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OZET

Bugday gluteni, Colyak hastaligi (CH), bugday alerjisi (BA) ve ¢olyak olmayan gluten duyarlilig
(COGD) gibi reaksiyonlari tetikleyebilmektedir. Hassas bireylerin 6miir boyu glutensiz bir diyete
uyum gostermeleri gerekmektedir. Uriinlerdeki glutenin hassas bireyler i¢in uygun diizeylere
diisiiriilmesi amaciyla alternatif stratejilere ihtiyag duyulmaktadir. Eksi maya mikrobiyotasindan
faydalanilarak bugday gluteninin immiinoreaktif bilesenlerinin zararsiz peptitlere hidrolizi konusu
giderek artan bir ilgi ¢ekmektedir. Bu nedenle bu ¢alismada, geleneksel yontemlerle iiretilmis ve
herhangi bir islem gérmemis unlar ve bunlardan tiiretilen eksi mayalar ve yerel firinlardan alinan
eksi hamur 6rneklerinden laktik asit bakterileri (LAB) izole edilmistir. Kalitatif yontemle LAB’nin
gluten hidroliz yetenekleri test edilmistir. Sonug¢ olarak, 39 LAB susunun glutensiz ya da gluteni
azaltilmis firincilik iiriinlerinin mayalandirilmasinda “eksi maya” olarak kullanim potansiyeli
oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Laktik asit bakterisi, Probiyotikler, Colyak, Gluten hassasiyeti, Gluten
hidrolizi

ABSTRACT

Wheat gluten can trigger reactions such as Celiac disease (CD), wheat allergy (BA) and non-celiac
gluten sensitivity (DOGD). Sensitive individuals must adhere to a lifelong gluten-free diet.
Alternative strategies are needed to reduce gluten in products to levels suitable for sensitive
individuals. The hydrolysis of immunoreactive components of wheat gluten into harmless peptides
using the sourdough microbiota has received increasing attention. Therefore, in this study, lactic
acid bacteria (LAB) were isolated from traditionally produced and untreated flours and sourdoughs
derived from them and sourdough samples from local bakeries. Gluten hydrolysis abilities of LAB
were tested by qualitative method. As a result, it was determined that 39 LAB strains have the
potential to be used as “sourdough” in the leavening of gluten-free or gluten-reduced bakery
products.
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1. GIRIS

Insanlarin tiikettikleri temel gida maddelerinin basinda tahillar gelmektedir. Bugday, diinyada en
cok iiretilen 3 tahildan (muisir, bugday, piring) biridir (Kizilaslan, 2004). Tahillar 6nemli bir enerji,
karbonhidrat ve lif kaynag1 olmakla birlikte, protein, mineral ve mikro besinler de igeririler. Tahil
tanelerinin kuru agirliginin yaklasik %10-20’si proteindir ve modern bugdaydaki toplam proteinin
%80-90’1 glutendir (Bromilow ve ark., 2017). Bugday gluteni; gliadin ve glutenin proteinlerinden
olusmaktadir (Obsborn 1924). Gliadinler ise a, B, y and Q gliadin gibi monomerik alt birimlerden
olusur. Gliadinler prolin ve glutamin amino asitlerince zengin proteinlerdir. Gliadindeki tekrarlanan
prolin ve glutamin dizileri ekmek Kkalitesi agisindan 6nemlidir ancak hassas bireylerde ¢olyak
hastaligi (CH), bugday alerjisi (BA) ve ¢6lyak olmayan gliiten duyarliligi (COGD) gibi inflamatuar,
immiinolojik ve otoimmiin reaksiyonlari tetikleyebilmektedir (Lionetti ve ark., 2017; Scherf ve ark.,
2016; Catassi ve ark., 2015). CH hastalig1 iizerinde yapilan arastirmalar, glutendeki baslica
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immiinoreaktif bilesenin o2-gliadinin 33-mer peptidi oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Scherf ve ark.,
2018).

