakat 45 °C'de
cogalabilmektedir (Eiteman ve dig. 2015). Insan ve hayvan gastrointestinal sisteminde
yasar ve safra asitlerine karsi dire¢ gosterir (Phujumpa ve dig. 2022; Ozen ve dig.
2023; Sudeepa ve Bhavini 2020). Gerek gida gerekse de yem olarak kullanim
acisindan GRAS olarak kabul edilmektedir ve Liml. fermentum’un gidalarin tekstiir ve
duyusal 6zelliklerinde etkili olabilen EPS iiretebildigi cesitli calismalarla ortaya
konulmustur (Sudeepa ve Bhavini 2020).

Probiyotik 6zelligi ile de bilinen bu bakteri, alkalin fosfataz, esteraz lipaz,
16sin-aminopeptidaz, valin-aminopeptidaz, asit fosfataz, fosfohidrolaz, a-galaktosidaz
ve P-galaktosidaz enzim aktivitelerine ek olarak proteolitik aktivite de gosterir

(Sudeepa ve Bhavini 2020; Park ve dig. 2023).

2.1.7 Glukansiikraz Enzimleri

Geleneksel olarak, Glikozid Hidrolaz (GH70) ailesi yalnizca
glukoziltransferazlar (Gtfs) olarak da bilinen glukansukrazlar (GS), sakkarozu
pargalayan ve sakkarozdan tiiretilmis D-glikoz parcalarini polimerize ederek farkl

boyut, kimyasal bag ve dallanma derecelerine sahip a-glukanlar1 sentezleyen enzim

grubu olarak tanimlanir. Dekstransiikraz (EC 2.4.1.5), mutansiikraz (EC 2.4.1.125),
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alternansiikraz (EC 2.4.1.-) ve reuteransiikraz (EC 2.4.1.140) GS’nin baz iiyeleridir.
GS'ler hiicre duvar1 enzimidir ve Lactobacillus, Leuconostoc, Weissella,
Streptococcus ve Oenococcus dahil olmak tizere cesitli LAB cinsleri tarafindan
salgilandig1 bulunmustur (Molina ve dig. 2021; Chen ve dig. 2021; André ve dig.
2010). Bircok LAB, sadece tek bir glukansiikraz sentezleyebilirken, Leuconostoc
mesenteroides NRRL B1299 gibi birden fazla GH70 ailesi enzimleri iireten suslar da
bulunmaktadir (Monchois ve dig. 1998; Passerini ve dig. 2015).

GS tarafindan iiretilen glukanlar esas olarak glikozidik baglanti tiplerine gore

dort kategoriye ayrilir ve bunlar;

(i) (1 — 6) bagh a-D-glikoz birimleri iceren dekstran

(i) %50'den fazla (1 — 3) bagli a-D-glikoz birimleri iceren mutan

(ii1) Degisen (1 — 6) ve (1 — 3) bagli a-D-glikoz birimleri i¢eren alternan

(iv) (I — 4) bagl a-D-glikoz birimleri i¢eren reuterandir (Gangoiti ve dig.
2018). Ana glukan formlarindaki degisiklikler, glukanlarin teknolojik
ve fonksiyonel rollerini degistirebilir ( Ispirli ve dig. 2023).

CAZy smiflandirma sistemine gore (http://www.cazy.org) GH70 ailesi, esas

olarak nisasta lizerine etkili enzimleri iceren GH13 ve GH77 aileleriyle birlikte GH-H
(alfa amilaz siiper ailesi) klanini olusturmaktadirlar (Sanchez ve dig. 2019). Genel
olarak tiim GH-H enzimleri evrimsel olarak iligkilidir ve katalitik olarak énemli 4
korunmug amino asit dizisi motifi ile katalitik bir (B/a)s kovan yapisini paylasir

(Gangoiti ve dig. 2018).

GH70 enzimleri A, B, C, IV ve V olmak {izere bes farkli yap1 halinde
diizenlenmistir. A, B ve C yapilari, GH13 ailesi enzimleriyle iliskilidir, buna kargin IV
ve V yapisal bolge, GH70'e 6zgii gruplardir. Bu enzimlerin katlanmasi1 6zeldir ve C
bolgesi disindaki tiim yapilar, bir U doniisii etrafinda bir araya gelen bitisik olmayan
dizi pargalardan olusur (Vuillemin ve dig. 2016).

2.1.7.1 Glukansiikraz Proteinlerinin Yapis1 ve Etki Mekanizmalari

Amino asit homolojisi analizi; GS'lerin, ortalama molekiil agirliginin yaklasik

160 kDa ve optimum pH ve sicakliinin sirasiyla 5,0 — 6,0 ve 30 °C olmasiyla, glikozit
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hidrolazlarin GH70 ailesi {iyesi oldugunu gostermistir. GS'ler 60 yildan beri kapsaml
bir sekilde c¢alisilmasina ragmen, bu proteinlerin biiyiik molekiiler agirligi yapisal
karakterizasyonlarinin aydinlatilmasin1  geciktirmistir (Gangoiti ve dig. 2018).
Bununla birlikte, kriyoelektron mikroskobu teknolojisinin ortaya cikisiyla birlikte,
GS’nin protein yapisini yliksek ¢oziiniirliikte 3 boyutlu yapisini ve karakterizasyonunu

aydinlatmaya yardime1 olmustur (Yu ve dig. 2022).

LAB'dan elde edilen GS'lerin amino asit dizi analizinin, ortak bir yapiy1 isaret

ettigi ve dort farkli bolgeden olustugunu gdstermistir (Sekil 2.3) :

(1) A: Sinyal peptidi (SP) (36-40 amino asit)

(i1) B: Farkli aminoasit tekrarlarini igeren N-terminal degisken bolge (200-
700 amino asit)

(ii1) C: Oldukca korunmus bir katalitik alan veya glikozidik bag kataliz
bolgesi

(iv)D: Bir dizi tandem amino asit tekrardan olugan bir C terminali glukan

uzama kataliz bolgesi (Song ve dig. 2016; Meng ve dig. 2022).

A B C D

Sekil 2.3: Glukansiikrazin temel yapisi

GS'lerin kristal yapilarinin kesfedilmesinden once, katalitik mekanizmalar
esasen; yapisal, evrimsel ve mekanik olarak GH70 ailesi enzimleriyle iliskili olan
GH13 enzimleriyle karsilastirmali ¢alismalarla arastirilmigtir. Yapilan c¢alismalarda
(kristalizasyon i¢in) N-terminal degisken bolgesi olmayan, ancak tam aktiviteyi
koruyan enzimler kullanilmistir. Bu kesilmis GS'lerin polipeptit zincirlerinin, bes
bolgeden (A, B, C, IV ve V) olustugu ve U seklinde bir yol izledigini tespit edilmis
(Sekil 2.4) ve C-A-B-IV-V bdélgeleri olarak diizenlenmistir (Yu ve dig. 2022). A,B,IV
ve V bolgelerinin her biri, hem N hem de C terminal iki siireksiz polipeptit zinciri
tarafindan olusur. GH13 enzimlerinde de bulunan A, B ve C bdlgeleri katalitik merkezi
olustururken, IV ve V sadece GH70 GS'lere 6zgiidiir (Gangoiti ve dig. 2018; Meng ve
dig. 2016).
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Aktif B&lge
(c/B)s kovan

Sekil 2.4: Liml. reuteri'den temsili GH70 dekstransukraz Gtf180-AN'nin kristal
bolgesi ve yapisal organizasyonu (Chen ve dig. 2021).

A bolgesi, katalitik tglitye (niikleofil, genel asit’/baz ve gecis durumu
stabilizatorii) sahip bir TIM veya (p/a)s kovanini igerir. A bdlgesinde bulunan ve ilk
olarak GH13 enzimlerinde tanimlanan korunmus I-IV motifleri GS'lerde de mevcuttur.
Bu motifler, katalitik kalintilarin yan1 sira diger substrat baglama kalintilarini da igerir
ve bireysel enzim spesifiklikleri i¢in dizi parmak izleri olarak kabul edilir (van Hijum
ve dig. 2006; Janecek ve Gabrisko 2016). Bu motiflerden I, A bolgesinin C terminal
kisminda bulunur (Gangoiti ve dig. 2018).

B yapisi, A’nin i¢inde substrat ve reseptdriin baglanma domainini olusturmak
i¢in kullanilan bir Ca*? baglanma bolgesini olusturur (Yu ve dig. 2022). C bolgesi,
sekiz iplik¢ikli beta tabakalari halinde diizenlenmis tek bir bitisik boliimden olusur.
Bu bolgenin ailede yiiksek oranda korunmus olmasina ragmen islevi heniiz netlik

kazanmamustir (Molina ve dig. 2021).

IV ve V ek bolgeler; IV'iin yapis1 bilinen diger proteinlerinkinden farklidir ve
yalnizca GH70 enzimlerinde bulunur. I'V'iin kesin rolii belirsizdir ve V'e bagl glukan
zincirlerini katalitik bdlgeye dogru veya bu bolgeden uzaga yonlendirerek glukan
zincirlerinin biiylimesini tesvik etmek icin bir mentese gorevi gordiigii tahmin
edilmektedir. V bdlgesi zincirinin uzatilmasini veya dallanmasini kolaylastirmak i¢in
polimer zincirinin yakalanmasina ve aktif bolgenin yakininda tutulmasima yardimci

olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu bdlgenin kismen veya tamamen kesilmesi, glukanin
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baglanma kapasitesini etkiler ve ayn1 zamanda sentezlenen polimerin boyutunu da
degistirir (Yu ve dig. 2022). Nitekim Liml reuteri 180 GTF180 glukansiikraz
enziminde V bolgesinin kesilmesi, katalitik olarak tamamen aktif, ancak polisakkarit
sentez kabiliyeti ciddi sekilde bozulmus bir enzim {iretimi ile sonuglanmis ve biiyiik

miktarda oligosakarit tiretmistir (Meng ve dig. 2015).

GS'ler, bu 5 bolgeden 4'iiniin (A, B, IV ve V) bitisik olmayan iki polipeptitten
olugsmakta, C bolgesinin de alt kisimda "U-katli" yapis1 bulunmaktadir (Meng ve dig.
2016; Gangoiti ve dig. 2018) . Bu 6zgiil GS bolge organizasyonu, gen duplikasyonuna
dayali evrimsel bir yolla bir GHI13 alfa-amilaz atasindan ortaya c¢iktigi

distiniilmektedir (Gangoiti ve dig. 2018).

A ve B boélgelerinin rezidiileri, katalitik alt tinite ve alic1 substrat baglanma alt
initesine katkida bulunurken, V bolgesi, polisakarit sentezi i¢cin dnemli olan glukan

zincirinin tutulmasinda rol oynar (Li ve dig. 2023).

GS’lerin aktif bolgesi (-1 alt bolge) cep seklindedir ve yalnizca bir glukozil
parcasini barindirabilir; bu durum her reaksiyon dongiisiinde alici substrata yalnizca
bir glukozil biriminin aktarildigini1 gosterir. Glukan zincirinin tekrarlarin1 baglanmasi

ve uzamasi, polisakkarit ve oligosakarit senteziyle sonug¢lanir (Li ve dig. 2023).

GS'ler, amilosukrazlara benzer sekilde iki aspartik asit ve bir glutamik asitten
olusan ii¢ amino asidin (katalitik iiclii) etkisi ile katalitik reaksiyonu gergeklestirir
(Sanchez ve dig. 2019). Glukansiikraz enzimine bagl olarak, bag 6zellikleri, boyutlar
ve dallanma dereceleri farkli ¢ok ¢esitli a-D glukanlar tiretilebilir (Li ve dig. 2020).

2.1.8 Nisasta Uzerine Etkili Enzim Glukansiikrazlar

Nisasta, dogada en bol bulunan yenilebilir biyopolimerlerden biridir ve bir¢ok
yesil bitkinin yapraklarinda, tohumlarinda, yumru ve koklerinde bulunur (Miao ve
BeMiller 2023). Insan diyetinde yaygin olarak kullamlan nisasta, diyet ile saglanan

enerjinin biiylik bir kisminin kaynagidir.

Nisasta bilesim olarak amilopektin (%70-80) ve amilozdan (%20-30) ayrica
diisiik miktarda lipit ve protein gibi makromolekiilden olugmaktadir (Xu ve dig. 2016).

Amiloz a-1,4-bagh glikoz zincirleri ile ¢gok az miktarda a-1,6-bagli dallanma bdlgesi
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iceren kisimdir. Amilopektin ise yaklasik olarak her 22 glikoz {initesinde bir a-1,6-
bagli dallanma noktalartyla birlestirilmis a-1,4-baglh glikoz zincirlerine sahip olduk¢a
dallanmis yapidadir ve nisastadaki ana polimer olarak nisastanin yari kristalli graniil
matrisinden sorumludur (Adewale ve dig. 2022; Seung 2020). Nisastay1r amilozun
amilopektine oranina gore li¢ gruba ayrabiliriz. Bu oran %15'in altinda ise diisiik
amiloz (mumsu), %16-35 ise normal ve %36'y1 astiginda ise yiiksek amiloz olarak

tanimlanir (Petrova ve dig. 2013).

Nisasta; gida sanayinde jellestirici, kivam arttirici, emiilgator, enkapsiilasyon
ajan1 ve baglayici 6zellikleriyle fonksiyonel bir bilesen olarak genis kullanim alam
bulmustur (Bangar ve dig. 2022). Ayrica kagit sanayi, tekstil, yapistiricy, ilag, kimya
ve kozmetik endiistrilerinde de cesitli 6zellikleri ile kullanim imkani sunmaktadir

(Miao ve BeMiller 2023).

Her ne kadar dogal nisasta maliyetinin diisiik olmasi, kolay bulunabilirligi,
yenilenebilirligi, biyoparc¢alanabilir olmasi gibi olumlu 6zelliklere sahip olsa da suda
¢Oziinilirliigliniin diisiik olmasi, hizli retrogradasyon, sineresis, zayif termal 6zellikler,
mekanik stres ve asite kars1 diisiik direnc¢ gibi nitelikleri ticari alanda kullanimini
siirlandirmaktadir. Nigastanin istenen fizikokimyasal ve fonksiyonel ozelliklerini
kazanmasi, yeni fonksiyonel oOzellikler edinebilmesi ve endiistriyel alana
uygunlugunun gelistirilmesi i¢in modifikasyonu kaginilmazdir (Adewale ve dig. 2022;
Bangar ve dig. 2022; Chen ve dig. 2023). Baslica modifikasyon metotlar1 arasinda yer
alan kimyasal, fiziksel ve biyoteknolojik yaklasimlarin biri veya birkag1 kullanilarak
nisastanin kusurlar1 giderilerek yeni glukan yapilari iiretilebilmektedir (Bangar ve dig.
2022; Miao ve BeMiller 2023; Chen ve dig. 2023; Yang ve dig. 2021). Bu
modifikasyon yontemleri arasinda 6zellikle tiiketicilerin temiz igerikli {iriin taleplerini
karsilamak ve cevre sagligini olumsuz etkileyecek atik veya yan iirliin olusumunu
engellemek amaciyla biyoteknolojik yaklagimlar dikkat ¢ekmektedir (Chen ve dig.
2023; Kralj ve dig. 2011). Bu biyoteknolojik metotlardan biri de enzimlerin
kullanimidir. Bu enzimler ¢esitli bakteri, maya ve arke tarafindan iiretilmektedir ve
GH13,57, 70 ve 77 aileleri (http://www.cazy.org/) i¢inde yaygin olarak bulunmaktadir
(Miao ve BeMiller 2023).

GH70 baglangigta siikrozdan cesitli tipte glukozidik bag iceren a-glukanlarin

sentezini katalize eden ve sadece LAB’de bulunan glukansiikraz (GS) enzimlerini
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temsil etmekteydi. Yakin ge¢miste Liml. reuteri 121 genomunda glukansiikraz
kodlayan gtfA geninin yukarisinda, ikinci bir glukansiikraz benzeri enzim kodlayan
gtfB geni varligi tespit edilmistir (GtfA'ya %46 6zdeslik). GtfB siikroz varliginda aktif
degildir ve substrat olarak malto-oligosakaritleri (MOS) kullanir (Kralj ve dig. 2011).
Cogunlukla MOS substratlarindaki a-(1,4) baglantili glikozil birimlerini hidroliz eder
ve bunlar1 dogrusal yapida a-(1,6) baglantilar1 olusturarak, alict MOS'un indirgeyici
olmayan ucuna aktarir (Meng ve dig. 2018). Lactobacillus suslarindan elde edilen bu
tiir iki enzim daha sonra, GtfW ve GtfML4, karakterize edilmistir (Leemhuis ve dig.
2013). GtfB benzeri 4,6-a-GT'ler, glukansiikraz enzimleriyle yliksek homolojiyi
gosterirler ve (B/a)s kovan yapisina ayrica; II-III-IV-I seklinde korunmus motif

siralamasina sahiptirler (Meng ve dig. 2018).

Bu enzimler lineer o-1,4-glukan zincirlerini lineer izomalto/malto-
oligosakkaritlere veya a-1,4/a-1,6 veya a-1,3/a-1,4 baglantilarina sahip dallanmis

polimerlere doniistiirebilirler (Xiang ve dig. 2021).

2.1.8.1 Glukanotransferaz Enzimlerinin Smiflandirilmasi

Bakteriyel koken, reaksiyon ve iirlin spesifikligi ve yapisal organizasyonu
bakimindan farklilik gosteren ve GH70 homoloji motifleri [-IV'deki anahtar amino
asit kalintilarinin varyasyonlarini sergileyen {i¢ alt aile tanimlanmistir: GtfB, GtfC ve
GtfD (Pijning ve dig. 2021). Bu enzimlerin sakaroza karsi etkisiz oldugu ancak
maltodekstrin/nisasta benzeri substratlar {izerinde 6nemli hidrolaz/transglukosilaz
aktivitesi gosterdigi kesfedilmistir (Dong ve dig 2024%). Alt aileler; GH70 glukan
siikrazlari, GH13 ve GH77 enzim aileleri ile birlikte GH-H klaninda yer almiglardir.
GH-H klan1 olusturan enzim gruplariin ortak 6zelligi (B/a)s kovan yapis1 kullanarak
a-glikozidik bagi kirmasi, katalitik alanda bir N terminal ve/veya C-terminal
icermesidir (Bai ve dig. 2017). Nisasta lizerine etkili bu GS enzimleri yapisal olarak
siikkroz etkili GS enzimlerine ve islevsel olarak da nisasta etkili a-amilazlara benzer
oldugundan, bunlar GH70 ailesi GS enzimleri ve GH13 ailesi a-amilazlar arasindaki
evrimsel ara {iriinler olarak kabul edilmistir. Ozellikle GH13’iin alt enzim ailesi 5’
maltooligosakkarit (GH13_5) etkili alfa amilaz enzimleriyle yakindan iligkili oldugu
ve bu enzimlerden evrimlestigini sdylenebilir (Bai ve dig. 2017; Meng ve dig. 2016;

Gangoiti ve dig. 2018).
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Fructilactobacillus sanfranciscensis Gs2'den karakterize edilen GtfB tipi a-
glukanotransferaz; nisasta benzeri substratlardaki a-(1,4) baglarini hidrolize edebilen
ve esasen dallanmis a-(1-4,6) baglantilar1 sentezleyebilir. Diisiik molekiiler kiitleli,
kisa kiimelenmis, dallanmis a-glukanlar lireten enzim bag spesifikligi agisindan GH13
ailesinin dallanan enzimlerine daha ¢ok benzer yap1 sergilemektedir. Bu bulgu GtfB
alt ailesinin, GHI3 ailesinden a-amilazlar ile GH70 ailesinden glukansiikrazlar
arasinda evrimsel ara madde olarak hizmet ettigini destekleyebilir (Dong ve dig

2024Y).

GtfC ve GtfD enzimleri B bolgeye IV yapist eklenmis GHI13 tipi alan
organizasyonunu gosterir (Gangoiti ve dig. 2017*®). GtfC ve GtfD proteinleri sirasiyla
ilk defa Exiguobacterium sibiricum 255-15 ve Azotobacter chroococcum NCIMB
8003’da tanimlanmistir. Simdiye kadar kesfedilen GtfC benzeri 4,6-a-GTazlar, ii¢
bakteri cinsiyle sinirhidir ve bunlar; Bacillales takimina ait Exiguobacterium, Bacillus

ve Geobacillus’dur (Gangoiti ve dig. 2017°).

E. sibiricum 255-15, -5 °C'den 39 °C'ye kadar gelisebilen, 3 milyon yillik
Sibirya permafrostundan izole edilen, spor olusturmayan, Gram pozitif, psikrotrofik
bakteridir. Bu bakteriden elde edilen enzimin korunmus motifleri I-II-IIT ve IV
siralamasinda tasir, dairesel olarak degisen (/a)s yapisina sahip degildir ve bolge V’i
icermez. Bu 6zellikleriyle GH13 aile enzimlerine yapisal organizasyonunun benzedigi
bulunmustur. GtfC, MOS ve amiloz-V iizerinde etki ederek a-(1,4)"lin yan1 sira a-(1,6)
glikozidik baglar1 da igeren linear yapida glikooligomerler sentezlemistir. GtfC
enzimleri, LAB disinda GH70 enzim ailesindeki ilk 6rnegini temsil eder (Gangoiti ve

dig. 20169).

Pijning ve dig. tarafindan (2022) Geobacillus 12AMOR]1 tarafindan liretilen
GtfC (GbGtfC)’nin kristal yapist bulunmustur. Daha 6nceki GtfC’den farkli olarak
degisen a-(1,4)/a-(1,6) baglantilarini olusturdugu tespit edilmis ve nisasta sanayinde

kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir.

Gram negatif bir bakteri olan A. chroococcum NCIMB 8003’den elde edilen
enzim, GtfD olarak adlandirilmistir ve substrat olarak maltodekstrinler ve nisasta
kullanilmas1 agisindan 4,6 a- glukanotransferazlara benzedigi tespit edilmistir. Bu
enzim amilozdan alternatif o-(1,4) ve a-(1,6) glikozidik baglara sahip, yiiksek

molekiiler kiitleli ve nispeten yiiksek oranda dallanmis a-glukan sentezini katalizler.
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Sentezlenen bu iiriin ardisik a-(1,6) baglantilar igermez bu yoniiyle Liml. reuteri 121
GtfB tarafindan sentezlenen IMMP ve E. sibiricum GtfC tarafindan sentezlenen

IMMO'dan oldukga farklidir (Gangoiti ve dig. 2016*).

GtfD enzim alt grubu sadece Gram negatif bakterilerde degil ayn1 zamanda
Gram pozitif bakterilerde de tespit edilmistir. Bu durum da GtfD'yi kodlayan genlerin
yatay transfer yoluyla elde edildigini diisiindiirmektedir. Ornegin; Gram pozitif
Paenibacillus beijingensis GtfD'nin alan organizasyonu, GH13 ve GH70 aileleri
arasinda yapisal anlamda evrimsel ara triinler olarak kabul edilen E. sibiricum GtfC
ve A. chroococcum GtfD enzimlerine benzemektedir. P. beijingensis DSM 24997
GtfD tarafindan yliksek molekiiler kiitleli (27 MDa) ve diisiik molekiiler kiitleli (19
kDa) olan iki tane reuteran benzeri polimer sentezi gerceklestirilmistir (Gangoiti ve

dig. 2017°).

Yalnizca LAB'de bulunan GtfB tipi a-glukanotransferazlar, GS'lerle %45—50
dizi benzerligine sahiptir (Pijning ve dig. 2021). Biyokimyasal olarak her ne kadar
GtfB ve GtfC enzimleri birbiriyle iligkili olsa da, filogenetik olarak sadece %30 dizi
0zdesligi sergileyen farkli GH70 alt ailelerini olustururlar. GtfB tipi enzimler biiyiik
Ol¢iide GS enzimleri ile ayni1 yapisal organizasyona sahip olmasina ragmen (alfa-
amilaz alanlar1 A, B ve C ile ilave bolgeler IV ve V), GtfC tipi enzim bu bolgelerin
sirasina gore farklilik gosterir ve bolge V'i de icermezler. Ayrica; GtfC'de, GH-H
klaninin I'den IV'e kadar korunmus boélgelerinin sirasi, GH13'teki (I-II-III-IV) ile
aynidir; ancak (P/a)s kovanin dairesel bir permiitasyon olmamasi nedeniyle

GH70'dekinden (II-III-IV-I) farklidir (Gangoiti ve dig. 2016%P).

GtfB tip enzimlerden ilk karakterize edilen enzim Liml. reuteri 121'den (Lr121
GtfB) GtfB’dir. Dogrusal izomalto-/malto-polisakaritlerin (IMMP)
sentezlenmesinden sorumlu bu enzim, amilopektin iizerinde c¢ok aktif degildir
(Leemhuis ve dig. 2013). Daha sonra farkli suslardan GtfB enzimi karakterize
edilmistir. Bunlar Liml. reuteri'den Lr GtfW, Lr GtfML1 (Leemhuis ve dig. 2013),
Lr2613 GtfB (Gangoiti ve dig. 2017°) ve LrE81 GtfB (ispirli ve dig. 2019),
Ligilactobacillus aviarius subsp. aviarius DSM 20655'den La GtfX ve La GtfY (Meng
ve dig. 2018), S. thermophilus'tan St GtfB (Li ve dig. 2018) ve Liml. fermentum'dan
L2970 GtfB (Gangoiti ve dig. 2017%) ve LINCC 3057 GtfB’dir (Rao ve dig. 2023).
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Tablo 2.1°de goriilduigii tizere GtfB enzimleri tarafindan olusturulan iiriinleri 3 gruba

ayirabiliriz.

Son zamanlarda MOS/nisasta substratlar1 tizerinde, ardisik linear a-(1,6)

baglar1 sentezlemek i¢in a-(1,4) baglari hidroliz eden 4,6-a-glukanotransferaz

aktivitesi sergileyen Frul. sanfranciscensis TMW 11304 karakterize edilmistir (Dong
ve dig 2024%). Weissella confusa MBF8-1 tarafindan sentezlenen WcMBF8-1 GtfB

nisasta benzeri substratlardaki a-(1,4) baglantilarin1 kirarak linear a-(1,6) baglarini ve

a-(1- 4,6) dallanma noktalarinin sentezini katalize etme yetenegine sahip atipik

glikoziltransferazlardandir (Dong ve dig 2024°).

Tablo 2.1: GtfB enziminin son iirlin g¢esidine gore gruplandirilmasi (Dong ve

dig.2024°)
GtfB Cesitleri Enzim Ad1 Uriin
1.Tip GtfB Enzimleri Lr121 GtfB Farkl1 yiizdelerde a-
Dogrusal a-(1,4) dizilerin Lr GtftW (1,6) baglara ve
indirgeyici olmayan ucu iizerine  Lr GtfM molekiiler kiitlelere
dogrusal ardisik a-(1,6) baglart  La GtfY sahip dogrusal
sentezler LrE81 GtfB IMMP'ler
LINCC 3057GtfB
Amilozu, a-(1- 4,6)
dallanma noktalarina
La GtfX sahip degisen a-
2.Tip GtfB Enzimleri Lr2613 GtfB (1,4)/0-(1,6) baglardan
olusan orta molekiiler
kiitleli reuteran benzeri
polimerler sentezler.
St GtfB a-(1-4,6) dallanmis bag
3.Tip GtfB Enzimleri L2970 GtfB a-(1,3) bag ve a-(1-4,3)

(4,3-0-glukanotransferaz)

dallar ile dogrusal a-

(1,4) dizileri
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2.1.8.2 Glukanotransferazlarin Katalitik Ozellikleri

GH ailesi enzimlerinin ortak 6zelligi, substrat molekiildeki alfa-glikozidik baglar
kirmak i¢in katalitik (B/a)s kovan yapisini kullanmalaridir. Katalitik reaksiyonda
niikleofil goérevi bulunan Asp, genel asit/baz stabilizatorii olan Glu ve ge¢is durumu
stabilizatorii Asp ile a-tutucu ¢ift yer degistirme mekanizmasini gosterir. Bu
mekanizma, ilk basamakta kisaca GS enzimlerinde siikroz (Sekil 2.5) veya GT’lerde
nisasta/maltodekstrin (Sekil 2.6) varliginda glikoz dondr substratlarinin a-glikozidik
baginin hidrolizi ve kovalent bir enzim-glikozil ara iirliniiniin olusumuyla baslar
(Gangoiti ve dig. 2018; Vuillemin ve dig. 2016). Ikinci asama ise zincir ve enzim ara
tirtinlerinden olusur ve ara iirlin bir su molekiilii (hidroliz reaksiyonu) veya bir alicinin

hidroksil grubu (transglikozilasyon) tarafindan yakalanabilir.

Fruktoz Glukoz
Ot \_V =, A ° v
o O, |
AN / 4f 2 _\._,\ o~
NV T‘ \/ A —— AN
J ! Polimerizasyon
o) o
o H 0 o v \/\
E L
Kovalent URU
Siikroz Gegis Durumu B-glikoz-enzim HRON
Ekstraseliiler
Salgi
Sitoplazma: e e e e - W M e
|
! Reuteransiikraz
I
P . : Mutansiikraz
b0l ,
. Alternansiikraz -
gtf geni I
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|

Sekil 2.5: Glukansiikraz reaksiyonlariyla glikozil birimlerinin biiyliyen alfa-glukan
zincirinin indirgeyici olmayan ucuna ardisik transferi (Vuillemin ve dig. 2016).

GS katalitik bolgenin (aktif bolge) -1 alt tinitesinin ilerisi bloke edilerek, nisasta
tizerine etkili GH70 enzimlerinin birden fazla dondr substrat baglanma alt {initesine

sahip oldugu bulunmustur. Bu durumda polimerin uzama isleminin nisastadan
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tiretilen MOS birimlerinin ardisik transferi ile gerceklesmesine olanak saglar

(Gangoiti ve dig. 2017°°).

