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OZET

Yiksek Lisans Tezi

NOHUT MAYASI VE HAMURUNDAN LAKTIK ASIT BAKTERILERININ
IZOLASYONU VE IDENTIFIKASYONU

Kadir CEBI

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu
Gida Muhendisligi Anabilim Dall

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Ferid AYDIN

Bu calismanin amaglari; laboratuar kosullari altinda geleneksel metotla Uretilen nohut
mayas! ve nohut mayasi hamurunda fementasyon siresince gelisen laktik asit
bakterilerini izole ve identifiye etmektir. Fermentasyon siresince hem nohut mayasinda
hem de nohut mayasi hamurundaki pH degisimleri analiz edilmistir. Nohut mayasindaki
laktik asit bakterileri, enterobakteriler ve toplam aerob mezofil bakterileri sayilmistir.
Nohut mayasi ve nohut mayasi hamurundan toplam 120 laktik asit bakterisi izole
edilmistir. izolatlar Api 50 CHL Kkitleri ve bazi ek biyokimyasal testler kullanilarak
fenotipsel olarak teshis edilmistir. izole edilen laktik asit bakterileri Lactobacillus,
Lactococcus ve Weissella cinslerine aitti. Nohut mayasindan izole edilen laktik asit
bakterileri Lactococcus ssp. lactis, Lactobacillus brevis ve Lactobacillus plantarum,
nohut mayasi hamurundan izole edilenler ise Lactococcus ssp. lactis, Lactobacillus
brevis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus pentosus ve Weisella confuse olarak
teshis edilmistir. izole edilen heterofermentatif (gaz Ureten) laktik asit bakterilerinin
Lactobacillus brevis ve Weisella confuse oldugu bulunmustur. Fermentasyon stiresince
hem nohut suizigl hem de nohut mayasi hamurundaki en baskin laktik asit bakterisi
Lactococcus ssp. lactis olarak belirlenmistir.

2009, 60 sayfa

Anahtar Kelimeler: Nohut mayasi, Nohut mayasi hamuru, Laktik asit bakterileri,
Laktik asit bakteri izolasyonu, Laktik asit bakteri identifikasyonu, API 50 CHL Kiti.



ABSTRACT

MS Thesis

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF LACTIC ACID BACTERIA FROM
CHICKPEA YEAST AND DOUGH

Kadir CEBI

Ataturk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Ferid AYDIN

The aims of this study were to isolate and identify the lactic acid bacteria devoloped
during the fermentation in chickpea yeast and chickpea yeast dough, prepared by
traditional procedure under laboratory conditions. Changes in pH of both chickpea yeast
and chickpea yeast dough during fermentation were analyzed. Lactic acid bacteria,
enterobacteriacae and total aerobic mesophilic bacteria in chickpea yeast and chickpea
yeast dough were enumerated. A total of 120 lactic acid bacteria were isolated from
chickpea yeast and chickpea yeast dough. Isolates were phenotypically characterised
using AP1 50 CHL kits and some additional biochemical tests. The isolated lactic acid
bacteria belonged to Lactobacillus, Lactococcus and Weissella genera. Lactic acid
bacteria isolated from chickpeae yeast were identified as Lactococcus ssp. lactis,
Lactobacillus brevis and Lactobacillus plantarum, and those isolated from chickpea
yeast dough were identified as Lactococcus ssp. lactis, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus pentosus and weisella confuse. The isolated
heterofermentative (gas-producing) lactic acid bacteria were found to be Lactobacillus
brevis and Weisella confuse. The most dominated lactic acid bacterium in both chickpea
yeast and chickpea yeast dough during the fermentation was determined as
Lactococcus ssp. lactis.

2009, 60 pages

Keywords: Chickpea yeast, Chickpea yeast dough, Lactic acid bacteria, Lactic acid
bacteria isolation, Lactic acid bacteria identification, APl 50 CHL Kkit.
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1. GIRIS

Ekmek insanhigin baslangicindan itibaren temel gida maddelerinden birisi olmustur.
Diinyadaki en eski firin ve ocak kalintilari ekmegin M.O. 4000 yilinda Babil’de
yapildigini gostermektedir. Mayali ekmegin ilk kez M.O. 1800 yillarinda eski Misirlilar
tarafindan tesadufen hamurun kendi haline birakilmasiyla olustugu bilinmektedir
(Y1lmaz 2002).

Ekmek, temel besin maddesi ve iyi bir enerji kaynadi olmasi nedeniyle gida tiiketiminde
onemli bir yere sahiptir. Dlnyanin bir¢ok tlkesinde oldugu gibi Turkiye’de de gunlik
kalorinin buytk bir kismi hububat ve drunlerinden saglanmaktadir. Kisi basina yillik
ekmek tiiketimi; Avustralya’da 44 kg, Misir’da 180 kg, iran’da 150 kg, italya’da 73 kg,
Kuveyt’'te 98 kg, Suriye’de 130 kg, A.B.D.’de 34 kg olarak belirtiimekteyken
Turkiye’de ise 180-210 kg diizeylerinde oldugu ifade edilmektedir (Coskuner vd 1999).

Ekmek notr tat ve aromaya sahip oldugu icin diger aromatik gida maddelerinin
tliketilmesinde ideal bir tasiyici rolu Gstlenir. Ekmek doyurucudur ve yogun bir enerji
kaynagidir. Her ne kadar icerdigi proteinlerin biyolojik degderi et, sit ve yumurta gibi
hayvansal gidalara nazaran eksiklik gosterse de protein igerigi azimsanamaz
dizeydedir. Normal Kkatkili beyaz tava ekmeginin yaklasik bilesimi %37 su, %8,7
protein, %50,5 karbonhidrat, %3,2 yag, %2,0 kil olup; 100 gram ekmek yaklasik 270
kalori saglamaktadir (Elgiin ve Ertugay 2003).

Enerji degeri ylksek, lezzetli bir gida maddesi olan ekmek genellikle iki farkli
mayalanma sekli ile yapilmaktadir. Birincisi olan eksi hamur yonteminde, hamur kendi
haline birakilir ve dogal florasinda bulunan laktik asit bakterileri ve mayalarin
aktiviteleri sonucunda laktik asit, asetik asit, alkol ve bazi aroma bilesikleri meydana
gelerek hamurun kabarmasini saglarlar. Bu mikroorganizma gruplarinin bulundugu

hamurdan alinan parcalar bir sonraki hamurun mayalanmasi igin kullanilir. ikinci



yontem ise, Saccharomyces cerevisiae’ nin ticari saf kultirinun hamura katilmasi ile
hazirlanan yontemdir (Wood and Hodge 1985; Aydin ve Cetin 2001; Yilmaz 2002).

Guniimuzde ekmek yapiminda, pres (yas) maya (Saccharomyces cerevisiae) ve aktif
kuru maya gibi ticari mayalarin yaninda tath ve eksi ev tipi dogal mayalar da
kullaniimaktadir. Kuru Gziim, yogurt, sut, sirke, nohut ve serbetgiotu gibi hammaddeler
tatli ve eksi dogal mayalarin ana malzemeleridir. Bu yolla hazirlanan karisim bir giin
bekletilip maya formuna ddniismesi saglanarak ekmek yapiminda kullanildigi gibi,
bazen de her glin un-su ile tazelenmek suretiyle ancak bir kag giin sonra mayalama
Ozelligine sahip mayalar olusmakta ve ekmek yapiminda kullaniimaktadir (Baykara
2006).

Dogal mayalarin ana malzemelerinden biri olan nohut, yemek kultirimizin énemli
gidalarindan birisi olup son yillarda gelistirilen beslenme piramitlerinde en fazla
tliketilmesi 6nerilen gida grubu icerisindedir. Zengin protein, mineral ve vitamin icerigi
yaninda diyet lifi bakimindan da ¢ok Onemli bir kaynaktir. Ceside ve yetistirme
kosullarina bagh olarak degismekle birlikte, nohudun bilesiminde %38-73
karbonhidrat, %16-31 protein, %1,5-6 lipid, %2-10 kil ve %2-9 sellloz
bulunmaktadir (Akgin 1988).

Nohut (Cicer arietinum L.) tretim alani itibariyle diinyada baklagil trtinleri icerisinde
ucunct sirayl almakta, ancak drin olarak dinya ticaretinde az yer tutmaktadir.
Ulkemizde yerel nohut tiiketimi oldukca 6nemlidir. Eski diinyanin yari kurak bélgeleri
esas olmak uzere, sicak ve thman iklim bolgelerinde eskiden beri yetistirilmektedir.
Insan beslenmesinde biiyiik 6neme sahip olan proteinlerin, hayvansal ve bitkisel olmak
Uzere baslica iki kaynagi vardir. Diinya protein tiiketiminin %70’ bitkisel kokenli olup
bunun %18,5’i baklagiller tarafindan karsilanmaktadir. Bitkiler icerisinde yemeklik tane
baklagil bitkileri, tanelerinin yuksek oranda (%18-32) protein icermesi nedeniyle,
hayvansal proteinlerin yeterli olmadi§i zaman ve (lkelerde, protein agiginin
kapatilmasinda énemli yere sahiptir. Nohut yemeklik tane baklagil bitkileri icerisinde

proteince zengin (%20-22) olmasi nedeniyle degerli bir besin kaynagidir. Ayrica



proteinlerin beslenme de§eri de hayvansal proteinlerinkine yakindir. Taneleri
vitaminlerce de (6zellikle A, B, C ve D vitaminlerince) olduk¢a zengindir. Bu
Ozellikleri nedeniyle, gelismekte olan tlkelerde, bolgesel olarak yetistirilen yemeklik
tane baklagiller igerisinde nohut, o yoredeki insanlarin beslenmesinde énemli bir yer
tutmaktadir (Kara 1996).

Nohut Kkalsiyum, fosfor, magnezyum, potasyum, vitamin-A ve o0&zellikle cocuk
beslenmesinde gerekli olan histidin aminoasidi bakimindan son derece zengindir. Diger

baklagillerden daha yuksek oranda demir ve kalsiyum icermektedir (Azkan 1999).

Nohut islatilip pisirilmek suretiyle dogrudan yemek yapiminda kullanildigi gibi, ekmek
mayas! ve salgam suyu hazirlamada da kullaniimaktadir. Ayrica, bazi yorelerimizde
(6zellikle Gliney ve Dogu bdlgelerimizde) kavrulup 6gitiilerek kahve benzeri bir icecek
olarak da tiiketilmektedir. Orta Asya, Orta Dogu ve Afrika tlkelerinde nohuttan cesitli
fermente Griinler Uretildigi bilinmektedir. Ozellikle Hindistan’da, nohuttan yapilan
dhokla, dosa ve idli olarak bilinen kizartma ve meze turiindeki yiyecekler yaygin olarak
tlketilmektedir (Sikili 2003).

Diger taraftan insanlar tarafindan leblebi olarak ve samani da degerli bir hayvan yemi
olarak tiketilmektedir (Kara 1996 ).

Nohut mayali ekmek tlkemizde yaygin olarak Ege bdlgesi, Trakya bdlgesi ve kismen
de i¢ Anadolu ve Akdeniz bolgesinin bazi kesimlerinde evlerde tretilmektedir. Ege
bolgesinin bazi illerinde ticari olarak nohut mayasindan ekmek, peksimet ve simit
uretimi yapiimaktadir. Ayrica bu ekmek Yunanistan ve Makedonya’da da yapiimakta ve

“nohutlu ekmek” veya “eftazymo” olarak adlandiriimaktadir (Hatzikamari et al. 2007a).

Geleneksel bir driinimuz olan nohut mayasi, halk arasinda veya az sayida kiguk
firinlarda farkli yontemlerle hazirlanmaktadir. Geleneksel olarak nohut mayasi, bir
miktar kirilmis nohut tizerine kaynatilip 45-50°C’ye sogutulmus su ve bazen bir miktar

tuz eklenerek hazirlanir. Yaklasik 37-40°C sicaklikta 15-16 saat fermantasyona



birakildiktan sonra elde edilen maya sivisi, hamur hazirlanmasinda kullaniimaktadir
(Tamerler 1975; Sikili 2003).

Ulkemizin bazi bélgelerinde tatli maya olarak da bilinen bu maya, ¢ok 6zel bir dogal
maya olup ekmeginin tadina doyum olmaz. Oldukga sicak ortamlarda gelisebildiginden
ve hi¢c maya ilave etmeden hazirlandigindan, ¢cok nazli bir mayadir ve tutturulmasi biraz
guctir. Sadece nohut kiriklari, un, tuz ve suyla hazirladigindan mayanin tutmasi biraz

da uzun stirmektedir (Anonymous 2005).

Ekmek yapiminda kullanilan nohut mayasi hamurun daha yumusak olmasini ve kolay
islenmesini saglarken, i¢ ve dis kabuk rengini, pisirme islemini ve elde edilen ekmegin
tat ve aromasi ile teksturel 6zelliklerini olumlu yonde etkilemektedir. Nohut mayasi
kullanilarak yapilan ekmeklerde hem nohut mayasi (nohut siiziintusi) hem de nohut
mayas! hamurunda gelisen mikrofloradan dolayr yas maya ile yapilan ekmeklere gore

farkli tat ve aroma maddeleri olusmaktadir (Ozkaya 1992).