Gluten intoleransiyla iligkili rahatsizliklarin tedavisi yoktur. CH bireyler kati bir glutensiz diyete
(<20 mg/day) omiir boyu bagli kalmalidir (Plugis ve Khosla, 2015). Aymi sekilde, BA ve COGD
olan bireylerin de glutenli yiyecekleri tilketmemeleri gerekmektedir. Gluten igerigini azaltmak i¢in
0zel olarak islenmis iirlinlerin toplam gluten icerigi 20 mg/kg’in altindaysa “glutensiz” olarak
etiketlenebilmektedir (Codex Standard 118-1979, 2015). Ancak glutensiz bir diyete 6miir boyu
sadik kalmak kolay olmadigi gibi, glutensiz {iriinlerin daha pahali olmasi, ekonomik olarak
erigilebilirligini simirlamaktadir (Newberry, 2019). Ek olarak, yetersiz isleme veya ¢apraz
kontaminasyon nedeniyle gidalarda az miktarda bile olsa gluten bilesenleri mevcut olabilir. Bu
nedenle iriinlerdeki glutenin hassas bireyler i¢in uygun diizeylere diisiiriilmesi amaciyla kolay
uygulanabilir, tiiketiciler agisindan kabul gorebilecek ve ekonomik agidan avantajli alternatif
stratejilere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu alternatif stratejilerden birisi, gluteni immiinoreaktif olmayan
zararsiz peptitlere hidrolize edebilen fungus, bakteri, bitki veya hayvan kaynakli peptidazlarin
kullanimidir (Scherf ve ark., 2018). Peptit bagin1 parcalayan enzimlere peptidazlar veya proteazlar
denir. Sindirim sistemindeki peptidazlar beslenme yolu ile alinan proteinlerin hidrolizinden
sorumludur. Ancak, gluten memeli peptidazlariyla sindirilememektedir. Son yillarda yapilan
aragtirmalarda, bugday gliadinindeki immiinoreaktif peptitlerin mikrobiyal prolil endopeptidazlar
(PEP) ile pargalandiginin rapor edilmesi bu konu ile ilgili pek¢ok diger ¢alismanin yolunu agmistir
(Di Cagno ve ark., 2008).

Eksi hamur ya da spontan olarak fermente edilmis hamur 5000 yildir bilinen, bugday ve/veya
cavdar unu, su ve bazen tuzdan olusan karisimin, laktik asit bakterileri (LAB) ve mayalar tarafindan
fermente edilmesiyle olusan bir tirlindiir (Vogel ve ark., 2011). Fermente gida tiretiminde ¢ok eski
devirlerden beri kullanildigindan, FDA, LAB ve onlarin fermentasyon iiriinlerinin insan sagligi
acisindan giivenli oldugunu bildirmistir (U.S. FDA, 2018).

LAB’nin proteolitik sistemi ii¢ ana bilesenden olusur: (i) hiicre dis1 - kazeinin (siit proteini)
oligopeptidlere parcalanmasini baglatan - hiicre duvarina baglh proteinazlar, (ii) peptidleri hiicre
icine alan peptid tasiyicilar1 ve (iii) peptitleri daha kisa peptitlere ve amino asitlere indirgeyen-
cesitli hiicre i¢i peptidazlar (Liu ve ark., 2010)

Eksi maya mikrobiyotasinda Lactobacillus sp. baskindir ve gluten degradasyonunda gérev alan bazi
proteolitik enzimleri fretirler. Bunlar; metaloendopeptidazlar (6rn. PepO ve PepF),
aminopeptidazlar (6rn. PepN ve PepC), dipeptidazlar (6r., PepD) ve dipeptidil- ve
tripeptidilpeptidazlar (proline 6zgii Xaa Pro dipeptidil-peptidazlardir (6r. PepX). Ancak gluten
yikimi igin gerekli olan tiim peptidazlarin karigimini iireten tek bir sus bilinmemektedir. En az {i¢
LAB peptidazinin kombinasyonu (PepN, PepX ve PepO) ile 33-mer peptidin di- ve tripeptidlere
etkili bir sekilde yikimi1 olurken, bunlarin tek tek ya da ikili kombinasyonlar1 etkili olmamistir
(Vermeulen ve ark., 2005). Bu nedenle, 33-mer peptidin yikimda rol alan enzimleri iireten suslar
secilerek, bunlarin uygun kombinasyonlari tam gluten degradasyonu denemelerinde kullanilmalidir.
Eksi mayalardan izole edilmis Lb. sanfranciscensis, Lb. rossiae, Lb. plantarum, Lb. brevis, Lb.
pentosus, Lb. alimentarius, Lb. fermentum, Lb. paracasei, Lb. casei subsp. casei ve P. pentosaceus
gibi tiirlerin gluteni hidrolize edebildigi ve gluten iceren iriinleri hassas bireylerin tiiketimi i¢in
uygun hale getirdikleri belirlenmistir (Di Cagno ve ark., 2008). Ayrica ekmek ve benzeri firin
tiriinlerinde eksi maya kullanimimnin diger avantajlart ise raf omrii, aroma, doku ve besin degeri
tizerindeki olumlu etkilerdir (Behera ve Ray, 2015).

