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GELENEKSEL OLARAK FERMENTE EDILMIiS GILABURU (VIBURNUM
OPULUS L.) MEYVESININ SUYUNDAN IZOLE EDILEN LAKTIiK ASIT
BAKTERILERININ ENDUSTRIYEL GILABURU SUYU URETIMIiNDE
KULLANIM OLANAKLARI

Nurdan YAPAR
Erciyes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tezi, Temmuz 2008
Tez Damsmam: Yrd. Doc. Dr. Osman SAGDIC

OZET

Bu ¢alismanin amaci, geleneksel olarak fermente edilen gilaburu (Viburnum opulus L.)
meyvesinin suyundan izole edilen laktik asit bakterilerinin (LAB), endiistriyel standart
fermente gilaburu suyu iiretiminde kullanim olanaklarini arastirmak ve bu bakterilerin

gilaburu suyunun bazi fizikokimyasal ve duyusal 6zelliklerine etkisini saptamaktir.

Calismada, Kayseri ve civarindaki 9 farkli bolgeden gilaburu meyveleri temin edilmis
ve meyveler 4 ay siireyle geleneksel yontemle fermentasyona birakilmistir.
Fermentasyon sonunda mikrobiyolojik analizlere alinan numunelerde, LAB izole
edilmis ve hem klasik tamimlama yontemleri, hem de API 50 CHL karbonhidrat
fermentasyon test kitleri kullanilarak tanimlanmistir. Calismada 6 farkl: tiirde toplam 21
adet izolat elde edilmis olup bu izolatlarin %47.62 ile biiyiik cogunlugunu Lactobacillus
(Lb.) plantarum olusturmustur. Diger izolatlar ve toplam izolatlar icindeki oranlar1 ise
sirastyla sOyledir: Lb. brevis, %19.05; Lb. buchneri, %9.52; Lb. paracasei ssp.
paracasei, %9.52; Pediococcus spp. %9.52 ve Lb. delbrueckii ssp. delbrueckii %4.76.

Aragtirmanin son asamasinda, arastirmada elde edilen 21 izolatin, probiyotik ve
teknolojik ozelliklerini belirlemeye yonelik antibakteriyel aktiviteleri, asit ve hidrojen
stlfiir tiretme yetenekleri test edilmistir. Yapilan testler sonucu secilen izolatlardan 7
farkl1 kiiltiir ya da kiiltiir kombinasyonu belirlenmis, bunlar laboratuvar sartlarinda ticari
pastorize gilaburu suyuna inokiile edilerek standart fermente meyve suyu iiretim
denemeleri yapilmis ve iiretim siireci sonunda 10 giin siireyle buzdolab1 kosullarinda
muhafaza edilmistir. Deneme meyve suyu numunelerinde sogukta muhafaza sonrasi

canli logaritmik LAB sayilar1 6.39+0.03 ile 7.65+£0.01 kob/ml arasinda tespit edilmistir.
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Ayrica, laboratuvar sartlarinda iiretilen 7 numune, ticari pastorize meyve suyu ve daha
once geleneksel fermente meyve sular1 arasinda yapilan duyusal analizde en fazla puan
alan numune dahil toplam 9 meyve suyu numunesinin kullanildigi duyusal panel
gerceklestirilmistir. Panel sonuglarina gore, genel begeni olarak en yiiksek puani Lb.
plantarum izolat1 igeren test numunesi almistir ve bunu Lb. paracasei ssp. paracasei ve

Lb. brevis izolat1 iceren test numuneleri izlemistir.

Ayrica, iic asamali olarak yiiriitiilen ¢calismanin her agsamasinda tiim numunelerde (taze
gilaburu suyu, geleneksel fermente gilaburu suyu, ticari pastorize gilaburu nektari ile
laboratuvar sartlarinda iiretilen test numunelerinde) ¢oziiniir kati madde (briks), pH,
asitlik, indirgen seker, protein, kiil, ham seliiloz, yag, etil alkol, askorbik asit ve toplam

fenolik miktar1 analizleri yapilmistir.

Bu calisma ile LAB kiiltiir veya kiiltiirleri kullanilarak standart kalitede, fermente ve
probiyotik 6zelliklere sahip gilaburu suyu iiretmenin miimkiin oldugu ve bu arastirma
1s18inda s6z konusu iirlin grubunun gelistirilmesi ve endiistriyel capta {iretimin

baslatilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Gilaburu, Viburnum opulus L., laktik asit bakterileri,

fermentasyon, probiyotik.



THE POSSIBILITY OF USING LACTIC ACID BACTERIA ISOLATED FROM
TRADITIONALLY FERMENTED EUROPEAN CRANBERRYBUSH
(VIBURNUM OPULUS L.) JUICE IN THE MANUFACTURE OF INDUSTRIAL
FRUIT JUICE

Nurdan YAPAR
Erciyes University, Graduate School of Natural and Applied Sciences
M. Sc. Thesis, July 2008
Thesis Supervisor: Assist. Prof. Dr. Osman SAGDIC

ABSTRACT

The objectives of this research were to investigate the possibility of using lactic acid
bacteria (LAB) isolated from traditionally fermented European cranberrybush
(Viburnum opulus L.) juice in the manufacture of industrial fruit juice and to determine
the effects of these bacteria on some of the physicochemical and sensory properties of

fruit juice.

In the study, European cranberrybush fruits were supplied from 9 different regions of
Kayseri and its surroundings and they were allowed to fermentation for 4 months by
traditional method. After fermentation, LAB were isolated and identified by both
classical microbiological methods and API 50 CHL carbohydrate fermentation test kits.
In this study, total 21 bacteria belong to 6 different LAB species were isolated.
Identification of the isolates revealed that 47.62% of these bacteria were Lactobacillus
(Lb.) plantarum, 19.05% Lb. brevis, 9.52% Lb. buchneri, 9.52% Lb. paracasei ssp.
paracasei, 9.52% Pediococcus spp. and 4.76% Lb. delbrueckii ssp. delbrueckii.

In the final step of the study, antibacterial activity, ability of acid and hydrogen sulphure
production of the isolates were examined with the purpose of the determination of their
probiotic and technological properties. Then, 7 different cultures or culture
combinations were selected according to the results of tests and they were inoculated to
pasteurized European cranberrybush nectar at the laboratory conditions to produce
standard fermented fruit. After the production, samples were kept under the
refrigeration for 10 days and logarithmic counts of the viable LAB were determined

between 6.39+0.03 and 7.65+0.01 cfu/ml. Meanwhile, total 9 samples including 7 test
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fruit juice samples, commercial fruit juice and traditional fermented fruit juice sample
that had the highest sensory score were subjected to sensory analysis. The result of this
analysis showed that Lb. plantarum containing sample had the highest point in terms of
general acceptance and then followed by the samples containing Lb. paracasei ssp.

paracasei and Lb. brevis isolates.

Furthermore, at the each step of the research which had three phase; soluble solid
material (brix), pH, acidity, invert sugar, protein, ash, crude fiber, oil, ethanol, ascorbic
acid and total phenolic contents analysis were conducted at the samples fresh fruit juice,
naturally fermented fruit juice, commercial pasteurized fruit juice and test fruit juice

samples that are produced in laboratory conditions with LAB isolates.

The results of this study indicated that production of fermented European cranberrybush
juice with standard quality and probiotic properties could be possible. And, it is
concluded that the product quality could be improved and started to industrial

manufacturing in the view of acquired information of this research.

Keywords: European cranberrybush, Viburnum opulus L., lactic acid bacteria,

fermentation, probiotic.
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1. BOLUM
GIRIS
Tiirkiye’nin cesitli illerinde dogal olarak yetisen yabani bir meyve olan gilaburunun
kullanim1, Kayseri, Sivas, Tokat ve Konya yoresi dahil bazi1 bolgelerde, meyvenin
cesme suyu i¢inde 3-5 ay siireyle fermentasyonu ardindan ezilerek elde edilen suyunun
icilmesi ile simirli olmakta, baz1 yorelerde ise sadece halk ilac1 seklinde kisith bir
sekilde kullanilmakta ya da tiiketilmeden bitki iizerinde kalmaktadir. Yetistigi
bolgelerde gilaburu meyvesinin bobrek, karaciger, safra, rahim, mide ve bagirsak
rahatsizliklarina karst iyi geldigine, tansiyon diizenleyici olduguna, kalp damar
hastaliklarin1 iyilestirici etkileri bulunduguna dair bilimsel ¢alismalarla desteklenmemis
yaygin bir inamis bulunmaktadir. Ancak, bu yararlarin meyvenin sadece kimyasal
ozelliklerinden kaynaklandig: diistiniilmekte, meyvenin fermentasyonu sirasinda gorev
alan fermentasyon mikroflorasinin yararlari hi¢c hesaba katilmamaktadir. Ustelik bu
meyve ve Ozellikleri ile ilgili az sayida arastirma yapilmis olup, taze meyve ile fermente
meyvenin Ozelliklerini karsilagtiran, fermente meyvelerde fermentasyon etmeni
mikroorganizmalar1 belirleyerek tanimlayan ve biyolojik yararliligim1 kanitlayan

caligmalar bulunmamaktadir.

Beslenme ve saglik arasindaki iliskinin bilimsel kanitlarinin her gecen giin artmasi
sonucu, gida konusunda calisan arastirmacilara ve sektordeki sanayicilere sagliga yararl
tiriin ¢esitliligini arttirmak konusunda biiyiik sorumluluklar yiiklenmektedir. Fermente
irinler, probiyotik ve prebiyotik oOzellikteki gidalar, tiiketimleri saglikla en fazla

iliskilendirilen “fonksiyonel gida” kapsamina dahil iiriin gruplaridir.

Bu calismanin amaci, su an sadece geleneksel olarak siirli bir bolgede ve evlerde
hazirlanip tiiketilen fermente gilaburu suyunda, fermentasyon etmeni laktik asit
bakterilerini izole etmek ve tanimlamak, taze ve fermente {iiriindeki fizikokimyasal

ozellikleri tespit ederek karsilastirmak, tanimlanan laktik asit bakterilerini pastorize



gilaburu suyuna inokiile ederek endiistriyel capta standart fermente gilaburu suyu
tiretme olanaklarin1 ortaya koymaktir. Boylece, gida sektoriinde muhtemel “probiyotik
ozelliklere sahip laktik asit bakterisi iceren meyve bazli icecek” olarak nitelenebilecek
yeni ve fonksiyonel bir iirlin kategorisi olusacak, geleneksel bir iiriin gida sanayine
kazandirilarak tiiketimi yayginlastirilacak ve ayrica gilaburu yetisen bdlgeler icin
ekonomik bir katma deger saglanmis olacaktir. Dolayisiyla, aragtirma bulgularinin hem
gilaburu yetisen bolgeler icin, hem meyve suyu iireticileri i¢in, hem de saglikli bir
icecek alternatifi arayan tiiketiciler i¢in bir deger olusturmasi ve bu kapsamda yapilacak

yeni arastirmalara yon vermesi beklenmektedir.



2. BOLUM
GENEL BILGILER
2.1. Gilaburu (Viburnum opulus L.)

Gilaburu (Viburnum opulus L.), Adoxaceae familyasina ait, kokeni Avrupa, Kuzey
Afrika ve Kuzey Asya’ya dayanan, diinyanin hemen her yaninda dekoratif amagli olarak
kullanilan bir ¢ali bitkisinin meyvesidir (Sekil 2.1). Diinyada European cranberrybush,
American cranberrybush, cranberry tree, guelder rose, wild guelder rose,
gueldres-rose, cherry-wood, rose elder, snowball bush, crampbark tree ve whitten
tree gibi alternatif isimlerle, Tiirkiye’de ise bolgeden bolgeye degisen gilaburu,
gilaboru, gileboru, gileburu, girabolu, girebolu ve gili gili gibi adlarla anilmaktadir.
Gilaburu, Tiirkiye’de basta Kayseri olmak iizere, Konya, Bursa, Sakarya, Ankara,
Tokat, Sivas, Trabzon, Corum, Maras, Kirsehir, Istanbul, Izmir, Erzurum ve Samsun
illerinde dogal olarak yetismektedir. 10-12 yasinda olan bir agacin yiiksekligi yaklasik
350 cm, govde uzunlugu 81 cm, gévde kalinlig ise 26 cm’dir. Koyu yesil renkli olan
yapraklar, sonbaharda kizila donmektedir. Cigek sekli birlesik semsiye olup her bir
cicek durumu 5-10 cm ¢apindadir ve 25-30 meyveli bir meyve salkimi olugturmaktadir.
Onceleri yesil olan meyveler, olgunlasmadan bir ay kadar once acik sar1 bir renk

almakta, olgunlastiklarinda ise parlak kirmizi olmaktadir [1-3].

Genellikle, sulak yerlerde ve su kenarlarinda yetisen gilaburu bitkisinin kabuk ve
meyveleri, farmakolojide genis bir kullanim alani bulmustur. Kabuklarinin giiclii
antispazmodik etkisi, menstriial ve mide kramplar1 ile astima kars1 iyilestirici 6zelligi,
Avrupa, Amerika ve Asya insani tarafindan ayn ayri1 kesfedilmistir. Tiirkiye’de de
gilaburu meyvesinin farmakolojik ve besinsel ©zellikleri hakkinda pek c¢ok inanig

olmakla beraber, bu konularda yapilan ¢alismalar sinirl sayidadir [1, 3].
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Sekil 2.1. Gilaburu (Viburnum opulus L.) Meyvesi

Konya’da gilaburu agacini morfolojik, fenolojik ve pomolojik yoOnlerden inceleyen
Bolat ve Ozcan [4], bu agacin meyvelerini bes ay siire ile su icinde muhafaza etmisler
ve bu siirecin basinda, ortasinda ve sonunda gilaburu sularinin kimyasal bilesimlerini
(pH, asitlik, ¢oziiniir katt madde, indirgen seker, su, protein, kiil, ham seliiloz, ham yag
ve askorbik asit) ve mineral element (kalsiyum, magnezyum, demir, bakir, ¢inko, fosfor,
sodyum, potasyum) miktarlarin1 analiz etmislerdir. Calisma siirecinde pH 3.24, 3.09,
3.20; asitlik 1.57, 1.46, 1.59; yiizde coziiniir kuru madde 7.81, 6.97, 6.86; yiizde
indirgen seker 5.83, 4.43, 3.97; askorbik asit 560, 380 ve 362 mg/kg olarak
kaydedilmistir. Calismada, iic doneme ait numunelerde de en yiiksek mineral, potasyum

olarak tespit edilmistir.

Kayseri’de cesitli bolgelerden toplanan gilaburu meyvelerini ii¢ ay siireyle geleneksel
olarak olgunlastirdiktan sonra meyve suyunda kimyasal analizler yapan Soylak ve ark.
[5], 2600-4200 usiemens/cm arast iletkenlik, 2.8-3.1 arast pH, 308-661 mg/l arasi
askorbik asit, 181.6-902.9 mg/l arasi tannik asit tespit etmisler, ayrica numunelerdeki
major iyon (kalsiyum, potasyum, magnezyum, sodyum ve kloriir) miktarlar1 ile iz metal

(bakir, demir, kobalt ve kursun) konsantrasyonlarini da belirlemislerdir.

Sagdi¢ ve ark. [6], yaptiklar1 caligmada, gilaburunun kurutulmus meyve ekstraktinin
antibakteriyel ve antioksidan aktivitelerini tanimlamislardir. Bu ¢alismada, %2, 5, 10 ve
15’lik konsantrasyonlardaki kurutulmus gilaburu meyve ekstraktinin patojen ve
bozulma etmeni toplam 10 bakteriye (Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus,
Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris,

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus) Karsi



antibakteriyel aktivitesi test edilmis ve %10 ile %15’lik konsantrasyonlarin test edilen
bakterileri inhibe ettigi goriilmiistiir. Ayrica, gram ekstraktin toplam fenolik igeriginin
131.9942.11 mg gallik aside esdeger oldugu ve antioksidan aktivitesinin 315.50+8.2 mg

oldugu bulunmus ve dogal bir antioksidan olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Rusya’da gida endiistrisinin atik bir {iriinii olan gilaburu c¢ekirdeklerinden metil ve
triterpenil yag-asidi esterlerinin ve triterpenik asitlerin izole edildigi bir ¢alismada [7],
cekirdek pigmentlerinin antioksidan aktivitesine ek olarak, protein igerigi ve biyolojik
degeri tanimlanmustir. Gilaburu c¢ekirdek tozunun alkali ekstraktinin %28-29’unun
protein oldugu ve 7’si esansiyel olmak {iizere 15 amino asit kompozisyonundan
olustugunun tespit edildigi arastirma, gilaburu cekirdeklerinin, lipit, pigment ve protein
gibi biyolojik olarak aktif bilesenler yoniinden degerli bir kaynak oldugunu ortaya

koymustur.

Sibirya’ya 0zgii floray1 temsil eden biyoantioksidanlarin tarandigi bir ¢alismada [8],
%30 ve %70 etanol kullanilarak elde edilen gilaburu agaci kabugu ekstraktinin
antioksidan aktivite katsayis1 tanimlanmis ve maksimum antioksidan aktiviteyi %70’lik

etanolun kullanildigi ekstraktin gosterdigine dikkat ¢ekilmistir.

Gilaburu meyvesinin suyundaki buruklugu gidermek amaciyla yaptiklari calismada
Velioglu ve ark. [9], fenolik bilesenleri hem toplam hem de ayr1 ayr tespit etmislerdir.
Ayrica meyve suyunun 2.0-3.0 g/l aktif karbonla muamele edilmesinin, toplam
fenoliklerin %20-30 azalmasi suretiyle istenmeyen tat ve kokunun uzaklagsmasina sebep

olacagini gostermislerdir.