Dogal maya yapiminda kullanilan hammaddenin 6zelligine bagh olarak maya olusumu
bir ya da birka¢ guin almaktadir. Bu slre i¢inde, ayrica bir ticari maya ve katki maddesi
ilavesine gerek kalmadan, dogal mayanin ana malzemeleri (kuru Gzim, yogurt, sit,
sirke, nohut, serbetgiotu) un ve su ile birlikte hamur fermantasyonunu (laktik asit, asetik

asit, sitrik asit fermantasyonlari) gerceklestirirler (Y1lmaz 2002).

Laktik asit ve asetik asit hamur fermantasyonunda oldukg¢a Onemli fermantasyon
urtinleridir. Ancak Urlne sagladigi avantajlar nedeniyle laktik asit fermantasyonu daha
fazla tercih edilmektedir. Lezzet agisindan karsilastirildiginda laktik asit, daha hafif eksi
Ozellik tasimakta olup pH’yr dustirmesi nedeniyle antimikrobiyal etkiyi
desteklemektedir. Asetik asit ise lezzet acisindan daha eksi karakterde olup bu 6zelligi
ile bazi Urtinlerde (6rnegin; eksi cavdar ekmegi) istenmekle birlikte hafif eksiligin tercih

edildigi durumlarda miktari sinirlandiriimahidir (Salovaara 1998).



Laktik asit bakterileri gidalarin ve hafif alkolli iceceklerin Gretiminde uzun yillardir
kullaniimakla birlikte, 6zellikle son yillarda ¢ok cesitli fermente Grtinlerin Gretiminde
rol oynayan en 6nemli endistriyel mikroorganizmalar olarak bilinmektedirler (Batish et
al. 1997; Ress 1997).

Laktik asit bakterileri eksi hamur fermantasyonunda anahtar role sahiptirler. Hamurda
asitligin gelismesi yaninda, serbest halde gesitli aminoasitleri ve kiiglik peptitleri hamur
ortamina birakarak diger mikroorganizmalarin gelismelerini ve metabolik aktivitelerini
arttirirken, hamurun reolojik Ozellikleri ile tat ve aroma (zerine de olumlu etkide
bulunurlar. Ayrica, ekmegin bayatlamasini, kiif ve bakteriyel kaynakl bozulmalari
geciktirirler (Martinez-Anaya 1996; Schieberle 1996; Gobbetti 1998; Angioloni et al.
2005).

Ekmek fermantasyonunda, tat ve aromasinin olusumunda bakteriyel fermantasyonun da
cok buylk énemi vardir. Modern emek tretiminde hamurun eksitilebilmesi i¢in 6nemli
diizeyde asit Uretebilen laktik asit bakterileri hamura inokile edilmektedir. Nitekim
farkli ekmek tiplerinde Lactobacillus sanfrancisco, Lactobacillus mesenteroides,
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus fermenti, Pediococcus cerevisia, Enterococcus

faecalis gibi laktik asit bakterilerinin de faaliyet gosterdigi saptanmistir (Aydin 2000).

Gida endustrisinde, laktik asit bakterilerinin gelisimi ile birlikte olusan asidifikasyon ve
enzimatik islemler cesitli fermente gidalarin tat, koku, tekstiir Ozelliklerine etki
etmektedir. Tulketiciler tarafindan c¢ok kullanilan fermente gida maddelerinin dogal
florasinda baskin halde bulunmalari, ekzopolisakkarit Gretmeleri, starter kiltiir olarak
kullaniimalari, probiyotik Urtinlere Kkatilmalari, bazilarinin  bakteriyosin olarak
adlandirilan 6zel bir protein Uretmeleri ve bdylece gidalara raf dmdurlerini uzatacak
Ozellikler kazandirmalari, bununla beraber gida endustrisinde saglamis olduklari bu
faydali 6zelliklere ek olarak, bazi laktik asit bakterilerinin gidalarda bozulmalara sebep
olmasi bu bakteri grubuna olan ilgiyi son yillarda artirmis ve bu konu ile ilgili yapilan

calismalar derinlik kazanmistir (Rebecchi et al. 1998). Bu nedenlerden dolay! laktik asit



bakterilerini tanimlamak gerek endustriyel acgidan gerekse bilimsel agidan oldukca

onemli hale gelmistir (Rademaker and de Brujin 2000).

Yapilan bu arastirmanin amaci laboratuar sartlarinda elde edilen nohut mayasi (nohut
stiziintisti) ve nohut mayasi hamurundaki laktik asit bakterilerinin izolasyonu ve

tanimlanmasidir.



2. KAYNAK OZETLERI

Ik ekmegin tiretimi M.O. 4000 yillarina kadar uzanmasina ragmen ilk mayali ekmegin
dretiminin M.O. 1800 yillarinda, eski Misir’da, tesadiifen hamurun kendi haline
birakilmasiyla gergeklestirildigi bilinmektedir. Bu tip mayalanma; havadan, sudan,
undan gelen dogal maya ve bakterilerin yaptigi “spontan mayalanma” dir. Bu durum
daha sonraki caglarda bazi asamalardan gegerek eksi hamur yontemi olarak giinimize
kadar gelmistir. Bir mayalama metodu olarak uygulanmakta olan eksi hamur
yonteminin esasi; normal kiltir mayalarinin yaninda havadan ve kullanilan hamur
unsurlarindan gelen yabani mayalarin, laktik, sitrik ve asetik asit bakterilerinin faaliyet
gosterdigi bir hamur parcgasini, bir sonraki hamurda maya olarak kullanmaktir (Elgin ve
Ertugay 2003).

Eksi hamur, mayalanmis ekmeklerin en eski ve en 6zgiin seklidir. Bu hamur parcasi
depolanirken, dogal olarak undan gelen laktik asit bakterilerinin (LAB) metabolik
aktivitesi nedeniyle laktik asit fermantasyonu meydana gelmektedir (Hansen and
Schieberle 2005).

Eksi hamur ekmeginde laktik asit bakterileri mayadan daha dusik konsantrasyonlarda
ucucu bilesen uretmektedirler. Laktik asit fermantasyonu esnasinda mikrobiyal ya da
bugday proteaz aktivitesi, maya tarafindan kullanilabilecek ya da pisirme sirasinda
aroma bilesenlerine donlsebilecek olan aminoasitlerin olusmasina neden olmaktadir
(Meignen et al. 2001).

Eksi hamurun ekmek aromasi tizerine etkisi ti¢c ana faktore dayanmaktadir. Bu faktorler;
i) asitligin olusumu, ii) amino asitler gibi aroma 6n maddelerinin olusumu, iii) ucucu

bilesenlerin olusumudur (Katina 2005).

Yapilan ¢alismalar sonucunda bugday eksi hamur ekmeklerinde Uriiniin karakteristigini

onemli Olglide laktik asit bakterileri ve mayalarin aktivitesine bagiml oldugu ortaya



konmustur. Mayalarin eksi maya hamurunun kabarmasindan sorumlu oldugu
belirtilirken heterofermentatif laktik asit bakterilerinin de tek baslarina yeterli bir
kabarma kapasitelerinin oldugu belirtilmektedir. Laktik asit bakterileri ekmegin
elastisitesini, asitligini ve lezzetini etkilemektedir. Ozellikle heterofermentatif laktik asit
bakterileri lezzet olusumundan sorumlu olup hamur ve ekmege tipik eksi maya
ekmeklerine 6zgi duyusal ozelliklerin  olusturulmasinda rol oynamaktadir.
Homofermentatif laktik asit bakterileri ise iyi bir kabuk elastisitesi verecek asitligi

olustururken ekmegin lezzeti tizerinde 6nemli bir katkilari yoktur (Gobbetti 1994).

Eksi maya starterlerinin laktik asit bakterisi florasini tespit etmek Uzere yapilan bir
arastirmada, U¢ eksi maya starteri ornek olarak alinmis, bunlardan elde edilen 245
izolatin belirlenmesi sonucu izolatlarin (¢ laktik gruba dahil olduklari belirlenmistir.
Izolatlarin Thermobacterium grubundan Lactobacillus acidophilus, Streptobacterium
grubundan L. casei, L. plantarum, L. farciminis, L. alimentarius ve Betabacterium
grunundan L. brevis, L. bresvis var. lindneri, L. buchneri, L. fermentum, L. fructivorans
olarak tanimlandiklari saptanmistir. Orneklerdeki laktik asit bakterilerinin sayisinin ve
oraninin degistigi belirtilmistir. A starterinde sadece L. fructivorans ve L. fermentum, B
starterinde L. brevis ve L. brevis var. lindneri’ nin dominant olmasiyla birlikte gesitli
mikroorganizmalardan olustugu saptanirken, C starterinde L. brevis, L. plantarum ve L.
alimenterius’un dominant organizmalar olduklari belirtilmistir (Spicher and Schroder
1978).

Yapilan bir baska arastirmada Isvec’in tipik cavdar eksi maya hamurunun mikroflorasi
belirlenmis, laboratuar da yapilan arastirmalar sonucu spontan eksi maya fermantasyonu
ile hazirlanan hamurun pH degerinin fermantasyon sonunda 4,1 oldugu belirlenmistir.
Ayrica laktik asit bakteri konsantrasyonunun 1x10° kob/g diizeyinde bulundugu ve
florasinda iki tlr laktik asit bakterisinin dominant oldugu tespit edilmistir. Arastirmada
izolatlardan birinin homofermantatif laktobasil tiiriine ait oldugu belirlenirken digeri
Pediococcus pentosaceus olarak tanimlanmistir. Ayrica drinde Saccharomyces
delbrueckii maya olarak izole edilmistir. L. casei ve S. rosei ticari Alman starterinin

mikroflorasindan izole edilen izolatlar olarak belirlenmistir. Codu ticari starterlerin



mikroflorasinin  hem heterofermantatif hem de homofermantatif bakterilerinden
olustugu belirtilmektedir. Heterofermantatif laktik asit bakterilerinin daha ziyade lezzet
acisindan 6nemli olduklari homofermantatif laktik asit bakterilerinin ise kabuk
elastikligi Uzerinde pozitif etkisi oldugu ifade edilmistir. Bu nedenle de Alman ticari
starterlerinde homofermantatif L. caseinin dominant olmasinin ilging oldugu

belirtilmistir (Lonner et al. 1986).

Kisra Sudan’da geleneksel olarak sorgum ununun fermantasyonu ile Gretilen bir
ekmektir. Bu kisra ekmeginin mikroflorasini belirlemek (izere yapilan bir arastirmada,
Lactobacillus fermentum, L. reuteri, L. amylovorus ya da L. fermentum ve L.
amylovorus dominant organizmalar olarak Candida krusei ise maya olarak izole
edilerek tanimlanmistir. Fermantasyon sonunda bakteri sayisinin 9x10® kob/g maya
sayisinin da 10° kob/g’a ulastigi belirtilirken pH’sinin 5,5°den 3,4’e dustiigii
saptanmistir. Fermantasyon siresince maltoz miktarinin dustiigu gozlenirken glikoz
miktarinin arttigi gdzlenmistir. Bu glikoz artisinin, nisastanin L. amylovorus tarafindan
hidrolizi sonucunda ortaya ¢ikan maltozun hidrolizi ile glikozun agiga ¢ikmasi sonucu
olustugu, devaminda glikozun L. reuteri ve L. fermentum tarafindan kullanilarak bu
zorunlu heterofermantatif organizmalarin asetat olusumundan sorumlu olduklar
belirtilmistir. Hamur fermantasyonu esnasinda hamurda cugu aminoasitin miktari
degismezken sistein ve metiyonin miktarinda azalma, treonin miktarinda da artis oldugu

saptanmistir (Hamad et al. 1992).

Kuzey italya’nin Apulia bélgesinde geleneksel olarak (iretilen bugday eksi maya
hamurunun mikroflorasinin belirlendigi bir baska arastirmada; bu orneklerdeki laktik
asit bakteri sayisinin log 7,5 log 9,3 kob/g arasinda degistigini ve maya sayisinin ise log
5,5-8,4 kob/g arasinda degistigi belirtilmistir. Bu calismada 317 laktik asit bakterisi
izole edilmistir. Bu izolatlarin %38’i geleneksel fizyolojik ve biyokimyasal yontemlerle
tamimlanirken, fenotipik tanimlamalari genetik yontemlerle kanitlanmistir.  Bu
izolatlarin %30°’u Lactobacillus sanfranciscensis, %20°si L. alimentarius, %14’0

L.brevis, %12’si Leuconostoc citreum, %7°si L. plantarum, %6°sI Lactococcus lactis
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subsp. Lactis, %40 L. fermentum ve L. acidophilus, %2’si Weisella confusa ve %1’i L.

delbrueckii subsp. delbrueckii olarak tanimlanmistir (Corsetti et al. 2001).

Italya’nin Umbria bolgesine 6zgii bugday eksi maya hamurunun mikroflorasi ile ilgili
yapilan bir arastirmada da laktik asit bakterisi florasinin %49’nun L. brevis subsp.
lindneri, %21’nin L. plantarum, %14’Undn L. farciminis, %4’ndn L. acidophilus ve L.
fermentum,%3’nun L. fructivorans ve L. alimentarius , %2’sinin L. brevis oldugu
belirtilmistir. Ayrica bu c¢alismada maya florasinin %66°sinin  Saccharomyces
cerevisiae, %17’sinin Candida krusei, %16’sinin S. Exiguus ve %1’inin Hansenula
anomala’dan olustugu belirtilmistir. Tanimlanan izolatlarin %92’sinin maltozu, %
60’ 1inin fruktozu, %31’inin sakarozu fermente ettikleri belirlenmis ve tim laktik asit
bakteri izolatlarinin da glikozu kullandigi belirtilmistir. Calisma sonunda kok seklindeki
laktik asit bakterilerinden Leuconostoc, Pediococcus ve streptococcus cinslerine
rastlandigi ve bunlarin eksi maya hamurunda daha seyrek bulundugu belirtilmistir
(Gobbetti 1994).