Bu bilgilerin 1s18inda, LAB’nin de dahil oldugu eksi maya fermentasyonunun, undaki
immiinoreaktif epitoplarin gideriminde olduk¢a etkili bir uygulama oldugu anlasilmaktadir. Bu
nedenle, LAB’nin sahip olduklar1 PEP enzimleri agisindan taranmasi ve toksik gluten bilesenlerinin
giderilmesi amaciyla, en etkin sus veya farkli suslardan olusan kombinasyonlarin belirlenmesi
Onem tasimaktadir.
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Yaptigimiz literatiir taramasia gore, Tiirkiye’de iiretilen unlardan ve bunlardan hazirlanan eksi
mayalardan izole edilmis LAB’nin, gluten hidrolize etme yetenekleri konusunda bir ¢alismaya
rastlanmamuistir/ az sayida ¢alisma oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle ¢alismamizda, artizanal ekmek
ve diger firin triinlerinin tretiminde kullanilan siyez bugday: (Triticum monococcum) ve kiziltan
bugdayr (Triticum spelt) unundan ve bunlardan hazirlanan eksi mayalardan LAB izole edilmistir.
Ayrica yerel firinlardan eksi maya ve hamur 6rnekleri alinarak LAB izolasyonu yapilmistir. LAB
izolatlar1 gluten hidrolize etme yetenekleri agisindan taranmistir. Bu ¢alisma sonunda elde edilecek
gluten hidrolize eden suslarin, glutene hassas bireylerin tiiketebilecegi diisiik glutenli ekmek ve
diger firm triinlerinin {iretiminde starter kiltiir olarak kullanim potansiyeli olacaktir. Ayrica, bu
suslarin farkli kombinasyonlarindan olusan kiiltiirler hazirlanarak daha etkin gluten degradasyonu
yapabilen starter kiiltiirler elde edilecek ve ekmek iiretimi denemelerinde kullanilacaktir.

2.MATERYAL VE YONTEM
2.1.Materyal
Eksi maya, hamur ve un érnekleri

LAB’larin izole edildigi 6rnekler ve temin edildikleri yerler Cizelge 1°de verilmistir.

Cizelge 1. LAB izole etmek i¢in kullanilan un, eksi maya ve hamur 6rnekleri.

Ornek kodu Ozelligi

Un1l Kiziltan bugday unu

Un2 Siyez bugday unu

Eksi maya 1 Fethiye (firindan alinmis)

Eksi maya 2 Kiziltan unu ile hazirlanmig

Eksi maya 3 Siyez unu ile hazirlanmig

Ekmek hamuru Eksi maya ile fermente edilmis hamur (firindan alinmisg)
Gluten

Gluten hidrolizi denemelerinde bugday gluteni kullanilmigtir (Naturalys W). Bugday gluteni
goriiniimii krem renkte ve toz halindedir. Coziintirliigi yaklasik %65 tir.

2.2.Yontem

Kiziltan ve Siyez unundan eksi maya yapim: Laboratuvarimizda, Kiziltan ve Siyez unlari
kullanilarak iki farkli eksi maya (Eksi maya 2 ve 3) iretilmistir. Bunun icin, steril cam
kavanozlarin igine 1’er kasik Kiziltan ve Siyez unu konmus ve 1’er kasik steril igme suyu
eklendikten sonra homojen hale gelene kadar karistirilmigtir. Daha sonra cam kavanozlarin agzi
steril tiilbent bezi ile kapatilmis ve 24 saat oda sicakliginda, dogrudan giines almayan bir yerde
bekletilerek fermente edilmistir. 2. giin ayn1 saatte her kavanoz 1 kasik un ve 1 kasik su eklenerek
karistirllmis ve aymi sekilde fermentasyona birakilmistir (Cifci, 2017). Hamurda gaz
kabarciklarinin gozlenmesi ve kabararak iki katina c¢ikmasi fermentasyonun gerceklestigini
gostermektedir . Bu sekilde 5 kez daha besleme yapildiktan sonra, elde ettigimiz iki ¢esit eksi maya
LAB izolasyonu amaciyla kullanilmistir.

Un, eksi maya ve hamur orneklerinden LAB izolasyonu, saflastirma ve saf kiiltiirlerin
stoklanmasi: Daha sonraki c¢alismalarda gluten hidrolize etme yetenekleri belirlenecek olan
suslarin izolasyonu ve saflastirilmasi amaciyla un, hamur ve eksi maya Orneklerinin desimal
diliisyonlar1 fizyolojik tuzlu su ile (%0.9 NaCl) hazirlanmistir. Uygun diliisyonlardan 100°er ul
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alinarak drigalski spatiilii ile MRS agar ve M17 agar bulunan petrilere ekim yapilmigtir. Petriler
35°C’de, anaerobik kosullarda 48 saat (sa) inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda MRS ve M17
agar yiizeyinde olusan topluigne basi biiyiikliigiindeki beyaz/krem renkli, diizgiin kenarli, hafif
kubbeli koloniler segilmis, her bir koloni izole edildigi besiyeri ile hazirlanmis yatik agar tiiplerine
tranfer edilmistir. Tiipler 35°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, her tiipten
bir 6ze yardimi ile biiyiime alinarak Gram boyamalar1 yapilmis (Giiven ve Zorba, 2021), safliklar
ve hiicre morfolojileri belirlenmistir. Inceleme sonucu, Gram pozitif ve saf oldugu belirlenen
kiiltiirler diger testler uygulanmak iizere etiketlenmis ve %20 gliserollii besiyeri bulunan kriyo
tiiplere 3 paralel olacak sekilde aktarilarak stok kiiltiirleri hazirlanmig ve -20°C ile -80°C derin
dondurucularda saklanmuistir.