Substrat baglanma bdlgesinin erisilebilirligi ve alict substrat baglanma alt
bolgelerinin mimarisi, substrat tercihinin yan sira transglikosilasyon reaksiyonunun
verimliligi ve 6zgiilliiglinlin (6rnegin, a-4,6'ya karst a-4,3) belirlenmesinde anahtar
faktorlerdir. Ornegin; Liml. reuteri 121°den iiretilen kismi GtfB enziminin aktif
bolgesinde yer alan A1 ve B halkalari, dondriin alt bolgelerinin -2 ve -3. seker
birimlerini kapsamakta ve sonugta ortaya cikan tiinel benzeri yapi, enzimin dallanmis
nisasta substratlarina etki etme konusundaki sinirl yeteneginin ana belirleyicisi oldugu
goriisine neden olmustur. Lr2613 GtfB ve L2970 GtfB'de bu halkalar ¢ok daha
kisadir; dolayisiyla bu enzimlerin homoloji modelleri ¢ok daha agik bir baglanma
olugunu Ongdrmiistiir (Pijning ve dig. 2021).  Yine Frul. sanfranciscensis
TMWI11304°den elde edilen GtfB'nin daha acgik aktif merkezinin, dallanmis
substratlarin daha iyi yerlesmesine ve islenmesine izin verdigi diisiiniilmektedir (Dong

ve dig 2024).

GS'ler ve GtfB enzimleri lizerinde yapilan mutajenez ¢alismalari, +1/+2 alt
bolgelerindeki kalintilarin biiylik 6lgiide baglanti spesifikligini kontrol ettigini
gostermistir (Kralj ve dig. 2006; Meng ve dig. 2015).

Dong ve dig. (2024%) yaptiklar1 ¢alismada GtfB benzeri enzimlerin yalnizca
Lactobacillus tiirlerinde degil ayn1 zamanda diger laktik asit bakterilerinde de mevcut
oldugunu gostermistir. Caligmada GtfB enzimleriyle karakterize edilen dort korunmus
bolgede yiiksek sekans benzerlikleri sergileyen ancak ayni zamanda +1/+2 alt
bolgelerindeki kalintilarda farkli 6zelliklere sahip olan 27 muhtemel GtfB proteini
belirlenmistir. Bu proteinlerden 14'i Lacp. plantarum'a, 8'1 Frul. sanfranciscensis'e,

3" W. confusa'a ve son ikisi ise sirasiyla Liml. fermentum ve Liml. reuteri’e aittir.
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Sekil 2.6: 4,6 AGT enzimlerinin katalitik mekanizmasi (Leemhuis ve dig. 2013)

4,6 o-GT'lerin kristal yapt ¢oziimlemesi ve molekiiler agirlik, substrat
spesifitesi gibi enzimin karakterizasyonu igeren ¢alismalar arastirmacilarin ilgisini
cekmektedir. Ornegin; substrat konsantrasyonunun GTFB'nin islevselligi {izerindeki
etkilerini arastirmak i¢in enzim ¢esitli Paselli MD6 (dekstroz esdegeri %5-7 arasinda
ve %2,9 a-(1,6) glikozidik baglar1 olan patates nisastasinin kismi hidroliz {iriinii) ve
maltodekstrin konsantrasyonlarinda inkiibe edilerek substrat-enzim oran1 kiitle
bazinda 1.000:1'de tutulmustur. Calisma enzimin en verimli sekilde %5-%30 Paselli
MD6 arasindaki konsantrasyonlarda yiiksek aktiviteye sahip oldugunu ve %30
konsantrasyonda maksimum %42,2 a-(1,6) glikozidik baglar olusturdugunu
gostermistir (Bai ve dig. 2015).

Dogal patates nigastasi iizerinde modifiye etki gosteren GtfB-E81’in son
tiriindeki a-(1, 4):a-(1,6) oran1 63:37 oldugu enzimin etkili bir transferaz aktivitesine

sahip oldugunu dogrulamistir (Hassanein ve dig 2023).

WPS (waxy patates nigastasi) ve ATPS’nin (amilomaltazla islenmis patates
nisastasi) izomaltaz ile muamele edildikten sonra IMMP sentezi i¢in 0,3 mg GTFB-

AN/g substrat eklenerek ve 37 °C'de ¢esitli siirelerde inkiibe edildigi ¢calismada 70
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saatlik GTFB-AN inkiibasyonundan sonra a-(1,6) bagh glikozidik baglarmin yiizdesi
sirastyla dWPS (dallar1 ayrilmig) i¢in %63 ve dATPS icin %69’a ulasmistir
(Klostermann ve dig 2021). Yine Liml. fermentum NCC 3057'den elde edilen 4,6-a-
GT (GtfBAN) substrat olarak amilozV kullanarak %72 a-(1,6) glikozidik baga sahip
bir IMMP {iriinii sentezledigi bulunmustur (Yang ve dig. 2022).

Tiim bu calismalar 1s18inda enzimler tarafindan sentezlenen {iriinlerin
fizikokimyasal 6zellikleri ve saglik izerine muhtemel etkileri ile ilgili caligmalar daha
siirlt kalmigtir. Oysaki bu alanda yapilan ¢aligsmalarin arttirilmasi hem gida sektori
hem de terdpatik agidan umut verici olabilir. Nitekim; Lim/. reuteri 121 GtfB ve Liml.
fermentum NCC 3057 GtfB tarafindan nisastadan sentezlenen izomalto-
maltopolisakkaritler (IMMP'ler) benzeri oa-glukan iriinleri, in vitro sindirim
deneylerinde ince bagirsagin sindiriminden kagabilen yeni diyet lifleri olarak kabul
edilmistir (Leemhuis ve dig. 2014; Yang ve dig. 2022) ve ozellikle probiyotik
Bifidobacterium suslarinin bilylimesini tesvik edebilmektedirler (Bai ve dig. 2016).

2.2 Eksi Hamurun Uretimi ve Fermantasyon Ozellikleri

2.2.1 Eksi Hamur Fermantasyon Ozellikleri ve Tipleri

Fermantasyon; gidalara daha uzun raf émrii yaninda fonksiyonel ve duyusal
ozellikler kazandiran ¢ok eski caglardan beri kullanilan ekonomik ve ¢evre dostu
biyoteknolojik stirectir (Rastogi ve dig. 2022; Liu ve dig. 2023). Eksi hamur
kullanilarak gerceklestirilen ekmek iiretimi de eski ve geleneksel bir fermantasyon

stirecinin tipik 6rneklerinden birisidir (De Vuyst ve dig. 2023).

Basta Avrupa Birligi olmak iizere sadece birkag iilke eksi hamurun yasal bir
tanimini olusturmustur ve eksi hamurun tanimina yaklasim, farkli iilkeler arasinda
farklihk gostermektedir. Nitekim Fransa, Ispanya ve Hollanda, eksi hamuru;
maksimum diizeyde ekmek mayasi ilavesi ve pH, toplam titre edilebilir aktivite veya
asetik asit konsantrasyonu ile tanimlanan minimum asitlik diizeyini belirterek
tanimlarken Avusturya, Cek Cumhuriyeti ve Almanya eksi hamuru metabolik olarak

aktif LAB igeren bir hamur olarak tanimlamaktadir (D’ Amico ve dig. 2023).
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Gegtigimiz yillarda eksi hamur, su ve tahil unlarinin, 6zellikle de bugday ve
cavdarin fermente edilmis bir karigimi olarak tanimlanmisken (Sevgili ve dig. 2023);
artik tahil unlar1 yerine kepek, tohum gibi tahil yan iiriinleri ile baklagiller, pseudo-
tahillar ve c¢imlendirilmis tohumlarin ayrica su yerine de bitki ekstraktlarinin
kullanilabilecegi iiriin olarak literatiirde yer almaktadir (Sadeghi ve dig. 2023). Eksi
hamur LAB ve mayalarin yer aldigi kompleks bir mikrofloraya sahiptir ve bu
mikroorganizmalarin birbirine orani genel olarak 100:1oraninda olmakla beraber 10:1-
1000:1 oranlar1 arasinda degismektedir (Lima ve dig. 2023; Fu ve dig. 2024). LAB’ler
tiretmis olduklar1 laktik asit ve/veya asetik asit etkisi ile eksi tat ve aroma olusumu
saglarken mayalar uzun siireli aroma olusumundan ve heterofermentatif LAB ile
birlikte mayalanmadan sorumludurlar (Oshiro ve dig. 2021; De Vuyst ve dig. 2023;
Pérez-Alvarado ve dig. 2022). Laktik asit/asetik asit molar oran1 fermentasyon
katsayisini (FQ)(oranini) verir. Bu deger lezzet ve raf dmrii gibi temel kalite parametre
gostergesi olarak kullanilir. Eksi hamurun tipik olarak 15-150 mM laktik asit
(ortalama: 75 mM) ve 1-50 mM asetik asit (ortalama: 20 mM) igerdigi rapor edilmistir
ve eksi hamur i¢in tipik fermantasyon oram aralig1 0,25-20'dir (ortalama: 4,4). Iyi bir
ekmek aromasi elde etmek i¢in ise FQ'nun 2,0 ila 2,7 arasinda olmasi1 gerekmektedir

(Arora ve dig. 2021; Hernandez-Parada ve dig. 2022).

Eksi hamur mikrobiyatasinin degisen karbonhidrat ve besin igerigine, diisiik pH,
degisken oksijen igerigi ve rediiksiyon potansiyeli adaptasyonuna gore karakterize

edilen oldukga stresli bir ekosistemdir (Van Kerrebroeck ve dig. 2017).

Bugiine kadar rapor edilen eksi hamurlardan en az 111 farkli LAB tiirii ve 59
maya tiirii izole edilmistir (De Vuyst ve dig. 2023; Gonzélez-Alonso ve dig. 2024).

2.2.1.1 Eksi Hamur Tipleri

Uretim metodu her ne kadar diinya iizerinde farkliliklar icerse de eksi hamur elde
edilmesi temelde kendiliginden un-su karisiminin fermente edildigi veya bu karigima
uygun starter ilavesi ile gerceklestirilen iiretimdir. Bu baglamda bazi arastirmacilar

eksi hamur eldesini agagidaki sekilde gruplandirmislardir:
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Inokiilasyon Temelli Stmiflandirma

Inokiilasyon durumuna gore; elde edilen olgun eksi hamurun mikroflorasini
etkileyen {i¢ tip eksi hamur iiretim prosesinden (Tip 1, 2 ve 3) bahsedilebilir ve Sekil
2.7°de 6zetlenmistir (De Vuyst ve dig. 2023; De Vuyst ve dig. 2017).

Tip 1 eksi hamur; tekrarlayan geri besleme basamaklar ile tiretilen, LAB ve
mayalarin metabolik olarak aktif tutuldugu eksi hamur tiretim prosesidir (De Vuyst ve
dig. 2023, Comasio ve dig. 2021). Burada ana hamurdan elde edilmis bir dnceki
fermantasyondan iiretilen hamur %5-20 oraninda taze hazirlanmig un-su karisimina
ilave edilir. Oda sicakliginda (20-30 °C’de) gergeklestirilen bu islemde 6-24 saatlik
periyotlarda geri besleme yapilmaktadir (Gonzéalez-Alonso ve dig. 2024; De Vuyst ve
dig. 2023, De Vuyst ve dig. 2017). Daha ¢ok firincilik ve ev tipi firin iirlinlerinin
iretimi i¢in uygundur (Akamine ve dig. 2023).

Tip 2 eksi hamur; un-su karisiminin asit toleransli LAB kullanilarak 30 °C
sicaklikta 1-3 giin siire zarfinda fermente edildigi ve geri besleme basamagi olmayan
tiretim seklidir (De Vuyst ve dig. 2023; Gonzalez-Alonso ve dig. 2024). Endiistriyel
iiretimlere uygun kullanilabilir prosestir (Akamine ve dig. 2023). Tip 3 eksi hamur ise;
starter kiiltiir tarafindan baslatilan (Tip2) ve geri besleme basamaklari igeren (Tip 1)

prosestir (De Vuyst ve dig. 2023).
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Sekil 2.7: Eksi hamurun inokiilasyon temelli siniflandirilmasi (De Vuyst ve dig.

(2017) ve (2023)’ten uyarlanmis ve BioRender.com kullanilarak yeniden
olusturulmustur)
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Uygulanan Proses Teknolojisi Temelli Siniflandirma

Uygulanan prosese gore Tip 0, I, IT ve III (De Vuyst ve dig. 2023; De Vuyst
ve dig. 2017; Akamine ve dig. 2023) veya Tip I, I, III ve IV (De Marco ve dig. 2022;
Ma ve dig. 2021) olmak {izere dort tip eksi hamur vardir ve Sekil 2.8’de sematize

edilmistir.

Tip 0 eksi hamur; sadece un-su karigimi ile fermente edilen 6n hamurlari
(sponge) temsil eder. LAB’larin siirli gelisiminden dolay1 bu hamurlarin asit igerigi
ve aroma Ozelligi diistiktiir. Bu tip fermantasyonda, pH'1 (pH~4) diisiiren laktik ve
asetik asit gibi organik asitler iiretilir (Akamine ve dig. 2023). Ornek olarak Italya'dan
biga ve Fransa'dan pate fermentée gibi kat1 6n fermentler ve Kuzey Avrupa'dan levain
levure ve Polonya'dan poolish gibi hidrath 6n fermentler gosterilebilir (Ramos ve dig.

2021).

Tip I eksi hamur; geleneksel tip eksi hamur olup iiretimi ilk (ana) hamur ile
diisiik sicaklik (<30 °C) ve hamur veriminde (DY<200) geri besleme basamaklar1 (3-
10 defa) ile gergeklestirilir (Chavan ve Chavan 2011; Wang ve dig. 2020; Pérez-
Alvarado ve dig. 2022; Siepmann ve dig. 2018). Ilk hamur genellikle sadece un ve su
kullanilarak veya mikroorganizmalar acisindan dogal olarak zengin olan bagka bir
hammaddenin (meyve, yogurt, iskembe ve giibre gibi) eklenmesiyle hazirlanabilir
(Sevgili ve dig. 2023). Kullanilan eksi hamur ¢ok farkl tiir ve ¢esitlilikte bakteri ve
maya susu igerebilir (Pérez-Alvarado ve dig. 2022). Her ne kadar bu tip eksi hamur ile
tiretilen firin drlinleri kalitesi yiiksek olsa da endiistriyel boyutta kullanilamamasi,
zaman almasi, egitimli personel gerektirmesi ve kontroliiniin zor olmasi gibi zorlayici
yonleri mevcuttur (Akamine ve dig. 2023; Pérez-Alvarado ve dig. 2022). Tipik bir
ornegi; esasen Frul. sanfranciscensis ve Kazachstania humilis ile fermente edilen San
Francisco'daki eksi hamurdur. Frul. sanfranciscensis maltoz ve K. humilis glikoz
kullandigindan bu iki mikroorganizma arasindaki karbon kaynagi i¢in rekabet
bulunmaz ve hatta aralarindaki sinbiyotik ve mutualistik iliski bulunmaktadir (Ramos

ve dig. 2021).

Tip II eksi hamur; endiistriyel tip eksi hamur olarak da bilinir. Un-su karigimina
Ozellikle aside dayanikli LAB ilavesi ile fermantasyon baslatilir. Hamur veriminin
>200 oldugu ve fermentasyon sicakliginin >30 °C oldugu 1-3 giin siirebilen tek

basamakta gerceklestirilen eksi hamur iiretim seklidir. Yiiksek oranda starter kiiltiir
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ilavesi ile baglatilan fermantasyon kisa siirede otoktan (yerli) mikroflora iizerinde
baskilayic1 veya inhibisyon etki gosterir ve geleneksel yontemle hazirlanan eksi
hamura gore hamurun daha hizl asitlenmesini saglar (Siepmann ve dig. 2018 ). Bu tip
hamurlarda  Limosilactobacillus  pontis, Liml. — fermentum, Liml.  reuteri,
Limosilactobacillus frumenti, Limosilactobacillus panis, Lactobacillus amylovorus,
Lb. acidophilus, Lactobacillus crispatus, Lb. delbrueckii gibi asit tolerantl
mikroorganizmalar starter olarak kullanilmaktadir (Génzle ve Zheng 2019; Van

Kerrebroeck ve dig. 2017).

Tip III eksi hamur; stabil tip II eksi hamurunun dehidrasyonu ile elde edilir
(Siepmann ve dig. 2018; Lima ve dig. 2023). Bu amagcla sicak havayla kurutma,
puskiirtmeli kurutma, dondurarak kurutma veya akiskan yatakla kurutma gibi metodlar
secilebilir (De Marco ve dig. 2022). Bu eksi hamurun stabilitesi yiiksek oldugundan
endiistriyel firinlar kullanabilir (Akamine ve dig. 2023).

Tip IV eksi hamur; birlesik bir tiretim siirecidir. Baslangig kiiltiirii gerektirmesi
(tip II) ve geri besleme basamag (tip I) icermektedir (Ma ve dig. 2021; Alvarado ve
dig. 2023). Bu proseslerden tip II ve Tip III’de mayalar hizli ve yogun asitlendirme
(tipll) veya kurutulma islemi (tip III) nedeniyle inaktif olabileceginden hamurun
hazirlanmasi sirasinda mayalanmak iizere bir mayanin eklenmesi gerekir (De Vuyst

ve dig. 2023).
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Sekil 2.8: Eksi hamur sisteminin proses temelli siniflandirilmasi (De Vuyst ve dig.
(2017) ve (2023)’ten uyarlanmis ve BioRender.com kullanilarak yeniden
olusturulmustur)

2.2.2 Eksi Hamur Fermantasyon Mikrobioatasi

Eksi hamur mikrobiyal ekosistemi; un ve su karisimini fermente eden LAB ve
mayalar tarafindan olusur. Genel olarak eksi hamur mikroorganizma bilesimi mayalar
(Ascomycota), LAB (Firmicutes, esas olarak Lactobacillaceae) ve bazen asetik asit

bakterileri (o proteobakteriler) ile sinirlidir (De Vuyst ve dig. 2023).

Mikrobiyolojik acidan bakildiginda eksi hamur, diisik pH, yiiksek
karbonhidrat konsantrasyonlari, oksijen sinirlamasi ve mayalara kiyasla daha ytiksek
LAB hiicre sayisi1 ile tanimlanan spesifik ve stresli bir ekosistemdir (De Vuyst ve dig.
2014). Uygulanan fermantasyon kosullarina (sicaklik, geri besleme vb.) yiiksek tahil
cesitliligi de eklenince eksi hamurlarda bulunan LAB’lerinin g¢esitliligi

geniglemektedir (Reale ve dig. 2019).

Eksi hamurun mikrobiyal populasyonu spontan olusabildigi gibi baslangic
kiiltiirti eklenerek de olusturulabilir (Calvert ve dig. 2021). Un tiirii ve mikrobiyal
kontaminasyon, geriye beslemenin siiresi-sayisi ve sicaklifi ve ekmek yapiminin
teknolojik parametreleri (tuz, eksi hamur ilavesi) gibi etmenler eksi hamur
mikrobiyotasinin olusumunu ve bilesimini etkileyebilir (Reale ve dig. 2019). Spontan

fermantasyonun basinda hamurdaki mikrobiyota anaerobik, aerobik, spor olusturan ve
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enterik bakteri ve mayalar gibi ekmek yapimina uygun olmayan bircok tiirii de

igerebilir (Calvert ve dig. 2021).

Eksi hamurlarin cogunda Fructilactobacillus, Lactobacillus,
Limosilactobacillus ve Lactiplantibacillus cinsleri baskindir (D’ Amico ve dig. 2023).
Bugday ve cavdar hamurlarinda sakkaroz ve maltoz baskin karbonhidrat kaynaklaridir
ve fermantasyonun baslangi¢ asamalarinda heterofermentatif laktobasiller tarafindan
elektron alicis1 olarak kullanilan oksijen ve fruktoz da bol miktarda bulunur. Bu
kosullarda, heterofermentatif metabolizmanin enerji verimi daha yiiksektir ve bunun
sonucu olarak da eksi hamurda heterofermentatif laktobasiller homofermentatif

laktobasillere kiyasla daha yiiksek sayida bulunur (Géinzle ve dig. 2023).

Eksi hamur fermantasyonundan zorunlu ve fakiiltatif heterofermentatif ile bazi
zorunlu homofermentatif olanlar da dahil olmak iizere 90'dan fazla Lactobacillus tiirii
izole  edilmistir.  Levl.  brevis, Liml.  fermentum, Lacp. plantarum,
Companilactobacillus paralimentarius ve Frul. sanfranciscensis tirleri eksi hamur
mikrobiyotasinin tipik temsilcileridir (Lima ve dig. 2023; De Vuyst ve dig. 2017).
Bunun yani sira zorunlu ve fakiiltatif heterofermentatif Weissella, Pediococcus ve
Leuconostoc da eksi hamur florasinda bulunurken homofermentatif Enterococcus,
Lactococcus ve Streptococcus'un bazi tiirleri genellikle eksi hamurlarda daha az

yogunluktadir (De Vuyst ve dig. 2017).

LAB’nin eksi hamurda varli§i, un ve eksi hamurun diger bilesenlerinin
kontamine olmasindan ya da eksi hamur hazirlama ortamindan kaynaklanmaktadir
(Fekri ve dig. 2023). Eksi hamurlarin ¢ogu bugday ve ¢avdar unundan hazirlanir.
Bununla beraber dari, yulaf ve piring gibi tahillar ve kinoa, karabugday gibi tahil
benzeri Uriinlerin de kullanildig1 eksi hamur sistemleri rapor edilmistir (De Vuyst ve
dig. 2014). Farkli un ¢esitlerinin kullanilmasi eksi hamurlarda Acinetobacter, Pantoea,
Pseudomonas, Comamonas, Enterobacter, Erwinia ve Sphingomonas gibi mikrobiyal
cesitliliklerin flora doniistiirir ve bunlar eksi hamur fermantasyonunun birinci glinii

sonunda Enterobacter hari¢ inhibe edilir (De Angelis ve dig. 2019).

Hamurun diger ana maddesi olan su, bakteri inokulumunun kaynagi olarak
diisiiniilmese de, kimyasal bilesimi ile eksi hamur mikrobiyotasi arasinda bir iliski

kurmak amaciyla arastirilmistir (Gobbetti ve dig. 2016). Bu g¢alismalarda suyun
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mikrobiyolojik katkidan ¢ok, sertlik yapisina bagl olarak mikrobiyota cesitliligini

etkiledigi ortaya konmustur.

Pasajlama sayisi, eksi hamur mikrobiyotasinin dinamiklerini etkileyen
faktorlerden biridir. Pasajlama; eksi hamur prosesinde LAB ve kullanilan un tiirlini
dikkate almaksizin birbirini takip eden {i¢ asamali bir gegis siirecini izlemektedir ve

bunlar sirasiyla;

(1) Enterococcus, Lactococcus ve Leuconostoc cinsleri

(i1)  Lactobacillus, Pediococcus ve Weissella cinsleri

(ii1))  Levl. brevis, Liml. fermentum ve Lacp. plantarum gibi spesifik LAB
tiirlerini iceren basamaklardir (Oshiro ve dig. 2019).

Fermantasyon sirasindaki sicaklik, hamurun asitlesme oranini etkilediginden
onemli bir parametredir. Ayrica eksi hamurun mikrobiyal bilesimini de etkiler.
Sicaklik genellikle 28 — 44 °C arasinda tutulur (Chawla ve Nagal 2015). Fermantasyon
sicakligt eksi hamur mikrobiyal cesitliligini siniflandirmak i¢in Onemli bir
parametredir. Ancak ayni tiir eksi hamur i¢inde sicakligin da belirleyici bir faktor
olabildigi géz ardi edilmemelidir. Ornegin; tip 1 eksi hamurda fermantasyon
sicakliginin 20 °C veya 35 °C olmasi durumunda mikrobiyota bilesiminin farkl

oldugu rapor edilmistir (Ramos ve dig. 2021).

Her ne kadar aksini iddia eden goriisler olsa da (D’ Amico ve dig. 2023) cografi
konum da nihai mikrobiyotanin olusumunda etkilidir. Tip I eksi hamurun énemli bir
tiirl olan Frul. sanfranciscensis soguk-1liman havalara adapte olmus mezofilik bir tiir
oldugundan tropik iklimlerde izole edilmez. Cevre sicaklig1 yliksek oldugunda, Lim!.
fermentum, Lacc. casei/Lacc. paracasei ve Liml. reuteri gibi termofilik Lactobacillus

tiirleri gelismektedir (Ramos ve dig. 2021).

Eksi hamur mikrobiyota bilesimini etkileyen bir diger faktdr hamur verimidir.
Hamur verimi (HV), unla karistirilan su miktarini, yani 100 g un kullanildiginda unun
suya oranini ifade eder ve Denklem 1 ile hesaplanir. HV degeri 150-160 arasinda ise
eksi hamur sert kabul edilirken; 200-300 arasinda oldugunda eksi hamur yar1 sivi,
300'in tlizerinde oldugunda ise eksi hamur sividir. Hamur verim endeksi asagidaki

ifade kullanilarak elde edilir (Herndndez-Parada ve dig. 2022):
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Kullanilan su miktari+Kullanilan un miktari
HV = X 100 (1)

Kullanilan Un Miktart

Mayalara iliskin olarak, Saccharomyces cerevisiae, K. humilis, Kazachstania
unispora ve Wicherhamomyces anomalus'un agirlikli oldugu 30'dan fazla tiir tespit
edilmistir (Lima ve dig. 2023). Torulaspora ve Pichia cinslerine ait mayalar da izole
edilmistir (Carbonetto ve dig. 2020) ve eksi hamur ortamindan izole edilen

mikroorganizma gruplari1 Tablo 2.2°de listelenmistir.
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Tablo 2.2: Eksi hamurlardan izole edilen LAB ve mayalar (Sakandar ve dig. 2019;
Catzeddu 2019; Chavan ve dig. 2011; Corsetti ve Settanni 2007)

Zorunlu Fakiiltatif Homofermentatif Maya
heterofermentatif LAB  Heterofermentatif LAB
LAB
Frul. sanfranciscensis  Lacp. plantarum  Lb. amylovorus Saccharomyces
exiguus
Levl. brevis Lacc. casei Lb. acidophilus S.cerevisiae
Liml. fermentum Lacc. rhamnosus ~ Coml. farciminis  Candida holmii
Liml. reuteri Coml.alimentarius Lc. Lactis Candida krusei
Liml. panis, Liml. pontis Lacp. pentosus Coml. mindensis  Kazachstania
humilis
Furl. rossiae Coml. Lactobacillus Candida
paralimentarius amylolyticus milleri
Fructilactobacillus Latl. curvatus Lactobacillus
fructivorans johnsonii
W.confusa, W.cibaria Lb. crispatus
Furfurilactobacillus Lb.  delbrueckii
siliginis subsp. bulgaricus
Leuc. citreum Lb.  delbrueckii
Levl. spicheri subsp. delbrueckii
Levl. zymae
Leuc. mesenteroides Lb. helviticus
Levilactobacillus
acidifarinae
Lentilactobacillus
buchneri

Liml. frumenti
Lentilactobacillus

hilgardii
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2.2.3 Eksi Hamurun Ekmekcilik Acisindan Onemi ve Saghk

Uzerine Potansiyel Etkileri

Eksi hamur, ekmek iiretiminde 14.000 yildan fazla bir siiredir kullanilmaktadir
(Arranz-Otaegui ve dig. 2018) ve geleneksel uygulamalarda mayalama maddesi olarak
kullanilirken giiniimiizde artik organoleptik ozellikleri gelistirmek ve katki
maddelerine olan ihtiyac1 azaltmak i¢in giderek daha yaygm bir sekilde

kullanilmaktadir (Fernandez-Peldez ve dig. 2020).

Hamur ortaminda LAB ve mayalarin faaliyetiyle nisasta hidrolize edilir,
hamurda daha fazla asit birikir ve gluten pargalanir; bunlarin timii hamurun
dokusunun, ucucu bilesenlerin konsantrasyonunun, yapisinin ve mikrobiyolojik raf

Omriiniin iyilestirilmesine katkida bulunur (Siepmann ve dig. 2018).

2.2.3.1 Tekstiirel Ozellikler Uzerine Eksi Hamurun Etkisi

Bugday ve ¢avdar unu proteinlerinin hidrolizi ekmegin tadi, hacmi ve dokusu
acisindan oldukca 6nemli bir prosestir. Bugday ununun temel bileseni olan gluten
gliadin ve gluteninden olusan bir depo proteindir (Bi ve dig. 2023). Fermentasyon
sirasinda eksi hamurda, LAB tarafindan asetik asit ve laktik asit {iretimine ve unun
icerdigi enzimlerine bagli olarak glutenin proteolizi ve nisastanin orta derecede
hidrolizi meydana gelir ve bunun sonucunda pH diiser (Siepmann ve dig. 2018). Artan
asitlik gluten proteinlerinin ¢dziinmesine yol agar (Arendt ve dig. 2007), nisastanin
hidrolizini hafifletir ve arabinoksilanlar1 pargalayan ksilanaz aktivitesini arttirir (Fekri
ve dig. 2023) boylelikle hamur sisteminin viskoelastik yapisini degistirir (Nutter ve
dig. 2019). pH'min diismesiyle birlikte proteinler pozitif yiiklenir ve molekiil i¢i bag
artar, gluten agilir ve hidrofobik kiimeler agiga ¢ikar; dolayistyla hamurun stabilitesi
ve karigtirma siiresi azalir. Gluten agindaki bu degisiklikler ayn1 zamanda hamurun
elastikiyetini ve sikiligin1 da azaltir. Diigiik pH seviyelerinde nisasta graniillerinin su
baglama kapasitesi artar ve bu da ekmek hacminin artmasina neden olur (Chen ve dig.

2016).

Asitlenmenin ikincil etkisi ise unun enzim aktivitesinde meydana gelen

degisikliklerdir. LAB, glutenin ¢esitli prolin kalintilarin1 hidrolize edebilen ve daha
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fazla uzayabilirlige sahip, daha stabil ve daha az elastik bir emiilsiyon olusturabilen
karmasik bir proteaz sistemine sahiptir. Un proteaz enzim aktivitesi i¢in optimum pH,
fermantasyon sirasinda organik asitlerin iiretimiyle ulasilir. Proteaz aktivitesine ek
olarak pH'min diismesi, piring bazli iirtinlerde 6nemli olan amilazin deaktivasyonuna
neden olur ¢iinkil piringteki a-amilazin aktivitesi, kirintiy1 yapiskan hale getirir ve
irliniin hacmini azaltir. Bununla birlikte, eksi hamurun asitligindeki daha fazla artis
olumsuz bir etkiye sahiptir ve gliadin ve glutenin hidrolizinin yani sira glutenin
parcalanmasi nedeniyle son iiriinlin gaz icerigini ve hacmini koruma yetenegi azalir

(Fekri ve dig. 2023).