Geleneksel Fransiz eksi hamurunda yapilan bir galismada da bakteri ve maya izole
edilmistir. Maya izoleleri S. cerevisiae (%46,6) ve Candida milleri olarak
tanimlanmistir. Laktik asit bakterileri olarak Lactobacillus ssp; L. plantarum (%52), L.
brevis (%14), L. buchneri (%8) ve L. casei alactosus (%8), ikinci derecede 6nemli
laktik asit bakterileri L. casei casei (%6) ve L. casei rhamonosu (%2) olarak

bulunmustur (Boraam et al. 1993).

Bocker (1995), eksi hamur starterlerini kullanarak yapilan eksi hamurun 3 farkli tipinin
mikroflorasini arastirmistir. Sivi starterler tarafindan fermente edilen eksi hamurlarda L.
reuteri, L. pontis ve L. sanfrancisco baskin tiirler olarak tespit edilmis, kurutulmus
starterler ile fermente edilen eksi hamurlarda da en dominant turler L. plantarum, L.

brevis ve Pediococcus pentosaceus olarak bulunmustur.

Dort eksi hamur sponge orneginde laktik asit bakterilerinin kalitatif ve kantitatif

Ozelliklerinin arastirildigi bir ¢calismada her bir sponge’da Lactobacillus cinsinin bir
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veya iki tlrd bulunmustur. Bu tirlerden L. reuteri ve L. curvatus San Francisco eksi
hamur sponge’unda, L. brevis ve L. hilgardii italya’da iiretilen Panetton eksi hamur
sponge’unda, L. sanfrancisco Almanya’da uretilen ¢avdar eksi hamur sponge’unda, L.
casei ve L. curvatus ise Isvigre’de (retilen cavdar eksi hamur sponge’unda bulunmustur
(Okada et al. 1992).

Yapilan bir baska arastirmada geleneksel Portekiz eksi hamurunun mikrobiyolojik
profili belirlenmistir. Bu ¢alismada 400°den fazla tir izole edilmis, baskin guruplar
mayalar ve laktik asit bakterileri bulunmustur. En sik izole edilen mayalar
Saccharomyces cerevisiae ve Candida pelliculosa olmustur. En sik izole edilen laktik
asit bakterileri laktobasiller icinde Leuconostoc spp., Lactobacillus spp. ; L. brevis, L.
curvatus ve L. lactis ssp. Lactis en baskin tiirlerdir ve laktokoklardan Lactococcus lactis
ssp. Lactis, Enterekoklardan Enterococcus caseliflavus, E. durans ve E. faecium,
Streptokoklardan ise Streptococcus constellantus ve S. equinus en baskin tiirler oldugu
belirlenmistir. Belirlenen 421 izolattan 131’i eksi hamurdan alinmistir ve bunlar 48
farkl tur olarak tespit edilmistir (Rocha and Malcata 1999).

Mikrobiyoloji bilim dalinin dogusu ile birlikte, tabiatta ¢ok yaygin olarak bulundugu
bilinen laktik asit bakterileri ile ilgili calismalar da baslamistir. ilk kez 19. yiizyil
sonlarinda sltte fermantasyona ve koagllasyona yol agan bakteriler laktik asit
bakterileri olarak isimlendirilmis ve daha sonraki yillarda Lactobacillaceae familyasi

icinde siniflandirilmiglardir (Con ve Gokalp 2000).

Laktik asit bakterileri (LAB) karbonhidrat fermantasyonu sonucu laktik asit olusturan
bakterilerdir. Farkli optimum buyime sicakliklarina ihtiya¢ duymakta olan LAB’nin
uygun buytime i¢in kompleks bir besi yerine ihtiyaci vardir. Bu yuzden LAB’nin besin
maddesince zengin besi ortamlarinda kiiltire alinmalari zorunluluk arz etmektedir. LAB
genellikle fermente gida dretiminde kullaniimaktadir. Ornedin yogurt yapiminda
Streptococcus termophilus, Lactobacillus bulgaricus, peynir yapiminda Lactococcus
spp. LAB yaygin olarak kullaniimaktadir. LAB’nin pek ¢cogu insan, hayvan ve bitki gibi

dogal ortamlarda bulunurlar. Belirli bir cevreye adapte olmus gibidirler ve hemen
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hemen her dogal habitatta bulunurlar (6rnegin sut, sicakkanlilarin bagirsagi, diski,
dudaklar, meyve ve sebzeler). Bu alandaki bilgiler eksik olmasina ragmen soyle bir
genellestirmeye gidilebilir. Streptococcus cinsine ait trlere; insan, hayvan ve kuslarda
rastlanabilir. Lactobacillus turleri daha ¢ok insan, hayvan ve bitkilerle beraber bunlarin
bulundugu dogal ortamlarda bulunabilir. Pediococcus turleri ise ancak bitkilerde
bulunurlar. Leuconostoc tirleri de genellikle stit Grinlerinde ve sebzelerden izole
edilebilir. Bazi LAB alt turleri insan sindirim sisteminde ve fermente gidalarda bulunur
(Klein et al. 1998).

Laktik asit bakterileri, tabiatta yaygin oluslari, gesitli gida maddelerinde sikca
rastlanilan bozulmalara neden olmalari ve bazi gidalarin Gretim ve olgunlastiriimasinda
onemli rol oynamalar1 nedeni ile gida teknolojisinde biiyliik 6nem tasimaktadirlar (Con
ve Gokalp 2000).

Laktik asit bakterileri glikoz metabolizmasi sonucunda Urettikleri son trtine bagh olarak

iki ana gruba ayrilmistir (Unl(ituirk ve Turantas 2003).

1) Heksoz sekerlerin fermantasyonu sonucu birincil derecede laktik asit treten tirlere
homofermentatif laktik asit bakterileri adi verilmistir. Homofermentatif laktik asit
bakterilerinin homolaktik karakteri ortamin pH’si, besin maddeleri ve glikoz
konsantrasyonu gibi  kultirel kosullarin  degismesiyle farkhlik  gdsterebilir.
Homofermentatif 0zellik heksoz sekerlerin metabolizmasinda gozlenir. Bazi
homofermentatif laktik asit bakterileri pentozlari kullanarak asetik asit ve laktik asit
uretebilirler. Bu gruba dahil laktik asit bakterileri heterofermentatif laktik asit

bakterilerine kiyasla iki kat daha fazla enerji tretebilmektedirler.

2) Metabolik faaliyetleri sonucu heksozlardan laktik asit, CO,, ve etanol Ureten laktik
asit bakterileri ise heterofermentatif laktik asit bakterileri olarak adlandirilirlar.
Heterofermentatif tiirler asetaldehit ve diasetil gibi tat ve aroma maddelerinin Gretimi

agisindan 6nem tasirlar.
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Homofermentatif ve heterofermentatif laktik asit bakterileri genetik ve fizyolojik
farklihklarindan dolayi glikozu farkli metabolik yollar izleyerek kullanmakta ve farkh
son drunler Uretmektedirler. Homofermentatif laktik asit bakterileri heksoisomeraz
(glukoz fosfat isomeraz) ve aldolaz enzimine sahipken, fosfoketolaz enzimini
icermezler ve Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) metabolik yolunu izleyerek bir molekiil
glikozdan iki molekdl laktik asit dretirler. Heterofermentatif laktik asit bakterileri ise
bunun tam tersi heksoisomeraz ve aldolaz enzimi yerine fosfoketolaz enzimine
sahiptirler. Bu gruba giren laktik asit bakterileri glikozun yikiminda EMP metabolik

izyolu yerine fosfoketolaz glikolitik izyolunu kullanirlar (Unliitiirk ve Turantas 2003).

Su ana kadar tanimlanmis ve laktik asit bakterileri grubuna dahil edilmis

mikroorganizmalarin bazi genel dzellikleri sdyledir:

a) Bu mikroorganizmalar gelisebilmek icin aminoasitler ve B grubu vitaminler gibi
besin dgeleri ile purin ve pirimidin bazlarina ihtiya¢ duyarlar.

b) Cogu mezofilik mikroorganizmalardir. Ancak bazilari 5°C’nin altinda, termofilik
tiirler ise optimum 45°C gibi yiiksek sicakliklarda gelisebilirler.

c) Bu mikroorganizmalarin ¢cogu optimum 4,0-4,5 pH’da gelisebilmelerine ragmen
bazilari 3,2 gibi dustk ve 9,6 gibi yiiksek pH’larda da gelisebilmektedir.

d) Ayrica bu mikroorganizmalarin bazilari zayif proteolitik ve lipolitik 6zellige sahiptir
(Unltturk ve Turantas 2003).

Morfolojik ve fizyolojik ozellikler, bakterilerin siniflandiriimasinda kullanilan temel
kriterdir. LAB’lerinin cins ve turlere gore degismekle birlikte genel olarak kok, dizgtn
cubuk ve diizensiz gubuk olmak tizere ¢ farkli morfolojik gortinimleri vardir. LAB’ini
tanimlamada ilk olarak kullanilan Kkarakterler; siltte ve diger besi ortamlarina
alindiklarinda olusturduklari laktik asit miktari, minimum, optimum ve maksimum
gelisme sicakligl, oksijene tolerans, farkli NaCl konsantrasyonuna gosterdikleri
tolerans, gaz ve ucucu aroma bilesikleri retmeye yetenekleri ile pH’ya toleranstir.
Bununla birlikte simdilik laktik asit bakterilerinin sutl asitlestirme yetenegdi artik ayrici

bir kriter olarak dikkate alinmaktadir. Cinki laktik asit olusturma yetenegi potansiyel
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olarak stabil olmayan ekstra kromozomal elementlerden olan plazmitlere kodlanabilir.
Bakterilerin ayriminda 6énemli bir ipucu da onlarin gelisme sicakliklaridir. Sivi besi
yerinde 50°C’de gelisme, Enterococcus faecium’u dider enterokoklardan ayirmaya
yarar. Lactococcus lactis ssp. cremoris de diger laktokoklardan 40°C’de gelismeme
Ozelligiyle ayrilir. Laktik asit bakterileri ve gida fermantasyonu Oteden beri bilim
adamlarinin dikkatini ¢ekmis, Pasteur 1857 yilinda gida fermantasyonu ile ilgili
calismalar yapmistir. 1873 yilinda Fischer ilk bakteri kiltirinu izole etmis, bu
calismalardan sonra saf LAB kiilturi Joseph Lister tarafindan, Bacterium lactis olarak
izole edilmistir. Laktik asit bakteri siniflamasi son 10-20 yil icerisinde degisim
gostermektedir. Clnkd bu stire¢ oncesinde, orijinal bakteri siniflamasi bakterilerin
morfolojik ve fizyolojik Ozelliklerine gore yapilmaktaydi. Bunlara ilaveten hiicre duvari
kompozisyonu, hiicre yag orani ve hiicrenin diger 6zellikleri siniflamada kullaniimistir
(Stiles and Holzapfel 1997). Bliyime kondusyonu hiicre morfolojisini nemli derecede
etkilemektedir. Genetik analiz sonucunda Lactococcus lactis subsp. lactis olarak
siniflandirilan bakteri Lactobacilli xylosus olarak siniflandiriimaktaydi (Schleifer at al.
1985). LAB, 11 cins (Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Qenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus,

ve Weissella) icermektedir (Van Damme et al. 1996).

Lactobacillus tirleri Gram (+), anaerobik veya fakiiltatif aerobik, spor olusturmayan
cubuk seklinde ve cok farkli kaynaklardan izole edilebilen bakterilerdir. Genellikle
katalaz ve oksidaz negatif olarak bilinirler (Wang et al. 2009) Fermentasyon sonunda
olusan urtinlere gdre homofermantatif ve heterofermantatif tirleri bulunmaktadir.
Kromozomlarindaki nukleik asit kompozisyonunun %33-55’ini G+C(guanin ve sitozin)
olusturmaktadir (Stiles and Holzapfel 1997). Bunlarin ¢ogu bagirsak florasinda yasarlar.
Bu bakteriler bagirsak hastaliklarinin engellenmesine, istenmeyen patojenlere karsi
antimikrobiyal maddelerin Uretilmesine, kolon kanserinin baskilanmasina, vitaminlerin

sentezlenmesine ve besinlerin sindirilmesine yardimci olur (Wang et al. 2009)

Lactobacillus biyokimyasal ve fizyolojik 6zellikleri agisindan oldukca fazla cesitlilik

iceren Uyelere sahip bir cinstir. Beslenme istekleri de oldukga komplekstir (Weiss et al.
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1984). Lactobacillus turlerinden biri olan Lactobacillus plantarum’un ug¢ kisimlari
yuvarlak gubuk seklinde genellikle 0,9-1,2 ym ende, 3-8 ym uzunlukta, tekli, ikili veya
kisa zincir seklinde bulunur. Hareketlilik ve flagella normalde yoktur, fakat yan
flagellah sugslarda hareketlilik belirlenmistir (Yaygin ve Kil¢ 1993). Lactobacillus
plantarum diger laktik asit bakterilerinden daha yiksek asit toleransina sahiptir (Lu et
al. 2003). Lactobacillus plantarum hayvan bagirsak sisteminde taze ve fermente

sebzelerde, ette ve balikta bulunur (Fernandez et al. 1999).