Gilaburu suyunun organik asit ve fenolik bilesiklerinin yiiksek basing sivi
kromatografisi ile calisildigi arastirmada [10], litrede 9.422+0.032 g L-malik asit,
0.573+£0.070 g okzalik asit, 0.095+0.010 g tartarik asit, 0.736+0.030 g L-askorbik asit
tespit edilmistir. Ayrica, klorogenik asit, p-hidroksibenzoik asit, mirisetin, kafeik asit ve
p-pumarik asit bilesikleri sirasiyla 798.81+6.49, 92.10+£0.059, 35.97+0.64, 26.22+0.05,
3.38+0.04 mg/1 olarak bulunmustur.

Bagka bir ¢alismada [11] ise, gilaburu meyvesinin hem etinde, hem ¢ekirdeginde baslica
organik asitler, antioksidan kapasite, toplam fenolik, toplam flavonoid ve toplam

antosiyanin igerikleri tespit edilmistir. Calisma sonucunda, meyve etindeki toplam



asitlerin %86’sin1 malik asitin olusturdugu, meyve cekirdegindeki toplam asitlerin
%68’1ini ise okzalik asitin olusturdugu, meyve c¢ekirdeginin meyve etinin yaklasik 4 kati
daha fazla toplam fenolik madde icerdigi ve yaklasik 10 kati daha yiiksek antioksidan
kapasiteye sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica, meyve etinde ve c¢ekirdeginde sirasiyla
pH 2.95, 5.19; mg/100 g numunede toplam titre edilebilir asitlik malik asit cinsinden
1712.85, okzalik asit cinsinden 194.59; nem 89.16, 9.31; kuru maddede yag 1.92, 13.88;
kiil 0.38, 1.68 olarak tespit edilmistir.

Ayrica, Tiirkiye‘de yetisen gilaburu meyvesinin bazi teknik ozelliklerinin (boyut,
geometrik ortalama cap, kiiresellik, birim hacim agirligi, meyve yogunlugu, hacim,
ayrilis hizi, parcalanma mukavemeti, gézeneklilik) tespit edildigi ¢alismada, mineral
icerikleri de dahil baz1 bilesen Ozellikleri analiz edilmis ve 256.56 kJ/g enerji, 63.46
g/kg indirgen seker, 64.85 mg/kg protein, 595.24 mg/kg askorbik asit, 3253.87 mg/kg
toplam fenolik, 654.23 mg/kg toplam antosiyanin, 6.70 g/kg ham yag, 180.71 g/kg ham
seliiloz, 12.83 g/kg kiil ve 17.92 g/kg asitlik degerleri kaydedilmistir [12].

Elmastas ve Gergekcioglu [13], gilaburu, ahududu, miirver ve kusburnu meyvelerinin
etanol ekstraksiyonu ile elde edilen ham ekstraktlarinda antioksidan aktivite, serbest
radikal giderme aktivitesi, metal selatlama aktivitesi analizlerini yapmuslardir. Elde
edilen sonuglar, standart antioksidan olarak bilinen a-tokoferol, biitillenmis hidroksi
toluen ve biitillenmis hidroksi anisol sonuglar1 ile karsilagtirllmistir. Ayrica, bu
caligmada kullanilan her bir iiziimsii meyvenin toplam fenolik ve askorbik asit
miktarlar1 da Olclilmiistiir. Sonuglara gore, antioksidan aktivitesi (%79.3) en yiiksek
olan gilaburu meyvesinin, toplam fenolik bilesik miktarinin (22.9 pg gallik asite
esdeger), serbest radikal giderme aktivitesinin (%78.2) ve metal selatlama aktivitesinin

(%84.2) de en yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Ukrayna’da bir halk ilaci olarak taninan gilaburuda dogal olarak bulunan ve
antibakteriyel, antiviral, antikanserojen, antienflamatuar, antialerjik ve kan damarlarinin
gelismesinde etkili oldugu kanitlanmis proantosiyanidin bilesikleri, fareler iizerinde
denenmistir. Gastroduodenal lezyonlu bolgeye uygulanan gilaburu proantosiyanidinleri,
25-75 mg/kg viicut agirligr arast degisen dozlarda farelere uygulanmis ve 50 mg/kg
dozun, endojen nitrik oksit olusumunu artirmak, lipit peroksidasyonunu baskilamak,

antioksidan aktiviteyi harekete gecirmek suretiyle giiclii bir gastroduodenal koruyucu



aktivite olusturdugu ve su emme ve tutma basincinin neden oldugu gastroduodenal

hasar1 engelleyici etkiler sergiledigi sonucuna varilmigtir [14].

2.2. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri (LAB), Gram-pozitif, hareketsiz ve sporsuz bir grup bakteriyi
icine almaktadir. LAB, kok ya da ¢ubuk olarak bulunurlar ve ¢ok nadir sahte katalaz
reaksiyon vermekle birlikte genellikle katalaz enzimini icermezler ve nitrati rediikte
etmezler. Diger organizmalardan heksozlar1 laktik aside fermente edebilme yetenekleri
ile ayrilirlar. Glikozu fermente etmek iizere kullandiklar1 metabolik yola gore
homofermentatif ve heterofermentatif olmak iizere 2 ana grup altinda toplanirlar.
Homofermentatif organizmalar, 1 mol metabolize glikoz basina 2 mol ATP agiga
cikararak glikozu 2 mol laktik aside fermente ederler. Laktik asit, bu fermentasyondaki
major iriindiir. Heterofermentatif organizmalar ise, 1 mol glikozu, 1 mol ATP aciga
cikararak 1 mol laktik aside, 1 mol etanole ve 1 mol karbondioksite fermente ederler

[15, 16].

Orla-Jensen (1919)’a gore LAB, morfolojik ve fenotipik 6zellikleri esas alinarak 7 cins
(Betabacterium, Thermobacterium, Streptobacterium, Streptococcus, Betacoccus,
Microbacterium ve Tetracoccus) altinda toplanmistir. Daha sonra, Bergey’s Manual
(1986)‘de Streptococcus cinsi, Enterococccus, Lactococcus ve Vagococcus cinslerine
ayrilarak yeni smniflandirma yapilmistir. Gidalarda 6nemli LAB, Carnobacterium,
Enterococccus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus ve Weissella cinsleri igine dabhil
edilmistir. LAB icin yapilan en genel gruplandirmada ise, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc ve Pediococcus cinsleri yer almistir. Onceleri Lactobacillus bifidus olarak
refere edilen organizma, seker fermentasyonlarindaki ayrim dikkate alinarak 1960’1arda

LAB grubuna ait Bifidobacterium cinsi i¢inde degerlendirilmistir [17].

LAB’nin ¢ogu, insan, hayvan ve bitki gibi dogal ortamlardan izole edilebilirler. Besin
degeri yiiksek, karbonhidrat iceren maddelerde bulunan Lactobacillus cinsleri, insan ve
hayvanlarin mukozal membranlart (agiz boslugu, bagirsak ve vajina) gibi cesitli dogal
ortamlarin yaninda, bitkilerde veya bitki orijinli materyallerde, giibrede ve atik su gibi
insan yapimi kaynaklarda ve fermente veya bozulmus gidalarda bulunurlar.

Streptococcus cinsine ait tiirler de, insanlardan, hayvanlardan, kuslardan ve bitkilerden



izole edilirler. Leuconostoc tiirleri, genellikle siit iirlinlerinden ve sebzelerden izole
edilebilirler. Pediococcus cinsi tiirleri ise, cogunlukla bitkilerde ve ayrica dogal

fermentasyona ugramis bitkisel ve hayvansal bircok iiriinde bulunurlar [16].

2.2.1. Laktik Asit Bakterileri ve Fermentasyon Prosesindeki Rolleri

LAB kavrami, 19. yiizyilin ikinci yarisinda bilimsel ve teknik gelismelerin onciiliigiinde
onem kazanmis ve 1900’lerin basinda gelismistir. Oncelikle LAB’nin gidalarla
karsilikli etkilesimi bilim adamlarinin dikkatini ¢cekmis ve 1857°de Pasteur tarafindan
fermentasyon etmeninin tanimlanmasi, laktik asit fermentasyonuna onemli bir katki
saglamistir. Bunu 1873’de Lister’in ilk kez saf bakteri kiiltiirii izole etmesi izlemistir.
Peynir ve eksi siit iiretmek amaciyla starter kiiltiirlerin kullanimi, Kiel’de Weigmann ve
Kopenhag’da Storch tarafindan 1890’da hemen hemen es zamanli baslatilmistir. Bu

olaylar, gida fermentasyonlarinin endiistriyellesmesi i¢cin 6nemli bir yol agmustir [17].

LAB ile fermente gidalar, ¢cok eski zamanlardan bu yana gida hammaddelerinin
korunmasinda oynadigi temel rol ve insan gidalar1 ile hayvan yemlerinin besinsel,
duyusal ve saglik ozelliklerine sagladig1 katki nedeniyle endiistride genis bir kullanim
alan1 bulmustur [18]. Fermentasyon, sogutma ya da diger koruma teknolojileri
gerektirmeden gidalarin raf Omriinii uzatan diinyadaki en eski gida muhafaza
yontemlerinden biridir [19]. LAB, gida fermentasyon proseslerinin cogunda 6nemli bir
rol oynar ve genis bir sus cesidi, siit, et, sebze ve firincilik iiriinlerinde starter kiiltiir
olarak rutin bir sekilde gorev alir [20]. Bunlar, basta laktik asit olmak iizere organik
asitler iireterek hammaddenin hizla asitlesmesine sebep olurlar. Ayrica, asetik asit,
etanol, aroma bilesikleri, bakteriyosinler, ekzopolisakkaritler ve bazi enzimler de
tiretirler. Boylece, {iriiniin raf émriinii ve mikrobiyel giivenilirligini artirmakla kalmaz,

tekstiirii gelistirerek son iirtiniin duyusal profiline de olumlu katk: saglarlar [21].

2.2.2. Laktik Asit Bakterilerinin Fonksiyonel Ozellikleri ve Saghk Uzerindeki
Etkileri

Bugiin LAB, cesitli antimikrobiyel bilesikler iiretme, antitimor aktivite gosterme,
serum kolesteroliinii diistirme, laktoz intoleransimi azaltma, bagisiklik sistemini uyarma,

bagirsak mikroflorasim1 stabilize etme gibi probiyotik 0zellikleri destekleyen



fonksiyonlarindan dolayi, endiistriyel kullanim yaninda yogun uluslar arasi

arastirmalarin da odagindadir [22].

Probiyotikler, esas olarak laktik asit bakterileridir ve probiyotik bir {iriin, bu
mikroorganizmalardan birini veya birkacim igerebilir [23]. Probiyotik kelimesi, ilk
olarak 1954 yilinda Ferdinand Vergin tarafindan antibiyotik ve flora iizerindeki diger
antimikrobiyel maddelerin patojen olmayan bakterilerin yararli etkileriyle iliskisinin
anlatildigi “Anti- und Probiotika” isimli makalede kullanilmistir [24]. “Probiyotik”
kelimesi Yunanca “yasam i¢in” olan anlamina gelmektedir ve 1965 yilinda Lilly ve
Stillwell tarafindan, bir protozoanin sentezledigi ve bir diger protozoanin gelisimini
tesvik eden bir maddeyi tamimlamak i¢in kullamilmistir. Ardindan, mikroorganizma
gelisimini tesvik eden bir doku ekstraktinin tamimlanmasinda da aymi terim

kullanilmustir [25].

Probiyotiklerin olumlu etkilerine ait ilk bilimsel teoriler, 1900’lii yillarin basinda iinli
immiinolog ve mikrobiyolog Elie Metchnikoff tarafindan ortaya atilmistir. Metchnikoff,
fermente siit {iriinleri tiiketimi yolu ile bagirsak mikroflorasinin olumsuz etkilerinin
engellenebilecegini ve ilgili kisilerin yasam siirelerinin artabilecegini belirtmistir [26,
27]. Bugiin kullanildig1 anlamu ile probiyotiklerin tanimu ise, ilk kez 1974 yilinda Parker
tarafindan kullanilmistir. Dr. R. Fuller ve Dr. C.B. Cole, probiyotikleri, “bagirsaklarda
mikrobiyel dengeyi olumlu yonde arttirici etkileri olan canli besin kaynagi” olarak
tanimlamiglardir [28]. 1989 wyilinda Fuller, probiyotikleri ‘“konak¢inin bagirsak
mikroflorasinin gelisimini tesvik eden canli mikrobiyel katki maddeleri” olarak yeniden
tanimlamistir. Bu tamimda giiglii bir probiyotik etki i¢in canli hiicre varliginin 6nemi
ozellikle vurgulanmaktadir. Huis in’t Veld ve Havenaar, bu tanimi genisletmisler ve
probiyotik {iriinlerin canli mikroorganizma icermesi gerektigini ve tiiketilmeleri
sonucunda agizda, gastrointestinal kanallarda, {ist solunum kanallarinda ya da tirogenital
kanallarda yararl etkiler yapmak yolu ile konak¢inin sagliginda iyilesmeye neden
olduklarim1 ifade etmislerdir. Bu arastiricilar probiyotikleri insan ya da hayvan
tarafindan alinan canli tek ya da karisim mikroorganizma Kkiiltiirleri olarak

tanimlamislardir [25].

Insan bagirsagi, bagirsak sisteminde yasayan ve cesitli fizyolojik fonksiyonlar:

destekleyen cok sayida mikroorganizma tarafindan koloni halinde kusatilmistir.
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Bagirsagin asamali mikrobiyel kolonizasyonu dogumda baslar ve her bir birey i¢in
farkli olan bir bagirsak mikroflorasi olusturmak iizere, yasamin erken donemi boyunca
devam eder [29]. Bir insanin bagirsak sisteminde 500°den fazla farkli bakteri tiirii
bulunur ve bunlarin cogu faydali bir géreve sahiptir. Insanlar yaslandikca, bagirsak
sistemindeki yararli mikroorganizma sayist azalir ve potansiyel olarak patojen
mikroorganizma varlig1 artar. insan diyetine probiyotik bakterilerin dahil edilmesinin
amaci, bu prosesi tersine cevirmek veya yavaslatmak ve digki bosaltimi yoluyla

kaybedilen organizmalar1 yeniden kazandirmaktir [30].

Probiyotik bakterilerin, saglik yarari saglama amach kullanimlar i¢in belli kriterlere
sahip olmas1 gerekir. Gastrointestinal sistem boyunca canli kalmalari, gastrik asitlik,
pankreatik enzimler ve safra tuzlarindan etkilenmeksizin ince bagirsagin alt yarisina ve
kolona ulasabilmeleri ve bagirsak mukozasinda kolonize olabilmeleri, bu kriterlerden en
onemlileridir. Konu ile ilgili arastirma yapan bilim adamlari, bu bakterilerin mukus
katmana yapigmasinin, ilk kolonizasyon ve daha sonra yayginlagsma i¢in bir 6n kosul
oldugunu ve bagirsak mukusu yiizeyinde LAB i¢in baglanma yetenekleri

bulunabildigini diistinmektedir [31, 32].

Lactobacillus (Lb). plantarum’un gastrointestinal sistemde canliligin1 ve fekal floradaki
etkisini arastiran bir calisgmada [31], 32 saglhikli goniilliiye 3 hafta siireyle 40 mg/giin
olarak pantoprazol ya da plasebo verilmistir. Buna ek olarak, 3. haftadan 4. haftaya
kadar her iki grubun da giinde iki defa yulaf ezmeli fermente bir icecek icinde Lb.
plantarum (10° kob/ml) almasi saglanmistir. Her bir goniilliden 1, 2, 4 ve 8 hafta
sonunda fekal numuneler alinmis, aerobik ve anaerobik olarak gelisen bakteriler
sayllmis ve kisa zincirli yag asiti konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Hem pantoprazole
hem plasebo alan grupta yapilan testler, Lb. plantarum’un gastrik asitlige ragmen
gastrointestinal sistem yolunda canli kalabildigini ve bakteriyel kompozisyonu ya da

kisa zincirli yag asitleri liretimini degistirmedigini gdstermistir.

Lb. brevis, Lb. acidophilus, Lb. paracasei ssp. paracasei ve Bifidobacterium (B.)
animalis suglar kullanilarak iiretilen peynir alt1 suyu peynirinde suslarin gastrointestinal
sistem sartlarindaki canliliklari, peynir modelinin temsili gastrik 6zsuya (diisiik pH ve

pepsin ilaveli ortama) ve safra tuzlarina maruz birakilmasi ile test edilmistir [33].
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Sonugta, biitiin suslarin ilk canli hiicre sayilarini korudugu, Lb. brevis ve B. animalis

suslarinin safra tuzuna karsi en yiiksek direnci sergiledigi ortaya konmustur.

LAB’nin tutunma mekanizmalarini inceleyen bir ¢alismada da [32], yiiksek tutunma
gosteren LAB suslart secilmis ve yiizey tabaka proteinleri analiz edilmistir. Lb.
brevis’den elde edilen yiizey tabaka proteinlerinin, insan antijenine ¢ok giiclii bir baga
sahip oldugu goriilmiis ve probiyotik LAB’nin, bagirsak mukozasinda bagirsak

kolonizasyonuna yardim edebildigi gosterilmistir.

Probiyotiklerin, antibiyotik baglantili diyare ve diger benzeri hastaliklarin 6nlenmesi ve
tedavisi, genitoiiriner sistem enfeksiyonlarindan korunma, immiin fonksiyonunun
arttirtlmasi, iist deri iltihab1 ve besin alerjisi dahil ¢esitli immiin hastaliklarini kapsayan
0zel durumlarda kullaniminin yararli olduguna dair cesitli ¢alismalar mevcuttur.
Berman ve ark. [34], yaslar1 24 ile 54 arasinda degisen 5 erkek 5 kadin saglikli goniillii
tizerinde bir pilot calisma yiirlitmislerdir. Bu caligmada, dogustan veya spesifik
olmayan bagisikligin iic parametresi (monositlerin ve nétrofillerin fagositik aktivitesi,
dogal oldiiriicii hiicre aktivitesi ve salya ifrazi immiinoglobulin A seviyesi) iizerine dort
tiir besinsel probiyotik katkinin (Lb. rhamnosus, Lb. plantarum, Lb. salivarius ve B.
bifidum tiirlerini esit miktarda iceren tabletlerin) etkisi incelenmistir. Goniilliiler, 8 hafta
siireyle her sabah 3 tablet almak iizere egitilmislerdir. Calismada incelenen immiin
parametreleri, siirecin baslangicinda, 3. 5. ve 8. hafta sonunda Ol¢iilmiistiir. Sonugta,
uygulama donemi boyunca monositlerin ve notrofillerin fagositozlagsma yiizdesinin
belirgin olarak arttifi, ancak dogal Oldiiriicii hiicre aktivitesinde ve salya ifrazi
immiinoglobulin A seviyesinde istatistiksel olarak belirgin bir artis olmadigi

gozlenmistir.