Hamurun viskoelastik 6zellikleri; karistirma toleransina direng, elastikiyet,
uzayabilirlik ve gaz tutma kapasitesi anlamina gelir (De Vuyst ve dig. 2017). Sonug
olarak, proteolize ugrayan gluten daha fazla uzayabilirlige sahip, daha stabil ve elastik
bir emiilsiyon {iretir. Glutenin tamamen parcalanmasi saglanirsa elde edilen iiriinler

¢Olyak hastalar icin giivenli olabilecektir (Fernandez-Pelaez ve dig. 2020).

Gluten iizerindeki etkisine ek olarak LAB’ler (Leuc. mesenteroides) eksi
hamurda dekstran {iretimi ile ekmegin dokusunun gelismesine katki saglar (Calvert ve
dig. 2021). Ayrica hamur ortaminda mayalar da, gluten aginin biitiinliiglinii ve giiciinii
onemli bir sekilde artiran glutatyon, gliserol ve piruvik asit gibi bilesikler lireterek

ekmegin dokusuna katkida bulunurlar (Hernandez-Parada ve dig. 2022).

Eksi hamurun fermantasyonunda LAB tarafindan {retilen EPS, ¢esitli
fonksiyonel aktivitelere sahip olmasinin yani sira hidrokolloid olarak da hamurun
reolojik ozellikleri ve iriinlerin doku oOzelliklerinde de olumlu rol oynamaktadir
(Zhang ve dig. 2019). Yapilan bir ¢alismada EPS iireticisi Weissella cibaria NC516.11
susunun karabugday eksi hamur ekmeginde kontrol grup ile karsilastirildiginda
pisirme kaybini azalttig1, spesifik hacmi arttirdig1 ve 72 saatlik depolamanin ardindan
ekmek i¢in 6nemli bir kalite parametresi olan sertligi %25,53 azalttig1 tespit edilmistir.
Burada EPS hamur asamasinda suya ve diger hamur bilesenlerine siki bir sekilde
baglanarak nemi korumakta ve nihai Uriinlin sertliginin azalmasina yardimci

olmaktadir (Zhang ve dig. 2023).
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2.2.3.2 Aroma Gelisimine Eksi Hamurun Etkisi

Proteinlerin parcalanmasi ekmegin lezzet gelisiminde 6nemli bir adimdir.
Proteoliz sonucu aroma bilesiklerinin Onciisii olan amino asitler tretilir. Tiiketiciler
ekmegin goriinlimiine, hacmine, rengine, tadina ve aromasima Ozellikle dikkat
etmektedir. Bununla birlikte ekmegin aromasi, tiiketici kabul edilebilirligi ve {iriiniin

taninmasi agisindan en 6nemli 6zellik olarak kabul edilmektedir.

Farkli ekmek tiirlerinin 500'e kadar aroma bilesigine sahip olabilecegi rapor
edilmistir. Ekmegin lezzetini olusturan niceliksel olarak en 6nemli kimyasal gruplar;
aldehitler, alkoller, ketonlar, esterler, asitler, pirazinler ve pirolinlerin yani sira
hidrokarbonlar, furanlar ve laktonlar gibi diger bilesiklerdir. Bu ucucu bilesikler
ekmek i¢inden, kabuktan veya her ikisinden de kaynaklanabilir. Ekmek i¢cindeki ugucu
fraksiyon, hamurun yogurulmasi sirasinda ve esas olarak hamur sekerlerinin mayalar
ve LAB'leri tarafindan fermantasyonu sirasinda enzimatik reaksiyonlarla olusturulur

(Galoburda ve dig. 2020; Pico ve dig. 2015).

Aldehitler, ketonlar ve alkoller de lipid oksidasyonuyla olusurken kabukta
ucucu bilesen, enzimatik olmayan Maillard reaksiyonlar1 (karbonil bilesiklerinin
Strecker bozunmasi dahil) ve sekerlerin karamelizasyonu gibi pisirme sirasinda
meydana gelen termal reaksiyonlarla olusturulur. Ayrica, kabuk olusumu sirasinda
kirintidan kabuga ve bunun tersi yonde koku aktarimi gergeklesebilmektedir (Pico ve

dig. 2015).

Laktik asit ve asetik asit orani, ekmegin aromasini etkileyen onemli bir
faktordiir ve fermentasyonda rol alan mikroorganizma, fermentasyon sicakligl ve unun

tiiriinden etkilenir (Moroni ve dig. 2009).

Xu ve ark. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada iki ¢esit maya (Meyerozyma
guilliermondii EH1 ve Pichia kudriavzevii EP1 ile Frul. sanfranciscensis DSM20451
starter olarak eksi hamur yapimimda kullanilmistir. Elde edilen eksi hamurlar ekmek
yapiminda yer almis ve lretilen ekmeklerin aroma profilleri degerlendirilmistir. Her
iki karigik kiiltiirle hazirlanan ekmekler de Frul. sanfranciscensis ile hazirlanan
ekmege gore etil-asetat (tatli, cigceksi), etil-heksanoat (meyveli, likor), izoamil asetat
(muz), propil laktat (meyveli, likor), fenil etil asetat (¢igek) gibi spesifik bilesikler

icermektedir. Ancak P. kudriavzevii EP1 ile izoamil laktat (krem ve ceviz) ve M.
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guilliermondii EH1 ile (E, Z)-2,6-nonadienal (salatalik) ve etil dekanoat (meyveli)
bilesikleri elde edilmistir ve bu durum farkl: starter kiiltiirlerin ekmegin tadi iizerinde

tiire 6zgl bir etkiye sahip oldugunu gdstermistir.

2.2.3.3 Raf Omriiniin Arttirilmasinda Eksi Hamurun Etkisi

Ekmeklerin saklama siiresini sinirlayan temel faktor bayatlamadir. Esas olarak
ekmekte ve diger nisasta iceren gidalarda meydana gelen ve bunlarin lezzetini azaltan
faktor olan bayatlama ayni zamanda ekonomik kayiplara da sebep olmaktadir

(Mihhalevski ve dig. 2012).

Bayatlama mekanizmas1 tam olarak belirlenmemis olmasma ragmen,
degisimden sorumlu olan en 6nemli nedenler amilopektin retrogradasyonu, nisasta-
gluten etkilesimleri ve ekmegin mikro yapisindaki nemin taginmast ile ilgili oldugu
bilinmektedir (Fadda ve dig. 2014; Barros ve dig. 2018). Bu olaylar, somunlarda
kabukta gevreklik kaybi, su tutma kapasitesinde kayip, ekmek ici sertliginde artis ve
organoleptik 6zelliklerde kayipla sonuglanir (Barros ve dig. 2018).

Pisirme sirasinda ekmegin i¢ sicakligi yaklasik olarak 99 °C'ye ulasir, bu sirada
nisasta graniilleri siser, jelatinlesir ve kismen sivilasir. Soguduktan sonra, depolama
sirasinda nisastanin kristal yapisi yavas yavas eski haline doner ve bu olaya nigasta
retrogradasyonu denir (Mihhalevski ve dig. 2012). Nisasta ekmegin ve diger nigasta
acisindan zengin gidalarin bayatlamasina olan katkis1 nedeniyle genellikle istenmeyen
etkilere sahiptir. Bununla birlikte kahvaltilik tahillar, yar1 haslanmis piring ve
kurutulmus patates piiresi liretimi gibi baz1 uygulamalarda yapisal, mekanik duyusal
ozelliklerin modifikasyonu ve ayrica retrograde nisastanin daha yavas enzimatik
sindirimi ve glikozun kan akisina orta diizeyde salinmasini saglayici rolii ile besinsel

Onem agisindan arzu edilebilir 6zellikler gosterebilmektedir (Wang ve dig. 2015).

Eksi hamur kullanimi {riinde; pH'y1 distlirerek mikrobiyal gelisimi
siirlandirmakta ve laktik asit fermantasyonu sirasinda nisastanin pargalanmasi ile
bayatlamay1 geciktirerek raf dmriinii arttirmaktadir (Fernandez-Peldez ve dig. 2020).
Yunan peynirinden izole edilen Lacc. paracasei K5 susunun inokiile edilmesiyle
hazirlanan 6n hamur 30 °C’de fermente edilip yeniden tazelenerek fermentasyona

birakilmistir. Elde edilen eksi hamur sirasiyla %20 ve 30 olmak {izere kullanilarak L1
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ve L2 ekmekleri iiretiminde kullanilmistir. Bu ekmeklerin makroskobik incelemesi
sonucu rop bozunmasi 15 ve 16. giinlerde tespit edilmistir. Yerel bir firindan saglanan
yabani mikroflorali eksi hamurun %20 ve %30 oraninda kullanildig1 kontrol
ekmeklerinde ise bozunma 10 ve 11. giinde meydana gelmistir. L1 ve L2 ekmeklerinin
daha uzun raf 6mrii laktik ve asetik asitin yliksek konsantrasyonlari ile iliskili olup
antimikrobiyal aktivite gostererek rop bozunmasini geciktirmistir (Mantzourani ve

dig. 2019).

Yapilan bir diger ¢alismada kontrol ekmeginde NaCl azaltimina dayali iki
giinliik raf omrii kaybi, diistik tuzlu ekmege Lb. amylovorus DSM19280 antifungal
susu igeren %6 oraninda eksi hamurun eklenmesiyle telafi edilebilmistir (Belz ve dig.

2019).

2.2.3.4 Beslenme ve Sindirim Uzerine Eksi Hamurun Etkisi

FODMAP Azaltilmasi

Bilindigi iizere bugday insan tiikketimi i¢in 6nemli bir temel gidadir ve bugday
gida irlinlerinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bununla beraber bugday ve
onemli bir proteini olan gluten igeren {iriinler cilt sorunlari, yorgunluk, migren,
obezite, otizm ve gastrointestinal rahatsizliklar gibi ¢ok c¢esitli durumlarla
iligkilendirilmistir (Graga ve dig. 2021; Muir ve dig. 2019). Bu durum diinya ¢apinda
bunlarin tiiketimini azalmis ve glutensiz iirlinlere olan talebin 6nemli 6l¢iide artmasina

yol agmistir (Graga ve dig. 2021).

Colyak hastaliginda (CH) goriilen gluten intoleransi dnemli rahatsizliklarin
basinda gelmektedir ve popiilasyonun %]1’ini etkilemektedir. Ince bagirsak
mukozasinda ishal, kabizlik, siskinlik, bulant1 ve kusma gibi akut yan etkilere ve uzun
vadede kullanima bagl olarak vitamin, mineral gibi maddelerin malabsorbsiyonuna
sebep olur (Aljada ve dig. 2021). Mevcut tedavi bugday basta olmak {izere cavdar,
arpa gibi gliiten iceren tiriinlerin tiiketilmedigi diyet uygulanmasidir ( Foschia ve dig.

2016).

Yapilan ¢aligsmalar gastrointestinal bozukluklari tetikleyen tek suclunun gluten

olmadigin1 ortaya koymustur (Graca ve dig. 2021). Bugdayda ve gluten iceren
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gidalarda gluten ile birlikte bircok bilesen bulunur. Bu bilesenler fermente edilebilir
oligosakkaritler, disakkaritler, monosakkaritler ve polioller (FODMAP'ler) ad1 verilen
kisa zincirli karbonhidrat grubunun iiyeleridir (Garnweidner-Holme ve dig. 2022). Bu
gruba ait bilesiklerin belirli miktarlari sindirim sistemi iizerinde olumlu etkiye sahiptir.
Ince bagirsakta sindirimi gergeklesmeyen FODMAP’lerin  fazlasi bagirsak
mikrobiyotasinda degisiklik ve beraberinde irritabl bagirsak sendromunu getirmistir
(Dimidi ve dig. 2019; Pejcz ve dig. 2023). Bu problem ¢olyak olmayan gluten
hassasiyetininden muzdarip bireylerin en ¢ok sahip oldugu gastrointestinal
rahatsizliktir. Diinya capinda kadinlarin yaklasik %12'sinde erkeklerin ise %8,6's1
IBS'den muzdariptir ve semptomlar kadinlarda erkeklere kiyasla daha siddetli
seyretmektedir (Arora ve Chandel 2023). FODMAP’ler iki mekanizma ile

semptomlari arttirdig1 diisiiniilmektedir;

1) Bagirsak liimeninde ozmotik olarak aktif olan fruktoz gibi diisiik molekiiler
kiitleli FODMAP’lerin varliginda suyun ince bagirsaga ¢ekilmesi ile ortaya
cikar. Sonugta bagirsaga giren stvinin hacmi artar ve siskinlige neden olur.
Bu durum saglikli kisilerde dogal bir miishil etkisi saglarken; IBS
hastalarinda ishale sebep olabilir.

1) FODMAP'lerin bagirsak bakterilerince hizli fermantasyonu kisa zincirli
yag asitleri (SCFA) ve gaz iiretimine (karbondioksit, hidrojen ve metan
gibi) dolayisiyla da kolonu genisletip siskinlige ve rahatsizliga neden
olabilir (Menezes ve dig. 2018).

Her ne kadar IBS hastalarinda yliksek FODMAP igeren gidalarin tiiketimi
rahatsizliga sebep olsa da tamamen elimine edilmesi diyet liflerinin ve g¢esitli
fitokimyasallarin diisik alimma neden olabilir. Ustelik FODMAP’ler prebiyotik
olarak islev goriirler ve bunlarin tamamen ortadan kaldirilmas1 bagirsak
mikrobiyotasinda disbiyozla sonuclanabilir. Tiim bunlarin 151831nda FODMAP'lerin
diyetten kati bir sekilde cikarilmasi yerine esas olarak IBS semptomlarinin
hafifletilmesi i¢in diisik FODMAP diyeti uygulanabilir (Arora ve Chandel 2023;
Gobbetti ve dig. 2019). %1,5-3,7 oranlarinda bulunan fruktanlar temel tahil
FODMAP!'leridir ve bunlan fruktoz (%1,1-3,8), sorbitol (iz miktarda), mannitol (iz
miktardan %1,6'ya kadar) ve rafinoz (%1,4-3,8) takip eder (Gobbetti ve dig. 2019).
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Eksi hamurun FODMAP seviyesini azaltmanin ardindaki temel mekanizma,
eksi hamur kiiltliriiniin (6zellikle mayalarin) fermantasyon islemi sirasinda fruktanlar
parcalayabilmesidir (Muir ve dig. 2019). Fruktanlarin hidrolizi, aynt zamanda
sakkaroz ve rafinozu da hidrolize eden ayn1 enzim olan maya invertazi tarafindan
katalize edilir (Laurent ve dig. 2020). Bugday ve ¢avdarin eksi hamur fermantasyonu
sirasinda nisasta, un a-amilazi tarafindan maltodekstrinlere bunlar da daha sonra un -
amilazi tarafindan fermente edilebilir karbonhidrat olan maltoza dontistiiriiliir (Oshiro
ve dig. 2021; Menezes ve dig. 2018). Hamur asamasinda mikrobiyal invertaz, undaki
sakkarozu hizla glikoz ve fruktoza ayirir. Glikoz enerji kaynag: olarak kullanilirken,
fruktoz heterofermentatif LAB tarafindan mannitole indirgenebilir. Genel olarak,
sakkaroz, maltoz, glikoz ve friikktoz gibi tiim fermente edilebilir karbonhidratlar hamur
fermentasyonunun ilk saatlerinde hizla tiikenirken, daha yiiksek derecede
polimerizasyona sahip karbonhidratlar (fruktanlar gibi) daha sonra kullanilir. Uzun
stireli fermantasyon, FODMAP'lerin daha belirgin bir bozunmasini saglayabilir

(Menezes ve dig. 2018).

Boakye ve dig. (2022) 22 farkli bugday ¢esidin yer aldigi 4 ve 12 saat siireli tip
1 eksi hamur fermentasyonunda uzun siireli fermantasyonun fruktan ve rafinoz oranin
%69’a varan oranlarda azalttigini tespit etmistir. Ancak ¢alismada mannitol artisi
gbzlenmis olup laktobasillerin mannitol tiikketmesi ve uygun hammadde sec¢imi ile

mannitol iceriginin azaltilabilecegi 6ne siirtilmistiir.

GI’min Diisiiriilmesi

Eksi hamur fermantasyonu, ekmegin GI degerini azaltabildigi i¢in eksi hamur
bugday ekmegi, diisiik glisemik indeksli (GI) bir gida olarak kabul edilmektedir (Fang
ve dig. 2023). Eksi hamur fermentasyonunda gidalarin glisemik indeksinin

diisiiriilmesinde rol oynayabilecek iki potansiyel mekanizma vardir:

(1) Asitlik diizenlemesi: Eksi hamur fermentasyonu sirasinda {iretilen organik
asit, gidanin pH'im diistiriir, bu da gidalarda bulunan karbonhidratlarin sindirimi ve
emilimini yavaglatir (Wang ve Wang 2024). Burada esasen nisastanin
sindirilebilirligini azaltan laktik asit ve gastrik bosalma siiresini uzatabilen asetik ve

propiyonik asit gibi organik asitlerdir (Fang ve dig. 2023).
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(i) Sakkarifikasyonun engellenmesi: Eksi hamur fermantasyonu sirasinda
tiretilen organik asitler, gidadaki sekerlenme reaksiyonlarini inhibe edebilir. Boylece
glikasyon (karbonhidratlarin proteinler veya yaglarla birlesmesi) siirecindeki

hiperglisemik reaktif maddeler olusumu azalir (Wang ve Wang 2024).

Mineral Biyoyararhhiginin Arttirilmasi

Tahil bazl gidalar K, P, Mg ve Zn gibi mineralleri igerebilirken ayn1 zamanda
mineral emilimini azaltabilen fitik asit de igerirler. Fitik asit, kalsiyum, demir,
potasyum, magnezyum, manganez ve ¢inko gibi minerallerle fitatlar olusturarak onlar1
¢coziinmez hale getirir (Feizollahi ve dig. 2021). Ayrica fitik asit, trypsin, pepsin, o-
amilaz ve B-galaktosidaz gibi enzimlerin aktivitesini de azaltir (Anastasio ve dig.

2010).

Fitaz gibi fitik asit pargalayici enzimler, fitik asidin fosfomonoester baglarini
kirarak onu diisiik inositol fosfat esterlerine ve inorganik fosfata doniistiirebilir. Bu
enzim,; tahillarda, baklagillerde ve LAB’de dahil olmak iizere mikroorganizmalarda

endojen olarak bulunur (Mohammadi-Kouchesfahani ve dig. 2019).

Fitat icerigini azaltmak amaciyla gida isleme sirasinda eksojen fitik asit
parcalayict enzimlerin eklenmesi veya fitaz aktif maya, LAB veya diger
mikroorganizmalarin eklenmesi diisiiniilebilir. Her ne kadar bugday ve ¢avdarda fitaz
bulunsa da, aktiviteleri tam tahilli ekmekteki mineral biyoyararliligini artirmak i¢in
yetersizdir (Yildirim ve Arici, 2019). Eksi hamur fermantasyonunun kullanilmasi fitik
asit icerigini; mikrobiyal metabolizma tarafindan fitaz iiretilmesiyle ve fermentasyon
neticesiyle tahilin endojen enzim sistemini aktive eden pH azalisiyla etkili bir sekilde
azaltabilir (Fang ve dig. 2023). Cesitli calismalar, tam bugday ekmegindeki fitat
icerigini azaltmada eksi hamur fermantasyonunun (%62) maya fermantasyonundan

(%38) daha etkili oldugunu gostermistir (Sakandar ve dig. 2019).

Ekmek yapiminda hiicre dis1 fitaz aktivitesine sahip LAB'in bir starter kiiltiir
olarak kullanilmasi, hiicre i¢i fitaz aktivitesine sahip LAB'den fitik aside kolayca
erisebilirligi nedeniyle 6nemlidir. Bugday unu-baklagil ile hazirlanan Tip I eksi
hamurdan izole edilen W. confusa mk.zh95, Pediococcus pentosaceus mk.zh95 ve P.

pentosaceus mk.zh96 suslarinin extraseliiler fitaz aktivite gosterdigi tespit edilmistir
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(Mohammadi-Kouchesfahani ve dig. 2019). Yapilan bir baska ¢alismada ise eksi
hamur 6rneklerinden elde edilen LAB izolatlar1 arasinda fitaz aktivitesi en yiiksek olan
Levl. brevis HEB33 ve Lacp. plantarum ELB78 suslar tespit edilmistir (Yildirim ve
Aric1 2019).

Ayrica LAB ve maya tiirlerinin kombinasyonunun fitik asit igeriginde
azalmaya neden olabilecegi c¢esitli arastirmalarla gosterilmistir ve bu duruma eksi
hamur mikroflorasinda yer alan LAB ve maya tarafindan iiretilen ekstraseliiler
fitazlarin sinerjik etkisinin neden olabilecegi diislintilmiisiitiir (Alkay ve dig. 2024).
Ornegin; S.cerevisiae 12815, S.cerevisiae 12808, Lacc. paracasei 1.G0260, Lacp.
plantarum 1L.G1034 ve Lc. lactis LG0827 suslarin tek tek veya bir maya-bir LAB
susu starter olarak kullanildig1 TipIl eksi hamurda fitik asit azalis1 rapor edilmistir. Tek
tiir iceren fermente eksi hamurun fitik asit bozunma hizi, karisik kiiltiir igeren fermente
eksi hamurun fitik asit bozunma hizindan daha diisiik bulunmustur (Fang ve dig.

2023).

Eksi hamur prosesinde hiicre dis1 fitaz aktivitesi gosteren suslarin kullanimi

mineral biyoyararlilig1 i¢in tercih edilebilecek bir yol olabilir.

Tuz Azaltimm

Tuz, hamur ve ekmegin 6zelliklerinde énemli bir role sahip olan bilesendir.
Mayalarin aktivitesini kontrol edilmesi, gluten agimi gili¢lendirmesi, lezzeti
tyilestiricilig ve su aktivitesini azaltarak koruyucu olarak rol oynar. NaCl, bugday

ekmeginin duyusal 6zelliklerinde etkili bir faktordiir (Mollakhalili ve dig. 2023).

Diyetteki yiiksek Na tiiketimi (yaklagik 10 g/giin), felg, mide kanseri, bobrek
hastaligi ve kemik demineralizasyonu riskleriyle baglantis1 olan kardiyovaskiiler
hastaliklar ve hipertansiyonun en énemli nedenlerindendir (Alkay ve dig. 2024). Bu
sorunlarin istesinden gelebilmek amaciyla tuz tiiketiminin azaltilmasi en Onemli

basamaktir. Arastirmacilar bu baglamda farkli metot 6nermistir;

[.  Monosodyum glutamat, amino asit gibi tat arttiricilar
II.  KCI gibi tuz ikame maddesi kullanmak
III.  Tat kontrast1 yoluyla NaCl algisinin arttirilmasi
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IV.  Eksi hamur kullanimi

Bu yontemlerden eksi hamur prosesi; tuz icerigindeki azalmanin maskelenmesi ve
firinlanmig triinleri fonksiyonel anti-hipertansif bilesiklerle zenginlestirebilmesi
nedeniyle uygun bir yaklagim olabilir (Belz 2016).

Fermantasyon sirasinda aroma verici sebest amino asitler ve amino asit
tiirevlerinin sentezi nedeniyle, LAB tiirline ve susa bagl olarak da eksi hamurun tuz

azaltimi iizerinde telafi edici etkileri vardir (Sakandar ve dig. 2019).

Belz ve dig. (2019) tarafindan yapilan arastirmada Lb. amylovorus DSM19280
ve W. cibaria MG1 suglariin starter olarak kullanildigi eksi hamurun ¢esitli oranlarda
eklenmesiyle hazirlanan diisiik tuz igeren ekmeklerin; raf Omriiniin arttigi, daha
yumusak i¢ yapist ve daha yiiksek ekmek hacmine sahip oldugu ve ayrica iyi bir
duyusal profil sergiledigi belirtilmistir.

Ayrica LAB’ler tahillarin fermentasyonu sirasinda fenolik asit rediiktaz, fenolik
asit dehidrojenaz ve glukozidaz vb. dahil olmak iizere bazi enzimleri aktive ederek
hamurun toplam fenolik igerigininin artmasina bdylece hamurun antioksidan

kapasitesinin gelistirilmesine katki saglamaktadir (Fang ve dig. 2023).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Kullanilan Suslar ve Gelisme Ortamlar:

Tez calismasi kapsaminda Pamukkale Universitesi Gida Miihendisligi Kiiltiir
Koleksiyonundan (PUFECC) 4,6 ve 4,3 alfa glukanotransferaz enzimi liretici genini
tagtyan ve tasimayan laktik asit bakterileri kullanilmistir. Koleksiyondan iki
basamakta nihai sus se¢imi yapilmustir. {lk olarak -80°C’de muhafaza edilen suslar
MRS veya M17 agar besiyeri ortamina (Merck, Almanya) ¢izilip ve 30 ve 37 °C’de
inkiibe edilmistir. Gelisen tipik kolonilere 4,3 ve 4,6 alfa glukanotransferaz genlerine
0zgll primerler ciftleri ile koloni PZR uygulanarak g#/B geninin varligi kontrol
edilmistir. Uygulanan koloni PZR igerigi ve basamaklar1 sirasiyla Tablo 3.3 ve 3.4’

te Ozetlenmistir.

Tablo 3.3: gt#/B geni tespiti i¢in kullanilan PZR bilesimi

PZR Bilesenleri Miktar (ul)
5X One Taq Reaction Buffer 10 ul

10 mM dNTPs 1l

10 uM Forward Primer 1wl

10 uM Reverse Primer 1l
Template DNA Koloni

5X One Taq DNA Polymerase 0.5ul
ddH20

Toplam reaksiyon hacmi 50 pl

Tablo 3.4: gt/B geni tespiti i¢in kullanilan PZR dongiisii

Sicaklik Sure  Dongt
Asama (°O) Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyonu 94 1.5dk X1
Denatiirasyon 95 30s
Baglanma Tm-5 1 dk X 30
Uzama 68 60 s/kb
Son Uzama 68 5dk X1

Kullanilan primerler 4,3 ve 4,6 AGT enzimi genine 6zgii olup 6zellikleri Tablo

3.5’te belirtilmistir. Elde edilen koloni PZR f{iriinleri %1 agaroz jelde yiiriitiilmiis ve
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jel griintiileme sisteminde (Labourma, Fransa) goriintiilenmistir. Geni igeren suslar
pozitif [AGT (+)] icermeyenler ise negatif [AGT (-)] olarak tanimlanmstir. Se¢ilen

bakteri suslar1 ve 6zellikleri Tablo 3.6’da verilmistir.

Tablo 3.5: PZR reaksiyonlarinda kullanilan primerler

Primer Sekans 5’ - 3’ Tm (°C)
Liml GTFB1-M-ECORI-F1 ACA AGC CAG ATG GTA AGAC 52,26
iml.
reuteri
GTFB2-M-KPNI-R1 CGG TTA ACA ATA CTA 50,63
GTFBI1-F ACA AGC CCA RGA TGG TAA 56,40
Liml.
fermentum
GTB-B2-R TCG CCA TTA GST AATTT 45,20

Tablo 3.6: Calismada kullanilan bakteriyel suslar ve 6zellikleri

Sus Ad1 Gelisme Ortami Sicaklik Ozellik

(°O)
Liml. reuteri PFC 338 MRS Agar/Broth 37 4,6 AGT (+)
Liml. reuteri PSC 73 MRS Agar/Broth 37 4,6 AGT (-)
Liml. fermentum PFC 282 ~ MRS Agar/Broth 30 4,3 AGT (+)
Liml. fermentum PFC 268 = MRS Agar/Broth 30 4,3 AGT (-)

3.2 Eksi Hamur Ortam Analizleri

3.2.1 Eksi Hamur Uretim Deseni ve Ornekleme

Eksi hamur ortaminda starter kiiltiir olarak kullanilacak 4,6 ve 4,3 AGT (+) ve
(-) suslar -80°C’den MRS ortamina inokiile edilmis ve Liml. fermentum igin 30 °C,
Liml. reuteri igin 37 °C’de inkiibe edilmistir. Bu basamak iki defa tekrarlanmustir.

Gelisen suglar 30 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiistiir. Hiicre pelleti PBS tamponu
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ile tekrar coziindiiriilerek yikanmis ve santrifiij edilmistir. Bu basamak 2 defa
tekrarlanmis ve son olarak pellet PBS’de ¢oziilmiistiir. Hiicrenin yogunlugu ODesoo nm’

de 1 olacak sekilde ayarlanmistir.

Hamur ortami olusturmak amaciyla hamur verimi 200 olacak sekilde
Carrefoursa marka 6zel amacli katkisiz un (2023) ve musluk suyu kullanilarak master
hamur olusturulmustur. Ardindan bu hamur esit agirlikta parcalara ayrilmistir. Her
hamur bir adet sus ile inokiile edilmistir. Diger yandan kontrol olarak ise
mikroorganizma ilavesi olmayan hamur kullanilmistir. Hamurlara bakteri inokiilasyon

oranlar1 ve fermantasyon sicakliklari agagida Tablo 3.7’de verilmistir.

Tablo 3.7: Eksi hamur deneme deseni

Hamura Inokiile Edilen Mikroorganizma Sayisi Fermantasyon
(kob/ml) Sicakhig:
Kontrol 4,6 AGT(+) 4,6 AGT() 43AGTH# 4,3 AGT() Q)
- 10 10 10 10 25
- 10* 10* 10* 10* 25
- 109 109 10° 106 25
- 10? 10? 10? 10? 30
- 10* 10* 104 10* 30
- 10° 10° 10° 10° 30

Hamurlarin pH 4,5+0,1 oldugu noktada fermentasyon sonlandirilmis ve bu
hamur %10 oraninda yeniden hazirlanmis hamura pasajlanmistir. Pasajlama basamagi
3 defa tekrarlanmistir. Her pasajlama noktasinda fermente hamurlardan aseptik

sartlarda 6rnekler alinmig ve daha sonraki analizler i¢in -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2 Eksi Hamurlarin pH ve Toplam Titrasyon Asitligi Analizi

Fermantasyon sirasinda hamurlarin pH degerinin takibi amaciyla 10 g hamur
ornegi 100 mL distile su i¢inde homojenize edilmis ve daha sonra dijital pH metre

(Isolab, 040443) ile pH degeri ol¢iilmiistiir.