Lactococcus laktik asit bakteri grubuna dahil kok seklindeki bakterilerdir. Kire ya da
kisa zincir halinde bir araya gelen koklar morfolojik gorintlyi olusturur. Zincir
uzunlugu tlrlere gore degisir. Laktokoklar laktozu L (+) laktik aside cevirir. Gaz
olusumu gdzlenmez. Optimum gelisme sicakhg 30°C’dir. Siit ve bitki driinlerinde
bulunurlar. 10°C’de gelisebilmelerine karsilik 45°C’de gelisemezler (Holt et al. 1994).
Orla Jensen tarafindan 1919 yilinda yapilan siniflandirma neticesinde mezofilik laktik
streptokok olarak Streptococcus cinsine dahil edilmislerdir. Daha sonra patojenik
streptokoklardan serolojik N antijen grubuna sahip olmalari ile ayrilmiglardir. Teuber
tarafindan 1995°de acgiklanan taksonomik siniflandirmada Lactococcus olarak

isimlendirilmisler ve diger gruplardan ayriimislardir (Teuber 1995).

Lactococcus turlerinden biri olan Lactococcus lactis ssp. lactis’in oval hicreleri 0,5-1,0
um ve dizgiindir. ikili formu kisa zincir formuna gére daha sikhikla bulunur. Bazi
suslart uzun zincir olusturur. Son gelisme pH’si glukoz buyyonunda 4,0-4,5tur.
Proteolitik aktiviteye sahiptir. Mannitol, trehaloz, sakkaroz, arabinoz, ksiloz, laktoz,
maltoz ve glukozdan asit Uretir. Rafinoz, indlin, gliserol veya sorbitol’den asit

olusturmaz. Bazi suslar nisin tretir (Hirsch and Grimsted 1951; Hirsch et al. 1951).

Birgcok Gram (+) bakteriyi inhibe eder. %4 NaCl’de gelisir. %6,5ta gelismez. 9,2 pH’da
gelisir, 9,6’da ise gelisme gostermez. Bazi tirleri 16sin’i 3-metilbutanol’e donisturir ve
malt tadi olusturur. Besin istekleri ¢oktur. 4-5 vitamin, 10-13 aminoasidi sentetik

besiyerlerinde isterler. Purin ve pirimidin’i stimilator olarak kullanirlar. Optimum
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gelisme sicakliklari 30°C’dir. Bazi tiirler 41°C’de gelismez, 45°C’de ise hi¢ gelimse
gostermez. DNA’sindaki % G+C orani 38,4-38,6 mol’dir (Kilig 2001).

Laktik asit bakterilerinden Leuconostoc tlrlerinin fermantasyon kapasiteleri mono-
disakkaritler ile sinirli olup heterofermantatif laktik asit bakteri grubuna dahillerdir.
Fermantasyon sonucunda D-laktat ve ethanol yaninda gaz olusumu goézlenir. Sut, peynir
ve et gibi fermente Grlnlerin olusumunda ve organoleptik adi verilen tat, koku gibi
Ozelliklerin kalitesinin belirlenmesinde Onemli role sahiptirler. Optimum gelisme
sicakliklari 20-30°C’dir (Holt et al. 1994; Dellaglio et al. 1995; Budde et al. 2003).

Enterococcus turleri oksijen kullanimi bakimindan fakultatif anaerob bakterilerdir.
Farkh karbonhidrat formlarini metabolize ederek L (+) laktik aside gevirir, fakat gaz
olusturmazlar. Son pH araliklari 4,2-4,6 arasindadir. Optimum gelisim sicakliklar
37°C’dir. 10-45°C sicaklik arahginda, pH: 9,6’da, %6,5 NaCl’de ve %40 tuzda gelisim
gosterebilirler. Katalaz negatif 6zellik yansitmalarina ragmen bazi tlrleri yalanci katalaz
aktivitesi verebilir (Domig et al. 2003). Diger tirler kadar gida endustrisi agisindan
onem tasimamaktadir. Giiney Avrupa’da bazi yoresel peynirlerde bulunmustur. Tuza
olan toleranslari, hizli asit Uretimleri, yiksek sicakliklara dayanikli olmalari starter
kiltir olarak kullanimlari icin idealdir. Ozellikle probiyotik kilttrlerde kullanimi
bulunmaktadir (Franz et al. 2003). Enterokoklar da Laktokoklar gibi Streptococcus cinsi
icinde siniflandiriimiglardir (Holt et al. 1994).

Pediococcus tlrleri laktik asit bakterileri arasinda mikroskop altinda tetrat morfoloji
gosteren gruptur (Stiles and Holzapfel 1997). Uluslararasi Sistematik Bakteriyoloji
Komitesi tarafindan Pediococcus damnosus, Pediococcus acidilactici, Pediococcus
pentosaceus, Pediococcus halophilus, Pediococcus parvulus, Pediococcus cerecisiae ve
Pediococcus dextrinicus olmak tizere 7 tirle temsil edilmektedir. (Raccach 1987).
LAB’lerinin tanimlanmasinda kullanilan metotlar genel olarak fenotipik ve genotipik
metotlar olmak uUzere iki temel bashkta incelenmektedir. Suslar arasindaki ayrimi
saglayabilmek icin gen ekpresyonunun driinini karakterize eden (gozlemlenebilir

karakterleri) ve genelde cins tlr dizeyinde tanimlamaya olanak saglayan geleneksel
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fenotipik metotlar arasinda morfolojik, fizyolojik, metabolik/ biyokimyasal 6zellikler ve
kemotaksonomik markdrler (hiicresel yag asitleri, mikolik asit, polar lipitler, quininler,
poliaminler, hiuicre duvari bilesikleri, ekzopolisakkaritler) ile beraber faj tiplendirmeleri,
hucre yuzeyindeki antijenler, antimikrobiyal duyarllik profilleri ve toplam hiicre ya da
hucre duvari proteinlerinin elektroforetik patternleri (1D ya da 2D) yer almaktadir. LAB
identifikasyonunda kullanilan fenotipik testler bakterilerin cins ve tir bazinda ayrimi
icin halen 6nemli bir rol oynasa da yorumlamasi oldukga zor olan bu teknikler ayni
zamanda zaman alici ve molekiler metotlar ile karsilastirildiklarinda ise daha az ayrim

guictine sahiplerdir (Temmerman et al. 2004).

Organizmanin genetik yapisinin analizini temel alan genotipik metotlar ise DNA’yI
ylzlerce fragmanlarina ayiran enzimler ile kromozomun kesimine dayanan DNA
restriksiyon paternlerindeki polimorfizmini ve ekstrakromozomal DNA nin varligini ya
da yoklugunu iceren calismalardir. DNA temelli teknikler, kullanilan teknigin tipine
bagli olarak mikroorganizmalarin cins seviyesinden sus seviyesine kadar
identifikasyonunu saglayabilmektedir. Nukleotit sekanslarinin kullanimini iceren bu
teknikler oldukga hizli teknikler olup besi ortamindaki degisikliklerden etkilenmemeleri
bakimindan fenotipik identifikasyon metotlarina kiyasla oldukca 6nemli avantajlar
sunmaktadir (Moschetti et al. 1998; Bush and Nitschko 1999).

Geleneksel olarak Nohut mayasi su sekilde hazirlanir. Bir miktar kirilmis nohut tizerine
kaynatildiktan sonra yaklasik 45-50°C’ye kadar sogutulmus su ilave edilir (Ayrica
istegje bagli olarak yaklasik 1gr tuz da eklenebilir). Bu karisim yaklasik 37-40°C’ de 15-
16 saat fermantasyona birakildiktan sonra suzulir ve elde edilen maya sivisi, hamurun
hazirlanmasinda kullanthr (Sikili 2003). Yapilan bir arastirmada nohut mayasinin pH
degeri 3,85 olarak dlculmustir. Bu pH’da ki nohut mayasinin hamura katilmadan énce
eksi bir tat ve keskin aromaya sahip oldugu belirtilmektedir. Nohut mayasi, asit ortamin
gelismesine yardimci olarak pH’yr disirmekte ve ekmek aromasini gelistirmektedir.
Asitligin fazla gelismesi tat ve aromayi olumlu etkilerken yliksek hacme sahip nohut

ekmegi Uretimini zorlastirmaktadir. Dusen ortam pH’sinin (yiksek asitlik gelisimi),
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hamur fermantasyonunun da uzun olmasinin etkisi ile hamurda olusan baglari

zayiflattigi ve hamur hacminin diismesine yol actigi sdylenebilir (Baykara 2006).

Nohut mayasi, ticari mayaya gore hamuru kisa stirede fermente edebilecek fonksiyonel
yap! ve bu yaplyl saglayan enzimlere (invertaz enzimi, maltaz enzimi, zymas enzimi)
sahip degildir. Ayrica, nohut mayasi (nohut siizintiisi) ve nohut mayasi hamurunda
gelisen laktik asit bakterilerinin bir kismi, glikozdan gaz Uretebilecek 6zellige sahip
olmayip homofermantatif yapiya sahiptirler. Bunlardan dolayi, nohut mayasinin hamur
icerisindeki sekerleri pargalamasi ve CO; olusturma suresi oldukc¢a uzun siurmektedir
(Baykara 2006)

Geleneksel olarak yapilan nohut ekmegi su sekilde hazirlanir. Hazirlanmis nohut
stiziintisti, 500 g una eklenir. Ekmek yapiminda kullanilacak unun su kaldirma
miktarindan ilave edilen nohut suzigu miktar1 ¢ikarilarak, hamura ilave edilecek su
miktar1 hesaplanir. Un, su ve nohut siizigi 500 devirde yogurma makinesinde yaklasik
4 dakika yogrulur. Elde edilen hamurun 400 g’lik pargasi elle sekil verilip hafifce
yaglanmis tavaya yerlestirilir. 40°C’de 4 saat fermente edilir. Fermantasyon sonunda
hamur 200°C’lik firinda 20 dakika pisirilir (Sikili 2003).

Yapilan bir arastirmada %100 pres mayasi, %0,5 Pres mayasi+Nohut Mayasi ve %

100 Nohut Mayasi ile yapilan ekmekler karsilastiriimistir (Baykara 2006).

Bu arastirma sonuclarina gore; nohut ekmegi (%100 nohut mayali)  hamur
fermantasyonu sonucunda, siki bir igyapi ve sert bir kabuga sahip oldugu igin siki igyapl
ve sert kabuk yapisi, pisme sirasinda ekmekte olan buharlasmanin az olmasi ve
muhafaza stiresince de nemin ekmek iginde uzun streyle tutulmasinda etkili olmustur.

Ekmek i¢ci siki bir yapr gosterdigi igcin, ekmek ici yogunlugu
arttikca, driiniin ¢ignenebilirligi azalmaktadir. Nohut mayasinin kullanildigi ekmek
ornekleri de agizda cigneme 06zelligi bakimindan kontrol ekmeginden daha disik
puanlar almistir. Nohut mayasindan yapilan ekmeklerde ekmek ici rengi kontrol

ekmegine gore nispeten daha koyu cikmistir. Bununda nohuttan gelen renk
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pigmentlerinin maya yoluyla ekmege ge¢mesinden kaynaklandig ileri striilmektedir.
Ekmek ici rengi Uzerine etkili olabilecek bir diger faktor ise fermantasyon
asamasidir. Fermantasyon sirasinda enzimatik aktiviteye sahip mayalarin kullanimi
ile ekmek igi yapisinin yogunlugu azalmakta, homojen ve iri gdzenekler olusmakta ve
urtinler daha agik ekmek ici rengine sahip olmaktadirlar. Nohut mayasi hamuru ile
yapilan arastirmada ekmek ici renk degerlendirmesinde, kontrol ekmeginden farkh
olarak nohut mayasi ile yapilan ekmek 6rneklerin de ekmek iginde ki hafif sarimsi renk
daha cazip bulunmustur. Ekmek i¢i rengi bakimindan en fazla begeniyi ise %100 nohut
mayasindan yapilan ekmek 6rnegi kazanmistir. Tat ve aroma yonunden de, %0,5 pres
maya+nohut mayasindan yapilan ekmek hafif eksimsi karakterdeki aroma/tat profili ile
daha fazla tercih edilmistir. Yapilan ekmekler hacim ve sekil simetrisi bakimindan
karsilastirildiginda ise kontrol ekmegi (%100 pres mayal), daha fazla kabul gérmustir.
Kabuk rengi bakimindan ise nohut ekmegi koyu kabuk rengi ile kontrol ekmeginden
daha yliksek puan almistir. Pisme diizgunligi, kabuk diizginlugi ve kenar ézellikleri
bakimindan ekmekler arasinda belirgin bir farklilik gorilmemistir. Nohut mayasi ile
yapilan ekmeklerin kabuk rengi, kabuk dizginliigi, ekmek ici rengi, tat ve aroma
yontinden be@enilmistir. Hacim, sekil simetrisi ve ekmegin ¢ignene bilirligi agisindan ise
begenilmemistir. Bu nedenle pres maya ile kombinasyon halinde kullaniimasi daha fazla
tercih edilir (Baykara 2006).