Probiyotik bakterilerin, immiin diizenleyici ve bagisiklig1 baskilayici ajanlar tarafindan
zarar goren immiin fonksiyonunu gelistirici etkilerini ortaya koymak iizere yiiriitiilen
baska bir calismada ise [35], 4 deneysel grup tasarlanmistir: Higbir isleme tabi
tutulmamis kontrol grubu fareler, Lb. plantarum verilen fareler, kemik iligine zarar
veren bir ajan olan cyclophosphamide ile muamele gormiis fareler ve cyclophosphamide
ile muamele gormiis ve Lb. plantarum verilen fareler. Sonucta, Lb. plantarum’un
potansiyel olarak probiyotik bakterilerin secimi i¢in in vitro kriterleri (diisik pH ve

safraya direng, epitelyal hiicrelere yapisma ve antimikrobiyel aktivite) yerine getirmekle
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beraber, mide i¢ine sonda ile beslenme sonrasinda gastrointestinal sistemde daimi bir
kolonizasyon meydana getiremedigi ancak, Lb. plantarum’un verilmesinin,
lipopolisakkaritlere yanit olarak cyclophosphamide ile muamele gormiis farelerdeki

dalak hiicrelerinin hizla cogalmasini kismen diizelttigi kanitlanmustir.

Ilitihapli bagirsak hastaliklarinda LAB’nin etkisini degerlendirmek icin, bagirsak
mikroflorasindan ve ticari probiyotiklerden izole edilen Lb. plantarum ve Lb. brevis’in
inhibitor etkisini tespit eden calismada [36], deneysel olarak kolite maruz birakilan
fareler kullanilmistir. Sonugta, LAB’nin oral aliminin, nitrik oksit iiretimini inhibe
ederek, hasta bagirsak mukozasindaki sitokin salgisimi diizenledigi ve koliti iyilestirdigi

gorilmistiir.

Lb. plantarum’un kolesterol diisiiriicii aktiviteye sahip etkin bir probiyotik olabilecegi
kanitlanan calismada [37] ise, yeni dogmus bebeklere ait fekal numunelerden izole
edilen Lb. plantarum, 14 gin siireyle her giin 10’ kob/fare olacak sekilde
hiperkolesterollii farelere verilmistir. Sonugta, kontrol grubu ile kiyaslandiginda Lb.
plantarum ile beslenen grupta serum kolesterol ve trigliseridler, sirasiyla %7 ve %10
oraninda diismiistiir. Ayrica, viicut agirligl, i¢c organlarla ilgili agirlik indeksi veya
bakteri translokasyonunda iki grup arasinda herhangi bir 6nemli fark gozlenmezken,

fekal LAB’nin arttig1 tespit edilmigtir.

Aym konuda in vivo yiriitilen bir calismada [38], 10 erkek, 10 kadin saglikl
goniilliiniin 5 hafta siireyle 50 g/giin Lb. paracasei ilave edilmis probiyotik sucuk
almas1 saglanmis ve goniilliilerin kan numunelerinde toplam kolesterol, HDL (yiiksek
yogunluklu lipoprotein) ve LDL (diisiik yogunluklu lipoprotein) kolesterol, trigliserit ve
bazi immiinolojik parametreler analiz edilmis ve geleneksel sucuk alan kontrol grubu ile
karsilagtirilmistir. Goniilliilerin  ¢cogunun fekal numunelerinde Lb. paracasei sayisi
onemli bir artis gostermis, serum kolesterol diizeyleri etkilenmemekle birlikte, LDL
okside eden antikorlarin konsantrasyonu belirgin bir sekilde artmis ve test edilen

immiinolojik parametreler olumlu yonde degismistir.

2.2.3. Laktik Asit Bakterilerinin Gidalarda Kullanilma Potansiyelleri

LAB, ABD Gida ve Ilag Kurumu (FDA) tarafindan “genellikle giivenilir olarak taninan”

anlaminda GRAS ve gida diizeyinde mikroorganizmalar olarak kabul edilmektedir.
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Tarihte et ve siit iirlinlerini muhafaza etmek ve fermente sebzelerde biyokoruma amaclh
kullanilmislardir. LAB’nin gida kaynakli patojenlerin ve cok ¢esitli bozulma etmeni
mikroorganizmalarin  {ireme ve aktivitesini engellemekteki basarisi  farkl
mekanizmalarin birlesiminden kaynaklanabilmektedir. Bu aktivite i¢in ©Ongoriilen
mekanizmalar arasinda, organik asitlerin, bakteriyosinlerin ve hidrojen peroksit ve
diasetil gibi diger diisiik molekiil agirligina sahip bilesiklerin iiretimi, literatiirde en

yaygin atifta bulunulanlardir [39].

LAB’nin antimikrobiyel etkilerini ortaya koyan cok sayida calisma mevcuttur. Segilen
bazi LAB suslarinin (Lb. plantarum, Lb. collinoides, Lb. buchnerii, Lb. brevis, Lb. sakei
ssp. sakei, Lb. delbrueckii ssp. lactis, Pediococcus (P.) dextrinicus ve P. parvulus,
Leuconostoc (Leu.) mesenteroides ssp. mesenteroides, Lactococcus (L.) lactis ssp.
lactis) bereli elma ve marul yaprak kesikleri iizerinde gelisimi ve etkinligi, patojen test
bakterilerine kars1 incelenmistir [39]. Suslar, materyaller ilizerinde gelismis ve elma ya
da marul dokularinin genel goriiniimiinii olumsuz yonde etkilememistir. Elma bereleri
ya da marul kesiklerinin antogonistik suslarla muamele edilmesi, Listeria
monocytogenes’in gelisimini tamamen inhibe ederken Salmonella typhimurium ve
Escherichia coli hiicre sayilarini, bere ya da gram basma 1-2 log kob arasinda

diistirmiistiir.

Yaygin olarak gidalarin bozulmasina sebep olan kiiflerin gelisimini inhibe etmek i¢in
LAB’nin potansiyel olarak degerlendirilmesini amaclayan bir ¢alismada [40], agar
difiizyon metodu kullanilarak 17 LAB susunun kiiltiir siipernatantlar1 antifungal aktivite
yoniinden incelenmistir. Sonuclara gore, Lb. acidophilus, Lb. amylovorus, Lb. brevis,
Lb. coryniformis ve Lb. plantarum tiirlerine ait 13 sus, en giiclii antifungal aktiviteyi

gostermistir.

Afrika iilkelerinde yulaf lapasi iceren geleneksel bir fermente iiriinden izole edilen
LAB, bakteriyosin iretimleri acisindan taranmis ve Bacillus cereus, Bacillus
licheniformis, Enterococcus faecalis, Listeria innocua, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, E. coli ve Salmonella enterica suslarina karsi antimikrobiyel
spektrumlart ¢ikarilmistir [20]. Sonucta 99 izolattan 30’unun test edilen bakteri

suslarindan en az birine kargt antimikrobiyel madde iirettigi ve bunlarin arasindan
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secilen ve Lb. plantarum olarak tanimlanan 6 izolatin yiiksek sayida plantarisin gen

varlig tasidigi tanimlanmastir.

Ciftlik hayvanlarindan, mandira ve insan kaynaklarindan izole edilen Lb. rhamnosus,
Lb. curvatus, Lb. plantarum, Lb. jensenii, Lb. acidophilus, Lb. casei, Lb. reuteri, P.
acidilactici, P. cerevisiae, P. pentosaceus, B. thermophilum, B. boum, B. suis ve B.
animalis dahil LAB, ¢ig hamburger etinden izole edilen Shiga-toxin iireten E. coli
(STEC)’nin alt oldiiriici konsantrasyonu ile birlikte inkiibe edilmistir. RNA
ekstraksiyonu ve cDNA sentezi ardindan, STEC’i olusturan Shiga-toxin 1 (Stx1) ve
Shiga-toxin 2 (Stx2)’den insan hastalik komplikasyonlariyla siklikla iliskilendirilen
Stx2A seviyeleri test edilmistir. Test edilen tiim probiyotik suslarin kontrol kiiltiiriine
kiyasla STEC viriilans geni iizerine etkili oldugu ve Stx2A seviyesini diisiirdiigii

gozlenmistir [41].

Dogal olarak fermente edilmis iki tip kuru sucuktan izole edilen 147 LAB, probiyotik
ozellikler ve antimikrobiyel aktivite acisindan karakterize edilmistir. Tim Lb. sakei
suslar1, Lb. plantarum ve Lb. curvatus suslarinin ¢ogunlugu, 3 Listeria monocytogenes
susuna kars1 antilisterial aktivite gostermistir. Lb. sakei, Lb. plantarum ve Lb. curvatus
suslarinin sirasiyla %75, 50 ve 29’u iki S. aureus susunu inhibe etmistir. Bu sonuglar,
151l islem gormeyen iiriinlerin hijyenik kalitesi icin secilen suslarin kullanilabilecegini

gostermistir [42].

Lb. acidophilus, Lb. paracasei ssp. paracasei, Lb. rhamnosus, B. animalis ve
Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii suslarini iceren peynir esasl soslarin
probiyotik {iriin olarak uygunlugu, bu organizmalarin canliliklar1 degerlendirilerek
calisiimistir. Bes bakterinin ayr1 ayri ilave edildigi sekiz formiilasyon, 10 hafta siireyle
depolanarak incelenmis ve bu siirecte Lb. paracasei ssp. paracasei ve Lb.
rhamnosus’un inokiile edildigi seviyede veya hafif artarak kaldigi gézlenmis ve Lb.
paracasei ssp. paracasei igeren kombinasyonlarin probiyotik peynirli sos iiretimi i¢in

uygun oldugu goriilmiistiir [43].

Probiyotik ve prebiyotik katki iceren cikolatali krema formiilasyonu gelistirmeyi
amaclayan bir calismada [44], Lb. paracasei ssp. paracasei susu kullanilmistir. 5°C’de
28 giine kadar depolanan iiriinde, susun canliligi, koliform, E. coli, kiif ve maya yiikii ile

duyusal ozellikler test edilmistir. Prebiyotik ilavesinin sus canliligini ve duyusal kaliteyi
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engellemedigi ve Lb. paracasei ssp. paracasei susunun deneme yapilan iiriin i¢in iyi bir

probiyotik katki oldugu sonucuna varilmistir.

LAB, insan sagligina yararlarindan dolay1 fermente siitler ve yogurtlar gibi ¢esitli siit-
esash Uriinlerde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ancak son yillarda siit esash
olmayan ve LAB iceren iirlin gruplari olusturma arayist1 ve bunun sonucu yapilan
arastirmalar artmistir. Bu amagla, probiyotik domates suyu iiretimi i¢in LAB’nin
uygunlugunu tespit etmek amaciyla yapilan bir arastirma [45], dort LAB tiirii (Lb.
acidophilus, Lb. plantarum, Lb. casei ve Lb. delbrueckii) ile yiiriitiilmiistiir. Domates
suyu, 24 saatlik bir kiiltiir ile inokiile edilmis ve 30°C’de inkiibe edilmistir. Kontrollii
sartlarda fermentasyon siirecinde pH, asitlik, seker igerigi ve canli hiicre sayisindaki
degisimler ol¢iilmiistiir. LAB Kkiiltiirleri, 72 saat fermentasyon sonunda pH’y1 4.1’e ve
daha asagiya diisiirmiis, asitlik %0.65 ve daha ¢ok artmig ve canli hiicre sayilari
yaklagik 1.0-9.0x10° kob/mI’ye ulasmustir. Fermente domates suyundaki dért LAB nin
canl1 hiicre sayilari, 4°C’de 4 hafta soguk depolama sonrasinda 10°-10° kob/ml arasinda
degismistir. Calisma sonunda, yiiksek asitlige ve diisiik pH’ya sahip fermente domates
suyunda dort LAB’nin biiyiik oranda canl kalabildigi ve endiistriyel iiretim i¢in uygun

olduklari ortaya konmustur.

Benzer bir calismada ise, kirmizi pancarlar, probiyotik pancar suyu iiretimi igin
potansiyel bir substrat olarak degerlendirilmistir [46]. Calisma siirecinde, tiim laktik
kiiltiirlerin, hiicre sentezi ve laktik asit iretimi i¢in pancar suyunu hizli bir sekilde
kullanma kabiliyetinde oldugu bulunmustur. Ancak, Lb. acidophilus ve Lb. plantarum,
diger kiiltiirlerden daha biiyiik bir miktarda laktik asit tiretmis ve 30°C’de 48 saat
fermentasyon sonunda fermente pancar suyunun pH’sin1 baslangic 6.3 degerinden
4.5’in altina distirmiistiir. Ayrica, fermente pancar suyundaki laktik kiiltiirlerin, soguk
depolama siirecinde canliliklarin1 asamali olarak kaybettikleri halde, 4°C’de 4 hafta
soguk depolamadan sonra Lb. acidophilus haric LAB canli hiicre sayilarinm 10°-10°

kob/ml arasinda sabit kaldig tespit edilmistir.

Yoon ve ark. [47], baz1 LAB tiirleri (Lb. plantarum, Lb. casei, Lb. delbrueckii)
kullanarak diyet lifler, mineraller, vitamin C ve ozellikle fitokimyasallar yoniinden
zengin bir sebze olan lahanadan probiyotik sebze suyu iiretme olanaklarim1 da

arastirmiglardir. Arastirmada, lahana suyuna 24 saatlik kiiltiir inokiile edilmis ve
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30°C’de inkiibe edilmistir. Kontrollii sartlar altindaki fermentasyon siirecinde pH,
asitlik, seker igerigi ve canli hiicre sayisindaki degisiklikler gozlenmistir. 30°C’de 48
saat fermentasyon sonunda Lb. plantarum, Lb. casei ve Lb. delbrueckii, lahana suyunda
1yl gelismis ve yaklasik 10x10® kob/ml’ye ulagsmustir. Ancak, Lb. casei, Lb. plantarum
ve Lb. delbrueckii’den daha az miktarda titre edilebilir asitlik tiretmistir. 4°C’de 4 hafta
soguk depolamadan sonra Lb. plantarum ve Lb. delbrueckii canli hiicre sayilari 4.1x10’
ve 4.5x10° olurken, Lb. casei, diisik pH ve yiiksek asitlik sartlarina uzun siire

dayanamamis, 2 hafta sonra tamamen canliliklarini kaybetmistir.

Karpuz suyunu probiyotiklestirme denemeleri ise, meyve suyu 63°C’de 30 dakika
pastorize edildikten sonra 24 saatlik 4 LAB susu (Lb. casei, Lb. acidophilus, Lb.
fermentum ve Lb. plantarum) ayr1 ayr inokiile edilerek yapilmistir [48]. Tiim suslar,
37°C’de 48 saat inkiibasyondan sonra canliliklarin1 ve gelismelerini korumus ve 108
kob/ml hiicre yogunluguna ulagsmistir. Probiyotiklestirilen meyve sularina 24 saatlik S.
typhimurium eklenmis ve LAB hiicrelerinin antimikrobiyel aktiviteleri, inhibisyon zonu
caplan ol¢iilerek test edilmistir. Tiim suslarin S. typhimurium’un gelisimini inhibe ettigi

ve 2-6 saat arasinda tamamen yok ettigi tespit edilmistir.

Arict ve Coskun [49], Trakya bolgesinde yaygin olarak tiiketilen ve {iziimlerin yikanip
preslendikten sonra tercihen tahta ya da plastik figilarda ve %0.2 ezilmis ham hardal
tohumlart ve %0.1 benzoik asit eklendikten sonra oda sicakliginda 5-10 giin
fermentasyona birakilmasi ile evlerde geleneksel olarak iiretilen hardaliye ile ilgili bir
calisma yapmuslardir. Calismada, Kirklareli’de farkli evlerden 26 adet olgunlagmis
hardaliye numunesi toplanmis ve ayrica laboratuvar sartlarinda da geleneksel yontem
kullanilarak hardaliye iiretilmistir. Numunelerde, cogunlugu Lb. paracasei ssp.
paracasei ve Lb. casei ssp. pseudoplantarum olmak iizere bir dizi Lactobacillus cinsi
izole edilmis, pH, renk (kirmizilik) analizleri ve toplam bakteri, LAB, maya ve kiif
sayimlar1 yapilmistir. Ayrica fermentasyon siirecinde pH degerinin 3.86’dan 3.39’a
diistiigii, toplam bakteri, LAB ve maya sayilarinin baslangictaki 2.1x10°, 6.0x10* ve
1.2x10° kob/ml degerlerinden sirasiyla 1.3x10%, 1.2x10° ve 1.1x10° kob/ml’ye diistiigii

tespit edilmistir.

Ayni arastirmacilar bagka bir ¢calismada [50] da, geleneksel metodu modifiye etmisler

ve pastorize liziim suyuna starter kiiltiir olarak Lb. sanfrancisco, Lb. acetotolerans, Lb.
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pontis, Lb. paracasei ssp. paracasei ekleyerek hardaliye iiretmislerdir. Calisma
sonunda, Lb. paracasei ssp. paracasei igeren beyaz ya da siyah hardal tohumlari
kullanilan hardaliyenin minimum pH’ya ulastigi ve starter Kkiiltiir olarak eklenen
LAB’nin ve hardal tohumlarinin, toplam seker icerigini diisiirmek ic¢in belirgin bir
etkiye sahip olmadigr goriilmiistiir. Ayrica, 7 giinliik fermentasyon periyodunda
hardaliyedeki LAB sayisinin beyaz hardal tohumlariyla iiretilenlerde 4.60, 4.69, 4.47 ve
4.79 log kob/ml’den sirastyla 4.92, 4.94, 5.90 ve 6.83 log kob/ml’ye ulasirken, siyah
hardal tohumu kullanilan diger numunelerde ise 4.25, 4.07, 4.07 ve 4.20 log kob/ml’den
sirastyla 6.60, 7.20, 6.54 ve 6.77 log kob/ml’ye ulastig: tespit edilmistir.