Hamurlarin toplam asitlik degisimi fermantasyon boyunca pH:4,5 oldugu her

noktada dl¢iilmiistiir. Kisaca 10 g 6rnek 100 ml distile su igerisinde ¢oziindiirtiliip kaba
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filtre kagidindan gecirilmistir. Siiziintiiden 10 ml erlene alinip {izerine 1-2 damla % 1
fenol fitaleyn damlatilip 0,1 N NaOH ile rengi hafif uguk pembeye donene kadar titre
edilmistir (Lefebvre ve dig. 2002). Orneklerin toplam titre edilebilir asitlik oranlart
%Iaktik asit olarak asagidaki Denklem 2’ye gore hesaplanmistir:

%Toplam Asitlik = Z2E X;"quwo o

N: NaOH normalitesi

V: Harcanan NaOH miktar1 (ml)

F: NaOH faktorii

mEq: Ornekteki organik asitin mili ekivalen agirlig1 (g) (LA: 0,090 mEq)

G: Ornek agirhig (g)

3.2.3 Eksi Hamur Mikrobiyal Analizleri

Hamurlarda  mikrobiyolojik ~ sayimlar  fermentasyonun  pasajlama
basamaklarinda fermente hamurdan 10 g 6rnek alinarak gergeklestirilmistir. Alinan
hamur 90 ml peptonlu fizyolojik tuzlu su ile homojenizatérde (Seward Medical,
London, UK) homojenize edilmis ve uygun diliisyon oranlarina seyreltilmistir. %0,01
siklohekzimid katkilt MRS (Merck, Almanya) ve GM17 (% 0,5 glikoz) agar ile LAB
sayimi (ISO 15214 1998), Plate Count Agar (PCA) ortaminda da Toplam Aerofilik
Mezofilik Bakteri (TAMB) saymmi 30 °C’de 72 saat inkiibasyon sonunda tespit
edilmistir (APHA 2001). Hamurdaki maya sayimmi ise Dichloran Rose Bengal
Chlortetracycline Agarda (DRBC agar) 25 °C’de 3-5 giin inkiibasyon sonunda
belirlenmistir (Meroth ve dig. 2003; Ozel 2012).

3.24 Eksi Hamur Denature Gradient Jel Elektroforezi

Fermentasyon boyunca toplanan hamurlardaki LAB c¢esitliligi tespiti i¢in
kiiltiirden bagimsiz denatiire gradiyan jel elektroforezi (DGGE) kullanilmistir. Bunun

icin  hamurlardan ilk asamada mikrobiyal genomik DNA izolasyonu
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gerceklestirilmistir. Kisaca; 10 g hamur 6rnegi 90 ml peptonlu fizyolojik suda
homojenize edilmistir. Bu homojenizattan 50 ml alinarak bakteri DNA’s1 izolasyonu
gergeklestirilmistir. Ortamdan hamuru uzaklastirmak i¢in 50 ml’ lik homojenizat 1000
g’de 5 dakika santriflij edilmistir. Olusan siipernatant steril falkona alinmis ve 5000
g’de 15 dakika santrifiij islemi uygulanarak iist faz uzaklagtirnlmistir. Kalan hiicre
pelletleri PBS tamponu ile iki kez yikanarak DNA izolasyon basamagina gecilmistir.
LAB’larin genomik DNA’s1 izolasyonunda Bacterial & Yeast Genomic DNA
Purification Kit (Gdansk, Polonya) kullanilmistir (Pitcher ve dig. 1989).

PZR-DGGE analizinde, LAB i¢in literatiirde yaygin olarak yer alan %25-50
oranin aksine %30-60 oranlarinda iire-formamid iceren gradiyent poliakrilamid jel
kullanilmistir. Bu oranlardaki poliakrilamid jellerin hazirlanmasinda kullanilan temel

bilesenlerin 100 ml i¢in kullanilan miktarlar1 Tablo 3.8’ verilmistir:

Tablo 3.8: PZR-DGGE analizinde %25, %30, %50 ve %60’lik denatiire ¢ozeltinin
hazirlanmasinda kullanilan temel bilesenler ve oranlari (Fischer ve Lerman 1983).

Materyal Denatiire Cozeltinin Bilesimi
%25 %30 %350 %60
%40 Akrilamid/Bis (37.5:1) (ml) 20 20 20 20
50*TAE tampon (ml) 2 2 2 2
Formadid (ml) 10 12 20 24
Ure (g) 10,5 12,6 21 25,2
Steril saf su (ml) 57,5 53,4 37 28,8
Toplam hacim (ml) 100 100 100 100

Yukarida verilen bilesenler kullanilarak 15’er ml olarak c¢o6zeltiler
hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerden ikiser ml ependorflara alinmistir. Ayrilan ¢ozeltilerin
1 mI’lik bir tanesine jellesme ajani olarak 4 pl tetrametilendiamin (temed ) (Merck,
Almanya) ve 20 ul amonyum persiilfat (APS) (Sigma, ABD) (0,1 g/ml) ilave edilip
hizlica cam plakalarin arasina dokiilerek koruyucu bir alt jel tabakasi olusturulmustur.
Kalan 13 ml’lik jellere 8 pl temed ve 106 pl APS ilave edilmis ve karisim hizlica
gradiyent poliakrilamid jel hazirlama sisteminin (Gradient Former Bio Rad) haznesine

konulmustur ve cam plakalara arasina dolum yapilarak gradiyent jel hazirlanmistir.
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Polimerlesen jeller +4 °C’de bir gece bekletildikten sonra sicaklik kontrollii dikey

elektroforez (Thermo) sisteminde kullanilmastir.

Genomik DNA izolasyonunun ardindan bakterilerin 16S rDNA V3 bolgesi, 3’
terminal ucunda GC takili P338 6n primer (5’-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3")
ve P518 geri primer (5-ATTACCGCGGCTGCTGG-3") primerleri ile ¢ogaltilmistir
(Van der Meulen ve dig. 2007). PZR igerigi olarak 8 pl master mix (5*FIREPoIR
Master Mix/ SOLIS Bio Dyne, Tartu, Estonya), 1ul F338 primer, 1pul 518R primer ve
2ul genomik DNA ile hazirlanmistir ve toplam hacim steril ultra saf su ile 40 pl ‘ye
tamamlanmistir. Baslangi¢ denatlirasyonunun 95 °C 12 dakikada gerceklestigi ve
ardindan 95 °C'de 20 saniye denatiirasyon, 55 °C'de 45 saniye annealing ve 72 °C'de
1 dakika uzatma iceren 30 dongii ve son uzatma 72 °C’de 5 dakika oldugu PZR
programi uygulanmistir. PZR {irtinleri 60 °C sabit sicaklikta 15 dakika 50 V ve 4 saat
150 V olacak sekilde 9%30-60 araliginda denatiirant (7M iire ve %40 formamid) igeren
poliakrilamid jelde yiiriitiilerek ayrilmalar1 saglanmistir. Daha sonra jelller SYBR
Gold Nucleic Acid Gel Stain (Invitrogen, ABD) ile boyanarak jel goriintiileme
sisteminde goriintiilenmistir (Miambi ve dig. 2003; Van der Meulen ve dig. 2007;
Oguntoyinbo ve Dodd 2010).

3.25 Eksi Hamur Metagenom Analizi

Biyogesitliligin tiir diizeyinde tanimlanmasi i¢in ii¢lincli pasajlamadan sonra
pH 4,5’a ulastiginda alman hamur 6rneklerinden kiitiiphane olusturmak amaciyla
DNA izolasyonu yapilmis ve genomik DNA kalite kontrolii yapilmistir. Kiitiiphane
olusturmak i¢in, 16S rRNA geni spesifik primerler ile ¢ogaltirilip sonra saflastirma
yapilmustir. Index PZR asamasinda, illumina ikili indeksler ve adaptorler Nextera XT
index kiti kullanilarak eklenmis ve sonra saflastirma yapilmistir. Real time PCR ile
olusturulan kiitliphanelerin  konsantrasyonu dlgiilip 4 nM’a seyreltilerek
normalizasyonu yapilmistir. Normalizasyonu yapilmis olan Ornekler havuzlama
(pooling) yontemi ile birlestirilmistir. Kiitiiphane hazirlandiktan sonra sequencing by
synthesis yontemi ile her yeni dNTP eklendiginde, eklenen bazin floresan 1s1masi optik
olarak gdézlemlenip kaydedilmistir. Sekanslama sonrasinda iiretilmis olan veri, analiz
i¢in ham veri FASTQ formatina doniistiiriilmiistiir. Ham verilerin elde edilmesinden

sonraki tiim analizler QIIME 2 ile gerceklestirilmistir. Taksonomik analizler i¢in
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SILVA database kullanilmistir. Verilerin kalite kontroliiniin ardindan kimerik
okumalar belirlenmis, phred skorlar1 20'den kiigiik olan okumalarin, primer ve
barkodlarin kimerik okumalarin filtrelenmesi ile OTU’lar elde edilmistir. Elde edilen
OTU’larin taksonomik smiflandirilmasi SILVA veri tabani araciligiyla yapilmstir.
QIIME 2 biinyesinde yer alan pipelinelar kullanilarak alpha ve beta seyreltme
analizleri yapilmistir (Bolyen ve dig. 2018).

3.3 Eksi Hamur Ornekleri ile Ekmek Uretimi

Eksi hamur ekmegi {iretimi; starter olarak kullanilacak eksi hamurun tiretilmesi
ve bu hamurun da bir bilesen olarak kullanilip ekmek {iiretiminin yapildig: iki temel
basamagi icermektedir. {1k olarak hamur verimi 200 olacak sekilde un ve sudan olusan
master hamurun hazirlanmas: ve kontrol hamuru harig¢ diger hamurlarin gramimda 10°
kob bakteri olan siispansiyonun inokiilasyonu ile yapilmistir. Burada her bir hamur bir
adet starter bakteri igermektedir. 30 °C’de fermentasyona birakilan hamurlar 12 saatlik
zaman periyotlarinda yeni hazirlanan hamur ortamina %10 oraninda pasajlanmstir.
Ucgiincii pasajlamay: takip eden 12 saat sonra ekmek iiretimi basamagia gecilmistir.

Ayrica pasajlama basamaklarinda preferment hamurdan 6rnekler alinmistir.

Ekmek hamuru da Carrefoursa marka 6zel amacli katkisiz un ile hazirlanmastir.
%14 nem esasina gore un tartilmis ve karistiricinin (Kitchen Aid, ABD) yogurma
kabina konulmustur. Uzerine %2 yas maya (Pakmaya, [zmit) ve %1,5 tuz (Billur Tuz,
[zmir) eklenerek diisiik hizda 1 dakika kadar karistirilmistir. Kat1 faz karistirildiktan
sonra %15 eksi hamur ve su konularak 5 dakika yogrulmustur. Hamur %80’in
tizerindeki nispi rutubetteki fermantasyon dolabinda ve kitle fermantasyonuna tabi
tutulmustur. Ardindan 160 g’lik bezelere ayrilip elle katlanarak havalandirilip 10 dk
daha fermantasyon dolabinda bekletilmistir. Sekil verme islemi uygulanip 6zel
kaliplara alinan hamurlar 30 °C’de 45 dakika son fermantasyonun ardindan 220 °C’de

17 dakika pisirilmistir (Elgiin ve dig. 2012; Plessas ve dig. 2011).
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3.3.1 Preferment Hamurda Vizkozite Tayini

Hamurda viskozite tayini 0. giin ve ekmek hamuruna inokiile edilecek
preferment hamurlarda viskozimetre cihazi kullanilarak (Brookfield Model No:
RVDV-II, Ingiltere ) gerceklestirilmistir. 25 °C’de yapilan &lgiimler i¢in SC 14 nolu
prob kullanilmistir (Dan ve dig. 2022; Coda ve dig. 2018)

3.4 Eksi Hamur Ekmek Analizleri

Ticari mayaya ilaveten preferment hamur kullanilarak iiretilen ekmekler 220
°C’de 15-17 dakika pisirildikten sonra polietilen posetler iginde 25 °C sicaklikta ve
%65 nem oranma ayarli iklimlendirme kabininde (Niive-TK-120, Tiirkiye)
depolanmistir. Sadece retrograde amilopektinin termal 6zelliklerini belirlemek igin

ekmekler 4 °C sicaklikta tutulmustur.

34.1 Eksi Hamur Ekmeklerinin Tekstiir Analizi

Ekmeklerin doku profili analizi 0., 3., 5. ve 7. giinlerinde tekstiir analiz cihazi
(Brookfield Model No: CT3-4500, Ingiltere) ile TA3/1000 silindirik prop kullanilarak
gergeklestirilmistir. Ekmeklerden 1,8 mm kalinliginda dilimler kesilmis ve 6l¢iimler
0,07 N’luk bir tetik yiikii ve 1 mm/s'lik bir test hiz1 kullanilarak iki dongii olarak
uygulanmistir. Kaydedilen doku parametreleri sertlik, ¢ignenebilirlik, yapiskanlik ve
sakizimsiliktir (Demirkesen-Bicak ve dig. 2021; Sun ve dig. 2022).

3.4.2 Eksi Hamur Ekmeklerinin Spesifik Hacimleri

Eksi hamur ekmekleri oda sicakligia geldikten sonra agirlik ve hacmi kolza
tohumu ile yer degistirme esasina gore 6l¢iilmiistiir. Hacim degeri agirliga boliinerek

spesifik hacim degeri elde edilmistir (Elgiin ve dig. 2012).

53



343 Eksi Hamur Ekmeklerinin Diferansiyel Taramah

Kalorimetre (DSC) Analizi

Retrograde amilopektinin erime noktas1 ekmeklerin 0. giin ile, 3., 5. ve 7. giin
siirelerinde +4 °C’de yiiksek yogunluklu polietilen posette depolanan ekmek
numunelerinde tespit edilmistir. Analiz dakikada 5°C artis olacak sekilde 25-135 °C
araliginda argon gazi atmosferinde 3,2 mg ekmek ici kullanilarak Pelkin Elmer DSC
cihaz1 (Seteram DSC131 EVO, Fransa) ile ger¢eklestirilmistir (Kotsiou ve dig. 2022).

344 Eksi Hamur Ekmeklerinin Glisemik Indeks Degerinin

Belirlenmesi

Ekmeklerin tahmini glisemik indeksi (eGI), Englyst ve dig. (1992) ve Yaman
ve dig. (2019) tarafindan belirtilen yontemlere gore belirlenmistir. Glisemik indeksi in
vitro belirlemek icin 1 g homojenize ekmek Ornegi 5 ml deiyonize su ile
karistirilmistir. Daha sonra numuneye 10 ml pepsin-guar gum ¢dzeltisi ilave edilmis
ve 37 °C'de calkalayict su banyosunda (175 rpm) 30 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra, 0,5 M sodyum asetat soliisyonu (5,0 ml) ilave edilmis ve pH 5
ile 5,25 arasina ayarlanmistir. Pankreatin ve amiloglikozidaz (13,4 U/ml) iceren bir
enzim soliisyonu eklenmis ve hacim deiyonize su ile 50 ml'ye ayarlanmistir. Daha
sonra ornek calkalamali su banyosunda 180 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sirasinda 20, 30, 60, 90, 120 ve 180. dakikalarda 0,5 ml numuneler alinarak ayri test
tiiplerine yerlestirilmistir. Test tiipleri, enzimlerin denatlirasyonunu saglamak icin 5
dakika kaynar su banyosuna yerlestirilmistir. Daha sonra son hacim deiyonize su
kullanilarak 5 ml'ye ayarlanmig ve ornekler 4000 xg'de 5 dakika santrifiijlenmistir.
Bundan sonra, siipernatantin glikoz icerigi, 510 nm dalga boyunda bir
spektrofotometre (Shimadzu UV-1800, Japonya) ile GOPOD-formath K-GLUC

(Megazyme International Ireland Ltd.) test kiti kullanilarak belirlenmistir.

eGI, her oOrnegin hidroliz indeksi (HI) degerinden hesaplanmistir. Yerel
piyasadan temin edilen beyaz ekmek alaninin hidroliz egrisi altinda kalan alanin
boliinmesiyle HI degeri elde edilmistir. eGI, Gofii ve dig. (1997) tarafindan tarif
edildigi gibi asagidaki Denklem 3 kullanilarak hesaplanmistir.
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GI=39,71 + 0,549 x HI 3)

3.4.5 Eksi Hamur Ekmeklerinin Duyusal Analiz

Ekmeklerin duyusal 6zellikleri 7 skala hedonik test kullanilarak yaslar1 18-60
araliginda degisen egitimsiz panelistlerin esliginde gergeklestirilmistir. Pisirilip
sogutulan ekmekler plastik tabaklarda 1,8 mm kalinliginda dilimler halindekesilip

panelistlere sunulmustur. Bu amagla kullanilan form Ek A’da verilmistir.

3.5 4,6 ve 4,3 a-Glukanotransferazlarin Firincihk Uriinlerinde

Kullanilmasi ve Kalite Ozellikleri Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

Calismada daha onceden rekombinat Lc. lactis susu tarafindan iiretilen iki
farkli 4,6 ve 4,3 a-glukanotransferaz enzimlerinin firincilik {irtinlerinde bayatlamanin
geciktirilmesi ve/veya glisemik indeksin diisiiriilmesi yoniinde etkili olup olmadig,
firincilik Giriinleri igerisinde olduk¢a 6nemli oranda tiiketimi olan roll ekmek ve pogaca
tiretimleri gergeklestirilmistir. Bu amagla 4 U /g un aktiviteye sahip olacak sekilde
liyofilize enzim 6rnegi (Bu oran Li ve dig. (2018)’nin yaptig1 ¢alismada g nisasta
olarak kullanilmistir) kullanilmis iki deney 6rnegi (4,6 Gtaz+ ve 4,3 Gtaz+) ile enzim
icermeyen kontrol 6rneginin (C) liretimi gerceklestirilmistir. Her bir iiretim en az 3

kez tekrarlanmistir.

3.5.1 Roll Ekmek Uretimi

Uretimde kullanilan su miktar1 Farinograf analiz sonucunda belitrlenen su
kaldirma kapasitesi dikkate alinarak %2 eksigine denk gelen miktar yer verilmistir.
Siv1 faz dengesinin bozulmamasi i¢in deneme deseni geregince ilave edilmis sivi
enzim miktart (ml) kadar su miktarindan digiilmiistiir. Un esasli olarak Tablo 3.9°da
belirtilen bilesenler direkt hamur metoduyla mikserde (KitchenAid, Amerika) 10
dakika yogrulmustur. Elde edilen hamur 50+2 gram kesilerek yuvarlak haline
getirilmigtir. Hamurlar %80’in iizerindeki nisbi rutubetteki fermantasyon dolabinda ve

30°C sicaklikta 30 dakika fermantasyona birakilmigtir. Daha sonra elde katlanmak
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suretiyle gaz uzaklastirma ve havalandirilarak roll sekil verme isleminden sonra
tavalara yerlestirilmis ve son fermantasyona birakilmistir. Hamur yiiksekliginden 1,5
cm yukarida oluncaya kadar bekletilerek (%90 NR) son fermantasyon stireleri tespit
edilmistir. 200 °C’de 15 dakika hava sirkiilasyonlu firinda (ASL, APF-50 Model,
Konya) pisirilmistir.

3.5.2 Pogaca Uretimi

Pogaga iiretiminde Tablo 3.9°da belirtilen bilesenlere yer verilmistir. Un, kati
yag (susuz bitkisel kat yag), seker ve tuz mikserde karisim piitlirlii olana degin
mikserde karistirilmistir. Yumurta, maya ve su ilavesi ile 4 dakika yogurularak tam
6zlesmemis halde hamur elde edilmistir. 15 dakika kitle fermantasyona (30 "C %85
NR) brrakilmigtir. 50+2 g halinde kesilip yuvarlak haline getirilmistir. 5 dakika
fermantasyon sonrasinda pogaca sekil verilerek tava tepsilere dizilmistir. 90 dakika
son fermantasyon sonrasi yiizeyi fir¢a ile yumurta sarisi siirtildiikten sonra 200 °C’de

sitilmig firinda 20 dakika pisirilmistir.

Tablo 3.9: Ekmek ve pogaga iiretiminde un esasina gore kullanilmis formiilasyon

Bilesenler Roll Ekmek % Pogaca %
Un 100 100

Su X-2 40

Tuz 1 2

Maya 2 5

Kat1 yag - 50

Seker - 5
Yumurta - 20

X: Farinografta belirlenen su miktari

3.5.3 Ekmek ve Pogaca Orneklerinin Spesifik Hacminin

Belirlenmesi

Roll ekmek ve pogaca oda sicakligina geldikten sonra spesifik hacimleri bolim

3.4.2°de belirtildigi sekilde 6l¢iilmiistiir.
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3.5.4 Ekmek ve Pogaca Orneklerinin Tekstiir Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Roll ekmeklerde tekstiir profil analizi, tekstiir analiz cihaz1 (Brookfield Model
No: CT3-4500, Ingiltere) ile AACC 30 silindir prob kullanilarak tayin edilmistir.
Ekmeklerden 30 mm’lik dilimler kesilerek 5 mm/sn hiz, 10 mm dalma derinligi
(yaklasik %33 deformasyon) ve 5 g ilk algilama kuvveti kullanilarak olgiimler
yapilmistir. Roll ekmeklerin sertlik, adhezif ve kohezif yapiskanlik, esneklik,
elastikiyet ve ¢ignenebilirlik 6zellikleri belirlenmistir (Certel ve dig. 2009).

Pogagada sertlik (g) adhezif ve kohezif yapiskanlik, esneklik, elastikiyet ve
cignenebilirlik 6zellikleri Standart Metot 74-09’e gore belirlenmistir (AACC 2000).
1,25 cm kalinlik olacak sekilde yatay kesit alindiktan sonra merkezden Olgiim
yapilmstir. AACC 30 silindir prob kullanilmigtir. 1,7 mm/sn hiz 10 mm dalma
derinligi ve 5 g ilk algilama kuvveti kullanilarak dl¢timler yapilmistir (Serin ve Sayar

2016).

3.5.5 Ekmek ve Pogaca Orneklerinin Glisemik Indeks

Degerlerinin Belirlenmesi

Roll ekmek ve pogaca orneklerinin GI hesaplamasi boliim 3.4.4’de ifade

edildigi sekilde gerceklestirilmistir.

3.5.6 Ekmek ve Pogaca Orneklerinin Kalorimetrik Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Kullanilan  enzimlerin  bayatlama iizerine geciktirici  6zelliklerinin
belirlenebilmesi amaciyla ekmek ve pogaga oOrneklerinin Diferansiyel Taramali
Kalorimetrik (DSC) analiz ile entalpi degerleri 6l¢iilmiistiir. 4 °C’de depolanan roll
ekmek ve pogaca ornekleri 0, 3, ve 7. glinlerde DSC analizi (Perkin Elmer Pyris 6
DSC) gergeklestirilmistir. Kap sicakligi 20’den 130 °C’ye kadar 5 °C/dk artis seklinde
1stya maruz birakilmis 40 ve 80 °C arasindaki alanlar hesaplanarak entalpi degerleri

hesaplanmistir (Sereti ve dig. 2021; Kotsiou ve dig. 2022).
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3.5.7 Ekmek ve Pogaca Orneklerinin Duyusal Analizi

Duyusal analiz, egitilmis panelistlerle gergeklestirilmistir. Panelistler Gida
Miihendisligi Bolimii akademik caliganlar1 ve 6grencileri arasindan alt1 temel tada
(tatli-sakkaroz, tuzlu-NaCl, eksi-sitrik asit, aci- kristalize kafein, metalik- demir II
siilfat heptahidrat ve umami- monosodyumglutamat) dayali 6n panel sonrasi
secilmistir. Se¢ilen 10 panelist roll ekmek ve pogaca iiriinlerinde duyusal 6zellikler
acisindan degerlendirme yetisinin gelistirilmesi i¢in iirlinler iizerinde uygulamali

egitime alinmustir.

Duyusal degerlendirme denemelerinde roll ekmekler dilimlenerek (kalinlik 15
mm), pogacalar ise 4 esite boliinerek {li¢ rakamla rastgele sayilarla kodlanarak

panelistlere sunulmustur. Ekmeklerin bas ve son kisimlar1 kullanilmamustir.

Duyusal analiz i¢in panelistlerden roll ekmegin rengi, asit kokusu, gézenek
yapisi, i¢ yapigkanlik tekstiirii, ¢ignenebilirligi, lezzeti ve genel begeni 6zellikleri
bakimindan degerlendirmeleri istenmistir. Pogaga i¢in duyusal Ozelliklerin
belirlenmesinde ise lezzeti, asit kokusu, yumusakligi, 1slaklik-kurulugu, yutulabilirligi
ve genel begeni 1 (Cok kotii) — 5 (Cok iyi) kutucuklardan olusan dogrusal unipolar

skala ile panelistlerden degerlendirilmesi istenmistir (Altug Onogur ve Elmaci 2011).

3.6 istatistiksel Analiz

4,3 ve 4,6 a-GT fretici olan ve olmayan suslarin kullanildig1 eksi hamur
ornekleri ve hiicre dis1 olarak tiretilen 4,6 ve 4,3 a-glukanotransferaz enzimlerinin roll
ekmek ve pogaga iiretiminde kullanilmasi sonucu iiretilen drneklerin spesifik hacim,
renk ve tekstiirel ozellikler ile glisemik indeks ve entalpi degerleri bakimindan
istatistiki farklilik (p < 0,05) hazir paket program (Minitab 18) kullanilarak tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) yapilmis ve gruplar arasindaki farkliliklar Tukey’s ¢oklu

karsilastirma metodu ile belirlenmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Bakteriyel Suslarin 4,6 ve 4,3 o-Glukanotransferaz Fenotip
Ozellikleri

PUFECC’den temin edilen suslarin 4,6 ve 4,3 a-glukanotransferaz gen varligi
(+) ve yoklugu (-) sirastyla Sekil 4.9 ve 4.10°da gosterilmistir. PZR temelli yapilan bu
on ¢aligmada 4,6 AGT enzimi i¢in koleksiyondan pozitif ve negatif olarak sirasiyla
PFC 338 ve PSC 73 nolu Limosilactobacillus reuteri suslar1 ve 4,3 AGT enzimi i¢in

ise PFC 282 ve PFC 268 nolu Limosilactobacillus fermentum suslar1 secilmistir.

Sekil 4.9: 4,6 g¢/B geninin PZR amplifiye edilmesi sonucu elde edilen agaroz jel
goruntusu
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Sekil 4.10: 4,3 g#/B geninin PZR amplifiye edilmesi sonucu elde edilen agaroz jel
goruntusu
Bu sonuglar Limosilactobacillus reuteri PFC 338’in 4,6 AGT ve
Limosilactobacillus fermentum PFC 282°nin de 4,3 AGT enzimlerini liretebildigine ve
Limosilactobacillus reuteri PSC 73 ile Limosilactobacillus fermentum PFC 268
suslarinin ise ilgili genleri tasimadigindan s6z konusu enzimleri iiretemedigine isaret

etmistir.

4.2 Laktobasil Suslari ile Uretilen Eksi Hamurlari Ozellikleri

4.2.1 Eksi Hamurlarin Toplam Asitlik Ozellikleri

4,6 ve 4,3 AGT geni igeren ve icermeyen laktobasiller ile 10%, 10*ve 10° kob/g
astlanip 25 ve 30 °C’de fermantasyona tabi tutulan hamurlarin pH 4,5+0,1
noktasindaki toplam titre edilebilir asit (TTA) miktar1 sirasiyla Tablo 4.10 ve 4.11°de
% laktik asit cinsinden verilmistir. Fermentasyonun baslangicinda hamurlarin pH’s1
6,28-6,30 araliginda olup bu esnadaki TTA heniiz asit gelisimi olmadigindan %0, 18-
0,20 olarak tespit edilmistir.
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Tablo 4.10’da verildigi tizere 25 °C sicaklikta fermente edilen hamurlarin
asitlik degisimi incelendiginde 10%kob/g 4,6 AGT (+) ve (-) laktobasil inokiilasyonu
ile fermente edilen hamurlarin kontrol hamuru ile benzer asitlik gelisimi gosterdigi ve
bu durumun 2. pasaj sonuna kadar devam ettigi goriilmektedir. Fermentasyonun
tamamlandig1 son pasajlama basamaginda ise 4,6 AGT (-) ile hazirlanan hamurun
kontrol hamuru ve 4,6 AGT (+) sus ile hazirlanan hamurdan daha yiiksek asitlige sahip
oldugu bulunmustur (p<0,05). 4,6 AGT (+) ve (-) laktobasillerin artan inokiilasyon
orani (10%) 0. pasajin sonunda kontrole gore daha yiiksek bir TTA ile sonuglanmis olsa
da fermentasyon tamamlandiginda kontrol hamuru ve 4,6 AGT (+) sus ile fermente
edilen hamurlarin asitliginin sirastyla % 0,44 ve % 0,42 olarak benzer oldugu
goriilmiistiir. Bir diger inokiilasyon 10° kob/g oldugunda ise hamurlarda beklendigi
tizere 0. pasajda kontrole gore yiiksek asitlikler 4,6 AGT (+) ve (-) suslar ile asilanan
hamurlarda gézlenmis olup, hamurlarin fermentasyonu sonlandirildiginda ise asitlik
her iki laktobasil ilavesinde kontrol hamuru ile istatistiksel agidan anlamli bir farka

sahip olmayi1p diger iki inokiilasyon oranlarina gore daha yiiksek bulunmustur.

Sonug olarak 25 °C’de fermente edilen hamurlar arasinda kontrol hamuru
asitligi %0,44 ile 4,6 AGT (-) laktobasillerin farkli oranlari inokiile edilerek hazirlanan
fermentasyonunu tamamlamis hamurlardan daha diisiik olmustur. 4,6 AGT (+) susun
inokiilasyon orani artisi1 asitlik iizerinde daha az etkili iken, 4,6 AGT (-) susu iceren

hamurlarda aksine asitlik tizerinde daha yiiksek etki gdstermistir.

25 °C sicaklikta 4,3 AGT (+) ve (-) laktobasillerin ilavesi ile gerceklestirilen
deneme deseninde ise; 10 kob/g inokiilasyonun 4,3 AGT (+) susunun ilave edildigi
hamurun tiim pasajlarinda kontrol hamuru ile benzer asitlik gelisimine sahip oldugu
goriilmiistiir. Bununla beraber 4,3 AGT (-) susun ilave edildigi hamurda ise 2. pasaj
sonu hari¢ tiim pasajlarda kontrol hamuru ile istatistiksel acidan anlamli bir fark
bulunmustur (p<0,05). Her iki laktobasilin 10* kob/g inokiilasyonunda ise hamurlarm
kendi pasajlar1 arasinda diisiik diizeyde dalgalanmalar s6z konusu olmustur. En yiiksek
asitlik 4,3 AGT (+) susu ile hazirlanan hamurlarda % 0,71 ile 10° kob/g inokiilasyonda
Olciiliirken bu durumun tersi 4,3 AGT (-) susu igeren hamurlar i¢in goriilmiistiir. Genel
olarak inokiilasyon orani artis1 4,3 AGT (+) susu igeren hamurlarda asitligin
ylkselmesine, 4,3 AGT(-) susu iceren hamurlarda ise diismesine neden olmustur

(Tablo 4.11).