Nohut mayasi ile hazirlanan ekmeklerde karbonil bilesiklerden propinalaldehit, n-
batilaldehit, etilbitilketon ucucu organik asitlerden de asetik asit, propionoik asit, i-
valerik asit, krotonik asit gibi aroma maddeleri saptanmistir. S6z konusu bu aroma
maddelerinin konsantrasyonlari, gerek eksi maya gerekse ticari (yas-pres) maya ile
hazirlanan ekmeklerden daha yiliksek olup nohut ekmeginin Kkarakteristik tat ve

aromasini kazanmasinda etkili olmaktadirlar (Sikili 2003).

Nohut mayasi ile hazirlanan ekmekler daha gok 6zel glnlerde ve belli bir damak tadi
arayanlar icin vazgecilmez niteliktedir. Ancak bu tadin, aromanin ve metodun yasatiimasi

da bizlerin sorumlulugundadir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1.Un

Hamur hazirlamak igin piyasadan temin edilen Tip 1 un kullaniimistir. Kullantlan unun

oOzellikleri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Una ait fiziksel ve kimyasal analiz sonuclari

Un Ozellikleri Degerler
Nem (%) 13,48
Ham Protein (%) * 11,6
Disme Sayisi (FN), (sn) 673
Sivilasma Sayisi (LN) 9,6
Kiil (%) * 0,425
Su Kaldirma (%) 60,3

* Kuru madde esasina gore

3.1.2. Nohut

Nohut mayas! (nohut siiziintlst) hazirlamak igin piyasadan temin edilen sert yapili

"KogbasI” olarak adlandirilan nohut gesidi kullantimistir.
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3.2. Yontem

3.2.1.Un analizleri

Unda azot tayini Kjeldahl yontemiyle yapilmis, protein miktar1 5,7 carpim faktort ve
kuru madde esasina gore verilmistir (Anonymous 1972). Unda kil miktari tain edilmis
ve sonu¢ kuru madde esasina gore belirtilmistir. (Anonymous 1967). Farinografta su
kaldirma ICC 115’e gore tespit edilmistir. Diisme sayisi, sivilasma sayisi ve nem
miktar1 tayinleri Elgin wvd. (2002) tarafindan belirtilen ydntemler kullanilarak

belirlenmistir.

3.2.2. Nohut mayasi (nohut stiziinttisti) ve nohut mayasi hamuru hazirlanmasi

Sert yapiya sahip 100 g nohut bugday iriliginde kirllmis ve steril siseye konulmustur.
Kirilmis nohut tizerine 1 g tuz ve kaynatildiktan sonra 50°C sogutulmus 350 ml su ilave
edilmistir. Hazirlanan bu karisim 40°C’de 16 saat fermente edilmistir. Fermantasyon
sonunda nohut kiriklari stzilerek ayrilmis ve elde edilen nohut stiziintist hamur

hazirlanmasinda kullaniimistir.

Hazirlanan nohut stiziinttst, 500 g una eklenmis. Ekmek yapiminda kullanilacak unun
su kaldirma miktarindan ilave edilen nohut stiziintiisi miktari ¢ikarilarak, hamura ilave
edilecek su miktar1 hesaplanmistir. Un, su ve nohut suzigi 500 devirde yodurma
makinesinde yaklasik 4 dakika yogrulduktan sonra elde edilen hamura sekil verilerek

hamur 40°C’de 4 saat fermente edilmistir.
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3.2.3. pH degerinin belirlenmesi

3.2.3.a. Nohut mayasinda (nohut stiziintiistinde) pH’nin belirlenmesi

Suzintuden parelelli olarak ornekler alindiktan sonra pH degerleri pH-metre (ATI
ORION 420, MA 02129, USA) ile okunarak belirlenmistir.

3.2.3.b. Nohut mayasi hamurunda pH’nin belirlenmesi

Fermente olmus hamur 6rneklerden 10°ar gram paralelli olarak tartilip Gzerine 100 ml
saf su ilave edilerek Ultra-Turrax (IKA Werk T 25, Germany) ile 1 dak. homojenize
edildikten sonra pH dederleri pH-metre (ATI ORION 420, MA 02129, USA) ile
okunarak belirlenmistir. pH metre kullanilmadan 6nce uygun tampon ¢ozeltiler ( pH 4,0
ve pH 7,0) ile kalibre edilmistir.

3.2.4. Mikrobiyolojik analizler

3.2.4.a. Nohut mayasi (nohut stizuntusut)

Nohut suzuntiisunden direkt numune alinip steril serum fizyolojik (%0,85 NaCl)

kullanilarak uygun dilisyonlar hazirlanmustir.

3.2.4.b. Hamur

Fermente hamur 6rneginden 25 g steril plastik torbaya tartilmis, tzerine 225 ml steril
fizyolojik su (%0,85 NaCl, Merck) ilave edilerek Stomacher’de (Lab Stomacher
Blander 400-BA 7021, Sewardmedical, England) 1 dakika homojenize edilmistir. Daha
sonra bu homojenattan steril serum fizyolojik (%0,85 NaCl) kullanilarak uygun

dilusyonlar hazirlanmis ve asagida belirtilen sayimlar yapiimistir.
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3.2.5. Laktik asit bakteri sayimi

Laktik asit bakteri sayimi icin MRS Agar ve M17 Agar besiyeri kullaniimistir. Uygun
dilisyonlardan MRS Agar plaklarina yiuzeye yayma yontemiyle ekim yapilmistir.
30°C’de 48 saatlik anaerobik inkiibasyondan sonra, katalaz (-) koloniler dikkate alinarak

laktik asit bakteri sayisi saptanmistir.

3.2.6. Enterobacteriaceae sayimi

Uygun dilisyonlardan VRBD (Violet Red Bile Dextrose) Agar plaklarina 0,1’er ml
aktarilarak yayma yéntemi ile ekim yapilmistir. Petri plaklari anaerobik sartlarda 30°C’
de 48 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonucunda 1mm’den biiyiik koloniler sayilarak

Enterobacteriaceae sayisi tespit edilmistir.

3.2.7. Toplam aerob mezofil bakteri sayimi

Toplam aerob mezofil bakteri sayisinin belirlenmesi i¢in Plate Count Agar (Oxoid CM
325) besiyeri kullanilmistir. Hazirlanan dilusyonlardan ylzeye yayma yontemiyle

ekimler yapilmis ve 30°C’de 2 giin inkiibe edildikten sonra sayi belirlenmistir.

3.2.8. Laktik asit bakterileri izolasyonu ve identifikasyonu

Laktik asit bakterilerinin izolasyonu amaci ile her bir 6rnekten MRS (de Man Rogosa
Sharpe) Agar (Oxoid CMO0361) ve M17 Agar besiyerine yiizeye yayma yontemi ile
ekim yapilmis, plaklar 30°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda MRS
Agar ve M17 Agar besiyerinde gelisen kolonilerden rasgele 15 koloni segilmis, her bir
koloni MRS (Oxoid CMO0359) sivi besiyerine inokiile edilmis ve 30°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sonunda MRS Agar besiyerine ¢izim usulii ekim yapilmis,
plaklar 30°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Tek dismiis kolonilerden saf kiltiir elde

edilinceye kadar cizim usuli ekim ve sivi besiyerine asilama islemlerine devam
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edilmistir. Elde edilen saf kiltlirlere Gram boyama, mikroskobik gériinim ve katalaz

(Bactident katalase, Merck 1.11351) testleri uygulanmistir.

Izolatlara glukozdan gaz Uretimi, arginin hidrolizi testleri uygulanmistir. izolatlarin
®
identifikasyonu icin APl 50 CHL kiti (bioMérieux SA, Fransa) kullaniimis,

™ ™ ®
degerlendirme APIWEB  (apiweb  stand alone V 1.2.1 Ref 40012, bioMérieux
SA, Fransa) ile gerceklestirilmistir.

3.2.9. Gram boyama

Temelde bakterilerin hiicre ceperi gegirgenligi farki kullanilarak; bakterilerin gram
pozitif ve gram negatif seklinde iki gruba ayrilmasini saglayan Gram boyama dort farkli
kimyasal reagent kullanimi ile gerceklestirilmistir. Boyama islemi icin daha Once
saflastirma islemleri tamamlanmis olan izolatlar MRS agar petrilerinde ¢izgi ekim
yapilarak tekrar aktiflestirilmis ve ¢alisma icin 48 saatlik taze kulttrler kullaniimistir.
Gram reaksiyonunun gozlemlenebilmesi igin; temiz bir lam Uzerine bir damla distile su
damlatiimis, kati besiyerinde gelistirilmis olan kiltirden 6ze yardimi ile alinan az
miktardaki kultir bu su igersinde emilsufiye edilerek tim lam yizeyine yayillmistir.
Lam havada kurutulduktan sonra, i¢ kez bek alevinden gegirilmek suretiyle fiksasyon
yapilmistir. Fiksasyonu gerceklestirilen preparat ilk olarak kristal violet ile boyanmis ve
1-1,30 dakika bekletilmistir. Preparat yiizeyindeki fazla boya distile su yardimiyla
giderildikten sonra luigol ¢ozeltisi tim lam yiizeyine yayillmis ve 1 dakika bekletilmistir.
Fazla boyanin yikanmasindan sonra preparat 10-15 saniyeligine %95’lik etil alkol ile
muamele edilmis ve ardindan distile su ile tekrar yikanmistir. Son olarak preparat 30
saniye sureyle, safranin ile boyanmistir. Ardindan fazla boya distile suyla yikanarak
preparat kurumaya birakilmistir. Hazirlanan preparat 1sik mikroskobunda immersiyon
yag! kullanilarak 100°lik objektifte incelenmis ve mevcut renge gore degerlendirme
yapilmistir. Boyama sonucunda mor renkli gorulen bakteriler gram pozitif, pembe

renkli olanlar ise gram negatif olarak degerlendirilmistir (Tamer vd 1989).
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3.2.10. API test kitleri ile tanimlamanin yapilmasi

APl 50 CHL Medium, Lactobacillus wve iliskili cinslerin identifikasyonu igin
hazirlanmis hazir bir besiyeridir. APl 50 CH stribi (kuyucuklarin grup halinde
bulundugu bant) ile 49 karbonhidratin fermantasyon ézellikleri tespit edilebilir. Besiyeri
icinde test edilecek mikroorganizma ile bir stispansiyon hazirlanir ve stripteki her tup
inokiile edilir. inkiibasyon sirasinda karbonhidratlarin fermantasyonu ile asidik ortam
olusur ve buna bagl olarak pH diiser. Bu ortam degisikligi indikatorler sayesinde tespit
edilir. Bu sonuglar izolatin biyokimyasal profilini ortaya koyar ve tanimlama ya da

tiplemede kullanilir.

2-8°C’de muhafaza edilen besiyerleri ve kuyucuklar, kullanmadan énce oda sicakligina
getirilmistir (20 + 5°C). Kullanilacak besiyeri ve siispansiyon siseleri acilirken dik
tutulup, plastik kapak bagparmak ile mimkin oldugunca asagl dogru bastiriimis ve
plastik kapak duzlestirilmis kismindan disa dogru ittirilerek kapak iginde kalan ampulin

uc kisminin kopmasi saglanmistir.

APl 50 CHL ile identifikasyon igin hazirlanmis olan petride Greyen saf bakteri
kolonileri steril ekivyon yardimi ile toplanip 2 ml’lik “Suspension medium”

¢Ozeltisinin icine aktarilmis ve bu sekilde yogun bir stok siispansiyon hazirlanmistir.

2 McFarland standardi calkalanarak bulanikhk elde edilmistir. Suspension medium 5
ml’lik tipt ile karistirilmig, bulanik olan 2 McFarland standardi siyah bir zeminde yan
yana tutulmustur. Hazirlanmis yogun stok suspansiyondan 5 ml’lik Suspension
mediuma damlatilarak her damla sayiimistir. Bu sekilde 5 mI’lik Suspension mediumda
da ayni bulanikhgin elde edilmesi saglanmistir. Bulanikligin elde edildigi damla sayisi

not edilmistir.

APl 50 CHL Medium ampuliine (10 ml), 5 ml’deki bulanikligin elde edilmesini
saglayan damla sayisinin iki kati kadar, yogun stok stspansiyondan damlatilarak tip

iyice karistiriimistir.
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Bu sekilde hazirlanan inokulum steril pastor pipeti yardimiyla APl 50 CH
kuyucuklarina, kuyucuklarin bogazina kadar ve kuyucuklarda hi¢ hava kalmayacak
sekilde dagitilmistir. Kuyucuklarin bogaz kismindan yukarisi mineral yag ile
doldurulmus ve kuyucuklarin bulundugu tepsinin Ustli kapak ile kapatiimistir. Bu

sekilde hazirlanan stripler 30°C’de 48 saat siireyle inkiibasyona tabi tutulmusturlar.