Probiyotik kiiltiirlerin meyve suyu katkisi olarak uygunlugunu, asit toleranslar1 ve
teknolojik dayanikliliklarina gore degerlendiren bir arastirmada [51], Lactobacillus ve
Bifidobacterium suglarinin canliligi, portakal suyu, ananas suyu ve kizilcik suyunda
gozlenmistir. Sonuglar, asit direngleri konusunda probiyotik suslar arasinda biiyiik
farkliliklar oldugunu gostermistir. Test edilen suslarin tamami, portakal suyu ve ananas
suyunda kizilcik suyuna kiyasla daha uzun canli kalmastir. Lb. casei, Lb. rhamnosus ve
Lb. paracasei portakal suyunda 10’ kob/ml iizerinde, ananas suyunda 10%ml iizerinde
seviyelerde en az 12 hafta siireyle canli kalarak en uzun dayanmikliligi gostermistir.
Termal ve termal olmayan proseslemeye probiyotik toleransi, pastorizasyondan once
portakal suyuna ekleme yapilabilirligini tanimlamak icin c¢alisilmistir. Probiyotik
kiiltiirlerle desteklenmis portakal suyu, 5 dakika 400 MPa yiiksek basin¢ uygulamasina
ek olarak 76°C’de 30 saniye, 90°C’de 1 dakika termal pastdrizasyona maruz
birakilmistir. Sonuglar, hi¢bir susun 10° kob/ml seviyesinde standart bir meyve suyu
tiretme yeteneginde olmadigimi gostermistir. Tiim calismanin neticesi, Lb. rhamnosus,
Lb. casei ve Lb. paracasei’nin asidik ortama toleranslarindan dolayi, meyve sularinda
fonksiyonel katki olarak kullanmak i¢in proses sonrasi eklenmesi kosuluyla umut veren

bir potansiyele sahip olduguna dikkat cekmektedir.



3.BOLUM
MATERYAL VE YONTEMLER
3.1. Materyal

Bu arastirma, {ic asamal1 olarak yiiriitiilmiistiir. Birinci ve ikinci asamada kullanilacak
numuneler i¢in, gilaburu meyvesinin hasat donemi olan Ekim ve Kasim aylarinda,
Kayseri ve civarindaki 9 farkli bolgeden (Giinesli, Gesi, Biinyan, Yahyali, Sarioglan,
Develi, Yeni Cubuk, Akkaya ve Hisarcik) taze gilaburu meyveleri temin edilmistir. Bu
gilaburu numunelerinden bir kismi, ilk asama analizlerini yapmak {izere ayrildiktan
sonra, ikinci agsamadaki analizler i¢in ayn1 numuneler, 4 ay siireyle geleneksel yontemle
fermentasyona birakilmigtir. Arastirmanin bu iki asamasinda kullanilan numunelerin
kaynag1 ve asamalar siirecinde numunelere verilen kodlar, Tablo 3.1°de gosterilmistir.
Uciincii asamada ise, Kayseri’de Giilsan Gida San. ve Tic. A.S.’ye ait meyve suyu
fabrikasinin steril meyve suyu hattinda iiretilerek cam siselere dolum yapilan gilaburu

nektar1 kullanilmistir.

Tablo 3.1. Birinci ve ikinci Asamada Kullanilan Numunelerin Kaynagi ve Kodlar

Numunelerin Taze Numunelerin Geleneksel
Kayna@ Kodu Fermente
Giinesli N1 Gl
Gesi N2 G2
Biinyan N3 G3
Yahyali N4 G4
Sarioglan N5 G5
Develi N6 G6
Yeni Cubuk N7 G7
Akkaya N8 G8
Hisarcik N9 G9




19

3.2. Gilaburu Numunelerinin Hazirlanmasi

Taze gilaburu numunelerinden birinci asama analizleri i¢in bir miktar ayrildiktan sonra,
kalan kismi ikinci asama caligmalarinda kullanilmak {izere, geleneksel yontemle
fermente edilmistir. Bu amacla, daha once geleneksel iiretim hakkinda edinilen 6n
bilgiye ve geleneksel iiretime uygun sekilde gilaburu meyveleri ¢esme suyu ile iyice
yikanmis, plastik kaplar i¢ine konulmus ve kabin agzina kadar yine ¢esme suyu ile
doldurularak kapaklart sikica kapatilmistir. Her bir kabin iizeri, gilaburunun kaynag ve
fermentasyon baglangic tarihi bilgilerini icerecek sekilde etiketlenmistir. Bu sekilde

hazirlanan numuneler, 4 ay siireyle oda sicakliginda beklemeye birakilmastir.

Birinci ve ikinci asamadaki fizikokimyasal analizler icin, gilaburu meyveleri 6nce
cesme suyu ile iyice yikanip siizge¢ iizerinde yikama sularinin tamamen siiziilmesi ve
kurumasi saglandiktan sonra, ezilmek suretiyle meyve suyu elde edilmis ve 1 mm g6z
acikliginda olan laboratuvar eleginden gecirilerek cekirdeklerinden ve posasindan

ayrilmistir.

Uciincii asama numuneleri, ikinci asama numunelerinden izole ve identifiye edilen
LAB’lar kullanilarak hazirlanmistir. Elde edilen izolatlar, tekli veya kombine olarak 7
farkli gruba ayrilmis ve daha dnce bahsedilen meyve suyu fabrikasindan temin edilen
pastorize gilaburu nektarina inokiile edilerek ve 30+1°C’de 72 saat inkiibe edilerek 7
farkli yeni numune elde edilmistir. Hazirlanan bu numuneler, fizikokimyasal analizler
ile LAB sayimi yapmak ve duyusal analiz panelinde kullanilmak iizere 10 giin siireyle

buzdolabi sartlarinda bekletilmistir.

Calismada izlenen yol, tiim agsamalarda kullanilan materyal ve yapilan analizler, akis

semasi halinde Sekil 3.1°de verilmistir.
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Taze Gilaburu
Meyvelerinin Temini

Taze Meyvelerin Taze Meyve Sularinda
Geleneksel Olarak Fizikokimyasal Analizlerin
Fermentasyona Birakilmasi Yapilmasi

Birinci Asama

Fermente Numunelerde Fizikokimyasal ve
Mikrobiyolojik Analizlerin Yapilmasi

A

Fermente Numunelerde LAB
Izolasyonu ve Tanimlanmasi

A
Izolatlarin Antibakteriyel Aktivite, Asit Uretme ve
Hidrojen Siilfiir Uretme Yeteneklerinin
Test Edilmesi ve Izolat Se¢imi

ikinci Asama

|

Pastorize Gilaburu Suyuna Segilen Izolatlar Asilanarak
Laboratuvar Sartlarinda Deneme Uretimi Yapilmasi

A

Test Numunelerinde Fizikokimyasal, Duyusal ve
Mikrobiyolojik Analizlerin Yapilmasi

Uciincii Asama

Sekil 3.1. Calismada izlenen Yol
3.3. Yontemler
3.3.1. Gilaburu Suyu Numunelerinde Yapilan Fizikokimyasal Analizler

Calismanin tiim asamalarinda gilaburu suyu numunelerinde (taze, geleneksel fermente
ve izolatlarla laboratuvar sartlarinda iiretilen numunelerde) ¢oziiniir kati madde, pH,
asitlik, indirgen seker, protein, kiil, ham seliiloz, yag, etil alkol, askorbik asit ve toplam
fenolik madde analizleri yapilmistir. Tiim analizler paralel calisilmis olup yontemlerin

ayrintilar asagida verilmistir.
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3.3.1.1. Coziiniir Kati Madde (Briks) Tayini

Numunelerin ¢oziiniir katt maddeleri, TS 4890 Meyve ve Sebze Mamulleri-Coziiniir
Kati Madde Miktar1 Tayini standardi esas alinarak dijital refraktometre (Labart WYA-
2S Abbe, Cin) ile olctilmiistiir [52].

3.3.1.2. pH Tayini

Numunelerin pH degeri, standart tampon ¢ozeltileri ile pH metre (WTW Inolab 720,
Almanya) kalibre edildikten sonra pH metre elektrodu 20+2°C’deki numune icine direk

daldirilarak ol¢iilmiistiir [53].

3.3.1.3. Asitlik Tayini

Asitlik tayini icin, gilaburu suyu numunesinden 25 g alinarak 250 ml’lik olciilii balona
aktarilmis, balon isaretine kadar damitik su ile tamamlanmis ve karistirilmistir. Bu
sekilde hazirlanan analiz c¢ozeltilerinden 25 ml alinarak %1°lik fenolftalein indikator
cozeltisi esliginde 0.1 N sodyum hidroksit cozeltisi ile titrasyon yapilmistir. Asitlik,

asagidaki formiil yardimiyla laktik asit cinsinden % olarak hesaplanmistir [54].

% Asitlik (laktik asit cinsinden) = (S x Nx Fx V; x 0.09 x 100) / V, x V)

S : Titrasyonda harcanan sodyum hidroksit ¢ozeltisinin hacmi, ml
N  : Titrasyonda harcanan sodyum hidroksit ¢ozeltisinin normalitesi
F  : Titrasyonda harcanan sodyum hidroksit ¢ozeltisinin faktorii

Vo : Alinan numune miktari, g
V; : Alinan numunenin tamamlandigi hacim, ml
V, :Titrasyon i¢in alinan numune ¢ozeltisi, ml

0.09 : Laktik asitin miliesdeger grami

3.3.1.4. indirgen Seker Miktar1 Tayini

Indirgen seker miktar1 tayini igin, 5 g meyve suyu, 100 m1’lik olciilii balonda damitik su
ile tamamlanip karistirildiktan sonra siiziilerek berraklastirilmis ve 5 ml Fehling A, 5 ml
Fehling B ve 10 ml damitik su karistminin 2 dakika kaynatilmasi sonrast %1°lik metilen
mavisi indikatorliigiinde berrak meyve suyu cozeltisi ile titre edilmistir. Numunedeki

indirgen seker miktari, asagidaki formiilden hesaplanmistir [55].
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Indirgen Seker (g/kg) = (100 x F) / (V1 x Vy)

F  : Fehling ¢ozeltilerinin faktorii
Vr : Titrasyonda harcanan numune ¢6zeltisinin hacmi, ml

VN : Analiz i¢in alinan numunenin miktari, g

3.3.1.5. Protein Tayini

Numunelerin protein tayini icin, gilaburu suyu numunesi 420°C’ye ayarlanmis Kjeldahl
Yakma Unitesi’nde (Simsek Laborteknik, Tiirkiye) derisik siilfiirik asit ve katalizor
bulunan ortamda yakildiktan sonra, Kjeldahl Damitma Diizenegi’nde (Simsek
Laborteknik, Tiirkiye) damitma yapilmistir. Toplanan destilat, %0.3’lik metilen
kirmizisi-metilen mavisi indikatorii kullanilarak 0.1 N hidroklorik asit ¢cozeltisi ile titre
edilip numunedeki azot degeri asagidaki formiile gore g/kg cinsinden hesaplanmistir.
Hesaplanan azot degeri, protein faktorii (6.25) ile carpilarak ham protein degeri
bulunmustur [56].

Azot (g/kg) = (V- Vo) x Nx Fx M /m

V  :Titrasyonda harcanan 0.1 N hidroklorik asit ¢6zeltisi hacmi, ml

Vo : Tanik deney icin titrasyonda harcanan 0.1 N hidroklorik asit ¢ozeltisi hacmi, ml
: Titrasyonda kullanilan hidroklorik asit ¢ozeltisinin normalitesi (0.1)

: 0,1 N hidroklorik asit ¢ozeltisinin faktorii

: Azotun mol kiitlesi (14.007)

2 2 1 Z

: Numune miktari, g

3.3.1.6. Kiil Miktar1 Tayini

Kiil miktar1 analizi icin, sabit tartima getirilmis porselen kapsiiller kullanilmistir. Kapsiil
icine yaklasik 5 g numune 0.0001 g hassasiyetle tartildiktan sonra, 1s1tic1 tabla iizerinde
on yakma islemine tabi tutulmus ve 550+25°C sicakliktaki kiil firininda (Protherm PLF
110/8, Tirkiye) 4 saat siireyle yakma yapilmistir. Numunelerdeki kiil miktari,
asagidaki formiil yardimiyla % olarak hesaplanmistir [57]:

% Kiil = (my — mp) x 100/ m;

mo : Bos kapsiiliin agirligi, g
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m; : Numune agirhigy, g

m; : Yakma isleminin bitiminde kapsiil ve toplam kiiliin agirlhig, g

3.3.1.7. Ham Seliiloz Tayini

Numunelerin ham seliiloz tayinleri i¢in, yaklasik 3 g numune 0.0001 g hassasiyetle 250
ml’lik rodajli bir erlene tartilmis ve iizerine 60 ml Scharrer reaktifi eklenmistir. Erlen,
1sitict  iizerine geri sogutma diizene8i altinda yerlestirilip 30 dakika kaynamasi
saglanmistir. Kaynama siiresinin sonunda, 95-100°C’deki ¢ozelti, vakum erlenine
yerlestirilmis siizme krozesine kantitatif olarak aktarilmis ve su trompu kullanilarak
siizlilmiig, ardindan siiziintii nétral oluncaya kadar sicak damitik su ile yikanmugtir.
Daha sonra siizme krozesine iic kez aseton doldurularak vakum tatbik edilmeden
stizilmiistiir. Bakiye dietil eter ile iki defa yikanmis ve diisiik basing altinda dietil eter
uzaklastirlmigtir. Siizme krozesi, icindeki bakiye ile birlikte 130+£2°C’deki etiivde
(Elektromag M6040 BP, Tiirkiye) yaklasik 1 saat kurutulmustur. Desikatérde oda
sicakligina kadar sogutulmus ve hemen 0.5 mg hassasiyetle tartilmustir. Iki tartim
arasindaki fark en fazla 1 mg oluncaya kadar, kurutma ve desikatorde sogutma islemleri
tekrarlanmistir. Kurutulmus bakiye 550+25°C’deki kiil firininda (Protherm PLF 110/8,
Tiirkiye) 30 dakika yakilmistir. Siizme krozesi oda sicakligina kadar desikatorde
sogutulmus ve 0.5 mg hassasiyetle tartilmistir. Numunedeki ham seliiloz miktar1 kiitlece

yiizde olarak asagidaki formiilden hesaplanmistir [58].
% Ham Seliiloz = (M] - Mz) x 100/ M()

My : Analiz numunesinin kiitlesi, g
M; : Kurutmadan sonra siizme krozesi ve kalinti, g
M, :Yakmadan sonra siizme krozesi ve kalinti, g

3.3.1.8. Yag Tayini

Numunelerin yag tayini, yar1 otomatik ekstraksiyon diizeneginde (Velp/Ser 148-3,
Ingiltere) ¢oziicii olarak dietileter kullanilarak yapilmis ve kuru madde (KM) iizerinden

asagidaki formiil yardimiyla sonug¢ hesaplanmustir [59].
% Yag (KM) = [(m; — m;) x 100] / [mp x (100 — R)]

mo : Numune agirhigi, g
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m; : Ekstraksiyon krozesinin agirligi, g
m, : Ekstraksiyon krozesinin ve yagin agirlhigi, g

R : Numunedeki rutubet miktari, %

3.3.1.9. Etil Alkol Tayini

Etil alkol tayini i¢in, Once gilaburu numunesi damitma diizeneginde damitilmistir.
Damitik, yogunlugu 1.49 g/ml olan siilfiirik asitli ortamda 42.572 g/l konsantrasyonda
hazirlanmis potasyum dikromat ¢ozeltisi ile okside edilmis ve ortamdaki fazla dikromat,
demir (II)-1,10-fenantrolin indikatorii karsisinda amonyum demir (I) siilfat ¢cozeltisi ile

titre edilmistir. Sonugcta etil alkol miktari, asagidaki formiile gére hesaplanmistir [60].

Etil Alkol (g/1) = Vi x (V3—=V2)x 1000/ (V3 x Vo x Vy4)

Vo : Titrasyon i¢in alinan deney numunesinin hacmi, ml

Vi : Oksidasyon i¢in kullanilan potasyum dikromat ¢ozeltisinin hacmi, ml

V, : Titrasyonunda kullanilan amonyum demir (II) siilfat ¢ozeltisinin hacmi, ml
V3 : Tanik deneyde kullanilan amonyum demir (II) siilfat ¢6zeltisinin hacmi, ml

V4 : Deney numunesinin hacmi, ml

3.3.1.10. Askorbik Asit Tayini

Numunelerdeki askorbik asit miktari, titrimetrik yontemle tayin edilmistir [61].
Numuneler, %?2’lik okzalik asit cozeltisi ile ekstrakte edilmistir. 10 ml numune {izerine
10 ml %?2’lik okzalik asit ¢ozeltisi eklenerek iyice karistirilmistir. Bu karisimdan 10 ml
almarak 100 ml’lik Olciili balona aktarilmig, ekstraksiyon c¢ozeltisi ile c¢izgisine
tamamlanmis ve calkalanmistir. Elde edilen analiz ¢ozeltisinden 10 ml alinarak 6nceden
1 gM’lik standart askorbik asit ¢ozeltisi ile ayarlanan %0.025’lik  2,6-
diklorofenolindofenol boya c¢ozeltisi ile titre edilmistir. Sonug, asagidaki formiil

yardimiyla hesaplanmustir:

Askorbik Asit (mg/100 ml) = (VN — V1) x m; x 100/ my

VN @ Analiz ¢ozeltisinin titrasyonunda sarfedilen boya ¢ozeltisi hacmi, ml
Vr : Tanik deneyde sarfedilen boya ¢ozeltisi hacmi, ml
Vo : Deney numunesi ¢ozeltisinden titrasyon i¢in alinan kistmdaki deney numunesi

hacmi, ml



25

m; : Boya ¢ozeltisinin 1 ml’sine esdeger askorbik asit kiitlesi, mg

3.3.1.11. Toplam Fenolik Madde Tayini

Numunelerin toplam fenolik miktarlarimi tespit etmek icin, Folin-Ciocalteu metodu
kullamilmistir [62]. Gilaburu suyu numunelerinin metanolle 1:9 oranindaki analiz
cozeltileri hazirlanmistir. Kapakli deney tiiplerine sirasiyla 2400 pl damitik su, 40 ul
numuneden hazirlanan analiz ¢ozeltisi, 200 pl Folin-Ciocalteu reaktifi ve 600 ul
%20’lik sodyum karbonat ¢ozeltisi eklenmis ve vortekste (Elektromag M16, Tiirkiye)
karigtirtlmigtir. Son olarak 760 pl damitik su ilave edilen tiipler oda sicakliginda 2 saat
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda cozeltilerin absorbansi spektrofotometrede
(Shimadzu UV-160, Japonya), 765 nm dalga boyunda metanole karst okunmustur.
Sonuglar, spektrofotometrede olusturulan standart gallik asit egrisinden elde edilen
denklem yardimiyla hesaplanarak mg gallik asite esdeger (GAE)/100 ml numune olarak
kaydedilmistir.