61



Tablo 4.10: 25°C’de 4,6 AGT (+) ve (-) suslan ile fermente edilen ve kontrol
hamurlarinin TTA degerleri (% Laktik Asit cinsinden)

10? INOKULASYON
25°C 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 0,65+0,02% 0,60+0,0242 0,65+0,04 0,44+0,025
4,6 AGT(+) 0,62+0,03% 0,60+0,06" 0,44+0,015 0,42+0,005
4,6 AGT(-) 0,55+0,02** 0,56+0,024 0,45+0,03" 0,45+0,035°
10* INOKULASYON
25°C 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 0,65+0,02% 0,60+0,024 0,65+0,044 0,44+0,025
4,6 AGT(+) 0,80+0,054° 0,76+0,06*° 0,50+0,015 0,42+0,015
4,6 AGT(-) 0,85+0,014° 0,67+0,035® 0,63+0,01% 0,59+0,03°
10° INOKULASYON
25°C 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 0,65+0,024 0,60+0,024 0,65+0,044 0,44+0,025
4,6 AGT(+) 1,0240,044° 1,00+0,0348B° 0,73+0,125 0,70+0,01°
4,6 AGT(-) 1,06+0,074° 1,03+0,044° 0,90+0,034 0,85+0,045°

*Her inokiilasyon oraninda ayni siitundaki kiigiik harfler 6rneklerin kendi arasinda ve her satirda biiyiik
harfler 6rnegin kendi pasajlar1 arasinda istatistiksel agidan farkliligini ifade eder (p<0,05).
**Sonuglar ortalamaz+standart sapma seklinde verilmistir.

Tablo 4.11: 25 °C’de 4,3 AGT (+) ve (-) suslarn ile fermente edilen ve kontrol
hamurlarinin TTA degerleri (% Laktik Asit cinsinden)

102 INOKULASYON
25°C 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 0,65+0,024 0,60+0,024 0,65+0,044 0,44+0,025
4,3 AGT(#) 0,64+0,034 0,65+0,1154 0,66+0,09 0,59+0,014
4,3 AGT(-) 0,94+0,02%°  0,84+0,04"P° 0,52+0,03¢ 0,59+0,09B¢°
10* INOKULASYON
25°C 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 0,65+0,024 0,60+0,0242 0,65+0,044 0,44+0,025
4,3 AGT(+) 0,65+0,03B4A2 0,66+0,05 0,56+0,014 0,63+0,08%°
4,3 AGT(-) 0,52+0,01° 0,56+0,05" 0,52+0,014° 0,58+0,05"%
10° INOKULASYON
25°C 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 0,65+0,024 0,60+0,024 0,65+0,04" 0,44+0,025
4,3 AGT(+) 0,43+0,014° 0,50+0,03%B*  0,53+0,04"B® 0,71+0,135°
4,3 AGT(-) 0,46+0,05%° 0,48+0,03* 0,45+0,00"° 0,40+0,04"

*Her inokiilasyon oraninda ayni siitundaki kii¢iik harfler 6rneklerin kendi arasinda ve her satirda biiyiik
harfler 6rnegin kendi pasajlari arasinda istatistiksel acidan farkliligini ifade eder (p<0,05).
**Sonuglar ortalama+standart sapma seklinde verilmistir.

30 °C’de fermente edilen hamurlarda 102 kob/g laktobasil inokiilasyon oraninin
4,6 AGT (+) susu ile hazirlanan hamurda 1. pasaj sonu hari¢ 4,6 AGT (-) susu ilave
edilen hamurda ise tiim pasaj sonlarinda kontrol hamuruyla benzer asitlige sahip
oldugu goriilmiistiir. Bu durumda 30 °C’de bu inokiilasyon oraninda 4,6 AGT (+) sus
%0,48 ile en diisiik, 4,6 AGT (-) sus ise %0,69 ile en yiiksek TTA’ya sahiptir.
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Fermentasyon sonlandirildiginda yiiksek sicaklikta fermente edilen 4,6 AGT (+)
hamur icin baslangi¢ laktobasil inokiilasyonu arttikca asitligin %0,56’dan (10%)
%0,71’e (10%) yiikseldigi goriilmiis, 4,6 AGT (-) susu i¢eren hamur icin her iki
durumda da TTA %0,53 olarak belirlenmistir. Istatsitiksel agidan anlamli bir fark
olmasa da 30 °C’de fermente edilen hamurlarda; 4,6 AGT (+) susun inokiilasyon orani
arttikca hamurlarda asitlik artmis, 4,6 AGT (-) susun bulundugu hamurlarda ise tam

tersi durum s6z konusu olmustur (Tablo 4.12).

4,3 AGT enzimlerini iceren Ornekleme modelinde ise; 30 °C’de fermente
edilen hamurlarin tiim inokiilasyon oranlarinda pasajlamalar arasinda TTA agisindan
diisiik seviyede dalgalanmalar olmustur. 102 kob/g inokiilasyonda 4,3 AGT (+) susu
iceren hamurun %0,63 olan TTA’s1 10* ve 10® kob/g inokiilasyon oranlarinda sirastyla
% 0,58 ve % 0,56 olarak Olgiilmiistiir. Benzer durum 4,3 AGT (-) susu igeren
hamurlarda da ortaya ¢ikmustir ve asitligin 10? kob/g inokiilasyon oraninda %0,61’den,
10° kob/g inokiilasyonda TTA’nin 0,54’ diistiigii goriilmiistiir. Sonug olarak 4,3
AGT(+) ve (-) suslarinin agilandigr hamurlarda inokiilasyon orani artis1 daha diisiik

asitlik gelisimi ile sonu¢lanmistir (Tablo 4.13).

Kullanilan un tipi ve uygulanan yonteme gore eksi hamur pH degeri ve
dolayistyla TTA degeri degisebilmektedir. 2016 yilinda yiiriitiilen eksi hamur sistemi
calismasinda TTA 24. saatin sonunda % 0,13-0,60 olarak tespit edilmistir (Ekinci ve
dig. 2016). 2021 yilinda yapilan bir ¢alismada ise Isparta ilinden temin edilen eksi
hamurlarin pH degeri 3,57-3,74 arasinda olup TTA % laktik asit cinsinden 1,26-0,76
olarak tespit edilmistir (Stimbiil 2021).
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Tablo 4.12: 30 °C’de 4,6 AGT (+) ve (-) suslar ile fermente edilen ve kontrol
hamurlarinin TTA degerleri (% Laktik Asit cinsinden)

102 INOKULASYON
30 °C 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 0,60+0,024 0,62+0,024 0,48+0,0152 0,48+0,025¢
4,6 AGT(+) 0,59+0,034 0,49+0,034° 0,49+0,00% 0,48+0,06**
4,6 AGT(-) 0,70+0,09** 0,60+0,014 0,53+0,024 0,69+0,13%
10*iNOKULASYON
30°C 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 0,60+0,024 0,62+0,024 0,48+0,0152 0,48+0,025¢
4,6 AGT(+) 0,61+0,04% 0,60+0,024 0,56+0,014 0,56+0,00%
4,6 AGT(-) 0,59+0,034 0,53+0,08"* 0,51+0,02" 0,53+0,01*
10°INOKULASYON
30 °C 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 0,60+0,024 0,62+0,024 0,48+0,0152 0,48+0,025¢
4,6 AGT(+) 0,68+0,09* 0,72+0,01* 0,72+0,034° 0,71+0,06*
4,6 AGT(-) 0,59+0,02" 0,57+0,10* 0,49+0,02%* 0,53+0,05"

*Her inokiilasyon oraninda ayni siitundaki kii¢iik harfler 6rneklerin kendi arasinda ve her satirda biiyiik
harfler 6rnegin kendi pasajlar1 arasinda istatistiksel agidan farkliligini ifade eder (p<0,05).
**Sonuglar ortalamaz+standart sapma seklinde verilmistir.

Tablo 4.13: 30 °C’de 4,3 AGT (+) ve (-) suslan ile fermente edilen ve kontrol
hamurlarinin TTA degerleri (% Laktik Asit cinsinden)

102 INOKULASYON
30 °C 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 0,60+0,024 0,62+0,02" 0,48+0,0158 0,48+0,0282
4,3 AGT(+) 0,59+0,03" 0,54+0,05" 0,59+0,04"° 0,63+0,08"
4,3 AGT(-) 0,58+0,04 0,51+0,02% 0,50+0,04 0,61+0,05%
10*INOKULASYON
30 °C 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 0,60+0,024 0,62+0,02" 0,48+0,0158 0,48+0,0252
4,3 AGT(#) 0,58+0,024 0,57+0,04% 0,57+0,0284 0,58+0,014
4,3 AGT(-) 0,66+0,03" 0,72+0,02 0,63+0,09"° 0,60+0,054
10°INOKULASYON
30 °C 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 0,60+0,024 0,62+0,024 0,48+0,0152 0,48+0,0252
4,3 AGT(+) 0,40+0,03"° 0,64+0,025 0,57+0,015 0,56+0,04"
4,3 AGT(-) 0,66+0,014 0,52+0,04"" 0,43+0,025¢ 0,54+0,04"<

*Her inokiilasyon oraninda ayni siitundaki kiigiik harfler 6rneklerin kendi arasinda ve her satirda biiyiik
harfler 6rnegin kendi pasajlar1 arasinda istatistiksel agidan farkliligini ifade eder (p<0,05).
**Sonuglar ortalamaz+standart sapma seklinde verilmistir.

Yilmaz (2019)’in yaptig1 bir ¢aligmada eksi hamur Orneklerinin titrasyon
asitligi degerlerinin %0,79-1,48 arasinda degismekte oldugu rapor edilmistir. Benzer
sekilde Syrokou ve dig. (2020) tarafindan Yunanistan’in farkli bolgelerinden toplanan
13 ev tipi bugday unu eksi hamurlarinin pH degeri 3,64-5,05 olup % LA cinsinden
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TTA 0,50-1,59 olarak rapor edilmistir. Literatiirdeki titrasyon asitligi analizi

PR

sonuglarinin ise %0,93 ile 1,48 arasinda degistigi bildirilmistir (Giil 2019).

Goriildigl tizere bu caligmada laktobasil ilavesi yapilan ve kontrol eksi
hamurlarin toplam titrasyon asitliginin daha dnce rapor edilen ¢alismalarin cogunlugu
ile uyumlu oldugu ama bazilarindan kismen diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu
calismada dikkat ¢eken hususun 1. pasaj sonrast hamur fermantasyonlar1 sonunda bir
miktar azaldig fakat 3. pasajin sonuna kadar benzer seviyede kaldigi goriilmektedir.
Bu durum ileri pasajlarda mikrobiotasinin stabilitesinin sabitlendigine isaret
etmektedir. Kontrol hamurda ileri pasaj sayilarinda asitlik mikrtar1 diiserken,
laktobasil inokiile edilen (inokiilasyon oranindan bagimsiz) hamurlarda asitlik benzer

seviye Ol¢iilmiistiir.

4.2.2 Eksi Hamurlarin Mikrobiyal Yiikii

Farkli inokiilasyon oranlarinda 4,6 ve 4,3 AGT (+) ve (-) laktobasillerin
kullanildigi, farkli sicaklikta fermente edilen eksi hamurlarin laktobasil mikrobiyal
yukii Tablo 4.14, 4.15’te ve laktokok mikrobiyal yiikii Tablo 4.16 ve 4.17°de

verilmistir.

Tablo 4.14’te goriildiigii tizere; 25 °C’de fermente edilen hamurlarin laktobasil
yiikii baglangi¢ inokiilasyon orani fark etmeksizin 3. pasajin sonunda hem 4,6 AGT
(+) ve (-) hem de 4,3 AGT (+) ve (-) laktobasil asilanan hamurlarda kontrol 6rnegi ile
benzer oldugu tespit edilmistir (p>0,05). Bu durum 30°C’de fermente edilmis hamur
orneklerinde de goriilmiistiir (Tablo 4.15). Uygulanan her iki fermantasyon sicakligi
ve tiim inokiilasyon oranlarinda olgun eksi hamurlardaki laktobasil sayis1 yaklasik 8,5-
9,5 log kob/g’a ulagmistir. Kontrol hamurunda ise 25 °C’de 8,71; 30 °C’de 8,83 log
kob/g belirlenmistir.

M17 agarda yapilan sayim sonuglarina gore (Tablo 4.16) 25 °C sicaklikta
fermente edilen hamurlarin 10? ve 10* kob/g 4,6 AGT (+) susunun inokiilasyon
oranlarinda 0. pasaj sonunda kontrol hamuruna gore istatistiksel acidan anlamli bir
fark gozlemlenmis olup (p<0,05) bu fark en yiiksek asilama oranlarinda

goriilmemistir. Yine bu sicaklikta fermentasyonun tamamlandigi 3. pasaj sonunda tiim
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baslangi¢ inokiilasyon oranlarinda kontrol hamuru ile diger hamurlar arasinda
istatistiksel acidan bir fark tespit edilmemistir (p>0,05).ve ayni durum yiiksek
sicaklikta fermente edilen tiim hamurlarin son pasaji tamamlandiginda da gorilmistiir

(Tablo 4.17).

Tablo 4.14: 25 °C’ de fermente edilen hamurlarin farkli pasajlar sonunda laktobasil
yiikii (log kob/g)

MRS -25 °C
102iNOKULASYON
Ornekler 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 9,3+0,00?! 9,00+0,00?! 8,83+0,03%! 8,71+0,24%
4,6 AGT (+) 8,68+0,08" 8,90+0,10° 9,1140,09? 9,1740,15
4,6 AGT (-) 8,58+0,15° 8,74+0,02° 8,89+0,10° 8,78+0,06°
4,3 AGT (+) 8,89-+0,03' 8,93+0,12! 8,88+0,14! 8,61+0,15!
4,3 AGT (5 8,86+0,08' 9,18+0,11" 8,77+0,10' 8,48+0,11"
10*iNOKULASYON
Ornekler 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 9,30+0,00%! 9,00+0,01?! 8,83+0,03%! 8,71+0,24%
4,6 AGT (+) 9,10+0,10° 9,00+0,00° 9,00+0,00° 8,70+0,10°
4,6 AGT (-) 9,00+0,00° 8,90+0,40° 8,63+0,03° 8,89+0,13%
4,3 AGT (+) 8,89-+0,10" 9,20+0,10" 9,08+0,10! 8,86+0,09"
4,3 AGT () 8,40+0,10° 8,73+0,13" 8,80+0,16' 8,98+0,01'
10 iNOKULASYON
Ornekler 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 9,30+0,00%! 9,00+0,00%! 8,83+0,03?! 8,71+0,24%
4,6 AGT (+) 8,89+0,05° 9,00+0,00° 8,86+0,17° 9,1540,15°
4,6 AGT (-) 9,00+0,00% 9,00+0,00? 8,99+0,04° 8,65+0,18%
4,3 AGT (+) 8,76+0,08> 8,63+0,16" 8,63+0,03" 9,1540,15"
4,3 AGT () 8,59+0,06> 8,76+0,06' 8,51+0,25' 9,15+0,15'

*Harf gosterimi: Her inokiilasyon oraninda ayni stitunda, kontrol hamuru, 4,6 AGT (+) ve (-) suslar ile
hazirlanan hamurlarin istatistiksel agidan karslastirilmasini ifade eder (p<0,05).

**Rakam gosterimi: Her inokiilasyon oraninda ayni siitunda kontrol hamuru, 4,3 AGT (+) ve (-) suslar
ile hazirlanan hamurlarin istatistiksel agidan karslastirilmasini ifade eder (p<0,05)

***Sonuglar ortalamatstandart sapma seklinde verilmistir.
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Tablo 4.15: 30 °C’de fermente edilen hamurlarin farkli pasajlar sonunda laktobasil
yiikii (log kob/g)

MRS-30 °C
102iNOKULASYON
Ornekler 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 8,47+0,01° 8,80+0,03" 8,80+0,03" 8,83+0,06"
4,6 AGT (+) 8,45+0,15° 8,60+0,30? 9,23+0,23" 9,15+0,15°
4,6 AGT (-) 9,15+0,15° 9,00+0,10° 9,15+0,15° 8,83+0,06°
4,3 AGT (+) 8,15+0,15" 8,29+0,01" 9,25+0,05" 8,64+0,04!
4,3 AGT () 9,00+0,10? 8,57+0,27" 9,15+0,15' 9,20+0,20'
10* INOKULASYON
Ornekler 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 8,47+0,01" 8,80+0,03" 8,80+0,03" 8,83+0,06"
4,6 AGT (+) 8,49+0,19° 9,38+0,08° 8,62+0,15° 8,99+0,04°
4,6 AGT (-) 8,45+0,15° 9,00+0,10% 9,47+0,01° 9,15+0,15°
4,3 AGT (+) 9,00+0,10" 9,00+0,10" 8,47+0,37" 9,29+0,01'
4,3 AGT (-) 9,00+0,10' 9,05+0,05' 9,00+0,10' 9,30+0,30"
10° INOKULASYON
Ornekler 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 8,47+0,01%! 8,80+0,03"! 8,80+0,03%! 8,83+0,06"
4,6 AGT (+) 8,00+0,10° 8,45+0,15° 9,23+0,23" 9,30+0,10°
4,6 AGT (-) 8,30+0,00? 9,15+0,15° 8,77+0,30° 8,83+0,06°
4,3 AGT (+) 8,76+0,07" 8,23+0,23" 8,38+0,08' 9,00+0,10'
4,3 AGT (-) 9,00+0,10' 8,58+0,11' 8,62+0,15' 9,15+0,15'

*Harf gosterimi: Her inokiilasyon oraninda ayni siitunda, kontrol hamuru, 4,6 AGT (+) ve (-) suslar ile
hazirlanan hamurlarin istatistiksel agidan karslastirilmasini ifade eder (p<0,05).

**Rakam gosterimi: Her inokiilasyon oraninda ayni siitunda kontrol hamuru, 4,3 AGT (+) ve (-) suslar
ile hazirlanan hamurlarin istatistiksel agidan karslastirilmasini ifade eder (p<0,05)

***Sonuglar ortalama+standart sapma seklinde verilmistir.

25 °C’de fermente edilen eksi hamurlarin bircogunda LAB sayis1 30
°C’dekilere gore daha diisiik bulunmustur. Benzer bir sonu¢ Siepmann ve dig. (2019)
tarafindan cesitli LAB suslari ile 28 °C’de fermente edilen 9 adet Tip II eksi hamurun
sicakligr 35 °C’ye cikartildiginda 6 tanesinde LAB sayisinda artig tespit edilmistir.
Eksi hamur ortammda LAB, 108-10° kob/g’a ulasarak baskin mikroorganizma
grubunu olusturmakla birlikte ortamin asitlendirilmesinden sorumludur. Nitekim

bizim sonuglarimizda bunu destekler niteliktedir ve literatiirle uyumludur.

Cardinali ve dig. (2022) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada 20 giin boyunca
pasajlama ile hazirlanan Tip I eksi hamur 4 °C’de depolanmis ve haftalik olarak
tazelenmistir. Bu hamurun LAB sayis1 9,23 log kob/g olarak bulunmustur. Tip I olgun
eksi hamurun starter olarak kullanildig1 Tip II eksi hamurun ise baglangic LAB sayis1

8,72 log kob/g iken 96 saatlik fermentasyon sonucu 9,06 log kob/g’a ulagsmustir.
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Tablo 4.16: 25 °C’ de fermente edilen eksi hamurlarin farkli pasajlar sonunda
laktokok yiikii (log kob/g)

M17 -25°C
102iNOKULASYON
Ornekler 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 9,53+0,06" 9,00+0,10"! 9,23+0,23 8,72+0,12%
4,6 AGT (4) 8,3120,15° 8,68+0,08" 8,94+0,02° 9,02+0,15°
4,6 AGT (-) 9,06+0,23% 8,59+0,12° 8,98+0,01° 9,20+0,10°
43 AGT (+) 9,43+0,21" 9,15+0,15" 8,79+0,10' 8,61+0,08'
4,3 AGT (-) 9,20+0,10" 8,94+0,05' 8,81+0,04! 8,48+0,11"
10* INOKULASYON
Ornekler 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 9,53+0,06" 9,00+0,10"! 9,23+0,23% 8,72+0,12%!
4,6 AGT (+) 8,45+0,08° 9,10+0,10° 9,00+0,00° 9,15+0,15°
4,6 AGT (-) 9,20+0,10° 8,81%0,02° 9,30+0,00° 8,66+0,03°
4,3 AGT (4) 8,74+0,05° 9,01+0,01" 8,87+0,06' 8,94+0,05'
4,3 AGT () 8,10+0,10° 8,6120,082 8,89+0,10" 8,89+0,10"
10° INOKULASYON
Ornekler 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 9,53+0,06* 9,00+0,10% 9,23+0,23% 8,72+0,12%
4,6 AGT (+) 8,97+0,13° 8,83+0,06° 8,90+0,00° 8,38+0,08°
4,6 AGT (-) 8,84+0,15° 9,23+0,23° 9,06+0,02° 8,92+0,08°
4,3 AGT (+) 8,61+0,082 9,00+0,00" 9,15+0,15' 9,15+0,15'
4,3 AGT (-) 8,50+0,20° 8,7120,06' 9,00+0,00" 8,64+0,09"

*Harf gosterimi: Her inokiilasyon oraninda ayni siitunda, kontrol hamuru, 4,6 AGT (+) ve (-) suslar ile
hazirlanan hamurlarin istatistiksel agidan karslastirilmasini ifade eder (p<0,05).

**Rakam gosterimi: Her inokiilasyon oraninda ayni siitunda kontrol hamuru, 4,3 AGT (+) ve (-) suslar
ile hazirlanan hamurlarin istatistiksel agidan karslastirilmasini ifade eder (p<0,05)

***Sonuglar ortalama+standart sapma seklinde verilmistir.
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Tablo 4.17:

laktokok yiikii (log kob/g)

30 °C’ de fermente edilen eksi hamurlarin farkli pasajlar sonunda

M17 -30 °C
102iINOKULASYON
Ornekler 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 8,73+0,04%! 8,60+0,01%! 8,60+0,01°! 9,04+0,05%!
4,6 AGT (+) 9,15+0,15° 8,73+0,04° 9,15+0,15° 9,15+0,15°
4,6 AGT () 8,83+0,23° 9,00+0,10° 9,1540,15° 9,00+0,10°
4,3 AGT (+) 8,64+0,01" 9,00+0,10" 9,00+0,10' 9,00+0,10"
4,3 AGT (-) 9,20+0,05° 9,00+0,10" 9,15+0,15" 9,30+0,10'
10* INOKULASYON
Ornekler 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 8,73+0,04% 8,60+0,01%! 8,60+0,01%! 9,04+0,05!
4,6 AGT (+) 8,49+0,19? 8,87+0,03% 8,68+0,08° 8,64:+0,04°
4,6 AGT () 9,15+0,15° 8,76+0,07° 9,15+0,15 8,53+0,06°
4,3 AGT (+) 9,00+0,20' 8,46+0,01" 8,43+0,33" 9,00+0,20'
4,3 AGT () 8,53+0,06' 8,82+0,13! 9,00+0,10' 9,29+0,04!
10° INOKULASYON
Ornekler 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 8,73+0,04%! 8,60+0,01%! 8,60+0,01%! 9,04+0,05%
4,6 AGT (+) 8,10+0,10° 8,60+0,00° 9,2340,23° 9,30+0,10°
4,6 AGT () 8,30+0,00% 9,00+0,00° 8,72+0,12° 9,00+0,10°
4,3 AGT (+) 8,90+0,10" 8,29+0,01" 8,80+0,03" 8,5340,23'
4,3 AGT () 9,00+0,10" 8,15+0,15> 8,23+0,23" 8,54+0,24!

*Harf gosterimi: Her inokiilasyon oraninda ayni siitunda, kontrol hamuru, 4,6 AGT (+) ve (-) suslar ile
hazirlanan hamurlarin istatistiksel agidan karslastirilmasini ifade eder (p<0,05).

**Rakam gosterimi: Her inokiilasyon oraninda ayni siitunda kontrol hamuru, 4,3 AGT (+) ve (-) suslar
ile hazirlanan hamurlarin istatistiksel agidan karslastirilmasini ifade eder (p<0,05)

***Sonuglar ortalama+standart sapma seklinde verilmistir.

Toplam Aerobik Mezofilik Bakterilerin sayildigt PCA ortaminda her iki
sicaklikta da fermente edilen hamurlarda tiim inokiilasyon oranlarinda tipki LAB
sayimlarinda oldugu gibi fermantasyon tamamlandiginda kontrol 6rnegi ile laktobasil
iceren hamurlar arasinda bir fark gézlenmemistir (p>0,05). Diisiik sicaklikta; sadece
fermentasyonu 10* kob/g inokiilasyon orani ile baslatilan 4,6 AGT (+) ve (-) suslar1 ile
fermente edilen hamurlar arasinda istatistiksel agidan fark bulunmustur ve mikrobiyal
yiikleri sirastyla 9,15 ve 8,53 log kob/g’dir (Tablo 4.18). Daha yiiksek sicaklikta
fermente edilen hamurlarda ise 10? kob/g inokiilasyon oraninda son durumda toplam
canli sayis1 kontrol hamuru disinda diger tiim hamurlarda 25 °C’ye gore bir artis
goriilmiisken, 10* kob/g inokiilasyonda ise 4,6 ve 4,3 AGT (-) laktobasil iceren
hamurlarda artis olmustur. 10° log kob/g asilama oraninda ise 4,6 ve 4,3 hem AGT (+)
hem de AGT(-) suslar igeren hamurlarda mikrobiyal yiik 25°C’ye gore daha diisiik
bulunmustur (Tablo 4.19).
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Tablo 4.18: 25 °C’ de fermente edilen eksi hamurlarin farkli pasajlar sonunda TAMB
sayist (log kob/g)

PCA -25°C
10 INOKULASYON
Ornekler 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 8,82+0,07! 9,10+0,10" 9,0420,04%! 9,00+0,00°!
4,6 AGT (+) 8,54+0,07° 9,15+0,15° 8,95+0,02° 9,11+0,09°
4,6 AGT (-) 8,82+0,17° 9,04+0,13" 8,98+0,01° 8,79+0,02°
4,3 AGT (4) 8,98+0,01" 9,20+0,10" 8,96+0,03" 8,71x0,12!
4,3 AGT () 8,67+0,14! 9,15+0,15" 8,73+0,08° 8,71+0,12!
10* INOKULASYON
Ornekler 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 8,82+0,13%! 9,15+0,15" 9,07+0,07%! 9,00-£0,00%!
4,6 AGT (+) 9,25+0,13° 9,15+0,15" 9,00+0,00° 9,15+0,15°
4,6 AGT (-) 9,00+0,00° 9,08+0,20° 8,66+0,03% 8,53+0,11°
4,3 AGT (4) 8,82+0,24! 9,00+0,03" 9,23+0,23" 9,060,12"
4,3 AGT () 9,060,12" 8,83+0,03" 9,12+0,17" 8,89+0,05'
10° INOKULASYON
Ornekler 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 8,82+0,13% 9,15+0,15 9,07+0,07*! 9,00-£0,00%!
4,6 AGT (+) 8,76+0,07° 9,23+0,23" 8,73+0,26" 9,15+0,15°
4,6 AGT (-) 8,86+0,09° 9,00+0,00° 9,00+0,00° 9,00+0,00"
43 AGT (+)  8,77+0,00" 8,30+0,30" 8,33+0,20" 9,15+0,15'
4,3 AGT (5 8,4140,05% 9,00+0,00" 9,00+0,00" 9,15+0,15'

*Harf gosterimi: Her inokiilasyon oraninda ayni siitunda, kontrol hamuru, 4,6 AGT (+) ve (-) suslar ile
hazirlanan hamurlarin istatistiksel agidan karslastirilmasini ifade eder (p<0,05).

**Rakam gosterimi: Her inokiilasyon oraninda ayni siitunda kontrol hamuru, 4,3 AGT (+) ve (-) suslar
ile hazirlanan hamurlarin istatistiksel agidan karslastirilmasini ifade eder (p<0,05)

***Sonuglar ortalama+standart sapma seklinde verilmistir.
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Tablo 4.19: 30 °C’de fermente edilen eksi hamurlarin farkli pasajlar sonunda TAMB
sayist (log kob/g)

PCA- 30 °C
102 INOKULASYON
Ornekler 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 8,58+0,11%! 9,00+0,10°! 9,23+0,23 8,75+0,15"
4,6 AGT (+) 8,45+0,15° 9,00+0,10° 9,15+0,15° 9,15+0,15°
4,6 AGT (-) 9,30+0,10° 8,38+0,38° 8,83+0,06° 8,80+0,20°
4,3 AGT (+) 9,00+0,10" 8,15+0,15" 9,00+0,10" 9,00+0,20"
4,3 AGT () 8,69+0,00" 8,8620,09' 8,92+0,08' 8,79+0,10'
10* INOKULASYON
Ornekler 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 8,58+0,11%! 9,00+0,10°! 9,23+0,23 8,75+0,15"
4,6 AGT (+) 8,30+0,08° 8,83+0,06° 8,99+0,04° 8,64+0,04°
4,6 AGT (-) 8,53+0,06 8,79+0,10° 9,00+0,10° 8,80+0,03°
4,3 AGT (+) 9,00+0,20" 8,460,012 8,64+0,04" 9,00+0,20"
4,3 AGT () 8,62+0,15" 9,00+0,10" 8,15+0,15° 9,38+0,08'
10° INOKULASYON
Ornekler 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 8,58+0,11%! 9,00+0,10°*! 9,23+0,23 8,75+0,15"
4,6 AGT (+) 8,00+0,00° 8,60+0,10° 9,00+0,10° 8,60+0,30°
4,6 AGT (-) 8,15+0,15° 9,00+0,00° 9,15+0,15° 8,77+0,17°
4,3 AGT (+) 9,250,052 8,29+0,01° 8,23+0,23" 9,10+0,10'
4,3 AGT () 9,15+0,15" 8,23+0,232 8,23+0,23" 8,38+0,08'

*Harf gosterimi: Her inokiilasyon oraninda ayni stitunda, kontrol hamuru, 4,6 AGT (+) ve (-) suslar ile
hazirlanan hamurlarin istatistiksel agidan karslastirilmasini ifade eder (p<0,05).