Izolatlardan LAB’nin secimi

Aerobik ve anaerobik kosullarda biiyiime: Oncelikle yukarida belirtilen sekilde saflastirilan Gram
pozitif suglarin aerobik ve anaerobik kosullarda biiyiimeleri karsilastirilmistir. Bu suslar MRS ve
M17 agar plaklarina ¢izgi ekimle ekilmis, 35°C’de hem aerobik hem de anaerobik kosullarda
(CO2’li etiivde) 48 saat inkiibe edilmis ve koloni biiyiimeleri gozlenmistir.

Katalaz Testi: Hem aerobik hem de anaerobik kosullarda biiyliyen suslara katalaz, testi
uygulanmistir. Test icin, 24-48 saatlik bakteri kiiltiiriinden bir 6ze dolusu alinmigtir ve temiz bir
lama aktarilmistir. Uzerine 1 damla %3’liikk H,O, damlatilmistir, gaz baloncugu olusumu pozitif
test sonucu olarak degerlendirilmistir (Reiner, 2010). LAB anaerobiktir, katalaz enzimi
bulundurmazlar, bu nedenle sadece katalaz negatif olan suslara diger testler uygulanmistir.

Spor olusturma: Katalaz negatif suslarin spor olusturup olusturmadiklarini belirlemek i¢in suslar
sporulasyon besiyerine (Nutrient agar 20 g/L, MnSO,4 0,04 g/L, CaCl, 0,10 g/L) ekilmis ve 5 giin
35°C°de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda, petrilerde gelisen kolonilerden 6ze dolusu &rnek
alinarak iizerinde bir damla su olan lama yayillmis malasit yesili ile spor boyama yontemi
uygulanmistir. Bu boyama yonteminde sporangiumlar kirmizi, endosporlar ise yesil renkte
gozlenmektedir (Elgioglu, 2010). LAB’lar spor olusturmazlar, bu nedenle sadece spor olusturmayan
suslara sonraki testler uygulanmastir.

Hareketlilik testi: Katalaz negatif ve sporsuz suslar segilmis ve flagel varligini belirlemek igin, asili
damla yontemi ile hareketlilik testi yapilmistir. Bu yontemde ¢ukur lamlar kullanilmigstir. Suslar
MRS brothta aktiflenmistir ve 18-24 saatlik kiiltiirler hareketlilik testi i¢in kullanilmistir (Jain vd.,
2020). LAB hareketsizdir, bu nedenle sadece hareketsiz olan suslar LAB olarak degerlendirilmistir.

Bu testler sonunda Gram pozitif, katalaz negatif, sporsuz ve hareketsiz olan suslar muhtemel LAB
olarak kabul edilmis ve iki farkli besiyeri kullanilarak gluten hidrolize etme yetenekleri
belirlenmistir.

GA-1 ve GA-2 besiyerlerinde LAB suslarimin gluten hidroliz yetenekleri

LAB’ nin Gluten hidroliz etme yeteneklerini belirlemek i¢in 6nce Gluten Brot-1 (GB-1: Bugday
gluteni 10 g/L, Tripton 5,6 10 g/L, Maya ekstrakt1 2,5 g/L, D(+) glukoz 1 g/L, CaCl, 2 g/L, Sitrik
asit monohidrat 4 g/L, Na;HPO,4 22,96 g/L, pH 7) ve Gluten Brot-2 (GB-2: Bugday gluteni 90 g/L,
D(+) glukoz 20 g/L, KH2PO4 10 g/L, K;HPO,4 10 g/L, Na;HPO, 22,96 g/L, Tween 80 1 g/L) adinm
verdigimiz iki farkli besiyeri kullanilmistir (Gerez vd., 2006; Stefanska vd., 2016). GB-1
besiyerinde glutene ek olarak tripton ve maya ekstrakti gibi diger azot kaynaklar1 bulunurken, GB-2
besiyerinde tek “azot kaynagi” olarak gluten bulunmaktadir. Gluten Agar-1 (GA-1) ve Gluten
Agar-2 (GA-2) besiyerleri ise, GB-1 ve GB-2 besiyerlerinin agar eklenmis (15 g/L) kat1 halidir.