3.3.2. Gilaburu Numunelerinde Yapilan Mikrobiyolojik Analizler

Geleneksel yontemle fermente edilerek hazirlanan gilaburu numunelerinde toplam
mezofilik aerobik bakteri, koliform, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, kif ve maya analizleri yapilmis ve LAB izolasyonu, tanimlanmasi ve

dogrulanmasi ¢aligmalar yiiriitiilmiistiir.

Fermente gilaburu meyvesi numunesinden 25 g aseptik kosullarda steril torbaya analitik
terazi (Precisa XB 3200C, Isvicre) ile tartilmis ve 225 ml Maximum Recovery Diluent
(Merck) eklenerek gida mikrobiyolojisi laboratuvar kurallarina uygun olarak torbali
karigtiric1  (Interscience Bagmixer 400, Fransa) yardimiyla homojenize edilmistir.

Hazirlanan bu 107" diliisyondan, 107"ye kadar diger seri diliisyonlar hazirlanmistir.

3.3.2.1. Toplam Mezofilik Aerobik Bakteri Sayim

Numunelerin mezofilik aerobik bakteri sayisi, Plate Count Agar (Merck) besiyeri ile
dokme yontemiyle ekim yapilarak ¢alisilmis ve ekim yapilan petriler 35£1°C’de 48 saat

inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda olusan koloniler sayilmistir [63].
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3.3.2.2. Koliform ve E. coli Sayimm

Koliform grubu mikroorganizmalar ve E. coli aranmasi i¢in Chromogenic E.
coli/Coliform Medium (Oxoid) besiyerine 0.5 ml numune diliisyonu yayma yontemiyle
ekim yapilarak calisilmistir. Ekim yapilan petriler, 35+1°C’de 24-48 saat inkiibe
edildikten sonra, pembe koloniler koliform, mor koloniler E. coli olarak

degerlendirilmistir [64].

3.3.2.3. Staphylococcus aureus Sayimi

Numunelerde S. aureus aranmasi ve sayim igin egg-yolk tellurite emulsion (Merck)
ilave edilmis Baird Parker besiyeri (Merck) kullanilmistir. Yiizeye yayma yontemiyle

ekim yapilan petriler, 35+1°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir [65].

3.3.2.4. Bacillus cereus Sayim

Numunelerde B. cereus aranmasi ve sayimi i¢in egg-yolk emulsion (Merck) ve
polymyxin B (Merck) ilave edilmis Mannitol-Egg-Yolk-Polymyxine-Agar besiyeri
(Merck) kullanilmistir. Yiizeye yayma yontemiyle ekim yapilan petriler, 30+1°C’de 24-
48 saat inkiibasyona birakilmistir [66].

3.3.2.5. Kiif ve Maya Sayim

Kiif ve maya aranmasi analizleri i¢in Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol besiyeri
(Merck) iceren petrilere uygun diliisyonlardan yiizeye yayma yontemiyle ekim yapilmus,
25+1°C’deki inkiibatorde 3-5 giin siire ile inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon

sonunda olusan kiif ve maya kolonileri ayr1 ayr1 sayilmistir [67].

3.3.3. Laktik Asit Bakterilerinin Izolasyonu

Fermente gilaburu numunelerinden LAB izolasyonu icin MRS agar (Merck) ve M17
agar (Merck) besiyerleri kullanilmistir. Besiyerlerine sterilizasyon Oncesi, kiif ve maya
gelisimini engellemek amaciyla 10 ppm oraninda cycloheximide (actidione) (Acros
Organics) katilmistir. Numunelerin farkli diliisyonlarindan MRS ve M17 agar bulunan
petrilere yiizeye yayma yontemiyle ekim yapilmis ve 30+1°C’de 72 saat inkiibe

edilmistir [68].

Inkiibasyon sonunda sayilabilir yogunlukta olan petriler ayrilarak sayilmis ve

birbirinden farkli goriiniimdeki iki ya da ii¢ koloni isaretlenmistir. Bu koloniler, ayn1
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besiyerlerinin sivi ortam1 olan MRS broth (Merck) ve M17 broth (Merck) besiyerlerine
aliip iiremeleri saglandiktan sonra tekrar agarli ortama siirme kiiltiir yontemi ile

pasajlanarak saflastirilmistir.

Ayrica, calismanin son asamasinda laboratuvar sartlarinda gilaburu suyu iiretimi
stirecinde pastorize iiriine inokiile edilen kiiltiir konsantrasyonunu tespit etmek amaciyla
ve daha sonra test numunelerinin 10 giinliik sogukta muhafazinin ardindan LAB yiikiinii
belirlemek iizere biitiin izolatlarin gelisebildigi MRS besiyerlerine ekim yapilmis ve

30£1°C’de 72 saat inkiibasyon sonrasinda sayim yapilmistir.

3.3.4. LAB izolatlarinin Tamimlanmasi

Bakteri izolatlarinda Oncelikle kolonilerin morfolojik 6zellikleri, mikroskobik
gorliniimleri, Gram reaksiyonlar1 ve katalaz aktiviteleri kontrol edilerek ilk ayrimlari
yapilmistir. Gram pozitif ve katalaz negatif olan izolatlarin karbonhidratlar1 kullanma
yetenegini test etmek amaciyla API 50 CHL LAB tanimlama kitlerinden (Biomerieux,
Fransa) yararlanilmistir. izolatlarin ayrica, glikozdan gaz iiretme, arjininden amonyak
olusturma, farkli tuz konsantrasyonlarinda (%2 ve %4) ve farkli sicakliklarda (15°C’de

ve 45°C’de) gelisme durumlar1 da test edilmistir.

3.3.4.1. Kolonilerin Morfolojik Ozelliklerinin incelenmesi

LAB i¢in selektif besiyerleri olan MRS Agar ve M17 Agar bulunan petrilerden segilen

kolonilerin makroskopik olarak sekli, biiyiikliigii, rengi ve yapisi incelenmistir.

3.3.4.2. Gram Reaksiyonlarimin Belirlenmesi

Gram reaksiyonu incelenecek olan 24 saatlik saf kiiltiirlerden, 6ze yardimiyla temiz bir
lam {izerine alinmistir. Lam {izerine 1 damla serum fizyolojik damlatilarak kiiltiir ve
serum fizyolojik lam iizerinde ince bir film olusturacak sekilde oze ile yayilmugtir.
Preparatin oda sicakliginda iyice kurumasi beklendikten sonra, lamin alt yiizii iic kez
bunzen beki alevinden gecirilerek bakterilerin lam {izerine tespiti saglanmistir.
Hazirlanan preparat iizerine kristal violet ¢ozeltisi damlatilip 1-2 dakika bekletilmistir.
Siire sonunda preparat, lugol c¢ozeltisi ile yikanarak kristal violet uzaklastirilmis ve
preparata tekrar lugol ¢ozeltisi damlatilarak 1-2 dakika daha bekletilmistir. Damitik su
ile yikanarak lugol ¢ozeltisi uzaklastirildiktan sonra preparatin iizerine %95’lik etil alkol

damlatilarak 10-15 saniye beklenmistir. Lam, damitik su ile yikanip sulu fuksin ¢ozeltisi
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damlatilmis ve 20-30 saniye de bu sekilde bekletilmistir. Son olarak damitik su ile
yikanan preparat kurutulduktan sonra mikroskopta (Olympus CH, Japonya) 100’liik
objektifte incelenmistir. Mor renkli bakteriler Gram (+), pembe renkli bakteriler ise

Gram (-) olarak degerlendirilmistir [69].

3.3.4.3. Bakterilerin Mikroskobik Goriiniimlerinin incelenmesi

Preparatlar1 hazirlanarak gram reaksiyonlari tespit edilen izolatlarin, mikroskopta ayrica
sekilleri (basil, kok, kokobasil), biiyiikliikleri (biiytik, kii¢iik), dizilisleri (zincir, ikili,

dortlii, kiime) gibi 6zellikleri de incelenmistir.

3.3.4.4. Katalaz Reaksiyonlarinin Belirlenmesi

Katalaz reaksiyonu tespit edilecek kolonilerden 6ze ile alinarak temiz bir lam {izerinde
damitik su ile siispanse edilmistir. Bunun iizerine bir damla %3’liik hidrojen peroksit
cozeltisi ilave edilerek karistirllmistir. Hava kabarciklarinin ¢ikisi, katalaz (+) olarak

degerlendirilmistir.

3.3.4.5. API 50 CHL Sistemi ile Tamimlama

Numunelerden elde edilen izolatlarin 49 karbonhidrati fermentasyon profili, API 50
CHL tanimlama kitleri ile ortaya konmustur. MRS ya da M17 agarda saf oldugu tespit
edilen taze kiiltiirden bir-iki koloni 6ze yardimiyla alinip, 10 ml’lik API 50 CHL siv1
besiyeri i¢ine inokiile edilerek 2 McFarland’a esdeger bir siispansiyon hazirlanmis ve

vorteks (Elektromag M 16, Tiirkiye) kullanilarak homojen hale getirilmistir.

Daha 6nce oda 1sisina getirilerek kullanima hazirlanan striplerin kiipiilleri, pastor pipeti
kullanilarak siispansiyonla doldurulmus ve strip kiipiilleri mineral yag ile kapatildiktan
sonra 30+1°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda, striplerdeki

bakteriler Mini API cihazi (Biomerieux, Fransa) kullanilarak tanimlanmistir.

3.3.4.6. Glikozdan Gaz Uretme Testi

Izolatlarin glikozdan gaz iiretme testleri, icerisinde Durham tiipleri bulunan MRS siv1
besiyeri iceren tiiplerde yapilmistir. 24 saatlik taze kiiltiirden 6ze ile tiiplere inokiilasyon
yapilmig ve 30+£1°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda, Durham tiipleri icinde

gaz olusup olusmadig1 gézlenmistir.
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3.3.4.7. Arjininden Amonyak Olusturma Testi

Izolatlarin, arjinin hidrolizi sonunda amonyak olusturup olusturmadigini test etmek
tizere, Oncelikle Arjinin MRS broth besiyeri hazirlanmistir. Besiyerlerine test edilecek
izolat inokiile edilmis ve 30£1°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
stiresi sonunda beyaz zemine yerlestirilen bir lam iizerine izolat iceren besiyerinden 1
ml alinmis ve besiyeri lizerine Nessler Reaktifi damlatilarak renk degisimi gézlenmistir.
Turuncu renk olusumu pozitif, renk degisikligZi olmamasi negatif olarak

degerlendirilmistir.
Arjinin MRS Broth

Asagidaki bilesenlerden hazirlanan besiyeri, sicak su banyosunda tamamen
coziindiiriildiikten sonra kapakli tiiplere 10’ar ml dagitilmis ve 121°C’de 15 dakika

otoklavlanarak steril edilmistir.

Kazein pepton 10.0 g/l; Et ekstrakt1 8.0 g/l; Maya ekstrakt1 4.0 g/1; D(+) Glikoz 20.0 g/1;
di-Potasyum hidrojen fosfat 2.0 g/lI; Tween 80 1.0 g/l; di-Amonyum hidrojen sitrat 2.0
g/l; Sodyum asetat 5.0 g/l; Magnezyum siilfat 0.2 g/l; Manganez siilfat 0.04 g/1

Nessler Reaktifi

10.0 g susuz civa-2 iyodiir (Hgl,) ve 7.0 g potasyum iyodiir (K1), 35 ml damitik suda
coziilmiistiir. Ayrica 16.0 g sodyum hidroksit (NaOH), 50 ml damitik suda ¢oziilmiis ve
oda sicakligina kadar sogutulmustur. Sodyum hidroksit ¢ozeltisi yavas yavas civa-2
iyodiir-potasyum iyodiir c¢ozeltisine ilave edilmistir. Son olarak karistm 100 ml’ye
tamamlanarak izolatlarin arjininden amonyak olusturma testlerinde kullanilmak {izere

Nessler Reaktifi hazirlanmistir.

3.3.4.8. Farkh Sicakhiklarda Gelisme Testi

Izolatlarin 15°C ve 45°C’de iireme yetenekleri, MRS sivi besiyeri iceren tiiplere
inokiilasyon ardindan 15°C’ye (Niive ES 110, Tiirkiye) ve 45°C’ye (Heraeus T5042,

Almanya) ayarl inkiibatorlerde 24-48 saat sonunda gozlenmistir.
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3.3.4.9. Farkl Tuz Konsantrasyonlarinda Ureme Testi

Izole edilen kiiltiirlerin farkli tuz konsantrasyonlarinda iireme yeteneklerini test etmek
icin, %2 ve %4 sodyum kloriir ilave edilerek MRS broth besiyeri hazirlanmistir. Test
edilecek izolat, bu besiyerini igeren tiiplere inokiile edilerek 30+1°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda izolatin iireme yetenegi, besiyerinde

bulaniklik olup olmamasi gozlenerek degerlendirilmistir.

3.3.5. Tammlanan LAB izolatlarma Uygulanan Testler

Geleneksel yontemle fermente edilmis gilaburu meyvelerinden izole edilen ve
tanmimlanan LAB izolatlari, pastorize gilaburu nektarma inokiile edilmeden once,

antibakteriyel aktivite ve asit liretme yetenekleri agisindan test edilmistir.

3.3.5.1. izolatlarin Antibakteriyel Aktivitelerinin Test Edilmesi

Izolatlarin antibakteriyel aktiviteleri, agar disk difiizyon yontemiyle test edilmistir [6].
Antibakteriyel aktivite icin, E. coli (ATCC 11230), Listeria monocytogenes 1/2b
(RSKK 472) ve S. aureus (ATCC 25923) olmak iizere ii¢ test bakterisi se¢ilmistir.
Nutrient Agar besiyeri (Merck) bulunan petrilerin yiizeyine Nutrient broth (Merck)
icindeki 18 saatlik test bakterilerinin kiiltiirlerinden (107—108 kob/ml bakteri iceren) 100
ul yayilmig ve besiyerinin kiiltiirii ¢ekmesi ve kurumasi igin bir siire bekletilmistir.
Daha sonra 6 mm capindaki steril kagit diskler petrilerde 6nceden isaretlenen noktalara
steril pens yardimiyla yerlestirilmistir. LAB izolatlarinin sivi ortamdaki 18 saatlik
kiiltiirleri 2 McFarland’a esdeger olacak sekilde ayarlanmip her bir disk {izerine
mikropipetle 20 pl damlatilarak emdirilmistir. Petriler 35+1°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyon sonunda disklerin cevresinde olusan inhibisyon zonlarinin

cap1 kumpasla milimetrik olarak ol¢iilmiistiir.

3.3.5.2. izolatlarin Asit Uretme Yeteneklerinin Test Edilmesi

Izolatlarin asit iiretme yeteneklerini test etmek icin steril MRS siv1 besiyeri bulunan
tiiplere izolatlardan ayri1 ayri inokiile edilmis ve 30+£1°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siirecinde 3, 6, 18 ve 24. saatler sonunda kiiltiirlerde pH ol¢iimleri

yapilmstir [6].
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3.3.5.3. izolatlarin Hidrojen Siilfiir Uretme Yeteneklerinin Test Edilmesi

Izolatlarin hidrojen siilfiir iiretme yeteneklerini belirlemek icin, Triple Sugar Iron Agar
(Oxoid) yatik besiyerine Oze ile aktif kiiltiirden ekim yapildiktan sonra 30+1°C’de 2
hafta inkiibe edilmistir. Siire sonunda besiyerinin renginde siyahlagsma olup olmadigi

gozlenmistir [70].

3.3.6. izolatlarin Kullanilarak Laboratuvar Sartlarinda Fermente Gilaburu Suyu

Uretme Calismasi

Geleneksel olarak fermente edilmis gilaburu meyvelerinden izole edilen ve tanimlanan
LAB izolatlarinda yapilan testler sonunda tek izolat ya da izolat kombinasyonundan

olusan 7 farkl kiiltiir secilmistir.

Secilen starter kiiltiirler, MRS s1v1 besiyerine arka arkaya iki kez pasajlanip, ikinci pasaj
sonucunda 30+1°C’de 18 saatlik inkiibasyonla, 10® kob/ml bakteri iceren aktif taze
kiiltiirler elde edilmistir. Giilsan Gida San. ve Tic. A.S. firmasindan temin edilen ticari
pastorize gilaburu nektari numuneleri, aseptik ortamda steril 200 ml’lik cam siselere
aktarilmis ve %6 oraninda starter kiiltiir inokiile edilmistir. Ayrica, bakteri kiiltiirlerinin
gelisimini kolaylastirmak i¢in daha dnceden otoklavda sterilize edilen %20’lik glikoz ve
%20’lik fruktoz c¢ozeltilerinden %1 oranlarinda eklenmistir. Cam siseler steril

kapaklarla kapatilip 30+1°C’de 72 saat inkiibasyona birakilmistir.