**Rakam gosterimi: Her inokiilasyon oraninda ayn1 siitunda kontrol hamuru, 4,3 AGT (+) ve (-) suslar
ile hazirlanan hamurlarin istatistiksel agidan karslastirilmasini ifade eder (p<0,05)

***Sonuglar ortalamatstandart sapma seklinde verilmistir.

Yagmur ve dig. (2016) tarafindan yapilan calismada Tiirkiye’'nin c¢esitli
illerinden toplanan ve Triticum aestivum unu ile iiretilmis olan eksi hamurlarin TAMB

sayist 5,51-8,10 log kob/ml olarak tespit edilmistir.

Sicilya bolgesinden toplanan 4 adet eksi hamur ©rne§i herhangi bir
mikroorganizma ilave edilmeden giinliik geri besleme metoduyla bir 6nceki hamurla
beslenmistir. Olgun eksi hamurlarin PCA besiyerindeki TAMB sayis1 6,17-9,42 log
kob/g olarak tespit edilmistir (Pino ve dig. 2022).

Yapilan farkli bir calismada ise eksi hamurdan izole edilen Lacp. plantarum
XL23 ve Frul. sanfranciscensis RL976 suglarinin starter olarak kullanildig: Tip1 eksi
hamur Orneklerinin fermentasyonu 3 giin boyunca takip edilmistir. Baslangicta
fermente edilmemis hamurlarda TAMB 3,7 log kob/g olarak belirlenmis ve ilk giinde
tiim hamurlarda artis gostermis olup fermantasyon tamamlandiginda 9,18-9,70 log

kob/g araliginda tespit edilmistir (Giindiiz ve dig. 2022).
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25°C’de 4,6 AGT(+) ve (-) sus ile ermente edilen hamurlarda 0. pasajda tespit
edilen maya-kiif baglangi¢ inokiilasyon orani artmasini takiben 3. pasaj sonunda
gbzlenmemistir (Tablo 4.20). Benzer durum 30°C’de fermente edilen hamurlarda da
tespit edilmistir (Tablo 4.21). Bu ileri pasajlarda kitle fermantasyonuna bagli olarak

maya stabilitesinin kayboldugunu diisiindiirmektedir.

Tablo 4.20: 25 °C’de fermente edilen eksi hamurlarin farkli pasajlar sonunda maya-
kiif sayis1 (log kob/g)

DRBC -25 °C
102INOKULASYON
Ornekler 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 3,92+0,02°1 <1 <1 <1
4,6 AGT (4) 4,02+0,00° 3,1740,03° 3,2440,01° 3,2540,02°
4,6 AGT (-) 4,54+0,00° 3,09+0,05° 3,25+0,05° 3,18+0,11°
4,3 AGT (+) 4,11+0,04! 3,09+0,02! <1 <1
4,3 AGT () 3,810,122 2,95+0,11" 3,07+0,00 <1
10* INOKULASYON
Ornekler 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 3,92+0,02°! <1 <1 <1
4,6 AGT (+) 4,42+0,01° 2,88+0,19° <1 <1
4,6 AGT (- 4.21+0,08" 3,03+0,08° <1 <1
4,3 AGT (+) 4,11+0,07! 3,15+0,01" <1 <1
4,3 AGT () 3,25+0,18? 3,57+0,06' <1 <1
10° INOKULASYON
Ornekler 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 3,92+0,02?! <1 <1 <1
4,6 AGT (+) 3,97+0,09° <1 <1 <1
4,6 AGT (-) 4,26+0,10° 3,17+0,22 <1 <1
4,3 AGT (+) 3,35+0,17" 3,38+0,00° <1 <1
4,3 AGT (-) 3,1040,20? 3,3440,07° <1 <1

*Harf gosterimi: Her inokiilasyon oraninda ayni stitunda, kontrol hamuru, 4,6 AGT (+) ve (-) suslar ile
hazirlanan hamurlarin istatistiksel agidan karslastirilmasini ifade eder (p<0,05).

**Rakam gosterimi: Her inokiilasyon oraninda ayni siitunda kontrol hamuru, 4,3 AGT (+) ve (-) suslar
ile hazirlanan hamurlarin istatistiksel agidan karslastirilmasini ifade eder (p<0,05)

***Sonuglar ortalamatstandart sapma seklinde verilmistir.
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Tablo 4.21: 30 °C’de fermente edilen eksi hamurlarin farkli pasajlar sonunda maya-

kiif sayis1 (log kob/g)
DRBC- 30 °C
102 INOKULASYON
Ornekler 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 3,67+0,20% 3,25+0,08% 3,29+0,01° 3,32+0,04
4,6 AGT (+) 3,16+0,09° 3,29+0,02° 3,09+0,05° <1
4,6 AGT () 3,19+0,05% 2,8340,06° 3,11+0,00° <1
4,3 AGT (+) 4,54+0,02* 3,32+0,05" 3,07+0,00° <1
4,3 AGT () 4,48+0,00° 3,1840,04' 3,1340,06" <1
10* INOKULASYON
Ornekler 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 3,67+0,20° 3,2540,08? 3,29+0,01? 3,3240,04
4,6 AGT (+) 3,6340,17° 3,0540,01° <1 <1
4,6 AGT (-) 3,2340,12° 3,1840,04° 3,3240,00° <1
4,3 AGT (+) <1 <1 <1 <1
4,3 AGT () <1 <1 <1 <1
10° INOKULASYON
Ornekler 0.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 3.PASAJ
Kontrol 3,67+0,20° 3,25+0,08° 3,29+0,01%! 3,3240,04'
4,6 AGT (+) 3,46+0,00° <1 <1 <1
4,6 AGT (-) 3,62+0,26% <1 <1 <1
4,3 AGT (+) <1 <1 4,04+0,02> 4,01+0,05>
4,3 AGT (5 <1 <1 3,50+0,04" 3,84+0,05"

*Harf gosterimi: Her inokiilasyon oraninda ayni siitunda, kontrol hamuru, 4,6 AGT (+) ve (-) suslar ile
hazirlanan hamurlarin istatistiksel agidan karslastirilmasini ifade eder (p<0,05).

**Rakam gosterimi: Her inokiilasyon oraninda ayni siitunda kontrol hamuru, 4,3 AGT (+) ve (-) suslar
ile hazirlanan hamurlarin istatistiksel agidan karslastirilmasini ifade eder (p<0,05)

***Sonuglar ortalama+standart sapma seklinde verilmistir.

Yapilan bir calismada eksi hamurda fermantasyon sicakliginin 28 °C’den 35
°C’ ye yiikseltilmesinin maya-kiif sayisinda bir diislise neden oldugunu gostermistir
(Siepmann ve dig. 2019). Benzer durum 4,6 a-GT (+) ve (-) bakteriler ile hazirlanan
hamurlarda da goériilmiistiir. Fermantasyon sirasinda maya-kiif sayiminda gdzlemlenen
azalma, fermentasyon boyunca hamura eslik eden bir¢cok LAB tiiriiniin bilinen
antifungal aktivitesinden (Korcari ve dig. 2020) ve yiiksek asiditeden kaynaklanabilir
(Reale ve dig. 2019).

43 a-GT (+) ve (-) suslar ile hazirlanan hamurlarda ise 10? ve 10* kob/g
inokiilasyonda maya —kiif tespit edilememis olup 10° kob/g inokiilasyonda 4,3 AGT
(+) ve (-) susu iceren hamurlarda sirasiyla 4,01 ve 3,84 log kob/g olarak bulunmustur
(Tablo 4.21). Bu durum Ercolini ve dig. (2013)’nin yaptig1 calismada da gdzlenmistir.
Calismada eksi hamur {iretiminin baglangicinda ¢avdar ve bugday eksi hamurlarinin
maya sayisinin LAB sayisindan yaklasik 2 log kob/g daha yiiksek oldugunu ve 4 log

kob/g civarinda bildirmistir. Maya sayis1 pasajlamanin 2. giiniinde azalmis ancak daha

73



sonra artmaya devam etmis ve fermentasyonun 11. giiniinde 6 log kob/g'in iizerine

cikmugtir.

Chia unu ile hazirlanan ve 30 °C’de inkiibe edilen hamur 10 giin boyunca
giinliik % 10 w/v oraninda geri beslenerek elde edilmistir. Uretilen hamurun 0. giin
maya-kiif sayis1 4,27 log kob/g’dan 2. giin sonunda 4,07 log kob/g’a diismiistiir ve
diger giinlerde ise tespit edilememistir. Bu durum yagli tohum ununun fermantasyonu
sirasinda, yiliksek serbest yag asitleri igeriginin maya hiicresi biiytimesi ve bdliinmesi

tizerinde toksik etki gosterebilmesi ile iligkilendirilmistir (Maidana ve dig. 2020).

4.2.3 4,6 ve 4,3 AGT Enzimi Ureten Laktobasillerle Fermente
Edilen Hamurlarin DGGE Profili

4,6 ve 4,3 AGT geni igeren ve igermeyen suslarin farkli oranlarda asilandigi ve
iki farkli sicaklikta fermente edildigi hamurlarin 3. pasajin ardindan pH 4,5’de sahip
oldugu LAB tiirleri sirasiyla Sekil 4.11 ve 4.12°de verilmistir. Kullanilan jelin her bir
kuyucugu esit konsantrasyonda (20 ng) PZR iiriinii (DNA) icermektedir.

25 °C’de gerceklestirilen fermentasyon sonucunda 4,6 AGT (+) susunun 102
kob/g inokiilasyonunda tespit edilen a band1 10* ve 10° kob/g inokiilasyonunda
kaybolmustur. Bahsedilen bant kantrol hamuru ve 4,6 AGT (-) susu ile fermentasyonu
baslatilan hamurlarda yer almamaktadir. Yine bu sicaklikta 4,6 AGT (+) susu igeren
tiim hamurlarda varolan b banti, 4,6 AGT (-) susun inokiilasyon konsantrasyonun en
yiiksek oldugu hamurda tespit edilmistir. Kontrol hamuru da dahil olmak {izere tiim
hamurlarda yer alan ¢ bandi 4,6 AGT (-) susunun artan baslangi¢ inokiilasyon oraniyla
dogru oranti gostererek en yiiksek profile 10° konsantrasyonda ulasilmistir. Ayn1 bant
4,6 AGT (+) starterinin her inokiilasyon oraninda izlenmistir ve en yiiksek bant
genisligine 4,6 AGT (-) igeren hamura benzer sekilde yiiksek konsantrasyonda
ulagmistir. Bu durumun aksine 4,6 AGT (+) susunun kullanildigi hamurda d bandi
gozlenmis olup, inokiilasyon orani arttik¢a bantin yogunlugunun azaldigi gorilmistiir

(Sekil 4.11 A).

74



N — 3 = = 5 uo‘_:)'- 1044y . aove
a L

s 7 = 3 ] . TT==TmT=

& - . d
= b 2= : = 3 5 =
b -] - O 4
- - = s & ' &
- " 3

= R

d i f-& i
p - .. — = 25¢C (A)
Sekil 4.11: Kontrol hamurunun, 4,6 AGT (+) ve (-) laktobasil ile farkli oranlarda

inokiile edilmis hamurlarin fermentasyonu sonucu elde edilen eksi hamurlarin DGGE
jel profili A:25 °C’de fermantasyon B: 30 °C’de fermantasyon

- g = 30¢<c (8)

30 °C’de fermentasyonu tamamlanan hamurlarin DGGE bant profilinde ise
kontrol hamuru ve 4,6 AGT(+) susun kullanildig1 hamurlarda oldukga diisiik izlenen
a bandinin 4,6 AGT (-) susun hamurlarinda 10? kob/g asilama oraninda oldukca
belirgin oldugu izlenmistir. Kontrol hamurunda yiiksek yogunlukta tespit edilen b
bandi ise laktobasil agilanan hamurlarin her inokiilasyon oraninda diisiik yogunlukta
bulunmustur. Yine ayni sicaklikta kontrol hamuru da dahil tim hamurlarda farkl
yogunlukta izlenen ¢ bandi 4,6 AGT (-) sus igeren hamurda 10° kob/g, 4,6 AGT (+)
iceren hamurda ise 10* kob/g asilama oranlarinda digerlerine gore daha yogun

gozlemlenmistir (Sekil 4.11 B).

Yiiksek sicaklikta fermente edilen hamurlarda tamamen silinen ya da ortaya
cikan bant goriilmemekle birlikte laktobasil suglarin baslangic inokiilasyon orani
degisimi ile bazi1 bantlarin yogunlugunun arttig1 veya azaldigi gézlemlenmistir. 25
°C’de fermente edilen hamurlarda ise silinen bantlar izlenmistir. Bu durum diisiik
sicaklikta fermente edilen eksi hamurlarin mikroflorasinda nisastayr modifiye
eden/edemeyen starterlerin kullaniminin LAB’nin ¢esitliligi iizerine etkisi oldugunu;
ancak yiiksek sicakliktaki eksi hamur fermentasyonunda ise bu etkinin LAB tiiriinden

ziyade yogunlugu iizerine etkisi oldugunu gdstermistir.

4,3 AGT (+) ve (-) laktobasillerle fermente edilen hamurlarin DGGE profiline
gore 25°C’de kontrol hamuru ile ayn1 sayida bandin (inokiilasyon oranindan bagimsiz)

varlig1 tespit edilmistir. Kontrol hamurunda yiiksek yogunlukta tespit edilen a ve b
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bantlarmin gerek 4,3 AGT(+), gerekse 4,3 AGT(-) sus iceren hamurlarin artan
inokiilasyon oranlar1 ile azaldigi ve bu azalmanin 4,3 AGT (-) hamurlarinda dikkat

cekici seviyede oldugu goriilmistiir (Sekil 4.12 C).

Fermentasyon sicakliginin 5 °C yiikselmesi ile birlikte bant yogunluklarinda
degisimlerin oldugu dikkati ¢ekmektedir. Ayrica 4,3 AGT (-) susunun en yiiksek
inokiilasyon oraninda diger hamurlarda yer almayan a ve b bantlarinin varlig: tespit
edilmis olup bu durum hamur mikroflorasinda farkli LAB tiirlerinin adaptasyon
kazandigin1 gostermektedir. 4,3 AGT enzimi agisindan fermentasyon gergeklestirilen
30 °C’de: enzim iireticisi susun mikroflora iizerinde baskilayici etki gostererek bazi
tiirlerin inhibisyonuna yol actig1 bulunmustur. Diger sicaklikta ise bu etki LAB

yogunlugunun artmasi veya azalmasiyla siirli olmustur (Sekil 4.12 D).
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Sekil 4.12: Kontrol hamurunun, 4,3 AGT (+) ve (-) laktobasil ile farkli oranlarda
inokiile edilmis hamurlarin fermentasyonu sonucu elde edilen eksi hamurlarin DGGE
jel profili C:25 °C’de fermantasyon D: 30 °C’de fermantasyon

DGGE kesin bir kantitatif yontem olmasa da her bir bandin yogunluk degisimi
benzer mikrobiyal topluluklarda ayni mikroorganizmalarin goéreceli yogunlugu
hakkinda bir gosterge verebilir (Kuang ve dig. 2009). Goriiniir bantlarin sayist ve
yogunlugu, fermantasyon siiresi boyunca hamur orneklerindeki LAB degisikligini
gostermistir. Ozetle; 4,6 AGT enzimi iireticisi susun 25 °C’de artan inokiilasyon orani
ile bir tiirlin yok olmasina sebep olurken, 30 °C’de enzimin lireticisi olan ve olmayan

suslarin hamur ortaminda mikrobiyal yiike etkisi oldugu tespit edilmistir. 25 °C’de 4,3
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AGT enzim {reticisi sugun Uretici olmayan susa gore popiilasyon stabilitesini

stirdlirdiiglinii 30 °C’de de bu durumun devam ettigi seklindedir.

Eksi hamurda her iki enzimin in situ tiretiminin LAB ¢esidi tlizerindeki etkisi
sicaklik degisimi ile diisiik kalirken, mikrobiyal konsantrasyon iizerindeki etkisi daha

belirgin olmustur.

4.2.4 4,6 ve 4,3 AGT Enzimi Ureten Laktobasillerle Fermente

edilen Hamurlarin Metagenom Ozellikleri

(Calismada hamurlarin fermantasyon biotasinin nihai bakteri cins ve tiir
tanimlamasin1 gergeklestirmek amaciyla yapilan NGS analizinde uygulanan her iki
sicaklik derecesinde ve tiim hamurlarda LAB cinsi olarak Lactobacillus, Leuconostoc,
Lactococcus ve Weissella cinsi gruplar karsimiza c¢ikmistir. Enterecoccus ve

Streptogassericoccus cinsi bakteriler ise bazi hamurlarda goriilmemistir.

25 °C’de sicaklikta kontrol hamurunda %44 oranindaki Lactobacillus cinsi
bakteri grubu tespit edilmistir. 10%, 10* ve 10° kob/g 4,6 AGT (+) sus ile asilanan
hamuralarda Lactobacillus sirasiyla %17, %50 ve %43 olarak tespit edilmis olup 4,6
AGT (-) susu ile hazirlanan hamurlarda bu oranlar %11, %58 ve %46 olarak
bulunmustur. Bu sicaklikta fermantasyonunu tamamlayan hamurlardan sadece 107
kob/g 4,6 AGT (-) susu ile hazirlan hamurda %0,003 oraninda Pediococcus cinsi tespit
edilmistir. 4,6 AGT (+) susu ile hazirlanan hamurlarda Weisella ve Lactococcus cinsi
bakteriler inokiilasyon orani arttikca azalmistir ve ayni durum 4,6 AGT (-)
laktobasilini iceren hamurlarda da goriilmiistiir. Kontrol hamurunda %37 olarak
saptanan Leuconostoc cinsi ise, en yiiksek degerine 10°kob/g 4,6 AGT (+) ve 4,6 AGT

(-) suslar1 kullanilarak hazirlanan hamurlarda sirastyla %38 ve %34 bulunmustur.

30 °C’de fermantasyonu tamamlanan kontrol hamurunda Lactobacillus %16’ya
diismiistiir. 10?> ve 10* kob/g 4,6 AGT (+) susu ile fermente edilen hamurda ise %17
oraninda kalmistir. Ayn1 laktobasilin baslangic olarak 10° kob/g olarak yer aldig
hamurda Lactobacillus %47 iken yine bu inokiilasyon oraninda 4,6 AGT (-) susu i¢in
%A44°tiir. Weissella cinsi hem AGT (+) hem de AGT (-) hamurda inokiilasyon orani

arrttikca azalmistir. Lactococcus cinsi ise kontrol hamurunda 25 °C’ye gore on kat
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azalarak %0,6 olarak tespit edilmistir. Bu cins 4,6 AGT (+) ve 4,6 AGT (-)’iin 10?
kob/g olarak kullamldigi hamurlarda sirasiyla %21, %18; 10* kob/g igin %8, %9 ve
son olarak 10° kob/g inokiilasyonda %9, %6 degerlerine ulasmistir. Kontrol
hamurunda Leuconostoc cinsi az oranda diisiis gostererek %33 iken 10? kob/g 4,6 AGT
(+) ve (-) suslar ile hazirlanan hamurlar i¢in aynidir (%10). 4,6 AGT (-) hamurunda
kalan diger iki inokiilasyon orani i¢in de bu cins artig gdstererek %23’e ulagsmustir. 4,6
AGT (+) susu icin ise dalgalanma gostererek 10* kob/g %37 ve 10° kob/g %24 olarak

bulunmustur.

Tanimlamaya tiir diizeyinde devam edildiginde 25 °C ve 30 °C’de kontrol, 4,6
AGT (+) ve (-) laktobasillerin tiim inokiilasyon oraniyla {iretilen hamurlarda; Leuc.
mesenteroides, Lb. gasseri, Lc. lactis ve Latl. curvatus tespit edilmistir. 25 °C’de
kontrol hamurunda %0,7 olarak tespit edilen Latl. sakei (Sekil 4.13), 30°C’de kontrol
hamurunda bulunmamaktadir (Sekil 4.14) ve 25 °C, 30° C sicaklikta 4,6 AGT (+) ve

4,6 AGT (-) suslarinin tiim inokiilasyon oranlarinda Latl. sakei %1 in altinda kalmistir.

Fermantasyonun her iki sicakliginda da kontrol hamurunda Liml. susuna
rastlanilmamistir, ancak; bu hamurun fermantasyonu tamamlanan her iki sicakliktada
Liml. fermentum tespit edilmis olup 25 °C’de %0,02 ve 30°C’de %0,005 gibi olduk¢a
diisiik diizeydedir. 25 °C’de 10° kob/g 4,6 AGT (+) laktobasil iceren hamurda Lim!.
reuteri %0,004 iken 4,6 AGT (-) hamurlarinda tespit edilmemistir. 30 °C’de ise 4,6
AGT (+) igeren hamurlarmn 10* ve 10° kob/g inokiilasyonunda Liml. reuteri sirastyla
%0,1 ve %4 tiir. Buna karsilik 4,6 AGT (-) susunun 10* kob/g inokiilasyonunda %0,01
ve 10° kob/g inokiilasyonunda %0,6 Liml. reuteri tespit edilmistir. Bu durum diisiik
sicaklikta yiiksek yogunlukta kullanilan laktobasillerden AGT geni igeren susun
varligini siirdiirdiigiinii; yiliksek sicaklikta fermantasyon ortaminda da AGT (-) olan
susun AGT (+)’e goOre fermentasyon ortamina direncinin daha diisik diizeyde

kaldigina isaret etmistir.
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Kontrol 46AGT(H)10* 2 46AGT()10%2  46AGT()10%4 4.6 AGT( ) 104 46AGT(1)10%  4.6AGT(-) 10%
u Leu. cifreum u L. lactis u Liml. fermentum Latl. curvatus B Leuic. mesenteroides
1 Latl. sakei B Lim. reuteri B Lc. garvieae B S.uberis Diger

Sekil 4.13: Kontrol hamurunun, 4,6 AGT (+) ve (-) laktobasil ile farkli oranlarda
inokiile edilmis, 25 °C’de fermentasyon sonucu elde edilen hamurlarin tiir ¢esitliligi

30°C
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30
20
10
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Kontrol 46AGT(1)10*2  46AGT(-)10*2 46AGT()10% 46AGT(-)10% 46AGT(+)10% 4.6AGT( ) 10%6
B Leuc. cifreum i Le. lactis 1 Liml. fermentum Latl. curvatus B Leuc. mesenteroides ™ Latl. sakei
B Lind. reuteri 1 Lc. garvieae B Leuc. holzapfelii W Latl. graminis Diger

Sekil 4.14: Kontrol hamurunun, 4,6 AGT (+) ve (-) laktobasil ile farkli oranlarda
inokiile edilmis, 30 °C’de fermentasyon sonucu elde edilen hamurlarin tiir ¢esitliligi

4,3 AGT i¢in 25°C’de Weissella cinsinin 4,3 AGT (+) susunun artan inokiilasyon
orani ile arttig1 ama tersi durumun Leuconostoc cinsi i¢in tespit edildigi goriilmektedir.
Yine bu susun 10* ve 10° kob/g olarak inokiile edildigi hamurlarda Lactobacillus cinsi
sirastyla %33 ve %32 iken Lactococus cinsi en yiiksek yiike 10° kob/g
inokiilasyonunda ulagmistir (%9). Bu sicaklikta s6z konusu cinsler i¢in 4,3 AGT (-)

susu ile fermente edilen hamurlarda susun artan inokiilasyon orani ile Lactococcus’un
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azaldigi, Weisella ve Leuconostoc cinsinin en yiiksek 10* kob/g inokiilasyonda
gorildigi (Weisella: %16, Leuconostoc: %29) bulunmustur. Lactobacillus cinsi ise
10> kob/g inokiilasyonda %33, 10* kob/g inokiilasyonda %29 ve 10° kob/g

inokiilasyonda %56’ya ulagsmistir.

30 °C’de fermantasyonu tamamlanan hamurlarda ise; beklenildigi lizere en
yiiksek Lactobacillus cinsi 10° kob/g sus inokiile edilen fermente hamurlarda tespit
edilmistir. Bu cins 4,3 AGT (+) susu ile hazirlanan hamurda %48, 4,3 AGT (-) ile
hazirlanan da ise %69°’dur. 4,3 AGT (+) ve AGT (-) suslarin inokiilasyon orani
arttikca Leuconostoc cinsinin azaldigi ve benzer durumun 4,3 AGT (-) susu ile asilanan
hamurlarm Lactococcus igerigi iginde tespit edilmistir. 10° kob/g inokiilasyon
oraninda 4,3 AGT (-) susuyla fermente edilen hamurda %0,03 olarak tespit edilen
Lactococcus, ayn1 oranda 4,3 AGT (+) susu iceren eksi hamur i¢in ise %3’tiir.
Weissella cinsi 4,3 AGT (+) susu ile hazirlanan hamurlarda 10%, 10* ve 10° kob/g
asilama oraninda %9, %13 ve %15 iken 4,3 AGT (-) susu ile asilanan hamurlarda ise

strastyla %0,08, %4 ve %0,08’dir.

Hamurlarin tiir diizeyinde mikroflorasinin tanimlanmasinda, 25 °C’de 4,3 AGT
(+) laktobasilin hamurda inokiilasyon orami arttikca Liml. fermentum’un arttig1
gozlenmistir. Nitekim 10? kob/g 4,3 AGT (+) susu inokiilasyonunda %0,01 olan Lim/.
fermentum 10° kob/g’da %8’dir. Liml. fermentum 4,3 AGT (-) susunun 10° kob/g
inokiile edilerek hazirlandigi hamurda ise %3’e ylikselmistir. Her iki susun da
inokiilasyon orani artisi ile Leuconostoc citreum lizerinde azaltict yonde bir etkisi
olmustur. Ayrica Lc. lactis her iki hamurda da tiim inokiilasyon oranlarinda tespit
edilmistir. 4,3 AGT (+) ve (-) laktobasillerinin hamurlarinda 25 °C’de Leuc.
mesenteroides 'in varhgl oldukca diisiik kalip AGT (-) laktobasil susun 10° kob/g
inokiilasyonunda goriilmemistir. Latl. curvatus, AGT (+) laktobasil iceren hamurlarda
en az %1 oraninda varligini siirdiiriirken 4,3 AGT (-) susunun hamura en yiiksek
oranda inokiilasyonunda tespit edilememistir. Yine Lb. gasseri sadece 4,3 AGT

(+)’nin 10° kob/g inokiilasyonunda goriilmiistiir (Sekil 4.15).
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Kontrol 43AGT(+)10%2 43AGT(-)10%2 43 AGT +)10*4 43AGT(-) 10%4 43 AGT

910%  43AGT(-)10%

—

B Leuc. cifreum ® Lc. lactis © Lim.fermentum © Latl. curvatus ® Leuc. mesenteroides © Latl. sakei ®Lc. garvieae WS.uberis ~ Diger

Sekil 4.15: Kontrol hamurunun, 4,3 AGT (+) ve (-) laktobasil ile farkli oranlarda

inokiile edilmis, 25 °C’de fermentasyon sonucu elde edilen hamurlarin tiir ¢esitliligi

30 °C’de fermente edilen hamurlarda, Liml. fermentum susunun; 4,3 AGT (+)
susu ile hazirlanan hamurlarin 102, 10* ve 10° kob/g inokiilasyonlarinda sirastyla %26,
%16 ve %45 degerlerine ulasirkken 4,3 AGT (-) susunun ayni oranda
inokiilasyonlarinda ise; %7, %7 ve %13’tiir. Limisolactobacillus gorillae, 10° kob/g
inokiilasyonda 4,3 AGT (+) susu icin  %0,009, 4,3 AGT (-) susu i¢in ise %0,003
olmustur. Lb. gasseri sadece 4,3 AGT (+) susun tiim hamurlarinda gézlemlenirken 4,3
AGT (-) susunun hi¢bir hamurunda yer almamistir. Bu sicaklik i¢in her iki
laktobasilinde farkli oranlarda inokiile edilmesiyle elde edilen eksi hamurlardan en az
birinde degisen oranlarda olsa da Leuc. mesenteroides, Leuc. citreum, Lc. lactis ve
Latl. curvatus bulunurken Latl. sakei sadece 10° kob/g oraminda 4,3 AGT (+) ile
hazirlanan hamurda %0,03 olarak bulunmustur (Sekil 4.16).
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Kontrol 43AGT(+)10*¥2  43AGT(-)10*2 43 AGT(+)10*4 43 AGT(-) 10*4 43AGT(+)10*% 4.3 AGT(-) 10%6
u Leuc. cifreum i Le. lactis i Liml fermentum Latl. curvatus B Leuc. mesenteroides W Lb. gasseri
Latl. sakei B Latl. graminis B Liml. gorillae B Leuc. holzapfelii ~ WS. uberis Diger

Sekil 4.16: Kontrol hamurunun, 4,3 AGT (+) ve (-) laktobasil ile farkli oranlarda
inokiile edilmis, 30 °C’de fermentasyon sonucu elde edilen hamurlarin tiir
cesitliligi

Calismamizda fermantasyon sicakliginin, baslangi¢ sus inokiilasyon oraninin ve
kullanilan susun nisastayr modifiye edici enzim {ireticisi olmasmnin eksi hamur
mikroflora iizerinde 6nemli etkisi goriilmiistiir. Kontrol hamuru dahil 4,6 AGT (+),(-)
ve 4,3 AGT (+), (-) suslart ile hazirlanan tiim hamurlarda baslangi¢ sus inokiilasyon
oranina bakilmaksizin Leuc. mesenteroides, Leuc. citreum, Lc. lactis, Latl. curvatus,
Latl. sakei degisen oranlarda gelismistir. 25 °C’de sadece 10° inokiilasyonda tespit
edilen AGT (+) Liml. reuteri’nin varlig1 30°C’de 10* ve 10° inokiilasyonda da tespit
edilmigtir. 25 °C’de AGT (-) Liml. reuteri’nin herhangi bir inokiilasyonda tespit
edilemeyip 30 °C’de ise 10* ve 10° inokiilasyonda AGT (+) startere gore daha diisiik
kalmasi genin varliginin mikroflora lizerinde susun canliligini siirdiirebilmesi yoniinde

etkisini gostermektedir.