LAB suslart MRS broth besiyerine ekilmis ve aerobik olarak 35°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Aktiflenen LAB kiiltiirlerinin hiicre yogunluklar1 Mc Farland 0,5 standartina gore ayarlanmustir.
Yogunluklart ayarlanmig LAB kiiltiirleri GB-1 besiyerine ekilmis ve 35°C’de 24 saat inkiibasyona
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birakilmigtir. Inkiibasyon sonrasi bu kiiltiirlerden 10’ar pl alinarak, icinde GA-1 besiyeri bulunan
petrilere damla yontemi ile ekim yapilmis ve petriler 35°C’de 24 saat, aerobik ve anaerobik
kosullarda inkiibe edilmistir. Caligma her bir sus i¢in 3 paralel olacak sekilde calisilmistir.
Inkiibasyon sonrasi petrilerin yiizeyleri Coomassie Brillant Blue R-250 protein boyas1 ile kaplanmis
ve 5 dakika bu boya ile bekletilmistir. Daha sonra petrilerdeki fazla boya dokiilmiis ve boya
uzaklastirma ¢ozeltisi eklenerek 24 saat bekletilmistir. 24 saat sonunda petrilerdeki hidroliz
zonlarinin varlhigr kontrol edilmistir (Wehrle vd., 1999). GA-1 plaklarinda protein hidrolizinin
isareti, koloni altinda ve ¢evresinde mavi rengin kaybolmasidir.

Gluten hidrolize etmeyen ve gd-1, 2, 3 ve 4 olarak adlandirdigimiz bakteri suslari ise negatif
kontrol olarak denemelere dahil edilmistir.

LAB’larin tek azot kaynagi olarak gluteni kullanabilme yetenekleri GB-2 ve GA-2 besiyeri ile
belirlenmistir. LAB suslar1 dnce MRS broth besiyerine ekilerek 35°C’de 24 saatlik inkiibe edilerek
aktiflenmistir. Aktiflenen LAB kiiltiirlerinin hiicre yogunluklar1 Mc Farland 0,5 standartina gore
ayarlanmistir. Yogunluklart ayarlanmig kiiltiirlerin 6nceden hazirlanmis GB-2 besiyerine ekimleri
yapilmustir ve tekrar 35°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi, yukarida
anlatilan sekilde, GA-2 besiyerine ekilerek, aerobik ve anaerobik kosullarda inkiibe edilmis ve
hidroliz zonlarmin varlig1 kayit edilmistir (Gerez vd., 2006; Stefanska vd., 2016).

3. BULGULAR VE TARTISMA

Eksi maya, LAB ve mayalardan olusan karmasik bir mikrobiyal ekosistemtir. Eski mayalar tiriine
karakteristik tad ve aroma kazandirmasindan dolayr ekmek iiretiminde yaygmn olarak
kullanilmaktadir. Eksi maya mikrobiyotasinin en 6nemli grubu Lactobacillerdir (Corsetti and
Settani, 2017). Her bir eksi hamur; ortam, bilesen, fermentasyon siireci, ve i¢indeki mikrobiyal
populasyonlar ve bunlarin etkilesimleri nedeniyle benzersizdir. Ayrica, eksi maya starterlerinin
onemli bir pargasi olan LAB, gastrointestinal sagligi iyilestirmede Onemli potansiyeli olan
probiyotikler olarak kabul edilmektedir (Lau et al., 2021).

Siyez unundan iiretilmis ekmek ¢esitleri kendine 6zgli tad1 ve daha dogal (atalik bugday) olmasi
nedeniyle tiiketiciler tarafindan tercih edilmektedir. Ayrica Kiziltan unu da makarnalik bugday
olarak tiretilen bir bugdaydir. Yaptigimiz literatiir taramasinda, Tiirkiyede iiretilen Siyez ve Kiziltan
bugdayindan hazirlanmis un ya da bu unlardan elde edilmis eksi mayalardan LAB izolasyonu ve
identifikasyonunu konu alan bir ¢alisma bulamadik. Bu nedenle bu unlardan ve onlardan hazirlanan
eksi mayalardan ve yerel firinlardan alinan eksi mayalardan LAB izolasyonu yapilmistir. LAB
suslarinin gluten degradasyon yetenegi, GA-1 ve GA-2 olmak fizere iki farkli besiyerine ekilerek
kalitatif olarak belirlenmistir.