Laboratuvar sartlarinda iiretilen fermente gilaburu suyu numuneleri, 10 giin siireyle 4
°C’de buzdolabinda bekletilmistir. Siire sonunda, numunelerde LAB yiikii tespit

edilmis, fizikokimyasal analizler ve ayrica duyusal analiz yapilmistir.

3.3.7. Duyusal Analizler

Bu calisma siiresince farkli zamanlarda iki kez duyusal analiz yapilmistir. Ilk olarak,
laboratuvar sartlarindaki iiretimde kullanilacak izolat ve/veya izolat kombinasyonu i¢in
fikir vermek ve ikinci duyusal analizde kullanilacak numunelerle karsilastirmak {iizere,
geleneksel yontemle fermente edilen toplam 9 gilaburu suyu numunesine duyusal analiz
yapilmigtir. Daha sonra ise, laboratuvar sartlarinda iiretilen 7 gilaburu suyu numunesi,

yukarda bahsedilen ilk duyusal analizde en yiiksek puan alan geleneksel fermente
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numune ve ticari olarak iiretilmis pastorize gilaburu nektari ile birlikte duyusal analize

alinmastir.

Her iki duyusal analiz i¢in, gilaburunun duyusal 6zellikleri konusunda deneyimli Tarim
ve Koyisleri Bakanligi Kayseri 11 Kontrol Laboratuvar Miidiirliigii teknik personelinden
7 ve Giilsan Gida San. ve Tic. A.S. teknik personelinden 1 kisi olmak iizere 8 kisilik bir
panel grubu olusturulmustur. Panelistlerin numuneleri renk/goriiniim, tat, koku ve genel
begeni ozellilikleri yoniinden 5 noktali hedonik skala ile degerlendirmeleri istenmistir
(Sekil 3.2). Bu skalada 5 “cok begendim” ve 1 “hi¢ be§enmedim” olarak kabul
edilmistir. Panel Oncesi panelistlere duyusal degerlendirme ile ilgili genel bilgi ve
panelde dikkat edilecek hususlar1 kapsayan bir on egitim verilmistir. Tiim numuneler,
panelistlere seffaf plastik bardaklarda sunulmustur. Duyusal analizler, 6gleden sonra

saat 15.00’da gercgeklestirilmistir.

Liitfen size verilen numuneleri asagidaki kriterlere gére degerlendiriniz.

Numune Kodu: .... Gili{rei?nk'ém Tat Koku ]?e egI::lli
Cok begendim

Begendim

Orta derecede begendim

Begenmedim

Hi¢ begenmedim

Sekil 3.2. Duyusal Analiz Formu Ornegi

3.3.8 istatistiksel Analizler

Yapilan fizikokimyasal, mikrobiyolojik ve duyusal analizler ile elde edilen verilerin
istatististiksel analizi Windows tabanli SAS 8.0 istatistiksel paket program kullanilarak
yapulmistir [71]. Fizikokimyasl, mikrobiyolojik ve duyusal o0zelliklere farkli
numunelerin etkisi, tek faktor varyans analizi ile belirlenmisitr. Gruplar arasindaki fark,

Tukey coklu karsilastirma yontemi kullanilarak karsilagtirilmistir.



4. BOLUM
BULGULAR
4.1. Numunelerde Yapilan Fizikokimyasal Analiz Calismalari

Birinci asamada, Kayseri ve civarindaki 9 farkli bolgeden temin edilen gilaburu
numunelerinde ve ikinci asamada ise geleneksel yontemle fermente edilen numunelerde
yapilan briks, pH, asitlik, indirgen seker, protein, kiil, ham seliiloz, yag, etil alkol,
askorbik asit ve toplam fenolik madde miktar1 analiz sonuclar1 ayr1 ayr1 Tablo 4.1 ve
Tablo 4.2°de verilmistir. Bu sonuglarin en diisiik, en yiiksek ve ortalama degerleri ise
Tablo 4.3’de karsilagtirilmistir. Briks, pH, asitlik, indirgen seker, protein, kiil, ham
seliiloz, yag, etil alkol, askorbik asit ve toplam fenolik madde miktarlar1 bakimindan,
calismaya alinan taze gilaburu suyu ve geleneksel fermente gilaburu suyu numuneleri

arasindaki fark, istatistiksel olarak onemli (p<0.05) bulunmustur.

Aragtirmanin iiclincii asamasinda pastorize gilaburu nektarinda ve laboratuvar
sartlarinda pastorize gilaburu nektarina secilen izolat veya izolat kombinasyonu inokiile
edilerek fermente edilen 7 gilaburu suyu numunesinde yapilan fizikokimyasal analiz
sonuglar1 ise Tablo 4.4’de gosterilmistir. Bu analizlerden pH, asitlik, indirgen seker,
protein, etil alkol, askorbik asit ve toplam fenolik madde miktarlar1 sonuclarina test
numunelerinin etkisi istatistiksel olarak énemli (p<0.05) olurken, diger fizikokimyasal
parametrelerde numuneler arasindaki farkin istatistiksel olarak dnemsiz oldugu (p>0.05)

anlasilmustir.
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Tablo 4.1. Taze Gilaburu Suyu Numunelerinin Bazi Fizikokimyasal Ozellikleri”

Taze Gilaburu Suyu Numuneleri

Ozellikler

N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8 N9
Briks 8.30"+0.0 9.25°¢0.0 | 11.00°40.0 |  9.10"+0.0 9.00°+0.0 8.50%+0.0 8.1040.0 | 10.50°+0.0 | 8.70™+0.0
pH 3.08%£0.0 | 3.3240.0 | 3.40°+0.0 3.27°+0.0 344400 | 3.40°+0.0 | 3.27°%00 | 3.38%0.0 3.10'+0.0
Asitlik (%, LA) 1.892+0.0 1.94'+0.0 | 2.30°+0.0 2.34"+0.0 237°40.01 | 233°+0.0 | 2.32%+0.0 | 2.24°#0.05 | 2.10°+0.05
ind. Seker (g/kg) 61.10°+0.26 | 76.84°+0.40 | 73.75°+0.15 | 70.71°¢0.27 | 71.40°+0.14 | 60.39'+0.25 | 61.76°+0.05 | 77.42°+0.41 | 72.64°+0.18
Protein (g/kg) 1.20°+0.0 1.14'+0.0 1.51°+0.0 1.36+0.0 1.38%+0.0 | 1.33%+0.0 | 1.42°+0.0 1.32°+0.0 1.49°+0.0
Kiil (%) 0.4238°+0.01 | 0.5626°+0.01| 0.6980°+0.0 | 0.4526°+0.0 | 0.4866°+0.01| 0.6321°+0.0 | 0.5236%+0.01| 0.5646°+0.01| 0.5318%+0.01
Ham Seliiloz (%) | 0.5140°+0.01| 0.6953"+0.01| 0.7510°+0.01| 0.5277°£0.01 | 0.5260°+0.0 | 0.7064"+0.01| 0.4950°+0.01 | 0.7012°+0.01| 0.6017°+0.01
Yag (%, KM) 0.3898°+0.0 | 0.3362°+0.0 | 0.3202°+0.01| 0.3588"*+0.01| 0.3699°+0.0 | 0.3812"+0.0| 0.3270°+0.0 | 0.3288°+0.0 | 0.3552%+0.0
Etil Alkol (g/1)
AA (mg/100 ml) 58.84°+0.1 | 54.94™%40.1 | 52.19°40.05| 51.44°+0.1 | 53.59°%+0.05| 54.24*+1.6 | 52.59°+0.05 | 57.89"*+0.05| 53.19°’+0.05
TEM (mg/100 ml) | 539.90™°+0.51| 515.05°“+4.06| 544.46™+9.12| 497.80+8.12 | 556.64"+5.07 | 558.16™+4.56| 488.18'+2.54 | 583.52%+2.54 | 526.04°°+3.21

*: Ortalamazstandart sapma

Ind. Seker: indirgen Seker; AA: Askorbik Asit; TFM: Toplam Fenolik Madde; -: Tespit edilemedi

N1-NO: Tablo 3.1.’de kaynagi agik olarak verilen taze gilaburu suyu numuneleri.

a-1: Farkli harfler, ayn1 satir i¢in veriler arasi istatistiksel fark oldugunu gostermektedir (p<0.05).
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Tablo 4.2. Geleneksel Yontemle Fermente Edilen Gilaburu Suyu Numunelerinin Bazi Fizikokimyasal Ozellikleri"

Geleneksel Yontemle Fermente Edilen Gilaburu Suyu Numuneleri

Ozellikler
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 GS GY

Briks 8.00"+0.0 9.00"+0.0 10.70°+0.0 8.80°+0.0 8.70"+0.0 8.20%+0.0 7.90'+0.0 10.20°+0.0 9.50°+0.0
pH 2.43"+0.0 2.46%+0.01 2.69*+0.0 2.40'+0.0 2.49+0.0 2.57°+0.0 2.58+0.0 2.66°+0.0 2.60°+0.0
Asitlik (%, LA) 1.76%+0.0 1.85+0.01 2.00°+0.0 2.12°+0.0 1.72"+0.0 2.23'+0.0 1.59'+0.0 2.07°+0.0 1.93°40.0
ind. Seker (g/kg) | 46.98°#0.08 | 55.14°+0.10 13.52'+0.0 14.79"£0.01 | 21.46+0.01 | 25.74'+0.02 | 50.11°#0.08 | 52.24°+0.11 | 39.87°+0.08
Protein (g/kg) 0.39°+0.02 0.41°+0.01 0.53"+0.01 0.58*+0.01 0.58°+0.01 | 0.52°°+0.01 | 0.49™+0.01 | 0.57°40.01 | 0.45%+0.01
Kiil (%) 0.3896°+0.01 | 0.5115°+0.0 | 0.6233°+0.01 | 0.4126°+0.01 | 0.4436+0.01 | 0.5826"+0.01 | 0.4842°"+0.01 | 0.5087"+0.01 | 0.4958°°+0.01
Ham Seliiloz (%) | 0.473040.0 | 0.6328°+0.01 | 0.6786°+0.01 | 0.4815°40.01 | 0.4812°¢0.01 | 0.6485°+0.0 | 0.4562°+0.01 | 0.6295°+0.0 | 0.5711°+0.01
Yag (%, KM) 0.3816"+0.0 | 0.3262%+0.0 | 0.3038"+0.0 | 0.3474*+0.0 | 0.3609%+0.01 | 0.3712"+0.0 | 0.3952+0.0 | 0.3171"+0.0 | 0.3422"+0.0
Etil Alkol (g/1) 0.6588"+0.0 | 2.49412+0.05 | 5.8824°+0.05 | 6.1176*40.0 | 4.6588°+0.05 | 4.3764°+0.05 | 4.0942°+0.05 | 3.1059'+0.05 | 0.8470"+0.0
AA (mg/100 ml) 36.39°£0.05 | 33.34°40.1 28.94°+0.0 29.24°0.1 | 31.14°+0.0 31.44°+0.1 31.04°+0.1 | 35.84°+0.1 | 33.04°#0.1
TFM (mg/100 ml) | 691.54°+7.10 | 633.22%+3.56 | 675.82™+11.66 | 611.41°+4.06 | 703.70™+3.04 | 699.14"+5.58 | 601.26°+4.06 | 731.09°42.03 | 665.16°+5.08

*: Ortalamazstandart sapma

Ind. Seker: indirgen Seker; AA: Askorbik Asit; TEM: Toplam Fenolik Madde

G1-G9: Tablo 3.1.’de kaynag1 acik olarak verilen geleneksel fermente gilaburu suyu numuneleri.

a-1: Farkli harfler, ayn1 satir igin veriler arasi istatistiksel fark oldugunu gostermektedir (p<0.05).
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Tablo 4.3. Taze ve Geleneksel Fermente Numunelerin

Fizikokimyasal Ozelliklerinin Karsilastiriimasi

. Taze Geleneksel Fermente
Ozellikler
En Diisiik | En Yiiksek | Ortalama | En Diisiik | En Yiiksek | Ortalama

Briks 8.30 11.00 9.16 7.90 10.70 9.00
pH 3.08 3.40 3.30 2.43 2.69 2.54
Asitlik (%, LA) 1.89 2.34 2.20 1.59 2.07 1.92
Ind. Seker (g/kg) 60.39 76.84 69.54 13.52 55.14 35.52
Protein (g/kg) 1.14 1.51 1.35 0.39 0.58 0.50
Kiil (%) 0.4238 0.6980 0.5418 0.3896 0.6233 0.4948
Ham Seliiloz (%) 0.4950 0.7510 0.6131 0.4562 0.6786 0.5614
Yag (%, KM) 0.3202 0.3898 0.3519 0.3038 0.3952 0.3495
Etil Alkol (g/1) - - - 0.6588 6.1176 3.5817
AA (mg/100 ml) 51.44 58.84 54.32 28.94 36.39 32.27
TEM (mg /100 ml) 488.18 583.52 534.42 601.26 731.09 668.04

Ind. Seker: 1ndirgen Seker; AA: Askorbik Asit; TFM: Toplam Fenolik Madde; -:

Tespit edilemedi




Tablo 4.4. Laboratuvar Sartlarinda izolatlarla Uretilen Gilaburu Suyu Numunelerinin Bazi Fizikokimyasal Ozellikleri”
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Test Numuneleri

Ozellikler
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 TS

Briks 6.40°+0.0 6.40°+0.0 6.40°+0.0 6.40°+0.0 6.40°+0.0 6.40°+0.0 6.40°+0.0 6.40°+0.0
pH 2.88"+0.0 2.85%40.0 2.93°40.0 2.85%40.0 2.90°+0.0 2.92°+0.0 2.94"+0.0 3.04+0.0
Asitlik (%, LA) 0.93°+0.0 0.94°+0.0 0.97°+0.0 0.97°+0.0 1.01°+0.0 1.03"+0.01 1.01°40.0 1.11°+0.0
ind. Seker (g/kg) 38.26°+0.03 | 35.47:+0.04 | 36.56°+0.04 | 36.8240.05 | 34.48"+0.05 | 35.79'+0.02 | 36.23°+0.04 | 39.63'+0.02
Protein (g/kg) 1.06°+0.0 1.04°+0.0 0.95%+0.01 0.92+0.0 0.96°+0.0 1.04°+0.01 0.97°+0.0 1.12°40.0
Kiil (%) 0.3288°+0.0 | 0.3139°+0.0 | 0.3136°+0.0 | 0.3181°+0.01 | 0.3207°0.01 | 0.3110°40.01 | 0.3108°+0.0 | 0.3281*+0.0
Ham Seliiloz (%) 0.3825+0.0 | 0.3768'+0.01 | 0.3950°+0.0 | 0.3742'+0.01 | 0.3578'+0.01 | 0.3916*+0.0 | 0.3606'+0.01 | 0.3983'+0.01
Yag (%, KM) 0.4026°+0.01 | 0.4002°+0.01 | 0.3998'+0.01 | 0.3984°+0.01 | 0.4090°+0.01 | 0.4056°+0.01 | 0.4128*+0.0 | 0.4163*+0.0
Etil Alkol (g/1) 0.6742°£0.0 | 0.9888°+0.0 | 0.9438°+0.0 | 1.4832°+0.0 | 1.7978+0.0 | 1.5730°+0.0 | 1.1685°¢0.0 !

AA (mg/100 g) 38.22°+0.0 37.73°+0.0 37.46"°+0.0 37.90°+0.0 36.48°+0.0 36.92°40.0 37.94°+0.0 38.86"+0.0
TFEM (mg/100 ml) | 633.71™+2.03 | 631.18™+2.54 | 629.66™+2.02 | 626.62°+5.07 | 642.86'+1.02 | 629.16"+3.55 | 632.20"+0.51 | 618.51°+2.03

*: Ortalamazstandart sapma

T1, T2, T3, T4, TS, T6, T7: Laboratuvar sartlarinda LAB inokiile edilerek iiretilen gilaburu suyu numuneleri; T8: Ticari pastorize gilaburu nektart; Ind. Seker: 1ndirgen
Seker; AA: Askorbik Asit; TFM: Toplam Fenolik Madde

a-h: Farkli harfler, ayn1 satir i¢in veriler arast istatistiksel fark oldugunu gostermektedir (p<0.05).
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4.2. Numunelerde Yapilan Mikrobiyolojik Analizler
4.2.1. Numunelerin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Arastirmanin ilk asamasinda temin edilerek geleneksel yontemle fermentasyona
birakilan gilaburu numuneleri, 4 aylik fermentasyon sonunda mikrobiyolojik analizlere
alinmistir. Numunelerde LAB izolasyon ve identifikasyon c¢aligmalarinin yanisira
toplam mezofilik aerobik bakteri, koliform, E. coli, S. aureus, Bacillus cereus, kiif ve

maya analizlerinin sonuglar1 Tablo 4.5’ de verilmistir.

Geleneksel yontemle fermente edilen numunelerin toplam mezofilik aerobik bakteri
yiikleri, 4.57 ve 5.96 log kob/g arasinda degismistir. Numunelerden yapilan
mikrobiyolojik ekimlerin hicbirinde E. coli, S. aureus ve B. cereus iiremesi
gozlenmemistir. Ancak analiz sonuclari, numunelerin ikisinde koliform grubu bakteri
kontaminasyonu oldugunu ortaya koymustur. Ayrica numunelerin ikisi hari¢
digerlerinde kiif tespit edilemezken, tiim numunelerde 3.91 ve 5.18 log kob/g arasinda
maya tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel ¢calisma, numunelerin mikrobiyolojik analiz

sonuclarina etkisinin 6nemli oldugunu (p<0.05) gostermistir.
4.2.2. Numunelerden Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu ve Identifikasyonu

Arastirmanin ikinci asamasinda kullanilan 9 adet numunede yapilan LAB izolasyon
caligmasinda, her numune i¢in MRS Agar ve MI17 Agar besiyerlerine farkli
diliisyonlardan paralel olarak ayri ayr1 ekim yapilmis ve ekim sonucunda petrilerdeki
koloniler sayilmistir. Koloni sayim sonuclar1 ortalama degerlerinin numunelere gore
dagilimi, Tablo 4.6’da verilmistir. MRS besiyerinde muhtemel LAB olarak sayilan
koloniler 3.82 log kob/g ve 6.48 log kob/g arasinda degisirken M17 besiyerinde 3.93
log kob/g ve 6.32 log kob/g arasinda degismistir.