Tum testler hem 24 ve hem de 48 saat sonra okunmustur. Standard metoda uygun
olarak; besiyeri icindeki bromkresol moru indikatériiniin renk degistirmemesi negatif (-
), asidifikasyon etkisiyle sariya donmesi pozitif (+) olarak degerlendirilmistir. Sadece
25 numarali kuyucuk (Esculin testi) siyah renkli ise (+), mor ise negatif (-) olarak

degerlendirilmistir. 24. ve 48. saatlerden sonra yapilan degerlendirmeler takip tablosuna
™ ™
isaretlenmistir. Daha sonra degerlendirme APIWEB  (apiweb  stand alone V 1.2.1

®
Ref 40012, bioMérieux SA, Fransa) ile gergeklestirilmistir.
3.2.11. Katalaz testi

Bu testin yapilisinda incelenecek olan izolatin MRS sivi besiyerinde gelistirilmis 24
saatlik kultiirden bir 6ze dolusu alinarak, temiz bir lam Uzerinde 1 damla %3’luk H,0,
cOzeltisi ile kanstirilmistir. Hava kabarciklarinin ¢ikisi pozitif reaksiyon olarak

degerlendirilmistir (Harrigan and Mc Cance 1976).
3.2.12. Glikozdan CO; olusumu

Bu test icin MRS sivi besiyerinde gelistirilen 24 saatlik kalttr kullaniimistir. Sitrat
icermeyen durham tiplu modifiye MRS sivi besiyerine 0,1 ml kdltur aktariimis ve
30°C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyon sirasinda durham tiipiinde gaz olusumu, izolatin
glikozdan gaz drettigini ve heterofermantatif ozellikte oldugunu gdsterirken, gaz
olusmamasi izolatin homofermantatif oldugunu belirtmektedir (Schillinger and Licke
1987).
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3.2.13. Arginin hidrolizi

Bu test igin glikoz ve et ekstrakti icermeyen, amonyum sitrat yerine %0,2 sodyum sitrat
iceren ve %0,3 arginin eklenmis modifiye MRS sivi besiyeri kullaniimistir. MRS sivi
besiyerinde gelistirilen 24 saatlik kiiltirden 0,1 ml eklenen besiyerleri, 30°C’de 3 giin
inklbe edilmis ve inkibasyon siresi sonunda 1 ml kultur alinarak iginde 1 ml Nessler
ayiract bulunan tiipe aktariimistir. Rengin portakal sarisi-kahverengine déniismesine
argininden amonyak olusumunu  gosterdiginden pozitif  reaksiyon olarak

degerlendirilmistir (Schillinger and Liicke 1987).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Nohut mayasl (Nohut Suzintist) ve Nohut Mayasi Hamurunda Ph Degisimi

Nohut mayasinin hazirlanmasindan baslayip, nohut mayasi hamuru elde edilinceye
kadar her asamasinda farkh pH degerleri elde edilmistir. Cizelge 4.1’den de
gorulebilecegi gibi ilk asamanin (nohut kiriklarinin su ve tuz ile karistirilmasi) pH
degeri 6,34 olarak saptanmistir. Nohut kiriklari saf su ve tuz ortaminda 16 saatlik
fermantasyona birakildiginda elde edilen nohutmayasinin pH’si 4,88 olarak
bulunmustur. Bu durum ortamda gelisen mikroorganizmalarin fermantasyona bagh
olarak tretmis oldugu maddelere baglanabilir. Nohut mayasinin un ile karistirilip elde
edilen hamurun ilk pH’si dl¢llduginde pH da bir atis gozlenmistir (pH 5,04). Ortam
pH’sinda gbzlenen bu artisin sebebi, un ilavesinin yapilmasindan ileri gelmis olabilir.
Elde edilen hamur 4 saatlik fermantasyona birakildiginda hamurun asitligi artmis ve son
pH’sI (4.77) ilk pH’sina gore daha diistik bulunmustur. Bu durum da yine ortamda ki
mikrobiyal aktiviteye baglanabilir. pH Uzerine elde ettigimiz bu sonuglar diger
arastirmacilar tarafindan belirlenen degerler ile paralellik tasimaktadir. Ornegin,
Bayfield and Young (1964), Digrak ve Ozgelik (1991) ve Ozkaya (1992) tarafindan
farkl zamanlarda yurutilen calismalar sonucunda, fermantasyon slresi uzadikga
ortamda gelisen maddeler nedeniyle (laktik asit, asetik asit, CO, vb.) hamur pH’sinda
diismenin oldugu ve bir stire sonra pH’da ki dismenin yavaslayip stabil hale geldigini
tespit etmigslerdir. Yapilan diger ¢alismalarda fermantasyona bagl olarak Uretilen laktik
asit, asetik asit ve CO’in ortam pH sini etkiledigini ve bu maddelerden de asitligin
artirllmasinda en 6nemli olanin laktik asit oldugunu gdstermistir (Dikbas 2003; Sikil
2003).

Nohut mayasi Uzerinde yapilan c¢ahsmalarda Ozellikle Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus  pentosus, Lactobacillus sanfrancisco, Enterococcus mundtii,
Enterococcus gallinarum, Pediococcus urinae-equi, Lactobacillus viridencens ve
Streptococcus thermophilus turlerinin ve Saccharomyces cerevisiae’nin ortamda ki

faaliyetleri sonucu pH’yi distrdukleri tespit edilmistir (Stkili 2003).
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Fermantasyona bagl olarak ortamin asitliginin artmasi bircok avantaj saglamaktadir.
Nohut mayasinda gelisen mikroflora gerekse fermantasyon sirasinda yeni gelisen
mikroflora fermantasyon stresince pH’nin dismesine yardimci olmakta, baska bir ifade
ile ortamin asitliligini artirmakta, istenmeyen mikroorganizmalarin gelismesini

engelleyerek ve hamura daha belirgin tat ve aromaya kazandirmaktadir (Baykara 2006).

Cizelge 4.1. Nohut mayasi ve nohut mayasi hamurunda fermantasyona bagli olarak pH
degisimi

Baslangi¢c pH Son pH
Nohut mayasi 6,34 4,88
Nohut mayas! hamuru 5,04 477

4.2. Nohut Mayasi ve Nohut Mayasi Hamuru Orneklerindeki Toplam Aerob
Mezofil Bakteri, Laktik Asit Bakteri ve Enterobacteriaceae Sayilarinin

Belirlenmesi

Laboratuar sartlarinda elde ettigimiz nohut mayasi ve hamurundan alinan 6rneklerin
materyal ve metot kisminda belirtildigi gibi steril fizyolojik su icerisinde seri
diltsyonlari hazirlanip PCA agar, MRS Agar, M17 agar, ve VRBD agar besiyerlerine

ekimler yapiimis ve gelisen koloniler sayiimistir.

Cizelge 4.2°de gorilebilecegi gibi nohut mayasinda toplam 6,14 log kob/g, nohut
mayas! hamurunda ise toplam 6,81 log kob/g aerobik mezofil bakteri sayilmistir. M17
besiyerinde nohut mayasi igin toplam 6,31 log kob/g, nohut mayasi hamuru iginse 6,72
log kob/g bakteri sayisi elde edilmisti. MRS agarda ise nohut mayasinda 6,43 log
kob/g, nohut mayasi hamurunda 6,76 log kob/g bakteri tespit edilmistir. Bu sonuclar
gostermektedir ki PCA agar, MRS Agar ve M17 besiyerlerinde nohut mayasina oranla
nahut mayasi hamurunda daha fazla sayida koloni elde edilmistir. Bu durum nohut

mayas! hamurunun 4 saatlik fermantasyon siresine tabi tutulmasi ve buna bagh olarak
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ortamdaki bakterilerin sayisinin artmasiyla agiklanabilir. Cizelge 4.2°de ayrica MRS
agarda M17 agara gore daha fazla sayida laktik asit bakterisi sayildigini géstermektedir.
Bu dogdrultuda, MRS agarin gerek nohut mayasi gerekse nohut mayasi hamurunda
toplam laktik asit bakteri sayisinin belirlenmesi icin daha uygun oldugunu

sOyleyebiliriz.

VRBD agar (zerinde Enterobacteriaceae familyasi Uyelerinin sayiminda koloni
olusumu gozlemlenmemistir. Bu durum laktik asit bakterileri tarafindan Uretilen
antimikrobiyal ~maddelerin  yani sira ortamin asitligine de baglanabilir.
Enterobacteriaceae familyasi Uyeleri diisik pH degerlerine hassas mikroorganizmalar
olduklarindan dolayr olgunlasma suresince diisen pH degerine bagli olarak sayilari
diismektedir (Kaban 2007).

Cizelge 4.2. Nohut mayasi ve hamuru 6rneklerindeki Toplam Aerob Mezofil Bakteri,
Laktik asit bakteri ve Enterobacteriaceae sayilari

Nohut mayas| Nahut mayasi hamuru
(16 saatlik fermantasyon 4 lik f Y d
sonucunda) (4 saatlik fermantasyon sonucunda)
PCA agar uzerinde
toplam aerob mezofil 6,14 6,81
bakteri sayisi
(log kob/g)
M17 agar lzerinde
laktik asit bakteri sayisi
(log kob/g) 6,31 6,72
MRS agar uzerinde
laktik asit bakteri sayisi
(log kob/g) 6,43 6,76
VRBDA agar lzerinde
Enterobacteriaceae
sayisi (log kob/g) <1 <2
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4.3. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu ve identifikasyonu

Laktik asit bakterilerinin izolasyonu materyal metot da belirtildigi gibi
gerceklestirilmistir. Laktik asit bakterilerinin en temel 6zelliklerinden olan Gram pozitif
ve katalaz negatif reaksiyon gosterme o&zelligine sahip olan izolatlarin laktik asit
bakterisi oldugu dustinulerek daha sonraki testlere tabi tutulmustur. Gram boyama ve
katalaz testlerine bazi izolatlarin tam reaksiyon vermedikleri gdzlemlenmistir. Dolayisi
ile bu izolatlar sonraki teshis islemlerine tabi tutulmamistir. Nohut mayasindan alinan
ornek M17 agar ve MRS agar Uzerine yayllmis her iki besiyerinde gelisen kolonilerden

toplam 90 tanesi secilmistir. Bu koloniler daha sonra saflastiriimistir.

90 izolata Gram boyama testi uygulanmis, Gram pozitif reaksiyon veren (stipheli
olanlar degerlendirilmeye tabi tutulmadi) 60 izolat ayrica katalaz testine de tabi
tutulmustur. 60 izolatin hepside katalaz negatif olarak bulunmustur. Ayni islemler nohut
mayas! hamuru icinde sirasiyla uygulanmistir. 90 izolat Gram boyama testi uygulanmis,
Gram pozitif reaksiyon veren (stipheli olanlar degerlendirilmeye tabi tutulmadi) 60
izolat ayrica katalaz testine de tabi tutulmustur. Gerek nohut mayasindan gerekse nohut
mayas! hamurundan elde edilen ve katalaz testine tabi tutulan izolatlarin hepsi katalaz
negatif olarak bulunmustur. Diger bir ifade ile 60 tane laktik asit bakterisi nohut

mayasindan 60 tanede nohut mayasi hamurundan izole edilmistir.

Nohut mayasindan M17 ve MRS agar Uzerinde yapilan izolasyon islemlerin de
morfolojik olarak sadece kok ve basil seklinde laktik asit bakterilerine rastlandi. Nohut
mayas! hamurundan bu iki besiyerinde yapilan izolasyon islemlerinde yine kok ve basil
seklinde bakterilere rastlandi. Nohut mayasindan izole edilen bakterilerin 6 tanesi basil
diger 54 tanesi ise kok seklinde tespit edilmistir. Nohut mayasi hamurundan izole edilen

laktik asit bakterilerinin ise 13 tanesi basil 47 tanesi kok olarak belirlendi.
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Cizelge 4.3. M17 agar Uzerinde nohut mayasindan elde edilen laktik asit bakteri
izolatlarinin morfolojik 6zellikleri

Egéit Sgg’l? Morfolojik 6zellikleri
M17 S1 + Kok
M17 S2 * *
M17 S3 + Kok
M17 S4 + Kok
M17 S5 * *
M17 S6 * *
M17 S7 + Kok
M17 S8 + Kok
M17 S9 + Kok
M17 S10 + Kok
M17 S11 * *
M17 S12 + Basil
M17 S13 + Kok
M17 S14 + Basil
M17S 15 + Basil
M17S 16 + Kok
M17S 17 * *
M17S 18 + Kok
M17S 19 * *
M17S 20 * *
M17S 21 + Kok

M17S 22 + Kok



Cizelge 4.3. (devam)
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M17 S23
M17 S24
M17 S25
M17 S26
M17 S27
M17 S28
M17 S29
M17 S30
M17 S31
M17 S32
M17 S33
M17 S34
M17 S35
M17 S36
M17S 37
M17S 38
M17S 39
M17S 40
M17S 41
M17S 42
M17S 43
M17S 44

M17S 45

*izole edilememistir.

Kok

Kok

Kok

Kok
Kok

Kok

Basil

Kok
Kok
Kok
Kok

Kok

Kok
Kok

Kok
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Cizelge 4.4. M17 agar izerinde nohut mayas! hamurundan elde edilen laktik asit bakteri
izolatlarinin morfolojik 6zellikleri

Iég(ljaJ SEZE Morfolojik ozellikleri
M17 H1 * *
M17 H2 * *
M17 H3 * *
M17 H4 + Kok
M17 H5 + Kok
M17 H6 + Kok
M17 H7 * *
M17 H8 * *
M17 H9 + Basil
M17 H10 + Basil
M17 H11 * *
M17 H12 + Kok
M17 H13 + Kok
M17 H14 * *
M17 H15 * *
M17 H16 * *
M17 H17 + Kok
M17 H18 * *
M17 H19 + Kok
M17 H20 + Kok
M17 H21 + Kok

M17 H22 + Kok




Cizelge 4.4. (devam)
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M17 H23
M17 H24
M17 H25
M17 H26
M17 H27
M17 H28
M17 H29
M17 H30
M17 H31
M17 H32
M17 H33
M17 H34
M17 H35
M17 H36
M17 H37
M17 H38
M17 H39
M17 H40
M17 H41
M17 H42
M17 H43
M17 H44

M17 H45

*izole edilememistir.