Kontrol hamurunda artan sicaklik Liml. fermentum susunun oranini azaltirken
AGT (+) ve (-) hamurlarda sicaklik artisinin inokiilasyon artisi ile birlikte Liml.
fermentum yiikiinli arttirmistir. Ancak bu artis en fazla 4,3 AGT (+) sus ile fermente
edilen hamurlarda olmustur. Ayrica Liml. fermentum’un AGT (+) olan hamurlarda Lb.
gasseri gibi probiyotik bir susun varliginin tespit edilmesi starterin modifiye edebildigi
nisastanin son durumda prebiyotik 6zellikte olabilecegini diisiindiirmektedir. Nitekim
Lb. gasseri susu Liml. fermentum’un AGT (-) susunu iceren tiim hamurlarda her iki

sicaklik ve inokiilasyon oraninda da tespit edilmemistir.
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Tiirkiye’de tiretilen eksi hamurlarda Levl. brevis, Coml. alimentarius ve Lacp.
plantarum tiirleri oldukc¢a yaygin sekilde izole edilmistir. Cesitli illerinde eksi hamur
ekmegi yapimi i¢in kullanilan olgun eksi hamurlarin toplandigr ve LAB gesitlilig
karakterize  edildigi c¢alismada Lacp. plantarum, Frul.  sanfranciscensis,
Furfurilactobacillus rossiae, P. pentosaceus, Leuc. mesenteroides, Levilactobacillus
namurensis, Levilactobacillus zymae,  Levilactobacillus spicheri, Lacc. casei,
Companilactobacillus mindensis, Lactobacillus acetotolerans, Companilactobacillus
farciminis, Coml. paralimentarius, Enterococcus durans, E. faecium, W. confusa

tanimlanmistir (Yagmur ve dig. 2016).

Sevgili ve dig. (2023) Konya, Mardin ve Gaziantep illerinden toplanan eksi
hamurlarda yaptig1 ¢alismada %43,33 Levl. brevis, %21,7 Pediococcus acidilactici,
%18,3 Lacp. plantarum ve %3,3 Lacp. pentosus tespit etmislerdir.

Benzer sekilde Dogan ve Tekiner (2019) tarafindan Tiirkiye’'nin farkh
illerinden temin edilen eksi hamurlardan izole edilen bakterilerin probiyotik
ozelliklerinin degerlendirildigi calismada, P. pentosaceus (18) ve Levl. brevis (14)
basta olmak tlizere Lacc. casei (10), P. acidilactici (10), Lacc. rhamnosus (9), Lacp.
pentosus (8), Lacp. plantarum (8), Liml. fermentum (6), Lc. lactis (6) ve E. faecium
(4) izole edilmistir.

Dertli ve dig. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada Vakfikebir (Trabzon)
ilgesinden toplanan eksi hamurlarin  LAB  mikroflorast  tanimlanmustir.
Heterofermentatif LAB baskin olmakla birlikte homofermentatif tlirler de
bulunmustur. Homofermentatif tiirler; Lacp. plantarum, Lactobacillus paraplantarum,
Latl. curvatus iken heterofermentatif olanlar; Furl. rossiae, Frul. sanfranciscensis,
Levl. brevis, Coml. paralimentarius, Weissella paramesenteroides, Leuc.
mesenteroides, Leuconostoc pseudomesenteroides ve W. cibaria olarak tespit

edilmistir.
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4.3 4,6 ve 4,3 AGT (+) ve (-) Laktobasiller ile Fermente Edilen Eksi

Hamurlarin Kullanilmasiyla Uretilen Ekmeklerin Ozellikleri

4.3.1 4,6 ve 4,3 AGT (+) ve (-) Laktobasiller ile Fermente Edilen

Hamurlarin Viskozite Ozellikleri

Reolojik dl¢iim sonuglariyla hamur 6rneklerinin hem polimer yapist hem de
isleme kabiliyeti hakkinda bilgi edinilirken ayni zamanda nihai {riiniinde kalitesi
hakkinda bir fikir elde edilebilir. Tablo 4.22 ve 4.23’te verilen ‘C’’ hamuru tim
hamurlar i¢in 3. pasaj sonundaki kontrol hamurunu temsil etmektedir. (Co
fermentasyonun baslangicindaki hamuru temsil etmektedir ve tabloda degerler
verilmemistir). Burada goriildiigii iizere kontrol hamuru ile birlikte diger 6rnekler de
(hem 4,6 hem 4,3 o-GT ig¢in hazirlanan) shear thinning davranis sergileyerek zayif
pseudoplastik 6zellige sahip olduklar1 goriilmiistiir (n<1). Ancak; hem 4,6 AGT (+) ve
(-) hem de 4,3 AGT (+) ve (-) suslarin kullanildig1 hamur 6rneklerinde n degerleri

arasinda istatiksel anlamda fark bulunmamaistir (p>0,05).

Bir akigkanin kivam katsayisi, viskozite ile iligkilidir ve kivam katsayisinin
yiiksek olmas1 viskozitenin de yiliksek oldugunu anlamina gelir.Fermentasyon
siirecinin tamamlanmasiyla tiim eksi hamurlarda kivam katsayisinda (k) baslangic
hamura gore (Co) tipik bir diislis gézlemlenmistir. Kontrol hamurunun k degeri ise
diger hamurlardan oldukc¢a diisiik bulunmustur. Burada kontrol hamuruna gére hem
4,6 hem de 4,3 AGT deneme deseninde k degeri degisimi fermantasyon i¢in kullanilan
laktobasiller tarafindan in situ iiretilen EPS’ye atfedilebilir. EPS'min su baglama
kapasitesi ve hamurlardaki proteinlerle etkilesime girme yetenegine sahip oldugu
bilinmektedir. Nitekim Coda ve dig. (2018) tarafindan Leuc. citreum FDR241 susu
bugday unu kullanilarak iiretilen Tip 1 eksi hamurunda viskozite Ol¢limii
gergeklestirilmistir. Bir homopolimerik EPS olan dekstran iireten bu bakteri
karakterize edilen eksi hamurlarda fermentasyonun baslangicina kiyasla viskozitenin

2-2,6 kat artisin1 saglamstir.
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Tablo 4.22: Kontrol hamuru ve 4,6 AGT (+) ve (-) laktobasil ile fermente edilen
hamurlarin viskozite 6zellikleri

Kivam Akas
Ornekler Katsayisi Davranis R?
(Pa.s)" indeksi (n)
Kontrol 3,45+1,08% 0,78+ 0,11% 0,98
4,6 AGT (+) 20,48+6,54° 0,65 + 0,04 0,99
4,6 AGT (-) 19,4446,19° 0,69 + 0,052 0,99
*Her siitundaki harfler 6rneklerin kendi arasinda istatistiksel agidan Kkarslastirilmasimi ifade eder
(p<0,05).

**Sonuclar ortalama+tstandart sapma seklinde verilmistir.

Tablo 4.23: Kontrol hamuru ve 4,3 AGT (+) ve (-) laktobasilile fermente edilen
hamurlarin viskozite 6zellikleri

) Kivam Akis Davrams
2
Ornekler ga;t.ssz)\gfm indeksi (n) R
Kontrol 3,45+1,08? 0,78+ 0,112 0,98
4,3 AGT (+) 18,40+4,22° 0,70 + 0,04 0,98
4,3 AGT (-) l3,33i2,92ab 0,76 = 0,04? 0,99
*Her siitundaki harfler orneklerin kendi arasinda istatistiksel agidan karslastirilmasini ifade eder
(p<0,05).

**Sonuglar ortalamatstandart sapma seklinde verilmistir.

4.3.2 4,6 ve 4,3 AGT (+) ve (-) Laktobasiller ile Fermente Edilen
Eksi Hamurlar Kullanilarak Uretilen Ekmeklerin Fiziksel

Ozellikleri

Bilindigi {izere spesifik hacim glutenin fermantasyon boyunca ve hamurun son
fermentasyon asamasinda olusan CO2’yi tutma yetenegini ile ekmegin de goriintiisii
ve tekstiirii hakkinda bilgi veren 6nemli bir kalite parametresidir. Elgiin ve dig. (2012)
tiretilen ekmeklerin spesifik hacimlerinin 3,20-3,80 arasinda kabul edilebilir oldugunu
belirtmistir. Bu ¢alismada hazirlanan ekmeklerin spesifik hacimleri her iki enzim

grubu icinde bu araliktadir ve Tablo 4.24-4.25°de gosterilmistir.
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Tablo 4.24: Kontrol hamuru ve 4,6 AGT (+) ve (-) laktobasil eksi hamurlar ile
hazirlanan ekmeklerin spesifik hacim 6zellikleri

Ornek Agirhik (g) Hacim (ml) Spesifik Hacim Fire (%)
(ml/g)

Kontrol Ekmek  137,30+1,35*  458,00+12,00®  3,34+0,05° 14,19+0,84

4,6 AGT (+) 138,65+0,48* 500,00+5,77% 3,61£0,04° 13,34+0,30

4,6 AGT (-) 139,52+1,22%  455,00+5,00° 3,19+0,01? 12,80+0,76

*Her siitundaki harfler 6rneklerin kendi arasinda istatistiksel a¢idan karslastirilmasini ifade eder

Liml. reuteri ile fermente edilen eksi hamurlar kullanilarak hazirlanan
ekmeklerin oldugu grupta en yiiksek hacim 3,30 degeri ile AGT (+) gruba ait olup
kontrol ekmegine gore hacimde % 6,66’lik bir artis s6z konusudur. AGT (-) ekmegin
ise 3,19 ile kontrol ekmeginden de daha diisiik oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.24).
Liml. fermentum igeren hamurlara baktigimizda ise kontrol grubuna gére AGT (+) olan

ekmek hacminde artig vardir; ancak bu artis AGT (-)’e gore diisiiktiir (Tablo 4.25).

Tablo 4.25: Kontrol, 4,3 AGT (+) ve (-) laktobasil eksi hamurlar1 ile hazirlanan
ekmeklerin spesifik hacim 6zellikleri

Ornek Agirhk (g) Hacim (ml) Spesifik Hacim Fire (%)
(ml/g)
Kontrol Ekmek  137,30+1,35* 458,00+12,00*  3,34+0,05% 14,19+0,84
4,3 AGT(+) 139,70+0,40? 542,50i12,50b 3,88i0,08b 12,69+0,25
4,3 AGT(-) 137,30+£2,60* 476,00+6,00? 3,47+0,02% 14,19+1,63
*Her siitundaki harfler O6rneklerin kendi arasinda istatistiksel agidan karslastirilmasimi ifade eder
(p<0,05).

**Sonuglar ortalamatstandart sapma seklinde verilmistir.

Li ve dig. (2019) tarafindan yapilan bir ¢calismada S. thermophilus taratindan
iiretilen 4,6 GtfB enzimi 0,04—0,16 U/g olacak sekilde hamur ortamina eklenmis ve
ekmek tretimi gerceklestirilmistir. 0,04 U/g enzim eklemenin ekmek spesifik
hacminde kontrole gore %11,4-2,3 oraninda artis tespit edilmistir. Bu ¢alismanin
sonuglari da s6z konusu literatiir verisiyle benzerdir. Buna gore glukanotransferazlarin

ekmeklerin spesifik hacminde etkili oldugu anlagilmaktadir.

Hazirlanan ekmeklerin tekstiirel 6zelliklerini degerlendirmek amaciyla yapilan
analiz sonuglar1 4,6 AGT enzimi i¢in Tablo 4.26 ve 4,3 AGT enzimi i¢in Tablo 4.27°de

verilmistir.
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Tablo 4.26: Kontrol, 4,6 AGT (+) ve (-) sus ile hazirlanan ekmeklerinin tekstiirel

ozellikleri
SERTLIK
0.GUN 3.GUN 5.GUN 7.GUN
Kontrol 3,72+0,29  9,53+0,69%  11,89+0,71" 23,42+1,64“
4,6 AGT (+) 3,70 £0,10**  8,59+0,88%%  14,73+0,78° 15,37+1,00°
4,6 AGT (-)  3,29+0,47%  7,18+0,26%*  16,43+0,98"5" 24,24+1,71
CiIGNENEBILIRLIK
0.GUN 3.GUN 5.GUN 7.GUN
Kontrol 22,04+1,39  39,63+2,128%  50,57+2,45% 53,35+2,35¢
4,6 AGT (+) 22,57+0,62%*  37,87+3,15%  52,88+2.40 52,05+2,12¢
4,6 AGT () 23.24+2.82%  39,07+2,76%  51,61+1,77° 51,70+4,28%
IC YAPISKANLIK
0.GUN 3.GUN 5.GUN 7.GUN
Kontrol 0,74+0,014*  0,54+0,013  0,47+0,01“® 0,38+0,01¢
4,6 AGT (+) 0,78+0,005%*  0,57+0,018  0,50+0,01“* 0,43+0,01°°
4,6 AGT (-) 0,79+0,01%°  0,55+0,025° 0,50+0,0282 0,40+0,01¢%
SAKIZIMSILIK
0.GUN 3.GUN 5.GUN 7.GUN
Kontrol 2,78+0,18%*  5,35+0,48%%  6,49+0,445 7,36+0,35
4,6 AGT (+) 2,86+0,07%*  5,24+0,455% 7,00+£0,41<* 7,37+0,44¢%
4,6 AGT (-)  2,55+0,32%%  4,90+0,40° 6,43+0,3852 6,63+0,665
ELASTIKIYET
0.GUN 3.GUN 5.GUN 7.GUN
Kontrol 7,950,084 7,71+0,077B*  7,70+0,124B2 7,39+0,1082
4,6 AGT (+)  7,87£0,06™ 7,73£0,08%B*  7,69+0,074B 7,54+0,0952
4,6 AGT (-)  8,13+0,07%* 7,94+0,13B* 7 74+0,134B2 7,7240,1082

* Degerlendirilen her 6zellikte ayni siitundaki kiigiik harfler 6rneklerin kendi arasinda ve ayni satirdaki
biiyiik harfler 6rnegin depolama giinleri arasinda istatistiksel a¢idan farkliligini ifade eder (p<0,05).
**Sonuglar ortalamaz+standart sapma seklinde verilmistir.

Sertlik (Hardness) ekmegi sikistirmak igin gereken maksimum kuvveti
gosteren Onemli bir parametredir (Terrazas-Avila ve dig 2024). Tablo 4.26’da
goriildiigi tizere depolamanin ilk giliniinden 7. giliniine kadar ekmeklerin sertliginde
artis meydana gelmistir. Uretim sonras1 ve 3. giinde tiim ekmeklerin sertlik degerleri
arasinda istatistiksel agcidan anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0,05). Depolamanin
5. glinlinde 4,6 AGT (+) ve (-) suslarinin fermente ettigi eksi hamuru igeren ekmeklerin
sertlik degerleri benzerdir (p>0,05). Depolamanin son giiniinde ise AGT (+) ekmegin
sertlik degeri kontrol ve AGT (-) ekmeklerin sertlik degerlerinden diisiiktiir (p<0,05).

87



Tablo 4.27: Kontrol, 4,3 AGT (+) ve (-) sus ile hazirlanan ekmeklerinin tekstiirel

ozellikleri
SERTLIK

0.GUN 3.GUN 5.GUN 7.GUN
Kontrol 3,72+0,294¢ 9,53+0,69% 11,89+0,7158 23,42+1,64%
4,3 AGT (+) 2,63+0,144° 7,33+0,218® 9,03+0,29<° 11,53+0,85"°
4,3 AGT (-) 2,110,107 6,360,285 9,01+0,37<° 15,53+0,99"°

CiGNENEBILIRLIK

0.GUN 3.GUN 5.GUN 7.GUN
Kontrol 22,04+1,39%  39,63+2,12% 50,57+2,45% 53,35+2,35%
43 AGT (+)  16,87£0,80%°  37,75+0,705® 34,03+1,435° 36,44+3,265°
43 AGT (-)  14,17+0,41%°  30,31£1,04"° 37,29+1,42<° 41,60+1,58®

IC YAPISKANLIK

0.GUN 3.GUN 5.GUN 7.GUN
Kontrol 0,740,014 0,540,015 0,47+0,01¢ 0,38+0,01"2
4,3 AGT (+) 0,79+0,014 0,57+0,015%® 0,48+0,02* 0,41+0,01°*
4,3 AGT (-) 0,80+0,014 0,62+0,025° 0,49+0,01¢° 0,43+0,02P°

SAKIZIMSILIK

0.GUN 3.GUN 5.GUN 7.GUN
Kontrol 2,78+0,184¢ 5,35+0,4852 6,49+0,445¢ 7,36+0,35
43 AGT (+) 2,07+0,09%° 4,07+0,08% 4,45+0,245° 4,76+0,415°
43 AGT (-)  1,68+0,08°  4,08+0,24% 4,50+0,20%° 7,58+0,80"

ELASTIKIYET

0.GUN 3.GUN 5.GUN 7.GUN
Kontrol 7,950,084 7,710,074 7,70+£0,12482 7,39+0,10%%
43 AGT (+)  8,14+0,06™ 8,050,058 7,930,045 7,65+0,06%®
4,3 AGT () 8,120,074 8,01+0,044° 8,01+0,074¢ 7,98+0,05"°

* Degerlendirilen her 6zellikte ayn1 stitundaki kiigiik harfler 6rneklerin kendi arasinda ve ayni satirdaki
biiyiik harfler 6rnegin depolama giinleri arasinda istatistiksel a¢idan farkliligini ifade eder (p<0,05).
**Sonuglar ortalama+tstandart sapma seklinde verilmistir.

Tablo 4.27°de verilen ekmek sertlikleri incelendiginde ise depolamanin ilk
giinii kontrol ekmeginin, laktobasil ile fermente edilen eksi hamurlari iceren ekmeklere
gore daha yiiksek sertlik degerine sahip oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Depolamanin
ilerlemesiyle bu durum devam etmis ve 7.giinde 4,3 AGT (+) ve (-) laktobasil i¢eren
eksi hamurlarla hazirlanan ekmekler sirasiyla 11,53 ve 15,53 N sertlik degerleri

kontrol ekmeginden daha diisiik sertlik degerine sahip olmuslardir (p<0,05).

Kontrol ve AGT (-) gruplara gore 4,6 ve 4,3 AGT (+) grup ekmeklerin daha

disiik sertlige sahip bulunmasi glukanotransferaz enziminin bayatlamanin
geciktirilmesinde rol oynadigina isaret etmektedir. Ekmek sertliginin artis1 ekmegin
bayatlamasinin bir gostergesi olup bu durumdan baglica nisastanin retrogradasyonu
sorumludur (Elgiin ve Ertugay 2002). Dolayisiyla bu ¢aligmanin sonuglart hem 4,6
hem de 4,3 AGT (+) genleri iceren laktobasillerle fermente edilerek hazirlanan eksi

hamurlarin ekmekte kullanilmasi ile birlikte muhtemelen nisasta yapisinda
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modifikasyonlarin olustugu buna karsilik olarak da retrogradasyon davranisin da

PN

degistigi seklinde yorumlanabilir.

Cignenebilirlik, bir yiyecegi yutana kadar ezmek ve ¢ignemek i¢in gereken
enerji miktar1 olarak tanimlanir (Terrazas-Avila ve dig 2024). Depolamanin ilk
gilinlinden son giiniine kadar 4,6 AGT (+) ve (-) laktobasil ile fermete edilen eksi
hamuru iceren ekmeklerin ¢ignenebilirlik degerleri kontrol ekmegi ile benzer
bulunmustur (Tablo 4.26) (p>0,05). Ancak 4,3 AGT (+) ve (-) laktobasil ile fermente
edilen eksi hamuru igeren ekmeklerde ise depolamanin ilk giinii kontrolden farkl
olarak c¢ignenebilirlik degeri istatistiksel agidan anlamli bir sekilde diisiik bulunmustur
(Tablo 4.27) (p<0,05). Depolaminin tiim giinlerinde ekmegin cignenebilirlik degeri
kontrol ekmeginde yiiksek olup beklenildigi iizere 7.giinde en yiiksek degere
ulagmistir. Depolamanin son giinii 4,3 AGT(+) laktobasil ile fermente edilen eksi
hamuru igeren ekmegin ¢ignenebilirlik degeri 36,44 olup, 4,3 AGT(-) ile fermente
edilen eksi hamur ile hazirlanan ekmekten daha diisiiktiir (p>0,05). Her iki enzim
grubu degerlendirildiginde, 4,3 AGT enziminin 4,6 AGT enzimine gore ekmegin
cignenebilirlik 6zelliklerine daha fazla etkili oldugu anlasilmaktadir. Bu durumun
enzimin yeni baglanmalarla olusturdugu glukan yapilarindan kaynakladigi seklinde

yorumlanabilir.

Yapigkanlik, ekmek kirintisin1 olusturan i¢ baglarin giicii ve yiyecekleri
cignemek i¢in gereken enerji ile ilgilidir (Iglesias-Puig ve Haros, 2013). Depolama
stiresine paralel olarak tiim gruplarda yapiskanlik degerlerinin azaldig1 gorilmistiir.
Ekmeklerin ilk iiretildigi anda 4,6 AGT (+) ve (-) laktobasillerin kullanildig1 eksi
hamurlar ile hazirlanan ekmeklerin yapiskanlik degerleri arasinda istatistiksel acidan
anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). Ayrica kontrol ekmegi de dahil 4,6 AGT (+)
ve (-) laktobasillerin kullanildig1 eksi hamurlar ile hazirlanan ekmeklerin 3. ve 5. giin
yapiskanlik degerleri istatistiksel agidan benzer olup (p>0,05) depolamanin son giinii
4,6 AGT (+) laktobasil igeren eksi hamur ile iiretilen ekmeklerin kontrol grubuna gore

yapiskanlik degerleri yliksek bulunmustur (p<0,05).

4,3 AGT (+) ve (-) laktobasilleri kullanilarak iiretilen eksi hamur ekmeklerinin
0. giinii ve 3. giinii yapiskanlik degerleri kontrol ekmeginden istatistiksel acidan farkli
olup (p<0,05) depolamanin kalan giinlerinde ise yine bu grup ekmeklerin i¢

yapiskanlik 6zelliklerin diisiik oldugu gortilmistiir.
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Sakizimsilik (gumminess), sertlik ve yapigkanlik degerlerinin ¢arpimi olarak
ifade edilmektedir (Gergekaslan ve dig. 2007). Tablo 4.26’da goriilecegi iizere tiim
ekmek gruplarinda depolama ile birlikte sakizimsilik degerleri artig1 goriilmiis ve
sakizimsilik verileri bakimindan istatistiksel agidan fark bulunmamistir (p>0,05).
Tablo 4.27°de ise 0. giin 4,3 AGT (+) ve (-) laktobasil suslarini iceren eksi hamur ile
tiretilen ekmeklerin kontrol ekmeginden daha diisiik sakizimsilik degerine sahip
oldugu ve 3. giinden sonra bu farkin olmadig1 goriilmiistiir. Depolamanin 5. giintinde
4,3 AGT(+) ve (-) suslar ile iiretilen eksi hamurlar1 iceren ekmeklerin sirasiyla 4,45
ve 4,50 sakizimsilik degerlerine ulagsmis olup kontrol ekmegi ile aralarinda istatistiksel
acidan anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05). Depolamanin son giiniinde ise kontrol
ekmegi ve 4,3 AGT (-) sus ile fermente edilen eksi hamuru igeren ekmegin
sakizimsilik degeri agisindan istatistiksel olarak birbirine benzer olup 4,3 AGT(+) sus
ile fermente edilen eksi hamuru igeren ekmek hepsinden farklidir ve en diisiik degere

sahiptir (4,76).

Elastikiyet; gidanin ilk 1sirmanin sonu ile ikinci 1sirmanin baglangict arasinda
gecen slire boyunca toparlandigi yiiksekligi ifade etmektedir. Kontrol ekmegi, 4,6
AGT (+) ve (-) suslar ile fermente edilerek hazirlanan eksi hamurlarin kullanildig:
ekmeklerin elastikiyet degeri depolama ile birlikte azalmis, fakat ekmekler arasinda
istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). Benzer durum 4,3 AGT
(+) ve (-) suslar ile fermente edilerek hazirlanan eksi hamurlarin kullanildigi ekmekler
ve kontrol ekmegi arasinda goriilmiistiir. Eksi hamur ekmeklerinin elastikiyetinin

tizerinde kullanilan suglarin g#/B geninin varligi etkili olmamustir.

Ekmek bayatlamast hem makroskobik hem de molekiiler 6lgiide birgok
reaksiyonu barindiran fizikokimyasal siirectir. Lezzet, tekstiir gibi 6nemli duyusal
parametrelerin  kayb1 ile sonuglanan bu silirecin mekanizmasi tam olarak
aydmlatilmamistir. Ancak yine de bayatlamadan sorumlu en temel etkilerin; nisasta
donilisiimii, nisasta-gluten etkilesimleri ve nemin yeniden dagilimi oldugu
bilinmektedir. Nisastada kristalligin uzun siireli gelisimi, bayatlama siirecine dahil
olan amilopektin fraksiyonundan kaynaklanmaktadir. Caligmada incelenen her iki
grup enzim i¢in hazirlanan eksi hamur ekmeklerinin ve kontrol ekmeginin
jeletinizasyon baslangici (endotermik pik) (To) baslangic1 40°C civarinda oldugu tespit

edilmistir. Endotermik pik esasen ¢ift sarmal konformasyonlarda bulunan bitisik
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nisasta polimer zincirleri arasindaki hidrojen baglarinin kirilmasiyla sonuglanan

absorbe edilen termal enerjidir.

4,6 AGT enziminin ekmegin bayatlamasi iizerine etkisini tespit etmek igin
hazirlanan eksi hamur ekmeklerinde; kontrol ekmegi ile 4,6 AGT (+) ve (-) sus ile
hazirlanan ekmeklerin arasinda depolamanin ilk giiniinde entalpi degisimi (AH)
acisindan belirgin fark bulunmazken depolamanin ilerlemesi ile 4,6 AGT (+) sus
inokiile edilen eksi hamurla hazirlanan ekmegin daha diisiik entalpi degerleri
gozlenmistir (Sekil 4.17). Bu durum 4,3 AGT (+) ekmeklerde de gozlenmis olup
entalpideki bu fark 5. ve 7. giin depolamanin sonunda daha belirgindir (Sekil 4.18).
Amilopektindeki a-(1,4) glikozidik baglarin stabilitesi a-(1,6) glikozidik baglardan
daha yiiksektir. 4,6 ve 4,3 AGT (+) ekmeklerde kontrol ekmegi, 4,6 ve 4,3 AGT (-)
ekmeklere nazaran entalpide daha az bir artigsa; yeni o-(1,6) glikozidik baglarin
olusumu ve termal direnci azaltan o-(1,4) glikozidik baglarin pargalanarak

jelatinlesme sicakliklarinin diismesi neden olabilir.

350

300 T

N
n
=]

Entalpi J/g
w > @ S
< < < <

=]

0. 3. 5. 7.
Depolama Siiresi (giin)

=@==Kontrol Ekmek =@=4,6 AGT (+) Ekmek 4,6 AGT (-) Ekmek

Sekil 4.17: Kontrol, 4,6 AGT (+) ve (-) sus ile hazirlanan ekmeklerin farkli
depolama siiresince diferansiyel kalorimetrik degisimleri
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Sekil 4.18: Kontrol, 4,3 AGT (+) ve (-) sus ile hazirlanan ekmeklerin farkli
depolama siiresince diferansiyel kalorimetrik degisimleri

4.3.2.1 Ekmeklerin GI Degerleri

Hazirlanan eksi hamur ekmeklerinin GI ve HI degerleri Tablo 4.28 ve 4.29°da
verilmigtir. 4,6 AGT (+) susun eksi hamur {iretiminde kullanilmasi ile elde edilen
ekmegin beyaz ekmege gore GI degerinin 59,14 oldugu ve durumda 4,6 AGT (+)
ekmegin orta GI degerine sahip oldugu goriilmektedir (Tablo 4.28). 4,3 AGT(+) sus
kullanilarak iiretilen ekmeklerin GI degeri de (Tablo 4.29) beyaz ekmege gore daha
disiiktiir; ancak bu durum istatistiksel a¢idan 6nemli bir fark olusturmamaktadir
(p>0,05). Glukanotransferaz enzimi, kolayca sindirilebilen a-(1,4) baglarinin
miktarini azaltarak ve a-amilaz tarafindan parcalanamayan a-(1,6) ve (1,3) baglarinin

eklenmesiyle nisastanin sindirilebilirligini azaltig1 diistiniilmektedir.

Tablo 4.28: Beyaz ekmek, 4,6 AGT (+) ve (-) suslar1 kullanilarak hazirlanan eksi
hamur ekmeklerinin glisemik indeks degeri

Ornekler HI GI
Beyaz Ekmek 151,15+9,00° 86,94+3,52°
4,6 AGT (+) Ekmek 80,09+0,95° 59,14+0,37°
4,6 AGT (-) Ekmek 125,93+4,01¢ 77,07+1,57¢

*Degerlendirilen her 6zellikte ayni siitundaki harfler 6rneklerin kendi arasinda istatistiksel agidan
farkliligini ifade eder (p<0,05).
**Sonuclar ortalama+tstandart sapma seklinde verilmistir.
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Tablo 4.29: Beyaz ekmek, 4,3 AGT (+) ve (-) suslar1 kullanilarak hazirlanan eksi
hamur ekmeklerinin glisemik indeks degeri

Ornekler HI GI

Beyaz Ekmek 151,15+9,002 86,94+3,52?
43 AGT (+) Ekmek  129.82+2.99° 78.60+1.17°
4,3 AGT (-) Ekmek 138,17+0,50? 81,86+0,20*

*Degerlendirilen her 6zellikte ayni siitundaki harfler 6rneklerin kendi arasinda istatistiksel agidan
farkliligini ifade eder (p<0,05).
**Sonuglar ortalamaz+standart sapma seklinde verilmistir.

Duyusal Ozellikler

4,6 AGT (+), (-) ve 4,3 AGT (+), (-) laktobasiller kullanilarak ve spontan olarak
elde edilen preferment hamurlardan iiretilen eksi hamur ekmeklerinin duyusal profili

sirastyla Sekil 4.19 ve Sekil 4.20°de gosterilmistir.