Hem MRS hem de MI17 besiyerinde petrilerde sayim ardindan muhtemel LAB
kolonileri saflastirilarak tanimlama testlerine gegilmistir. Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3,
Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da, sirasiyla MRS besiyerinde saflastirilmis Lb.
plantarum, Lb. brevis, Lb. buchneri, Lb. paracasei ssp. paracasei, Pediococcus spp. ve

Lb. delbrueckii ssp. delbrueckii izolatlarinin koloni goriiniimleri verilmistir.

Izolatlara uygulanan API 50 CHL LAB tanimlama testlerinin ve klasik biyokimyasal

tanimlama testlerinin sonuglar1 da Tablo 4.7°de gosterilmistir. Tablodan da goriildiigii
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gibi, calisilan 9 farkli numunede 21 adet izolat elde edilmistir. Izolatlar, Lb. plantarum,
Lb. brevis, Lb. buchneri, Lb. paracasei ssp. paracasei, Pediococcus spp. ve Lb.
delbrueckii ssp. delbrueckii olmak iizere 6 farkli LAB tiirlinden olusmaktadir. Bu
LAB’nin, ¢alisma siirecinde elde edilen toplam izolatlar icinde dagilimi Tablo 4.8’de
siralanmistir. Buna gore, geleneksel fermente gilaburu numunelerinden elde edilen
izolatlarin ¢ogunlugu olan %47.62’sini Lb. plantarum’un olusturdugu, daha sonra
%19.05 orani ile L. brevis’in geldigi goriilmektedir. Lb. buchneri, Lb. paracasei ssp.
paracasei ve Pediococcus spp, nin her biri izolatlarin %9.52’sini ve Lb. delbrueckii ssp.

delbrueckii ise izolatlarin en az kismi olan %4.76’sin1 olusturmaktadir.

Ayrica, Tablo 4.9’de, geleneksel yontemle fermente edilen gilaburu suyu
numunelerinde yapilan LAB izolasyon caligmasinin numune bazinda ayrintilari
verilmistir. Bu tablo ile, aragtirmada kullanilan 9 adet geleneksel fermente gilaburu
numunesinin her birinde hangi besiyerleri ve diliisyonlardan hangi LAB izolatlarinin
elde edildigi ve tanimlanan izolat sayilari, tiirleri ve calisma siirecinde verilen kodlari

gosterilmistir.

Aymi zamanda, Lb. plantarum, Lb. brevis, Lb. buchneri, Lb. paracasei ssp. paracasei
Pediococcus spp. ve Lb. delbrueckii ssp. delbrueckii izolatlarinin her birine ait API 50
CHL tanimlama test sonug¢larin1 gosteren fotograflar, sirasiyla Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil
4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11 ve Sekil 4.12’de verilmistir.
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Tablo 4.5. Geleneksel Yontemle Fermente Edilen Gilaburu Numunelerinin Mikrobiyolojik Ozellikleri”

Ozellikler Geleneksel Yontemle Fermente Edilen Gilaburu Numuneleri

(log kob/g) G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 GS8 G9
Toplam Mezofilik | |, 7o 1 08 | 4.51%40.08 | 5.96'40.04 | 5.67°+0.08 | 5.61°40.07 | 4.77°+0.07 | 4.88°40.09 | 5.75' +0.07 | 4.37°+0.07
Aerobik Bakteri
Koliform <1° <1°¢ 2.20°+0.05 2.38%+0.05 <1 <1°¢ <1 <1° <1°
E. coli <1? <1? <1? <1? <1? <1? <1? <1? <1?
S. aureus <1? <1? <1? <1? <1? <1? <1? <1? <1?
B. cereus <1? <1? <1? <1? <1? <1? <1? <1? <1?
Kiif <1° <1°¢ 4.95*+0.05 4.11°+0.10 <1 <1 <1 <1° <1°
Maya 5.17*+0.08 | 4.30%°+0.07 | 5.18*+0.12 | 5.02°*+0.08 | 4.65°+0.08 | 4.48%+0.04 | 4.24°+0.07 | 3.91' £0.12 | 4.90°+0.03

*: Ortalamazstandart sapma; a-f: Farkli harfler, ayn1 satir icin veriler arasi istatistiksel fark oldugunu gostermektedir (p<0.05).

G1-G9: Tablo 3.1.’de kaynag1 acik olarak verilen geleneksel fermente gilaburu numuneleri.

Tablo 4.6. Geleneksel Yontemle Fermente Edilen Gilaburu Numunelerinde MRS ve M17 Besiyerindeki Koloni Sayim Sonuclari”

Koloni Sayilari

Geleneksel Yontemle Fermente Edilen Gilaburu Numuneleri

(log kob/g) Gl1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 GS8 G9
MRS Agar 5.46°+0.07 | 5.50°+0.09 | 6.48*+0.03 | 4.42°+0.09 | 5.61°+0.05 | 5.78°+0.07 | 3.82°+0.07 | 5.62*+0.02 | 5.67°+0.02
M17 Agar 5.45"40.05 | 5.52°+0.09 | 6.32°+0.04 | 4.32°+0.07 | 5.25°+0.10 | 5.71°*+0.11 | 3.93°+0.04 | 5.67°*+0.10 | 5.72°*+0.04

*: Ortalamazstandart sapma; a-c: Farkli harfler, aym satir icin veriler arasi istatistiksel fark oldugunu gostermektedir (p<0.05).

G1-G9: Tablo 3.1.’de kaynag1 acik olarak verilen geleneksel fermente gilaburu numuneleri.




41

Tablo 4.7. Geleneksel Yontemle Fermente Edilen Gilaburu Numunelerinden Elde Edilen LAB izolatlarinin Ozellikleri

IZOLATLAR
TESTLER

L1 L2 L3 L4 LS L6 L7 L8 L9 (L10 | L11 | L12 | L13 | L14 | L15 | L16 | L17 | L18 | L19 | L20 | L21

Gram
. + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

Reaksiyonu
Katalaz
Reaksiyonu B B B - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Glikozdan Gaz + + + + + +
Uretimi B - - B - B - B B B B B B B )
Arjininden NH;

- - - - - - - - - - + + + + + + - - - - +
Olusturma
% 2 NaCl’ de
- + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Ureme
% 4 NaCl’ de
- + + + + + + + + + + + + + + - - + + + + +
Ureme
15°C’de Gelisme + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + =)
45°C’de Gelisme - - - - - - - - - - - - - - - - +) (+) - - +
Glycerol - - + + - - - - - - - - - - - - - - - - -
Erythritol - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
D-Arabinose - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
L-Arabinose - - - - - + + + + + + - - - + + - - - - -
Ribose + + + + + + + + + + + + + + + + + + - - -
D-Xylose - - - - - - - - - - + + + + + + - - - - -




Tablo 4.7. Devami

42

L-Xylose

Adonitol

B Methyl-D-
Xyloside

Galactose

Glucose

Fructose

Mannose

Sorbose

Rhamnose

Dulcitol

Inositol

Mannitol

Sorbitol

o-Methyl-D-
Mannoside

a-Methyl-D-
Glucoside

N-Asethyl
Glucosamine
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Amygdalin +
Arbutin +
Esculin +
Salicin +
Celiobiose +
Maltose +
Lactose +
Melibiose +
Sucrose +
Trehalose +
Inulin -
Melezitose +
Raffinose +
Starch -
Glycogen -
Xylitol -




nyoan.1qpap “dss
myoantqap “q1

‘dds
sn220201paJ

‘dds
$n220001pag

19spovvd -dss
19svovavd “q7

19spovvd -dss
19svovavd “q7

touyonq *q7

Lauyong *q’7

s1249 “qT

s1049 “q1

s1249 “qT

s1249 qT

wnavyunyd *q’7
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wnavyunyd *q’7

wnavyunyd *q’7

wmavpuvyd *q7

wnavyunyd *q’7

wnavpuvyd *q7

wnavyunyd *q’7

wnavyunyd *q’7

wnavyunyd *q’7

wnuvpuvyd *q7

Tablo 4.7. Devami

Gentiobiose
D-Turanose
D- Lyxose
D-Tagatos
D-Fucose
L-Fucose
D-Arabitol
L-Arabitol
Gluconate
Gluconate
5-Keto-
Gluconate

2-Keto-

Tanimlama
Sonucu

+: Pozitif, —: Negatif, (+): Stipheli pozitif, (-): Siipheli negatif




Tablo 4.8. LAB Izole Edilen Numune Bazinda izolasyon Calismasinin Ayrintilart

LAB izole Edilen izolat Elde Edilen izolat Savist ve Tiirii izolat
Numune Kodu Besiyeri ve Diliisyon y Kodlar:
Gl M17 (10%), MRS (10™) 2 (Lb. plantarum) L1,L2
G2 M17 (10%), MRS (10 2 (Lb. plantarum) 13,14
3 M17 (10 1 (Lb. plantarum) L5,
M17 (10%), MRS (10™) 2 (Lb. buchneri) L15.L16
aa M17 (107), MRS (107) 2 (Lb. plantarum) L6, L7,
MRS (107) 1 (Pediococcus spp.) L19
G5 MRS (10 1 (Pediococcus spp.) L20
GE MRS (10 1 (Lb. brevis) L11,
M17 (10'4) 1 (Lb. delbrueckii ssp. delbrueckii) L21
o7 M17 (107), MRS (107) 2 (Lb. plantarum) L8, L9,
MRS (107 1 (Lb. brevis) L12
G8 M17 (10 1 (Lb. plantarum) L10,
M17 (10%), MRS (10™) 2 (Lb. brevis) L13,L14
G9 M17 (10", MRS (10™) 2 (Lb. paracasei ssp. paracasei) L17,L18

Tablo 4.9. Izolatlarin Dagilim

izolatlar Adet % Oran
Lb. plantarum 10 47.62
Lb. brevis 4 19.05
Lb. buchneri 2 9.52
Lb. paracasei ssp. paracasei 2 9.52
Pediococcus spp. 2 9.52
Lb. delbrueckii ssp. delbrueckii 1 4.76
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Sekil 4.2. MRS Besiyerinde Lb. brevis Kolonileri

Sekil 4.3. MRS Besiyerinde Lb. buchneri Kolonileri
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Sekil 4.6. MRS Besiyerinde Lb. delbrueckii ssp. delbrueckii Kolonileri
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Sekil 4.7. API 50 CHL Testi Uygulanan Izolatin Inkiibasyon Sonrasindaki Fotografi
(Lb. plantarum olarak tanimlanan izolata ait)

Sekil 4.8. API 50 CHL Testi Uygulanan Izolatin Inkiibasyon Sonrasindaki Fotografi
(Lb. brevis olarak tanimlanan izolata ait)
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Sekil 4.9. API 50 CHL Testi Uygulanan izolatin Inkiibasyon Sonrasindaki Fotografi
(Lb. buchneri olarak tanimlanan izolata ait)

Sekil 4.10. API 50 CHL Testi Uygulanan Izolatin inkiibasyon Sonrasindaki Fotografi
(Lb. paracasei ssp. paracasei olarak tanimlanan izolata ait)
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Sekil 4.11. API 50 CHL Testi Uygulanan Izolatin Inkiibasyon Sonrasindaki Fotografi
(Pediococcus spp. olarak tanimlanan izolata ait)

Sekil 4.12. API 50 CHL Testi Uygulanan Izolatin inkiibasyon Sonrasindaki Fotografi
(Lb. delbrueckii ssp. delbrueckii olarak tanimlanan izolata ait)
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4.3. Izolat Secimi I¢in Yapilan Cahsmalar

Arastirmanin son asamasinda, elde edilen 21 izolatin, endiistriyel fermente gilaburu suyu
tiretiminde kullanma olanaklarini belirlemeye yonelik laboratuvar sartlarinda deneme
tiretimleri yapmak {izere, antibakteriyel aktiviteleri, asit ve hidrojen siilfiir iiretme

yetenekleri test edilmistir.

4.3.1. izolatlarin Antibakteriyel Aktivitelerinin Test Edilmesi

Izolatlarin secilen E. coli, L. monocytogenes ve S. aureus test bakterilerine karsi
antibakteriyel aktivitelerini belirlemek amaciyla agar disk difiizyon yontemi uygulanmistir.
Iki paralel olarak yiiriitilen calismada, izolatlarin test bakterilerine karsi olusturdugu
inhibisyon zonu c¢aplar1 (d), inhibisyon etki ile orantili olarak yorumlanmis ve d < 8 mm
zayif etki (+), 9 mm < d < 13 mm orta etki (++), d > 14 mm ise giiclii etki (+++) olarak
degerlendirilmistir. Tablo 4.10’dan goriildiigii gibi, izolatlarin hepsi test bakterilerine karsi
inhibisyon sergilemistir. E. coli’ye karsi en yiiksek inhibisyonu gosteren Lb. plantarum
olarak tanimlanan L2 ve L7 izolatlar1 olurken en diisiik inhibisyonu, Lb. buchneri olarak
tanimlanan L15 izolati gostermistir. L. monocytogenes’e Karsi ise en yliksek inhibisyonu,
Lb. paracasei ssp. paracasei olarak tamimlanan L17 ve L18 izolatlar1 gosterirken, Lb.
plantarum olarak tanimlanan L1, L2 ve L8 ile Pediococcus spp. olarak tanimlanan L20
izolat1 en diisiik inhibisyonu gostermistir. Lb. brevis olarak tanimlanan L11 izolati, S.
aureus’a kars1 en biiyiik inhibisyon zonu olustururken, Lb. delbrueckii ssp. delbrueckii

olarak tanimlanan L21 izolat1 en kii¢iik zonu olusturmustur.

Tim Lb. plantarum izolatlar E. coli’ye kars1 11-16 mm arasinda degisen, ortalama 12.95
mm, L. monocytogenes’e karst 10-15 mm arasinda degisen, ortalama 11.75 mm, S.
aureus’a karst 10-16 mm arasinda degisen, ortalama 13.75 mm inhibisyon zonu
olusturmustur. Bu sonuglara gore, Lb. plantarum izolatlarinin hepsi E. coli, L.

monocytogenes ve S. aureus’a karsi orta diizeyde antibakteriyel aktivite gdstermistir.

Lb. brevis izolatlan1 E. coli’ye kars1 ortalama 14 mm, S. aureus’a karst ortalama 15.375
mm yani gii¢lii inhibisyon etki olustururken, L. monocytogenes’e karsi ortalama 13.25 mm

inhibisyon zonu meydana getirmistir.
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Tablo 4.10. Izolatlarin Antibakteriyel Aktivite Test Sonuclari

. Test Bakterileri
Ilzg:ﬁ: E. coli L. monocytogenes S. aureus
dort ED dorr ED dorr ED
L1 12 ++ 10.5 ++ 13 ++
L2 15.5 +++ 10.5 ++ 15 +++
L3 14 +++ 11.5 ++ 12 ++
L4 10.5 ++ 11.5 ++ 14.5 +++
LS 12 ++ 11.5 ++ 12.5 ++
Lé6 14 +++ 14.5 +++ 14 +++
L7 15.5 +++ 15 +++ 16 +++
L8 11.5 ++ 10.5 ++ 11.5 ++
L9 12.5 ++ 11 ++ 17 +++
L10 12 ++ 11 ++ 12 ++
L11 15 +++ 13 ++ 17.5 +++
L12 14.5 +++ 12.5 ++ 17 +++
L13 12.5 ++ 14 +++ 13 ++
L14 14 +++ 13.5 ++ 14 +++
L15 8 + 15 +++ 9.5 ++
L16 8.5 ++ 15 +++ 11.5 ++
L17 14.5 +++ 15 +++ 11.5 ++
L18 13.5 ++ 15 +++ 12.5 ++
L19 15 +++ 12 ++ 11 ++
L20 13 ++ 10.5 ++ 11 ++
L21 10 ++ 11 ++ 7.5 +

dort: Test bakterilerine kars1 izolatlarin olusturdugu ortalama inhibisyon ¢aplari, mm

ED: izolatlarin antibakteriyel etki diizeyleri (+ zayif, ++ orta, +++ giiclii)

Lb. buchneri izolatlar, E. coli’ye karsi ortalama 8.25 mm inhibisyon zonu olusturarak
zayif, L. monocytogenes’e kars1 ortalama 15 mm inhibisyon zonu olusturarak giiclii ve S.
aureus’a kars1 10.5 mm inhibisyon zonu olusturarak orta diizeyde bir antibakteriyel etki

gostermistir.

E. coli ve L. monocytogenes’e karsi sirasiyla ortalama 14 mm ve 15 mm inhibisyon zonu
olusturarak giiclii antibakteriyel etki gosteren Lb. paracasei ssp. paracasei izolatlari, S.

aureus’a kars1 ortalama 12 mm inhibisyon zonu ile zayif antibakteriyel etki gdstermistir.
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Pediococcus spp. izolatlar1 E. coli’ye karst ortalama 14 mm inhibisyon zonu olusturarak
giiclii, L. monocytogenes ve S. aureus’a ise sirastyla 11.25 mm ve 11 mm inhibisyon zonu

vererek orta diizeyde antibakteriyel etki gostermistir.

Calisma siirecinde elde edilen 1 adet Lb. delbrueckii ssp. delbrueckii izolat1 E. coli ve L.

monocytogenes’e karsi orta, S. aureus’a karsi ise zayif antibakteriyel etki olusturmustur.