Kok
Basil
Kok
Kok

Kok

Kok

Kok
Kok
Basil
Kok

Kok

Basil

Kok

Kok
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Cizelge 4.5. MRS agar uzerinde nohut mayasindan elde edilen laktik asit bakteri
izolatlarinin morfolojik 6zellikleri

:zgéaj S;Z’l? Morfolojik 6zellikleri
MRS S1 + Kok
MRS S2 + Kok
MRS S3 + Kok
MRS 54 + Kok
MRS S5 + Kok
MRS S6 + Kok
MRS S7 + Basil
MRS S8 * *
MRS S9 + Basil
MRS S10 + Kok
MRS S11 * *
MRS S12 + Kok
MRS S13 * *
MRS S14 * *
MRS S15 * *
MRS S16 + Kok
MRS S17 * *
MRS S18 * *
MRS S19 + Kok
MRS S20 * *
MRS S21 + Kok

MRS S22 + Kok




Cizelge 4.5. (devam)
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MRS S23
MRS S24
MRS S25
MRS S26
MRS S27
MRS S28
MRS S29
MRS S30
MRS S31
MRS S32
MRS S33
MRS S34
MRS S35
MRS S36
MRS S37
MRS S38
MRS S39
MRS S40
MRS S41
MRS S42
MRS S43
MRS S44

MRS S45

*izole edilememistir.

Kok
Kok
Kok
Kok
Kok
Kok
Kok

Kok

Kok

Kok
Kok
Kok
Kok
Kok

Kok

Kok
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Cizelge 4.6. MRS agar uzerinde nohut mayasi hamurundan elde edilen laktik asit
bakteri izolatlarinin morfolojik dzellikleri

'Eﬁt'f}t S;Z’l? Morfolojik 6zellikleri
MRS H1 * *
MRS H2 + Kok
MRS H3 + Basil
MRS H4 * *
MRS H5 + Kok
MRS H6 + Basil
MRS H7 + Kok
MRS H8 + Basil
MRS H9 + Basil
MRS H10 + Kok
MRS H11 + Basil
MRS H12 + Kok
MRS H13 + Kok
MRS H14 + Basil
MRS H15 + Kok
MRS H16 + Kok
MRS H17 + Basil
MRS H18 + Kok
MRS H19 * *
MRS H20 + Kok
MRS H21 * *

MRS H22 + Kok




Cizelge 4.6. (devam)
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MRS H23
MRS H24
MRS H25
MRS H26
MRS H27
MRS H28
MRS H29
MRS H30
MRS H31
MRS H32
MRS H33
MRS H34
MRS H35
MRS H36
MRS H37
MRS H38
MRS H39
MRS H40
MRS H41
MRS H42
MRS H43
MRS H44

MRS H45

*izole edilememistir

Kok
Kok

Kok

Kok

Kok

Kok
Kok
Kok
Kok
Kok

Kok

Basil

Kok

Kok

Kok
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Nohut mayasi (60 adet laktik asit bakterisi) ve nohut mayasi hamurundan (60 adet laktik
asit bakterisi) izole edilen toplam 120 adet bakteri arginin hidrolizi ve CO; olusturma

testlerine tabi tutulmustur.

Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi oldukca karmasiktir. Eskiden Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus ve Streptococcus cinslerinden olusan laktik asit bakterileri
grubuna, son yillarda yapilan taksonomik galismalarla mevcut cinslerin revizyonu ve
yeni cinslerin tanimlanmasi sonucunda Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium,
Dolosigranulum, Enterococcus, Globicatella, Lactobacillus, Lactococcus,
Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptecoccus,
Tetragenococcus, Vagococcus ve Weissella cinslerinin dahil oldugu belirtilmistir
(Axelsson 1998).

Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasinda 6nemli 6zelliklerden biri, standart kosullar
altinda glikoz fermantasyon seklidir. Glikoz fermantasyon sekline gore
heterofermantatif ve homofermantatif olmak Uzere iki gruba ayrilirlar.
Heterofermantatif olanlar, glikoz fermantasyonunda laktik asit, ethanol, asetik asit ve
CO,, uretir. Bunlar Leuconostoc, Oenococcus, Weissella ve Lactobacil tirlerinin bazi
grubunu icine ahr. Diger tim laktik asit bakterileri ise homofermantatiftir.
Homofermantatifler, glikoz fermantasyonuyla sadece laktik asit olusturan bakterilerdir
(Sharpe 1979).

Glikoz fermentasyonunda nohut mayasindan elde edilen 60 izolatin sadece ikisinde
(M17 S14 ve M17 S15) gaz olusturma ozelligi yani heterofermantatiflik gdzlenmistir.
Diger 58 izolatin tamaminin homofermantatif oldugu belirlenmistir. Nohut mayasi
mahurundan elde edilen izolatlarin 9 tanesini heterofermnatatif diger 51 tanesinin ise
homofermentatif karakter tasidigi saptanmistir. Nohut mayasi ve nohutmayasi
hamurundan izole edilen ve homofermentatif karakter gosteren toplam 109 izolatindan
12 tanesinin morfolojik yapilari ¢ubuk seklinde oldugundan dolayr Lactobacillus

cinsine ait olduklari belirlenmistir.
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Heterefermentatif karakter gosteren ve kokobasil seklinde olan bazi Lactobacillus
tirleri bu iki 0zellik bakimindan leukonostoklara benzetilmektedir. Arginin hidroliz
testi bu sorunun c¢ozulmesinde az da olsa yardimci olmaktadir. Arginin hidroliz testi
sonucuna gore pozitif reaksiyon veren tirler, kesinlikle zorunlu heterofermentatif
Lactobacillus gurubuna girerken, arginin negatif reaksiyon veren Leuconostoc ya da
Lactobacillus olduklarinin saptanmasi igin drettikleri laktik asit konfigurasyonlarinin
belirlenmesi gerekmektedir (Sikili 2003). Ancak elde edilen sonugclar izolatlarin hig
birinin kokobasil olmadigini ve bu izolatlarin hepsinin arginin hidroliz testine pozitif
sonug verdigini gostermistir. Dolayisiyla izole edilen laktik asit bakterileri arasinda

leukonostoklarin olma ihtimali g6z ardi edilmistir.
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Cizelge 4.7. M17 agar Uzerinde nohut mayasindan elde edilen laktik asit bakteri
izolatlarinin katalaz aktivitesi, arginin hidrolizi ve CO, olusum sonuglari

izolat .
Kodu Katalaz Arginin CcoO,

M17 S1 -
M17 S3 -
M17 S4 -
M17 S7 -
M17 S8 -
M17 S9 -
M17 S10 -
M17 S12 -
M17 S13 -
M17 S14 -
M17 S15 -
M17 S16 -
M17 S18 -
M17 S21 -
M17 S22 -
M17 S23 -
M17 S25 -
M17 S27 -
M17 S29 -
M17 S30 -
M17 S31 -
M17 S33 -
M17 S35 -
M17 S36 -
M17 S37 -
M17 S38 -
M17 S39 -
M17 S42 -
M17 S43 -
M17 S44 -

B T S e e T T T T s S T S S e e e T
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Cizelge 4.8. M17 agar izerinde nohut mayas! hamurundan elde edilen laktik asit bakteri
izolatlarinin katalaz aktivitesi, arginin hidrolizi ve CO, olusum sonuglari

izolat .
Kodu Katalaz Arginin CcoO,

M17 H4 -
M17 H5 -
M17 H6 -
M17 H9 -
M17 H10 -
M17 H12 -
M17 H13 -
M17 H1/ -
M17 H19 -
M17 H20 -
M17 H21 -
M17 H22 -
M17 H23 -
M17 H24 -
M17 H25 -
M17 H26 -
M17 H27 -
M17 H29 -
M17 H32 -
M17 H33 -
M17 H34 -
M17 H35 -
M17 H36 -
M17 H39 -
M17 H42 -
M17 H43 -
M17 H45 -

I T S A T T T T S S o o S S S S S S S S S e e A
1
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Cizelge 4.9. MRS agar uzerinde nohut mayasindan elde edilen laktik asit bakteri
izolatlarinin katalaz aktivitesi, arginin hidrolizi ve CO, olusum sonuglari

izolat

Kodu Katalaz Arginin CcoO,

MRS S1 -
MRS S2 -
MRS S3 -
MRS S4 -
MRS S5 -
MRS S6 -
MRS S7 -
MRS S9 -
MRS S10 -
MRS S12 -
MRS S16 -
MRS S19 -
MRS S21 -
MRS S22 -
MRS S24 -
MRS S25 -
MRS S26 -
MRS S27 -
MRS S28 -
MRS S29 -
MRS S30 -
MRS S31 -
MRS S35 -
MRS S37 -
MRS S38 -
MRS S39 -
MRS S40 -
MRS 541 -
MRS 542 -
MRS S44 -

I T S S i T T e i T s S e w w S T S S S S S TS S RS
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Cizelge 4.10. MRS agar uzerinde nohut mayasi hamurundan elde edilen laktik asit
bakteri izolatlarinin katalaz aktivitesi, arginin hidrolizi ve CO,olusum sonuglari

izolat .
Kodu Katalaz Arginin CcoO,

MRS H2 -
MRS H3 -
MRS H5 -
MRS H6 -
MRS H7 -
MRS H8 -
MRS H9 -
MRS H10 -
MRS H11 -
MRS H12 -
MRS H13 -
MRS H14 -
MRS H15 -
MRS H16 -
MRS H17 -
MRS H18 -
MRS H20 -
MRS H22 -
MRS H23 -
MRS H24 -
MRS H25 -
MRS H27 -
MRS H28 -
MRS H30 -
MRS H31 -
MRS H32 -
MRS H33 -
MRS H34 -
MRS H35 -
MRS H37 -
MRS H38 -
MRS H44 -
MRS H45 -

+
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Nohut mayasindan ve nohut mayasi hamurundan izole edilen toplam 120 adet izolatin
®
identifikasyonu icin ayrica APl 50 CHL kiti (bioMérieux SA, Fransa) kullaniimis ve
™ ™
sonuclarin degerlendirilmesi APIWEB  (apiweb  stand alone V 1.2.1 Ref 40012,

bioMérieux ? SA, Fransa) ile gerceklestirilmistir. Nohut mayasindan izole edilen 60
adet laktik asit bakterisinin 54 tanesi Lactococcus lactis ssp lactis, 4 tanesi
Lactobacillus plantarum, 2 tanesi Lactobacillus brevis olarak teshis edilmistir. Nohut
mayas! hamurundan izole edilen 60 adet izolatin ise 47 tanesi lactococcus lactis ssp
lactis, 3 tanesi Lactobacillus plantarum, 5 tanesi Weisella confusa, 4 tanesi
Lactobacillus brevis ve 1 tanesi de Lactobacillus pentosus olarak teshis edilmistir.
Nohut mayasindan 3 farkli, nohut mayasi hamurunda ise 5 farkh laktik asit bakterisi
tlrl izole edilmistir. Hem nohut mayasinda hem de nohut mayasi hamurunda bulunan
uc tir Lactococcus lactis, Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus brevis olarak
belirlenmistir. Nohut mayasindan farkli olarak nohut mayasi hamurunda bulunan iki

tiruin ise Weisella confusa ve Lactobacillus pentosus oldugu tespit edilmistir.

Simdiye kadar yapiminda kullanilan farkli hamurlarin mikroflorasi Gzerine pek c¢ok
calisma yapilmasina ragmen geleneksel nohut mayasi ve nohut mayasi hamurunun
mikroflorasi (zerine fazla cgalisma bulunmamaktadir. Yapilan c¢alismalar bu farkli
hamurlarin mikrofloralarinda laktik asit bakterisi olarak Lactobacillus sanfrancisco,
Lactobacillus brevis, L. fermenti, L. buchneri, L. delbrueckii, L. casei, L. acidhophilus,
L. casei rhamonasa, L. reuteri, L. amylovorus, L. curvatus, L. hilgardii, Leuconostoc
mesenteroides ve Weisella confusa’” nin yaygin olarak bulundugunu gostermistir
(Hamad et al. 1992; Okada et al. 1992; Boraam et al. 1993; Corsetti et al. 2001). Nohut
mayas! hamuru mikroflorasi Gzerine yapilan bir calismada ise laktik asit bakterisi olarak
Enterococcus mundtii/E. gallinarum, E. casseliflavus, Lactobacillus
plantarum/pentosus, L. sanfrancisco, L. viridescens, L. bifermantans, Pediococcus
urinea-equi, streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis subsp. cremoris’e
rastlanmistir (Sikili 2003). Bahsedilen ¢alismada teshis edilen izolatlardan sadece bir tir
(Lactobacillus plantarum/pentosus), bizim nohut mayasi hamurundan izole ettigimiz
tirle ayni ¢cikmistir. Ancak Sikilinin (2003) buldugu turlerden farkli olarak Lactococcus

lactis ssp lactis, Weisella confusa, Lactobacillus brevis tirleri teshis edilmistir.
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Fermente olmus nohut suizigtnin mikroflorasi Gzerine yapilan baska bir ¢calismada ise
Bacillus cereus ve Clostridium perfringes tirlerinin ortamda baskin oldugu
saptanmistir. Ortamdaki diger bakteri tlrleri B. licheniformis ve C. beijerinckii olarak
tespit edilmistir. Fermantasyonun ilk 8-10 saatlerinde Bacillus tiirleri daha sonra da 18
saate kadar olan kisminda ise Clostridium turleri gelisim gosterdigini ve bu
mikroorganizmalarin nohuttan suya gegen bilesenleri parcalayarak gaz olusturduklarini
belirlemislerdir. Ayrica fermantasyon sirasinda baskin olarak gelisen B. cereus ve C.
perfringes’in toksin Uretmedigi ve ozellikle pismis ekmegin tiiketiminden sonra
herhangi bir saghk riski olusturmadigi gozlemlenmistir (Hatzikamari et al. 2007b).
Fermente olmus nohut suzuginiun mikroflorasini inceleyen diger arastirmacilar,
Lactobacillus spp., Pediococcus spp ve Clostridium spp. tirlerinin ortamda baskin
oldugunu belirtmislerdir (Zamora and Fields 1979; Katsaboxakis and Mallidis 1996).
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Cizelge 4.11. M17 agar uzerinde nohut mayasindan izole edilen ve API1 50 CHL kiti ile
teshis edilen laktik asit bakterileri