LAB izolasyonu i¢in un, eksi maya ve eksi hamur 6rneklerinden (Cizelge 1) diliisyonlar hazirlanmis
ve bu diliisyonlardan MRS ve M17 agar petrilerine ekim yapilarak, anaerobik kosullarda inkiibe
edilmistir. MRS ve M17 agar yiizeyinde olusan topluigne bas1 biiyiikliigiindeki beyaz/krem renkli,
diizgiin kenarli, hafif kubbeli koloniler secilmis ve bu izolatlar MRS yatik agarlarina transfer
edilerek saklanmigtir. Izolatlarin Gram boyamasi yapilarak safliklar1 kontrol edilmis ve Gram
pozitif olan izolatlar (basiller, kokobasiller ve koklar) daha sonraki testlerde kullanilmak {izere
ayirilmistir. Gram pozitif izolatlara once katalaz sonra sporulasyon ve hareketlilik testleri
uygulanmistir. LAB lar; Gram pozitif, katalaz negatif, spor olusturmayan ve harekersiz
bakterilerdir. Bu ozelliklere sahip olan izolatlar muhtemel LAB olarak kabul edilmis ve sonraki
testler de sadece bu izolatlar lizerine uygulanmistir. Cizelge 2-7° de sadece Gram pozitif olan
izolatlarin yukarida belirtilen test sonuglart verilmistir. Daha sonra bu suslara aerobik biiyiime ve
glukozdan CO; iiretimi testleri uygulanmistir (Cizelge 2-7). Son olarak da bu suslarin aerobik ve
anaerobik kosullarda gluten hidroliz yetenekleri belirlenmistir (Cizelge 8).

Fethiye deki bir ekmek firininin eksi mayali ekmek yapiminda kullandigi Eksi maya 1 6rneginden
(Cizelge 2), Gram boyama, katalaz, spor olusturma ve hareketlilik testi sonucunda basil formunda
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15 LAB susu izole edilmistir. Bu suslarin tamami hem aerobik hem de anaerobik kosullarda
biiyiime gostermistir. Sadece 3 nolu sus glukozdan gaz tliretmistir, bu onun heterofermentatif bir sus
oldugunu gostermektedir, diger 14 sus homofermentatiftir. Eksi hamur fermantasyonunda
heterofermentatif LAB o©nemli rol oynamaktadir. Eksi hamurda bulunan mayalar ve
heterofermantatif LAB fermantasyon siirecinde hamurun kabarmasindan sorumlu iken
homofermentatif LAB ekmegin elastikiyetini, asitligini ve lezzetini olumlu yonde etkilemektedir
(Ince et al., 2021).

Kiziltan unu kullanilarak laboratuvarimizda tretilmis Eksi maya 2 6rneginden (Cizelge 3), Gram
boyama ve katalaz testi sonucunda basil formunda sadece bir Gram pozitif sus (57) izole edilmistir.
Bu sus katalaz pozitif oldugu i¢cin LAB olarak kabul edilmemis ve diger testler uygulanmamistir.

Siyez unu kullanilarak laboratuvarimizda iretilmis Eksi maya 3 6rneginden (Cizelge 4), Gram
boyama, katalaz, spor olusturma ve hareketlilik testi sonucunda basil formunda 2 LAB susu izole
edilmistir. Bu suslar hem aerobik hem de anaerobik kosullarda biiyiime gostermistir. 102 nolu sus
heterofermentatif, diger sus homofermentatiftir.

Kiziltan unundan (Un 1) Gram boyama, katalaz, spor olusturma ve hareketlilik testi sonucunda
kok formunda 4 LAB susu izole edilmistir. Bu suslarin tamami hem aerobik hem de anaerobik
kosullarda biiylime gostermistir. Koko-basil formundaki 100 nolu sus katalaz pozitif oldugu igin
LAB olarak kabul edilmemis ve diger testler uygulanmamistir (Cizelge 5).

Siyez unundan (Un 2) Gram boyama, katalaz, spor olusturma ve hareketlilik testi sonucunda basil
formunda 16 LAB susu izole edilmistir. 16 LAB susunun 5°1 koko-basil digerleri basil formundadir.
16 LAB susunun tamami hem aerobik hem de anaerobik kosullarda biiyiime gostermistir. Sadece
66, 82 ve 107 suslar1 heterofermentatif, diger suslar homofermentatiftir (Cizelge 6).

Eskisehirdeki bir ekmek firmnindan alinmis ve eksi maya ile fermente edilmis ekmek hamurundan
kok (26) ve Koko-basil (32) formunda 2 LAB susu izole edilmistir. Bu suslar hem aerobik hem de
anaerobik kosullarda biiylime gostermistir ve homofermentatiftir. Kok formundaki 5 sus katalaz
pozitif oldugu i¢in LAB olarak kabul edilmemis ve diger testler uygulanmamistir (Cizelge 7).