4,6 AGT (+) ve (-) laktobasiller ile hazirlanan preferment hamurlardan elde
edilen ekmekler ile kontrol ekmegi arasinda degerlendirilen tiim duyusal 6zellikler
bakimindan istatistiksel agidan bir fark goriilmemistir (p>0,05). Bununla beraber 4,6
AGT (+) sus ile fermente edilerek hazirlanan hamurdan firetilen ekmegin gozenek
yapist ve tekstiirii kontrol ekmegi ve 4,6 AGT(-) sus ile hazirlanan eksi hamurdan
iretilen ekmeklere gore daha yiiksek puan alirken; koku bakimindan ise daha diisiik
begeni kazanmigtir. Tiim ekmeklerde genel begeni en yiiksek 4,3 AGT (-) ekmegi i¢in
elde edilmistir. Sonug olarak genel duyusal begeniyi degistirmesede 4,6 a-GT (+)
susun kullanildigi ekmeklerin yapisal 6zelligine olumlu katki saglayabilecegini

gostermektedir (Sekil 4.19).

4,3 AGT (+) ve (-) suslar ile hazirlanan preferment hamurlardan elde edilen
ekmekler ile kontrol ekmekleri arasinda kabuk rengi begenisi hari¢ diger tiim duyusal
ozellikler bakimindan istatistiksel ac¢idan bir fark goriilmemistir (p>0,05). Kontrol
ekmegi ve 4,3 AGT(+) ekmegi kabuk rengi agisindan benzer puana sahip olup
(p>0,05), 4,3 AGT (-)ekmegi 5,53 £0,14 skoru ile kontrol ekmeginden farkli (p<0,05)
4,3 AGT (+) ekmegi ile benzerdir. Panelistlere sunulan 6zelliklerden AGT(+) susu ile
fermente edilen hamurun ekmegi gézenek yapist bakimindan diger ekmeklerden daha

yiiksek puan almistir (Sekil 4.20).
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«=@=Kontrol Ekmek  ==@=46 AGT (+) Ekmek 4,6 AGT (-) Ekmek

Kabuk Rengi
6
Genel Begeni 5,5 I¢ Rengi
Eksimsiligi / Gozenek Yapist
Lezzeti(Tat-Aroma) Tekstiir Ozelligi
A
Cignenebilirligi Kokusu

Sekil 4.19: Kontrol, 4,6 AGT (+) ve (-) sus ile hazirlanan ekmeklerin duyusal profili

=@®=—Kontrol Ekmek  =@=43 AGT (+) Ekmek 4,3 AGT (-) Ekmek
Kabuk Rengi
5,6
Genel Begeni 5,4 I¢ Rengi

Eksimsiligi Gozenek Yapisi

Lezzeti(Tat-Aroma) Tekstiir Ozelligi

Cignenebilirligi Kokusu

Sekil 4.20: Kontrol, 4,3 AGT (+) ve (-) sus ile hazirlanan ekmeklerin duyusal profili

Ekmek iiretiminde eksi hamur kullanilmas1 ekmegin duyusal karakteristiginin
gelisimine katki saglayan bir siirectir (Gobbetti ve dig. 2014). Dogan (2021) tarafinda
yapilan c¢aligmada fitik asit {izerine etkili LAB’lerin c¢esitli kombinasyonlarda
kullanildig1 eksi hamurlardan {iretilen ekmeklerin spontan fermantasyon ile iiretilen
kontrol ekmegine gore kabuk ve i¢ rengi, kokusu, lezzeti, gozenek yapis1 ve genel

kabul edilebilirligi daha yiiksek bulunmustur.
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Bu ¢aligmaya benzer sekilde maya ve dort defa pasajlandiktan sonra 4 saat (S4)
ve 24 saat (S24) 30 °C’de inkiibe edilen eksi hamurlar kullanilarak elde edilen
ekmeklerden S4 ekmeginin kabuk rengi ve gozenek yapisi yiiksek skora sahip
olmustur, ancak ekmekler arasinda genel lezzet agisindan Onemli bir fark

bulunmamistir (Rizzello ve dig. 2019).

4.4 4,6 ve 4,3 a-Glukanotransferaz Enzim Preperatlarimin Firincilik
Uriinlerinde Kullamilmas1 ve Kalite Ozellikleri Uzerine Etkilerinin

Belirlenmesi

Calismanin bu kisminda projede dretilen iki farkli 4,6- ve 4,3-a-
glukanotransferaz enzimlerinin firmcilik iriinlerinde bayatlamanin geciktirilmesi
ve/veya glisemik indeksin diisiiriilmesi yoniinde etkili olup olmadiginin test edilmesi
i¢in firincilik triinleri icerisinde olduk¢a 6nemli oranda tiiketimi olan roll ekmek
tiretimi gerceklestirilmistir. Projede 4 U /g un aktiviteye sahip olacak sekilde liyofilize
enzim Ornegi kullanilmig deney 6rnegi (4,6-a-glukanotransferaz) ile enzim igermeyen

kontrol 6rneginin (C) liretimi gerceklestirilmistir (Sekil 4.21 ve 4.22).
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Sekil 4.21: 4 U /g un aktiviteye sahip liyofilize enzim 6rnegi kullanilarak yapilan
ekmek (4,6-a-glukanotransferaz) ile enzim igcermeyen kontrol ekmegin (C) pisirilme
goruntusu

Sekil 4.22: 4 U /g un aktiviteye sahip liyofilize enzim 6rnegi kullanilarak yapilan
ekmek (4,6-a-glukanotransferaz) ile enzim igermeyen kontrol ekmegin (C)
goruntusu
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4.4.1 Ekmek ve Pogaca Orneklerinin Spesifik Hacimlerinin

Belirlenmesi

Kontrol ve enzim ilaveli ekmeklerin agirliklarinda farklilik belirlenmezken,
enzim ilaveli ekmeklerin hacimleri diisiilk bulunmustur (p<0,05). Paralel bir sekilde
enzim katkili ekmeklerde spesifik hacim diisiik bulunmustur (p<0,05). Benzer
sonuclar pogaca ornekleri i¢in de tespit edilmistir (Tablo 4.30). Hem ekmek hem de
pogaca Ornekleri dikkate alindiginda 4-3 a-glukanotransferaz enziminin spesifik
hacmin diismesinde daha fazla etkili oldugu dikkati ¢ekmistir. Bu sonu¢ muhtemelen
nisasta fraksiyonlarindaki s6z konusu enzimlerin etkisi ile nisasta-gluten yapisinin
zayiflamast ile iligkili olabilir. Yapmin zayiflamasi ile gaz tutma kapasitesinde

azalmanin meydana geldigine isaret etmektedir.

Tablo 4.30: Ekmek ve pogaca 6rneklerinin fiziksel 6zellikleri

Ornek Agirhik Hacim Spesifik Fire (%)
(2) (ml) Hacim
(ml/g)
Kontrol Ekmek 138,88 £2,65% 457,50 £6,01? 3,29 £0,01% 13,88+1,83
4.6 Ekmek 139,63 £1,94% 450,00 +£4,07% 3,22 +0,38° 13,81£1,58
4.3 Ekmek 141,63 +1,24 442,50 +5,95% 3,12 £0,25° 13,12+0,76
Kontrol Pogaca 142,00 £0,71° 442,50 £8,89% 3,12 £0,04% 13,42+0,06
4.6 Pogaca 145,25 £1,77* 425,00+14,14° 2,93 +£0,13° 12,37+1,25
4.3 Pogaca 146,88 +0,53% 352,50+10,61°¢ 2,40 +£0,08°¢ 11,92+0,13

*Degerlendirilen her 6zellikte ayni siitundaki harfler drneklerin kendi arasinda istatistiksel agidan
farkliligini ifade eder (p<0,05).
**Sonuglar ortalama+standart sapma seklinde verilmistir.

4.4.2 Ekmek ve Pogaca Orneklerinin Kalorimetrik Ozellikleri

Deneme deseni geregince iiretilen enzimlerin bayatlama {izerine geciktirici
ozelliklerinin belirlenebilmesi amaciyla Diferansiyel Taramali Kalorimetrik (DSC)
analiz ile entalpi degerleri Olclilmiistiir. 4 °C’de depolanan roll ekmek 6rnekleri 0, 3,
ve 7. giinlerde DSC analizi (Perkin Elmer Pyris 6 DSC) gergeklestirilmistir (Sekil 4.23
ve 4.24). Bunun i¢in cihaz, indiyum (156,6 °C, 28,591 J/g) ve tin (232,2 °C, 60,62 J/g)

ile kalibrasyonu yapilmus, referans olarak ise distile su kullanilmustir. Ornekler (10 mg)
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alliminyum kaplarda hermetikli ve hassas olarak tartilmistir. Kap sicakligi1 20°den 130
°C’ye kadar 5 °C/dk artacak sekilde 1siya maruz birakilmis 40 ve 80 °C arasindaki

alanlar kiyaslanmistir. Ekmek ve pogaca orneklerinin DSC analiz sonuglar1 Sekil

3.47°de gosterilmistir.

450 -
400 4
350 A
— 300 4
=
250 A
= L
g 200 A
= 150 4 l ==@==Kontrol Ekmek
100 A =@=14.6 Ekmek
50 A 4.3 Ekmek
0 T T T T ,
0 3 7
Giinler

Sekil 4.23: Ekmek 6rneklerinin depolama giinlerindeki entalpi degisimleri

450 -
400 A
350 A
5 300 1 I
= 250 A I
=)
= 200 -
=
= 150 4 ==@==Kontrol Pogaca
100 - - =@ 4.6 Pogaca
50 4 4.3 Pogaca
0 T T T T T 1
0 3 7

Giinler

Sekil 4.24: Pogaca 6rneklerinin depolama giinlerindeki entalpi degisimleri

Amiloz igeriginin nisastalarin termal 6zelliklerini etkileyebilecek ana faktor
oldugunu bilinmektedir. Tim 6rnek gruplarinin entalpi degerleri depolama ile artig
gostermistir. Ancak 3. giinde 4-6 ve 4-3 a-glukanotransferaz enzimleri kullanilan

ekmeklerin entalpi’lerinin diisiik oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Ayni sekilde 7.

98



giiniin sonunda da enzim ilavesi yapilarak iiretilen ekmeklerin entalpi degerleri diisiik
tespit edilmistir. Ancak 4-3 a-glukanotransferazin kullanildigi ekmeklerde kontrol
ekmege kiyasla daha diisiik entalpi dl¢lilmiistiir (p<0,05). Bu sonuglar her iki enzimin
(4-6 ve 4-3 o-glukanotransferaz) ekmekte bayatlamanin geciktirilmesinde etkili
oldugunu gostermistir. Ozellikle 4-3 a-glukanotransferaz, 4-6 a-glukanotransferazdan

daha fazla etkili bulunmustur.

Pogaca orneklerinde ise entalpi degerleri birbirine yakin bulunmustur. 3. giinde
tim Orneklerin entalpisi artmis lakin Ornekler arasinda fark tespit edilememistir
(p>0,05). 7. giinde ise 4-6 a-glukanotransferaz katkili ekmek ve kontrol ekmek
arasinda fark bulunmazken, 4-3 o-glukanotransferaz katkili ekmegin digerlerinden
farkli oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Bu sonuglar pogaca 6rneklerinde bayatlamanin

geciktirilmesinde kismen etkili oldugunu gostermistir.

4.4.3 Ekmek ve Pogaca Orneklerinin Tekstiir Ozellikleri

Enzim katkili ve kontrol ekmek 6rneklerinin tekstiir 6zellikleri Tablo 4.31°de
verilmigtir. Tiim ekmek Orneklerinde depolama gilinlerine gore sertlik artmistir
(p<0.05). Buna karsin enzim katkili (4-3 o-glukanotransferaz ve 4-6 o-
glukanotransferaz) ekmeklerin 7. giindeki sertlikleri daha diisiik Ol¢lilmiistiir. Tiim
ekmek Orneklerinde yapiskanlik depolama giinleriyle azalmistir. 7. glinde 4-3 a-
glukanotransferaz ve 4-6 o-glukanotransferaz katkili ekmeklerin kontrole gére daha
yapiskan oldugu belirlenmistir (p<0,05). Enzim katkili ekmeklerin elastikiyet
ozelliklerinin daha fazla oldugu goriilmiistiir (p<0,05). ilaveten ayni ekmeklerin
cignenebilirlik 6zelliklerinin daha diisiik oldugu ve yutmak i¢in daha diisiik ¢igneme
enerjisine ihtiya¢ oldugu anlagilmistir (p<0,05). Tiim bu sonuglar enzimlerin nisasta
yapisinda etkili oldugundan ekmegin yapisal Ozelliklerinde degisimlere neden
oldugunu gostermektedir. Ozellikle nisasta amiloz fraksiyonunda boyut kii¢iilmesi;
sertligin azalmasina, yapigkanligin artmasina ve ¢igneme enerjisinde azalmaya neden

olmustur.

Tiim pogaga tirlinlerinin tekstiirel 6zellikleri Tablo 4.32’de verilmistir. Pogaga

irlinlerinin depolama giinleri ile sertliginin arttig1 goriilmiistiir. 7. giinde enzim katkil
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orneklerin sertliginin daha diisikk oldugu Ol¢lilmiistir (p<0,05). Tim pogaca
tiriinlerinde yapiskanligin azaldig1 izlenmistir. Lakin 4-3 a-glukanotransferaz katkili
ekmeklerde yapiskanligin daha fazla oldugu belirlenmistir (p<0,05). Elastikiyet
bakimindan yine 4-3 a-glukanotransferaz katkili pogacalarin daha yiiksek oldugu
anlagilmistir.  Cignenebilirlik agisindan  Ornekler arasinda anlamli farklar
goriilememistir  (p>0,05). Bu sonuglar 4-3 oa-glukanotransferaz ve 4-6 a-
glukanotransferaz enzimlerinin pogaga yapist iizerine etkisinin sinirli kaldigina isaret
etmistir. Zira ekmekte 6zellikle yapiskanlik ve ¢ignenebilirlik karakteristiklerindeki
farklanmanin pogacada goriilemedigi dikkat c¢ekmistir. Bu durumun pogaca
tiretiminde formiilasyon geregi kullanilan yumurta, seker, kat1 yag ilavesinden

kaynaklanabilecegini diistindirmiistiir.

Tablo 4.31: 4-6 ve 4-3 a-glukanotransferaz katkili ve katkisiz (kontrol) ekmek
orneklerinin tekstiirel 6zellikleri.

SERTLIK
0.GUN 3.GUN 7.GUN
Kontrol Ekmek 3,71 + 0,30%¢ 8,44 + 0,224° 20,24 + 5,392
4,6 Ekmek 3,66 = 0,38%° 6,70 = 0,705 14,09 £ 1,985
4,3 Ekmek 3,36 +£0,324¢ 7,18 + 0,584° 12,02 + 1,755
CiIGNENEBILIRLIiK
0.GUN 3.GUN 7.GUN
Kontrol Ekmek 22,58 + 1,414 36,64 +£2,574° 55,07 £9,35%
4,6 Ekmek 22,08 + 1,334¢ 30,73 +£2,30% 51,45+5,77
4,3 Ekmek 15,59 + 2,255 34,20 + 3,204° 40,80 + 8,015
IC YAPISKANLIK
0.GUN 3.GUN 7.GUN
Kontrol Ekmek 0,74 £ 0,04 0,48 + 0,034° 0,39 = 0,045
4.6 Ekmek 0,78 + 0,024 0,48 + 0,024 0,47 £ 0,04"°
4.3 Ekmek 0,81 = 0,014 0,50 % 0,06*° 0,44 = 0,034°
ELASTIKIYET
0.GUN 3.GUN 7.GUN
Kontrol Ekmek 8,22 40,18 7,63 + 0,30%° 7,25 + 0,458
4.6 Ekmek 7,92 + 0,195 7,88 = 0,205 7,80 = 0,294
4.3 Ekmek 8,16 £0,214 8,230,114 8,06 0,174

* Farkli biiyiik harfler 6rnekler arasinda, kiiciik harfler depolama giinleri arasinda istatistiksel

agidan farkliligi ifade etmektedir.
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Tablo 4.32: 4-6 ve 4-3 a-glukanotransferaz katkili ve katkisiz (kontrol) pogaga

orneklerinin tekstiirel 6zellikleri.

SERTLIK

0.GUN 3.GUN 7.GUN
Kontrol Pogaca 3,71 £0,30"° 8,44 + 0,224° 20,24 + 5,39A%
4.6 Pogaca 2,45 +0,625¢ 7,45 +0,754° 16,19+ 5,118
4.3 Pogaca 1,91 + 0,485 6,55 + 1,84 11,53 +2,848

CiGNENEBILIRLIK

0.GUN 3.GUN 7.GUN
Kontrol Pogaga 22,58 £ 1,40 36,64 +2,574° 55,07 + 9,344
4.6 Pogaca 14,59 + 2,285 33,58 + 1,66 36,44 + 10,935
4.3 Pogaca 13,14 + 3,795¢ 31,49 £ 6,574° 55,95 + 19,974

IC YAPISKANLIK

0.GUN 3.GUN 7.GUN
Kontrol Pogaca 0,74 + 0,03 0,57 + 0,048° 0,39 + 0,055
4.6 Pogaca 0,82 £ 0,014 0,55 £ 0,025° 0,41 £ 0,04"°
4.3 Pogaca 0,82 £ 0,03 0,61 £ 0,06"° 0,43 £ 0,06"°

ELASTIKIYET

0.GUN 3.GUN 7.GUN
Kontrol Pogaca 8,22 + 0,18 7,63 £0,30%° 7,24 +0,455°
4.6 Pogaca 8,30 £ 0,124 8,17 +£0,16" 7,65 +0,195°
4.3 Pogaca 8,32+0,15% 8,04 £ 0,18 8,01 +£0,154

* Farkli biiyiik harfler 6rnekler arasinda, kii¢iik harfler depolama giinleri arasinda
istatistiksel agidan farklilig1 ifade etmektedir.

4.4.4 Ekmek ve Pogaca Orneklerinin GI Ozellikleri

Enzim katkisinin (4-6 ve 4-3 a-glukanotransferaz) ekmegin glisemik indeksini
anlamli distirdigi tespit edilmistir (Tablo 4.33). Buna gore ekmegin en az %15
oraninda glisemik indeksinin azaltildigr goriilmiistiir. Benzer sonuglar pogaca
ornekleri i¢in de kaydedilmistir (Tablo 4.34). Ayrica enzim uygulamalari ile glisemik
indeksin azalma oram1 pogaga Orneklerinde ekmektekine benzer seviyelerde
gerceklesmistir. Enzim farkliligi bakimindan karsilagtirma yapildiginda ise 6nemli
farklanmalar tespit edilmemistir. S6z konusu enzimlerin nisasta amiloz fraksiyonunda
glikozidik bag dallanmasini meydana getirmesi ile glisemik indeksin azaltilabildigi
anlagilmistir. Bu sonug glukanotransferazlarin 6zellikle firin iriinlerinin insan sagligi

acisindan fayda saglayabildiginin de ispat1 olmustur.
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Pogaga iiriinlerinde ekmege gore daha yiiksek HI degerleri tespit edilmistir.
Muhtemelen pogaca iiretimindeki diger katkilarin da bunun {izerinde etkisi oldugu
diisiiniilmektedir. Ozellikle seker ilavesi bu artisa neden olmus olabilir. Ekmek ve
pogaca gibi firin triinleri yliksek glisemik indeksli (>70) {iriinler olarak kabul
edilmektedir. Buna gore enzim katkisi ile iiretilen ekmek ve pogaga tiriinlerinde s6z
konusu siir degerin lizerinde kalinmistir. 4-6 ve 4-3 a-glukanotransferaz enzimlerin
hem ekmekte hem de pogacada glisemik indeksin anlamli azalmasina neden olsa da
sinir degerin asilabilmesi icin daha yiiksek konsantrasyonda enzim kullanilmasi

gerekliligi anlasilmaktadir.

Tablo 4.33: Kontrol ekmegi, 4.6 ve 4.3 enzim katkili ekmeklerin GI degerleri

Ornekler HI Gl

Kontrol Ekmek 93,08 + 5,50* 90,81 + 7,992

4.6 Ekmek 63,27 + 7,48 74,45+ 4,18

4.3 Ekmek 70,08 + 6,84° 78,18 + 5,09°
* Aym siitundaki farkli harfler, 4.6 ve 4.3 glukanotransferaz enzimlerinin etkisi arasindaki farkliligi
gosterir (p <0,05).

**Sonuglar ortalama+standart sapma seklinde verilmistir.

Tablo 4.34: Pogaca, 4.6 ve 4.3 enzim katkil1 pogagalarin GI degerleri

Ornekler HI Gl

Kontrol Pogaca 127,85 £10,64% 109,89 + 12,252

4.6 Pogaca 91,45+ 11,99° 89,67 £ 2,76

4.3 Pogaca 87,49 + 12,06 87,74 +3,79°
*Ayni siitundaki farkli harfler, 4.6 ve 4.3 glukanotransferaz enzimlerinin etkisi arasindaki farklilig
gosterir (p <0,05).

**Sonuglar ortalamaz+standart sapma seklinde verilmistir.

S. thermophilus GtfB'nin ekmek hamuruna direkt kullanildigi calismada enzim
miktar1 0,04'ten 0,16 U/g un'a yiikseldikge ekmeklerdeki toplam nisastanin hizl
sindirilen nigasta (RDS) ve direngli nigasta (RS) iceriklerinin sirastyla %70,9'dan
%64.,2'ye ve %9,4'ten %0,8'e dnemli dl¢iide azalirken, yavas sindirilen nigasta (SDS)

iceriginin 19,7'den %35,0’a 6nemli dlgilide arttig1 tespit edilmistir (Li ve dig. 2019).
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4.4.5 Ekmek ve Pogaca Orneklerinin Duyusal Ozellikleri

Ekmek ve pogaga orneklerinin duyusal ozellikleri Sekil 4.25 ve 4.26’da
gosterilmistir. Duyusal degerlendirmede ornekler arasinda c¢ok kiiglik farkliliklar
izlenmekle birlikte bunlar istatistiki olarak dnemli bulunmamaistir. Buna ragmen enzim
katkili ekmeklerin (4.6 Ekmek ve 4.3 Ekmek) rengi daha fazla begenilmistir. Fakat
gbzenek yapist bakimindan begenisi daha diisiik bulunmustur (p>0,05). Ekmeklerin i¢
yapisinin daha yapiskan oldugu degerlendirilmistir. Lezzet ve genel begeni agisindan
benzer puanlar almistir (Sekil 4.25). Pogaga orneklerinde duyusal karakteristikler
bakimindan farkliliklar nemsizdir (p>0,05). Enzim ilave edilerek tiretilen pogacalarin
(4.6 Pogaca ve 4.3 Pogaca) 1slaklik-kuruluk ve yumusaklik bakimindan daha fazla
begeni almistir (p>0,05). Diger 6zellikler (lezzet, koku, yutulabilirlik ve genel begeni)
acisindan herhangi farklilik bulunmamustir (Sekil 4.26).

Renk
5
4
Genel Begeni 3 Koku
2
1
0
Lezzeti Gozenek Yapisi
ic yapiskanlik
es Kontrol Ekmek === 4.6 Ekmek 4.3 Ekmek

Sekil 4.25: Kontrol ekmegi, 4.6 ve 4.3 enzim katkili ekmeklerin duyusal 6zellikleri

Bu sonuglar 4-6 ve 4-3 a-glukanotransferaz kullanilmasinin ekmek ve pogaca

gibi firin iriinlerinin duyusal 6zelliklerini etkilemedigini gdstermistir. Nisastay1

103



Lezzet

Genel Begeni Koku

Yutulabilirlik \/ Yumusaklilik

Islaklik-Kuruluk

e KONntrol POga¢a e 4.6 Pogaga - 4.3 Pogaga

Sekil 4.26: Pogaca, 4.6 ve 4.3 enzim katkili pogaca o6rneklerin duyusal 6zellikleri

modifiye etme 6zellikleri bulunan bu enzimler ekmegin yapisal ve lezzet 6zelliklerini

etkilememistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Son yillarda nisasta ve maltooligosakkaritlere 6zgiil spesifik etkisi bulunan ve
ozellikle laktik asit bakterileri tarafindan sentezlenen GH70 enzim ailesine mensup
glukanotransferazlarin (GTaz) molekiiler mekanizmalarinin anlasilmasiyla beraber bu
enzimler onem kazanmistir. Bu kapsamda glukanotransferazlarin
karakterizasyonlarina yonelik c¢aligsmalar artmistir; ancak bu enzimlerin gida
sistemlerinde kullanimi heniiz gerceklestirilmemistir. Yapilan bu calismada eksi
hamur ortaminda 4,3 ve 4,6 AGT enzim iireticisi olan ve olmayan suslarin starter
kiiltiir olarak kullanimi gergeklestirilerek gerek hamur ortamina gerekse eksi hamur

ekmegine katkisi ilk defa gosterilmistir.

4,6 ve 4,3 AGT enzim ireticisi laktobasillerin hamur mikrobiotasini kismen
modifiye edebildigi anlasilmistir. Bu sonu¢ suslara ait enzimlerin ekosisteme
adaptasyon dogrultusunda rol aldigina iliskin isaretler sunmaktadir. Enzimlerin
suslarda tiretimi ile mikrobiotada farkl tiirlerin kaybolmasi veya goriilmesine neden
olmustur. Bu sonuglar; enzimlerin bazi laktobasiller tarafindan adaptasyon ve
mikrobiotada stabilitenin saglanmasi i¢in evrimsel siirecte kazanildigina isaret

etmektedir.

4,6 ve 4,3 AGT enzim iireticisi laktobasillerin kullanilmasiyla iiretilen eksi
hamurlarin kullanildig1 ekmeklerin kalite 6zelliklerine etkisi de izlenmistir. Bunlar
arasinda ekmeklerde bayatlamanin kismen geciktirilmesi, ekmek israfinin
engellenmesine katki saglayabilecek bir Ozelliktir. Bu nedenle tez c¢alismasinda
kullanilan 4,6 ve 4,3 AGT enzim iireticisi laktobasil suslarinin eksi hamur teknolojisi
icin starter kiiltiir 6zellikleri tasidiklar1 ifade edilebilir. Ayrica eksi hamur ekmeginde
4,6 AGT enzim iireticisi susun nigasta modifikasyonuyla daha diisiik GI'li ekmek

tiretimi bu yonde beslenme i¢in yeni bir alternatif olabilmeyi vaad etmektedir.

Bu tez calismasinin ikinci kisminda ise rekombinant Lc. lactis’te tiretilmis olan
4,3 ve 4,6 a-glukanotransferaz enzimlerinin ekmek ve pogaca iiretiminde katki olarak
kullanim1 gerceklestirilmistir. Le. lactis tarafindan hiicre disina salgilanarak tiretilen
4,3 ve 4,6 a-glukanotransferaz enzimlerinin ekmek ve pogaca gibi firin iiriinlerinde
teknolojik ve saglik agisindan fonksiyonel etkilerde bulundugu ortaya konmustur.

Calismanin da hedefleri olan glisemik indeksin diisiiriilmesi ve bayatlamanin
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geciktirilmesinde bu enzimlerle basarili sonuglar alinmistir. Boylece gida teknolojisi
icin yenilik¢i bir enzim kullanim alani ortaya ¢ikartilmistir. Ayrica iilkemiz enzim
gelistirme ve teknolojisi bakimindan da bilgi ve tecriibenin edinilmesi miimkiin
olmustur. Mevcut durumda 4,3 ve 4,6 a-glukanotransferaz enzimlerinin iiretilmesi igin

teknoloji altyapisi olusturulmustur.

Sonug olarak, firin iriinleri glinliik beslenmemizin 6nemli bir bolimiinii
olusturmaktadir. Beslenirken sagli§imizin korunmasi ve ayni zamanda gida israfinin
Onlenmesinin saglanmasi hem kaynaklarin siirdiiriilebilir kullanilmas1 hem de yasam
kalitesinin artirilmast bakimindan kritiktir. Bu ¢alismada dogrudan Liml. reuteri ve
Liml. fermentum 4,3 ve 4,6 AGT (+) suslarmin starter kiiltiir olarak eksi hamur
tiretiminde kullanilabilecegi gosterilmistir. Ek olarak rekombinant enzimlerin de firin
iriinlerinde basariyla kullanilabilecegi anlasilmistir. Boylece biyoteknolojik firsatlar
ekseninde yenilik¢i bir enzim grubunun endiistriyel iiretimi dogrultusunda alt yapisi
kurulmustur. Bu enzimlerin gida teknolojisinde saglikli ve kaliteli firin iiriinlerinin
tretilmesine imkan sagladigt ve raf Omriinli uzatarak kaynaklarin verimli

kullanilmasinda 6nem tasidig1 ortaya konulmustur.
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7. EKLER

EK A Kontrol Ekmegi, 4,6 AGT (+)-(-) ve 4,3 AGT (+)-(-) Ekmek Duyusal

Degerlendirme Formu

EKMEK NUMARASI: ....cccccvvenee.
1. Ekmegin kabuk rengini inceleyip, diisiincenizi isaretleyiniz.
[ [ [ [ [l [ [
Asirt kot Cok kot Koti Orta Iyi Cok iyi Miikemmel
2. Ekmegin i¢ rengini inceleyip, diisiincenizi isaretleyiniz.
[ [ [ [ [ [ [
Asirt koti Cok kotii Koti Orta Iyi Cok iyi Miikemmel
3. Ekmegin gézenek vapisim inceleyip, diisiincenizi isaretleyiniz.
0 [ [ [ [ [ [
Asir1 koti Cok kotii Kotii Orta Iyi Cok iyi Miikemmel
4. Ekmege parmaginizla dokunarak tekstiir (vapisal) 6zelligi hakkindaki diisiincenizi
isaretleyiniz.
[ [ [ [ | [ [
Asirt koti Cok kot Koti Orta Iyi Cok iyi Miikemmel
5. Ekmegin kokusu hakkindaki diigiincenizi isaretleyiniz.
[ [ [ [ 0 [ [
Asir kot Cok kotii Koti Orta Iyi Cok iyi Miikemmel
6. Ekmegin cignenebilirligi hakkindaki diisiincenizi isaretleyiniz.
O O O O O
Asir1 koti Cok kotii Koti Orta Iyi Cok iyi Miikemmel
7. Ekmegin lezzeti (tat ve aroma) hakkindaki diislincenizi isaretleyiniz.
[ [ [ [ L] [ [
Asirt koti Cok kot Koti Orta Iyi Cok iyi Miikemmel
8. Ekmegin eksimsiligi hakkindaki diisiincenizi isaretleyiniz.
[ [ [ [ [] [ L]
Asir kot Cok kotii Koti Orta Iyi Cok iyi Miikemmel
9. Ekmek ile ilgili olarak genel begeniniz hakkindaki diisiincenizi isaretleyiniz.
[ [ [ [ [] [ [
Asir1 koti Cok koti Koti Orta Iyi Cok iyi Miikemmel
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