Izolat kodu Tir adi

M17 S1 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 S3 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 S4 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 S7 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 S8 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 S9 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 S10 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 S12 Lactobacillus plantarum
M17 S13 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 S14 Lactobacillus brevis

M17 S15 Lactobacillus brevis

M17 S16 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 S18 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 S21 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 S22 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 S23 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 S25 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 S27 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 S29 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 S30 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 S31 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 S33 Lactobacillus plantarum
M17 S35 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 S36 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 S37 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 S38 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 S39 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 S42 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 S43 Lactococcus lactis ssp lactis

M17 S44 Lactococcus lactis ssp lactis
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Cizelge 4.12. M17 agar Uzerinde nohut mayasi hamurundan izole edilen ve API 50
CHL kiti ile teshis edilen laktik asit bakterileri

Izolat kodu Bakteri isimleri

M17 H4 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 H5 Lactococcus lactis ssp lactis
M17H 6 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 H9 Lactobacillus brevis

M17 H10 Lactobacillus brevis

M17 H12 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 H13 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 H17 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 H19 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 H20 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 H21 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 H22 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 H23 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 H24 Lactobacillus plantarum
M17 H25 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 H26 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 H27 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 H29 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 H 32 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 H33 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 H34 Lactobacillus plantarum
M17 H35 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 H36 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 H39 Lactococcus lactis ssp lactis
M17 H42 Lactobacillus plantarum
M17 H43 Lactococcus lactis ssp lactis

M17 H45 Lactococcus lactis ssp lactis
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Cizelge 4.13. MRS agar Uzerinde nohut mayasindan izole edilen ve API 50 CHL Kkiti ile
teshis edilen laktik asit bakterileri

Izolat kodu Tir adi

MRS S1 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS S2 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS S3 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS S4 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS S5 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS S6 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS S7 Lactobacillus plantarum
MRS S9 Lactobacillus plantarum
MRS S10 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS S12 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS S16 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS S19 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS S21 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS S22 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS S24 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS S25 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS S26 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS S27 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS S28 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS S29 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS S30 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS S31 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS S35 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS S37 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS S38 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS S39 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS S340 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS S341 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS S342 Lactococcus lactis ssp lactis

MRS S344 Lactococcus lactis ssp lactis
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Cizelge 4.14. MRS agar uzerinde nohut mayasi hamurundan izole edilen ve API 50
CHL kiti ile teshis edilen laktik asit bakterileri

Izolat kodu Tur adi

MRS H2 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS H3 Weissella confusa

MRS H5 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS H6 Weissella confusa

MRS H7 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS H8 Weissella confusa

MRS H9 Weissella confusa

MRS H10 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS H11 Weissella confusa

MRS H12 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS H13 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS H14 Lactobacillus brevis

MRS H15 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS H16 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS H17 Lactobacillus pentosus
MRS H18 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS H20 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS H22 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS H23 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS H24 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS H25 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS H27 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS H28 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS H30 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS H31 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS H32 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS H33 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS H34 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS H35 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS H37 Lactobacillus brevis

MRS H38 Lactococcus lactis ssp lactis
MRS H44 Lactococcus lactis ssp lactis

MRS H45 Lactococcus lactis ssp lactis
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Gida kaynakli pek c¢ok laktik asit bakterisinin (Enterococcus, Lactococccus,
Leuconostoc, Pediocococus, Streptococcus, Lactobacillus, Carnobacterium ve
Propionibacterium) gida fermentasyonunda antimikrobiyal 6zelliklere sahip oldugu
bilinmektedir. Bunlar, fermente gidalarda guvenilirligi saglayarak raf dmrinl uzamasini
saglamaktadirlar. Bu bakterilere ait metabolitlerin binlerce yildan beri farkli fermente
gidalarda saglhk icin hicbir tehlikesi olmadigi, LAB’a ait antimikrobiyal metabolitlerin
dlzenleyici ajanlar oldugu dusunilmektedir. Buna ek olarak, fermente gidalarin ve bazi
LAB’larin tlketici saghgr acisindan dogal, saghkli ve vyararli etkileri olduklari
bilinmektedir. LAB’a ait bazi metabolitler ve diger starter kiltiir bakterileri gidalarda
gida katki maddesi olarak kullaniimaktadirlar. Ornegin, laktik asit, diasetil, propiyonik
asit ve asetik asit. Bununla beraber, gida kokenli pek cok LAB gida bozulmalarina ve
gida kokenli enfeksiyonlara karsi antimikrobiyal etki gosteren ve “bakteriyosin™ olarak
isimlendirilen protein yapisinda ekstraselliler maddeler sentezlemektedir (Klaenhammer
1988; Hoover and Steenson 1993; Vuyst and Vandamme 1994). Bakteriyosinler, (retici
susun bazi 6zel bagisiklik mekanizma(lar) ile iliskili olarak hiicre disina salinan birincil
veya gelismis bakteriyel ribozomal sentez drunleri olarak tanimlanmaktadir. Bu
bakteriyosinlerin cogu kicuk molekiler agirhikh proteinler olup bakterisidal etkilerini
kendilerine yakin gruplara dahil bakteriler tizerinde gostermektedir. LAB’ leri tarafindan
uretilen bakteriyosinler gida bozulmalarina ve gida kokenli hastaliklara sebep olan pek
cok Gram pozitif bakteriye karsi bakterisidal etki gostermekte ve “biyokoruyucu”
olarak isimlendirilmektedir (Klaenhammer 1988; Ray 1992)

Gunlimuzde gidalarin raf Omrind uzatabilmek i¢in gida katki maddeleri
kullaniimaktadir. Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan onayli olmalarina
ragmen yapilan son ¢alismalarda tiiketici saghginda gesitli problemlere neden olduklari
belirlenmistir. Cogu kimyasal madde kdkenli olan koruyucular insanlarda astim, damar
problemleri gibi hastaliklara sebep olmaktadir. Bu nedenle Diinya Saghk Orgutl
(WHO) tarafindan belirlenen gidalara yonelmislerdir. Kimyasal gida katki maddelerine
alternatif olarak dogal koruyucular tercih edilmeye baslanmistir. Bunlarin memeliler
Uzerinde herhangi bir yan etkisinin bulunmadigi kanitlanmistir. Bunun nedeni ise;

protein yapisinda olan bu madde, sindirim sisteminde bulunan ve proteinleri hidrolize
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eden enzimler tarafindan pargalanmaktadir. Dolayisi ile uygun olan bakteriyosin ya da
bakteriyosin lreten LAB’nin gidalara eklenmesi hem raf omrinu uzatacak hem de
saghkh kabul edilecektir. En iyi bilinen bakteriyosin nisin olup; Lactococcus lactis
tarafindan tretilmektedir ve gida koruyucusu olarak kullaniimaktadir (Teuber 1995).

Eksi hamur Uzerinde yapilan calismalarda eksi hamur starterlerinde maya ve
laktobasiller simbiyotik bir iliski icerisinde oldugu gosterilmistir. Laktobasillerin
mayalarin sevdigi ancak diger organizmalarin gelisemeyecekleri asidik bir ortam
hazirladigi saptanmistir. Laktobasiller ayrica ekmegin kabarmasinada yardim ederler.
(Anonymous 2002). Faid et al. (1993) eksi hamurun mayalanmasi icin laktik asit
bakterileri ve mayalarin birlesimini ¢alismislardir. Sonucta Candida milleri ya da S.
cerevisiae ile L. plantarum’un birlikte uygulanmasinin hamurun mayalanmasinda ¢ok
iyi sonu¢ verdigini belirlemislerdir. Benzer calimada yine Gobbetti et al. (1994) maya
ve laktik asit bakterilerinin eksi hamurda birlikte bulundugunu ve simbiyotik oratkliga
bagli olarak hamurun daha iyi mayalanmasini sagladiklarini ortaya ¢ikarmistir.
Ozeliklede calismalarinda mayalarin laktik asit bakterileri icin gerekli aminoasitleri

sentezlediklerini saptamislardir.
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5. SONUC ve ONERI

Bu calismada nohut mayasi ve hamurundan laktik asit bakterilerinin izolasyon ve

isimlendirilme islemleri gergeklestirilmistir.

Fermantasyon siiresince nohut mayasi ve nohut mayasi hamurunda pH’nin laktik asit
bakterileri tarafindan dustruldigiu gozlendi. Fermantasyondan sonra nohut mayasinin

son pH’si 4,88 nohut mayasi hamurunun Ki ise 4,77 olarak bulunmustur.

Nohut mayasinda toplam 6,14 log kob/g, nohut mayasi hamurunda ise toplam 6,81 log
kob/g aerobik mezofil bakteri sayilmistir. M17 besiyeri tzerinde nohut mayasinda
toplam 6,31 log kob/g, nohut mayasi hamurunda 6,72 log kob/g bakteri sayilmistir.
MRS agarda nohut mayasi mikroflorasi igin 6,43 log kob/g, nohut mayasi hamurunun

mikroflorasi iginse 6,76 log kob/g bakteri sayilimistir.

Elde edilen bakteri izolatlarinin Gram boyanma, morfolojik yapilari, katalaz, arginin ve
gaz olusturma aktiviteleri arastirilmistir. Nohut mayasi ve nohut mayasi hamurundan 60
ar adet olmak Uzere toplam 120 laktik asit bakterisi izole edilmistir. 120 izolat API 50
CHL ile isimlendirilmesi yaptimistir. Nohut mayasindan izole edilen 60 adet laktik asit
bakterisinden 54 tanesinin Lactococcus lactis ssp lactis, 4 tanesinin lactobacillus
plantarum, 2 tanesininde lactobacillus brevis oldugu belirlenmistir. Nohut hamuru
mayasindan izole edilen 60 adet izolatin ise 47 tanesi Lactococcus lactis ssp lactis, 3
tanesi Lactobacillus plantarum, 5 tanesi Weisella confusa, 4 tanesi Lactobacillus brevis
ve 1 tanesi de Lactobacillus pentosus olarak teshis edilmistir. 5 farkli tiirden 3 tanesinin
(L. lactis ssp lactis, L. plantarum ve L. brevis) hem nohut mayasinda hemde nohut
mayas!i hamuru mikroflarasinda bulundugu tespit edilirken, 2 tanesininde (Weisella
confusa ve Lactobacillus pentosus) sadece hamur mayasi mikroflarsinda bulundugu
gozlemlenmistir. 5 tiriin 3 tanesi (L. lactis ssp lactis, L. plantarum ve L. pentosus)
homofermentatif, 2 tanesi de (Weisella Confusa ve Lactobacillus brevis)

heterofermentatif olarak tespit edilmistir.
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Calismamizda nohut mayasi ve nohut mayasi hamurunda Lactococcus lactis ssp
lactis’in dominant tir oldugu belirlenmistir. Bu bakterinin nisin tretme kapasitesi g6z
ondine alindiginda nohut mayasi hamuru ile hazirlanan ekmeklerin raf dmarlerinin uzun

olabilecegini sdylemek mumkundr.

Hazirlanan hamurda laktik asit bakterilerinin ve mayalarin simbiyotik ortaklikla
mayalanmaya Katkilarinin fazla oldugu g6z éniine alindiginda nohut mayasi hamurunda
mayalarin bulunmasinin daha iyi sonug verecegini sdylemek olasidir. Bu yiizden hamur
fermantasyonunda 6nemli olan S. cerevisiae gibi mayalarin nohut mayasina ya da nohut

mayas! hamuruna sonradan Kkatilabilecedi hususu arastiriimalidir.

Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal maddeler (reterek fermente gidalarin raf
omrund uzattiklari, tiketici sagligi agisindan dogal, saglikh ve yararli maddeler tireterek
gidalarin kalitesini artirdigi bilinmektedir. Bu yuzden laktik asit bakterileri starter kiltlr
olarak da kullanilmakta ve bu sekilde hem gidanin raf émrinin uzatilmasi hemde

besinsel agidan daha zengin icerige sahip olmalari amaglanmaktadir.

Mevcut calismada izole ettigimiz laktik asit bakterileri fermente gida Uretiminde ve
Ozellikle de ekmek yapiminda yeni avantajlar saglayabilir. Elde edilen izolatalarin
starter kiltir olarak kulanilabilirligi ayri ayri hamur yapiminda test edilebilir. Ekmegin

tadi, kokusu, fiziksel yapisi, besinsel icerigi Gizerine bu izolatlarin etkisi arastitilabilir.
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