Orneklerin tamamidan 39 LAB susu elde edilmis ve bu suslarin gluten hidroliz yetenekleri
belirlenmistir. Tim LAB suslar1 GA-1 ve GA-2 besiyerlerine ekilmis, aerobik ve anaerobik
kosullarda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda, besiyerlerinin yiizeyi Coomassie Brillant Blue
protein boyama yontemi ile boyanmis ve petriler yikandiktan sonra hidroliz zonlarinin varlig
gozlenmis ve fotograflanmistir (Sekil 1). Benzer ¢alismalarda da tek azot kaynagi olarak gluten
iceren besiyerleri kullanilarak bakterilerin gluten degradasyon vyetenekleri kalitatif olarak
gosterilmistir (Sharma et al., 2022; Kunduhoglu and Hacioglu, 2020; Rashmi and Gayatri (2017);
Berger et al., 2015; Wehrle et al., 1999). Sonug olarak tiim 39 LAB susunun aerobik ve anaerobik
kosullarda gluten hidrolizi yapabildikleri belirlenmistir (Cizelge 8). Sekil 1’de baz1 LAB suslarinin
GA-2 besiyerinde olusturduklart proteoliz zonlar1 goriilmektedir. Negatif kontrol olarak
kullandigimiz ve gd-1, 2, 3 ve 4 olarak adlandirdiimiz bakteri suslar1 GA-2 besiyerine ekilmis
ancak zayif bliylime gostermistir.
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Cizelge 2. Eksi maya 1’ den izole edilen Gram pozitif bakterilerin morfolojileri, aerobik
/anaerobik tireme, hareketlilik, sporulasyon ve katalaz test sonuglari.

Sus Hiicre Katalaz Anaerobik  Aerobik Spor Hareket Glukozdan
No morfolojisi iireme iireme CO,
iiretimi
1 Basil ; + + R - -
2 Basil . + + R - -
3 Basil _ + + - - +
4 Basil . + + R - -
16 Basil R + + - - -
17 Basil _ + + R R -
18 Basil _ + + - - -
19 Basil R + + R - -
20 Basil - + + R - -
21 Basil - + + R - -
28 Basil - + + R - -
33 Basil - + + R - -
34 Basil - + + R - -
39 Basil - + + R R -
41 Basil - + + R - -

Cizelge 3. Eksi maya 2’den izole edilen Gram pozitif bakterilerin morfolojileri, aerobik /anaerobik
tireme, hareketlilik, sporulasyon ve katalaz testi sonuglari

Sus Hiicre Katalaz Aerobik Anaerobik Sporulasyon Hareketlilik Glukozdan
No morfolojisi iireme iireme CO;iiretimi
57 Basil + yapilmad + yapilmadi yapilmadi yapilmadi

Cizelge 4. Eksi maya 3’ den (Siyez unu) izole edilen Gram pozitif bakterilerin morfolojileri,
aerobik /anaerobik tireme, hareketlilik, sporulasyon ve katalaz testi sonuglari

Sus Hiicre Katalaz Aerobik  Anaerobik Sporulasyon Hareketlilik Glukozdan
No morfolojisi iireme iireme CO, iiretimi
52 Basil - + + - - -
102 Basil - + + - - +
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Cizelge 5. Un 1’den (Kiziltan unu) izole edilen Gram pozitif bakterilerin morfolojileri,
aerobik /anaerobik tireme, hareketlilik, sporulasyon ve katalaz testi sonuglari

Sus Hiicre Katalaz Aerobik Anaerobik  Sporulasyon Hareketlilik Glukozdan

No morfolojisi iireme iireme Co,
iiretimi

11 Kok - + + - - -

22 Kok - + + - - -

23 Kok - + + - - -

24 Kok - + + - - -

100 Koko-basil + yapilmadi + yapilmadi yapilmadi yapilmadi

Cizelge 6. Un 2°den (Siyez unu) izole edilen Gram pozitif bakterilerin morfolojileri,
aerobik /anaerobik tireme, hareketlilik, sporulasyon ve katalaz testi sonuglari

Sus Hiicre Katalaz Aerobik Anaerobik  Sporulasyon  Hareketlilik Glukozdan
No morfolojisi iireme iireme CO,
iiretimi

29 Basil - + + - - -

43 Koko-basil - + + - - -

62 Basil - + + - - -

64 Basil - + + - - -

65 Basil - + + - - -

66 Basil - + + - - +

67 Basil - + + - - -

68 Basil - + + - - -

82 Basil - + + - - +

83 Basil - + + - - -

84 Basil - + + - - -

85 Basil - + + - - -
106 Koko-basil - + + - - -
107 Koko-basil - + + - - +
108 Koko-basil - + + - - -
109 Koko-basil - + + - - -

Cizelge 7. Ekmek hamurundan izole edilen Gram pozitif bakterilerin morfolojileri, aerobik
/anaerobik tireme, hareketlilik, sporulasyon ve katalaz testi sonuglari

Sus Hiicre Katalaz Aerobik Anaerobik  Sporulasyon Hareketlilik Glukozdan

No morfolojisi iireme iireme CO,
iiretimi

26 Kok - + + - - -

32 Koko-basil - + + - - -

63 Kok + yapilmadi + yapilmadi yapilmadi yapilmadi

77 Kok + yapilmadi + yapilmadi yapilmadi yapilmadi

78 Kok + yapilmadi + yapilmadi yapilmadi yapilmadi

87 Kok + yapilmadi + yapilmadi yapilmadi yapilmadi

99 Kok + yapilmadi + yapilmadi yapilmadi yapilmadi
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11, 16, 19, 24 106, 107, 108, 109 65, 66, 67 Kontrol
numarali LAB numarali LAB numarali LAB gluten hidrolize
suslari suslari suslari etmeyen gd (-)1-4
suslar1

Sekil 1. Bazi1 LAB suslarinin tek azot kaynagi olarak glutenin
kullanildig1 GA-2 plaklarinda meydana getirdigi proteoliz zonlari. Gluten
hidrolize etmeyen gd-(1-4) suslar1 negatif kontrol olarak kullanilmistir.

Cizelge 8. 39 LAB usunun GA-1 ve GA-2 besiyerlerinde gluten hidrolizi

Gluten hidrolizi

GA-1 besiyeri GA-2 besiyeri
Sus no Aerobik Anaerobik Aerobik Anaerobik
1 + + ++ ++
2 + + ++ ++
3 + + ++ ++
4 + + ++ ++
11 + + ++ ++
16 + + ++ ++
17 + + ++ ++
18 + + ++ ++
19 + + ++ ++
20 + + ++ ++
21 + + ++ ++
22 + + ++ ++
23 + + ++ ++
24 + + ++ ++
26 + + ++ ++
28 + + ++ ++
29 + + ++ ++
32 + + ++ ++
33 + + ++ ++
34 + + ++ ++
39 + + ++ ++
41 + + ++ ++
43 + + ++ ++
52 + + ++ ++
62 + + ++ ++
64 + + ++ ++
65 + + ++ ++
66 + + ++ ++
67 + + ++ ++
68 + + ++ ++
82 + + ++ ++
83 + + ++ ++
84 + + ++ ++
85 + + ++ ++
102 + + ++ ++
106 + + ++ ++
107 + + ++ ++
108 + + ++ ++
109 + + ++ ++
+1yi
++:Cok iyi
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SONUC

CH, genetik olarak yatkin kisilerde ortaya ¢ikan kronik bir otoimmiin hastaliktir. Glinlimiizde bu
hastaligin tedavisi bulunmamaktadir. Hassas bireylerin 6miir boyu glutensiz bir diyete uyum
gostermeleri gerekmektedir. Bu nedenle iirlinlerdeki glutenin hassas bireyler i¢in uygun diizeylere
disiiriilmesi amaciyla alternatif stratejilere ihtiya¢ duyulmaktadir. Son yillarda, eksi maya
mikrobiyomundan faydalanilarak bugday gluteninin immiinoreaktif bilesenlerinin zararsiz peptitlere
hidrolizi konusu giderek artan bir ilgi ¢ekmektedir. Bu nedenle bu ¢alismada, geleneksel
yontemlerle iiretilmis ve herhangi bir islem gérmemis unlar ve bunlardan tiiretilen eksi mayalar ve
yerel firinlardan alinan eksi hamur 6rneklerinden LAB izolasyonu yapilmistir. LAB suslar1 i¢inde
bugday gluteni bulunan besiyerlerine ekilerek gluten hidroliz yetenekleri agisindan taranmis ve
gluteni hidrolize edebildikleri belirlenmistir. Bu ¢alismada izole edilen 39 LAB susunun glutensiz
ya da gluteni azaltilmig firincilik iirinlerinin mayalandirilmasinda “eksi maya” olarak kullanim
potansiyeli bulunmaktadir. Daha sonra yapilacak ¢alismalar ile, bu suslarin farkl
kombinasyonlarindan olusan kiiltiirler hazirlanarak daha etkin gluten degradasyonu yapabilen
starter kiiltiirler elde edilecek ve ekmek {iiretimi denemelerinde kullanilacaktir. Suslarin  bu
potansiyellerinin kantitatif testler kullanilarak daha detayli bir sekilde arastirilmasi da diger bir
calisma konusu olacaktir.
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