4.3.2. izolatlarin Asit Uretme Yeteneklerinin Test Edilmesi

Geleneksel yontemle fermente edilen gilaburu numunelerinden elde edilen 21 izolatin asit
tiretme yetenekleri, MRS sivi besiyerine inokiilasyonlarini takip eden 30+1°C’deki

inkiibasyon siirecinde 3, 6, 18 ve 24 saat sonunda pH ol¢iimleri yapilarak ortaya konmustur

(Tablo 4.11).

Lb. plantarum izolatlar1, kiiltiir ortam1 pH’s1in1 baslangi¢c 5.55-6.00 aras1 degerlerden 4.35-
4.73 aras1 degerlere diisirmiistiir. Tablo 4.11°de goriildiigii gibi, en fazla pH diisiisii, L7

kodlu Lb. plantarum izolatinda gergeklesmistir.

Lb. brevis izolatlar1 arasinda en yiiksek asit liretme yetenegini, 24 saatlik inkiibasyon

sonunda L13 kodlu Lb. brevis izolat1 gostermistir.

Hem tiim diger izolatlarla hem de diger aym tiir izolatla kiyaslandiginda en yiiksek asit

tiretme yetenegini, L16 kodlu Lb. buchneri izolat1 géstermistir.

Lb. paracasei ssp. paracasei izolatlari, 24 saat sonunda pH’y1 5.60 baslangi¢ degerinden

4.68-4.70 degerlerine diislirmiistiir.

Pediococcus spp. olarak tanimlanan izolatlarin, kiiltiir ortam1 pH’sim1 24 saat sonra 5.57-

5.60 degerlerinden 4.88-4.92 aras1 degerlerine diisiirdiigli goriilmiistiir.

Diger tim izolatlarla kiyaslandiginda en diisiik asit iiretme yetenegine, L21 kodlu Lb.

delbrueckii ssp. delbrueckii izolatinin sahip oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 4.11. izolatlarin Asit Uretme Yetenekleri Test Sonuclari

izolat Inkiibasyon Siirecindeki pH Degerleri
Kodu | 3 saat sonra 6 saat sonra 18 saat sonra | 24 saat sonra
L1 5.58 5.54 5.46 4.71
L2 5.55 5.50 5.40 4.65
L3 5.56 5.52 5.44 4.73
L4 5.56 5.50 5.35 4.40
L5 5.58 5.53 5.42 4.45
Lé6 5.56 5.51 5.35 4.38
L7 5.55 5.49 5.34 4.35
L8 6.00 5.54 5.37 4.42
L9 5.57 5.48 5.39 4.46
L10 5.57 5.49 5.36 4.40
L11 5.47 5.34 4.52 4.18
L12 5.45 5.29 4.50 4.15
L13 5.46 5.21 4.40 4.00
L14 5.44 5.20 4.48 4.12
L15 5.54 5.27 4.74 4.05
L16 5.50 5.21 4.18 3.90
L17 5.60 5.59 5.49 4.70
L18 5.60 5.55 5.42 4.68
L19 5.60 5.56 5.32 4.88
L20 5.57 5.52 5.29 4.92
L21 6.01 5.96 5.88 5.75

4.3.3. izolatlarin Hidrojen Siilfiir Uretme Yeteneklerinin Test Edilmesi

Izolatlarin hidrojen siilfiir iiretme durumlari, Triple Sugar Iron Agar besiyerindeki
kiiltiirlerin 2 haftalik inkiibasyonlar1 sonunda besiyeri rengi incelenerek degerlendirilmistir.

[zolatlardan higbiri, hidrojen siilfiir iiretmemistir.

4.4. Fermente Gilaburu Suyu Uretmek Uzere izolatlarin Secimi

[zolatlara uygulanan testler (antibakteriyel aktivite testleri, asit iiretme yetenek testleri,
hidrojen siilfiir iiretme yetenek testleri) ve geleneksel fermente gilaburu numunelerine
uygulanan duyusal panel dikkate alinarak, laboratuvar sartlarinda fermente gilaburu

numuneleri {iretiminde kullanmak {izere 7 farkli izolat veya izolat kombinasyonu
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belirlenmistir. Deneme iiretimlerinde kullanilmak {izere belirlenen 6 izolatin test
bakterilerine kars1 gosterdigi inhibisyon etki ve asit iiretme yetenekleri, Sekil 5.2°de

gosterilmisgtir:

1. Deneme Numunesi (T1) Icin: L7 (Lb. plantarum) izolat

2. Deneme Numunesi (T2) Icin: L13 (Lb. brevis) izolati

3. Deneme Numunesi (T3) I¢in: L18 (Lb. paracasei ssp. paracasei) izolati

4. Deneme Numunesi (T4) Icin: L7+L13 (Lb. plantarum+Lb. brevis) izolat kombinasyonu

5. Deneme Numunesi (T5) Icin: L7+L16 (Lb. plantarum+Lb. buchneri) izolat

kombinasyonu

6. Deneme Numunesi (T6) Icin: L7+L19 (Lb. plantarum+Pediococcus spp.) izolat

kombinasyonu

7. Deneme Numunesi (T7) Igin: L7+L13+L16+L18+L19+L21 (Lb. plantarum+Lb.
brevis+Lb. buchneri+Lb. paracasei ssp. paracasei+Pediococcus spp.+Lb. delbrueckii ssp.

delbrueckii) izolat kombinasyonu

4.5. Secilen izolatlar Kullamlarak Fermente Gilaburu Suyu Uretme Denemeleri

Secilen izolatlar, 3.3.6’da anlatildig1 sekilde kullanilarak laboratuvar sartlarinda 7 farkli
fermente gilaburu suyu numunesi iiretimi denenmistir. Uretimi takiben, deneme
numuneleri ve deneme numunelerinde kullanilan ticari pastorize gilaburu nektar1 10 giin
buzdolab1 ortaminda muhafaza edildikten sonra pH, asitlik, indirgen seker, protein, kiil,
ham seliiloz, yag, etil alkol, askorbik asit ve toplam fenolik miktar1 analizleri yapilmistir.

Analiz sonuglari, Tablo 4.4’de verilmistir.

Test numuneleri icindeki LAB yiikii ise, 10 giinlilk sogukta muhafaza islemi sonrasi

3.3.3’de anlatilan yontemle tespit edilmistir. Bu sonuglar da Tablo 4.12’de gosterilmistir.
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Tablo 4.12. Buzdolab1 Sartlarinda 10 Giin Muhafaza Edilen Test Numunelerindeki
LAB Yiikleri*

Test Numuneleri (If(;;]if]?/y;ilsll)
T1 7.64°+0.02
™ 7.56°+0.01
T3 7.65°+0.01
T4 7.32°+0.04
TS 7.15°+0.02
T6 6.39°+0.03
T7 6.63°+0.02

*. Ortalamazstandart sapma; a-e: Farkli harfler, ayni siitun igin veriler arasi istatistiksel fark oldugunu
gostermektedir (p<0.05).

4.6. Duyusal Analizler

Calismada kullanilan 9 adet geleneksel fermente gilaburu suyu numunesi i¢in yapilan
birinci duyusal analiz sonuclar Sekil 4.13’te gosterilmistir. Bu grafikten de anlasildigi
gibi, renk/goriiniim parametresi, tat, genel begeni ve toplamda en fazla puan alan numune,
Gesi’den temin edilen gilaburu meyvelerinin geleneksel fermentasyonu sonucu elde edilen
ve calisma siirecinde G2 kodu ile anilan meyve suyu olmustur. Bunu toplam duyusal
puanda G9, G8, G1, G4, G6, G3, G7 ve G5 numuneleri izlemistir. Istatistiksel verilere
gore, geleneksel fermente numunelerde yapilan duyusal panelde koku disindaki diger
parametreler (renk/goriiniim, tat, koku, genel begeni) i¢cin numuneler arasindaki fark
onemli (p<0.05) bulunmustur. Bu duyusal analiz sonucuna gore, ikinci duyusal analizde

geleneksel fermente gilaburu suyu olarak panelistlere G2 numunesi verilmistir.
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Sekil 4.13. Geleneksel Fermente Gilaburu Suyunda Yapilan Birinci Duyusal Analiz
Sonuglari

Ayrica, izole kiiltiirlerle iiretilen 7 deneme iiretimi numunesi, ticari pastorize gilaburu
nektar1 ve geleneksel fermente numuneler arasinda yapilan duyusal analizde en fazla puan
alan G2 meyve suyundan olusan toplam 9 numune icin ikinci duyusal analiz
gerceklestirilmistir. Bu duyusal analizde, panelistlerin duyusal ozelliklere verdikleri
puanlarin ortalamasi da Sekil 4.14’te verilmistir. Grafikten de anlasildig gibi, tat ve genel
begeni parametrelerinde ve toplamda en yiiksek puanlar1 L7 kodlu Lb. plantarum izolatini
iceren T1 test numunesi almistir. Bunu toplam duyusal puanda L18 kodlu Lb. paracasei
ssp. paracasei izolatin1 iceren T3 test numunesi, ticari pastorize iiriin olan T8 kodlu
numune ve geleneksel yontemle fermente edilen gilaburu suyunu temsil eden T9 kodlu
numune izlemistir. Koku parametresinde ise, en yiiksek puani ticari pastorize iiriin alirken,
en diisik puam geleneksel fermente numune almistir. Bu duyusal analizde, istatistiksel
olarak numuneler arasindaki fark, renk/goriinim ve koku parametreleri icin Onemsiz

(p>0.05), tat ve genel begeni parametreleri i¢cin dnemli (p<0.05) olarak bulunmustur.
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Sekil 4.14. Izolatlarla Uretilen Gilaburu Sularinda Yapilan Ikinci Duyusal Analiz Sonuglari




5. BOLUM
SONUC VE YORUM

Gilaburu suyu, iilkemize has, insan saglig1 lizerine etkileri tecriibe edilmis, hakkinda
fazlaca bilimsel ¢alisma bulunmayan bir iiriindiir. Hakkinda yapilan arastirmalar da
sadece taze meyve veya suyunun fizikokimyasal 6zellikleri ile ilgilidir. Oysa geleneksel
gilaburu suyu, elde edilmeden once yapilan fermentasyondan dolayi, birtakim LAB de
icermektedir ki, bulundugu ortamin yiiksek asit iceriginden dolayr muhtemelen bunlarin

bir¢cogu probiyotik karakterlidir.

Bugiine kadar gilaburu meyvesinde, cekirdeginde, kurutulmus meyve ekstraktinda,
fiziksel ve kimyasal bazi parametrelerin analiz edildigi cesitli caligmalar yapilmistir.
Ancak gilaburu meyvesinde mikrobiyolojik calisma yapan ve geleneksel fermente
iriinde fermentasyon etmenlerini tanimlayan herhangi bir arastirma bulunmamaktadir.

Bu nedenle, mevcut calisma, kapsami goz oniine alindiginda ilk olma 6zelligindedir.

Bu calismada, 9 farkli bolgeden temin edilen hem taze gilaburu suyu numunelerinde
hem de 4 ay geleneksel yontemle fermente edilen meyve suyu numunelerinde briks, pH,
asitlik, indirgen seker, protein, kiil, ham seliiloz, yag, etil alkol, askorbik asit ve toplam
fenolik miktar1 tespit edilmistir (Tablo 4.1 ve Tablo 4.2). Bolat ve Ozcan [4], Konya’da
yetisen bir gilaburu bitkisinin meyvelerini 5 ay siireyle cesme suyu icinde
fermentasyona birakmislar ve fermentasyon doneminin basinda, ortasinda ve sonunda
bu parametrelerin bazilarini calismislardir. Bizim caligmamizda, taze meyvede tespit
edilem ortalama pH degerleri (3.30), sozii edilen arastirmada tespit edilen pH degerine
(3.24) yakindir. Numunelerin ¢oziiniir kati maddesinin, refraktometrik metot yerine
105+2°C’de 3 saat etiivde bekletilerek belirlendigi arastirmada, mevcut calismanin
ortalama degerleri altinda veriler elde edilmistir. Titrasyon asitliginin tartarik asit olarak
saptandigl bu arastirma sonucunda, fermentasyon ortasinda azalma, sonunda tekrar

baslangic degerine yiikselme kaydedilmis ve % ham protein, % kiil, % ham seliilloz, %
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yag degerleri belirgin bir sekilde bulgularimizdan farkli tespit edilmistir. Numunelerde
fermentasyon siirecinde kaydedilen % indirgen seker (5.83, 4.43, 3.97) ve mg/kg
askorbik asit miktarlar1 (560, 380, 362) ise, mevcut calisma verilerine yakin

bulunmustur.

Kayseri’nin 5 farkli bolgesine ait gilaburu meyvelerini 3 ay cesme suyu icinde
beklettikten sonra analize alan Soylak ve ark. [5], meyve suyu numunelerinde, arastirma
sonuglarimizdan (Tablo 4.3) ortalamada daha yiiksek (2.8-3.1 arasinda) pH ve benzer
(308-661 mg/1 arasinda) askorbik asit degerleri belirlemislerdir.

Gilaburu meyvesinin baz1 kimyasal ozelliklerini tespit eden Akbulut ve ark. [12],
arastirmada kullandiklar1 numunede, mevcut ¢aligmada taze meyve suyu numunelerinde
tespit edilen ortalama indirgen seker, ham yag ve askorbik asite yakin veriler elde
etmekle beraber, asitlik, toplam fenolik, protein, ham seliilloz ve kiil verileri, mevcut
calismamizda elde edilenlerden farklidir. Taze gilaburu suyunda ortalama 534.42 mg
GAE/100 ml olarak tespit edilen toplam fenolik madde miktar1 (Tablo 4.3), Velioglu ve
ark. [9] tarafindan 590.3 mg/100 ml, Elmastas ve Ger¢ek¢ioglu [13] tarafindan ise, 22.9
pg bulunmustur. Cam’a ait bir calismada [10], gilaburuda askorbik asit 73.6 mg/100 g
olarak kaydedilirken, Cam ve ark.’min caligmasinda [11], gilaburu meyve etinde
askorbik asit 52.7 mg/100 g, toplam fenolik madde 355.59 mg GAE/100 g olarak

bildirilmistir.

Gilaburu meyvesi ile yapilan biitiin bu ¢alismalarda, cesitli fizikokimyasal 6zellikler
icin farkli veriler elde edilmesi, muhtemelen numunelerin analize alinan kisimlarinin
(meyve eti, kabugu, cekirdegi vs.) degismesinden, analiz 6ncesi numuneye uygulanan
islemlerden (ekstraksiyon, siizme gibi), analizin taze meyve ya da degisik siireler
fermente edilmis meyvelerde yapilmasindan ve standart olmayan metotlarin
kullanilmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, gilaburu meyvelerinin yetistigi bitkinin
bulundugu bolge, yetisme sartlari ve hasat edildigi donemler, analiz sonuglarina
yansiyan Onemli faktorlerdendir. Bu faktorlerin gilaburu suyu numunelerinin
fizikokimyasal oOzelliklerine etkisi, aragtirmamizda 9 farkli bolgeden temin edilen
numunelerde gosterilmistir. Ayrica arastirmamizda kaynagi ayni olan meyve suyu
numunelerinin fizikokimyasal Ozelliklerine 4 aylik fermentasyonun etkisi de tespit

edilmistir.
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Calisma bulgulari, fermentasyonla birlikte meyve suyu numunelerinin briks, pH, asitlik,
indirgen seker, protein, kiil, ham seliiloz, yag ve askorbik asit degerlerinin beklenildigi
gibi diistiiglinii ortaya koymustur (Tablo 4.2). Bunun yaninda, taze meyve suyu
numunelerinin higbirinde etil alkol tespit edilemezken, fermente numunelerin hepsinde
0.6588-6.1176 g/l aras1 etil alkol saptanmis ve bu parametre i¢cin numuneler arasindaki
fark istatistiksel olarak onemli bulunmustur (p<0.05). Ayrica, fermente numunelerde
toplam fenolik madde miktarlarinin taze numunelere gore daha yiiksek bulunmasi
dikkat cekicidir. Bunun sebebinin fermentasyon etmeni mikroorganizmalar oldugu ve
hem taze hem de fermentasyon etmenleri bilinen bir seri fermente numunede toplam
fenolik madde yaninda fenolik bilesenlerin ayr1 ayr1 analiz edilmesinin, bu durumun
izahinda yararli olacag diisiiniilmektedir. Ayrica bu calismada, biri ticari pastorize
gilaburu nektar1 olmak {iizere, bu pastorize gilaburu suyuna, izole edilen LAB’nin
asilanmasi ile laboratuvar sartlarinda iiretilen 7 test numunesiyle beraber toplam 8 adet
numune, 10 giin siireyle buzdolabinda depolanmistir. Daha sonra bu 8 numunenin
coziiniir kat1 madde, pH, asitlik, indirgen seker, protein, kiil, ham seliiloz, yag, etil alkol,
askorbik asit ve toplam fenolik miktarlar tespit edilmistir. pH, asitlik, indirgen seker,
protein, etil alkol, askorbik asit ve toplam fenolik degerleri icin numuneler arasindaki
farkliliklarin, test numunelerinde kullanilan LAB izolatlarinin tiirii, inokiilasyon miktart,
fermentasyon icin belirlenen inkiibasyon siiresi yaninda, {iriinlerin depolama sicaklik ve
siiresine de bagl olabilecegi tahmin edilmektedir. Biitiin bu olas1 degiskenlerin {iriin
tizerindeki etkilerini tanimlamak, farkl tiretim proseslerinin ve depolama sartlarinin, bu

fizikokimyasal parametrelere kars1 analiz edilmesi ile miimkiin olabilecektir.

Bu ¢alismanin onemli diger bir bulgusu, gilaburu meyvesinin yaygin tiikketim sekli olan
geleneksel fermentasyon isleminin, numunelerin mikrobiyolojik ©zelliklerine etkisini
ortaya koymus olmasidir. Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’nin Mikrobiyolojik Kriterler
Tebligi’nde (Teblig No:2001/19) meyve sulari, en fazla 1x10* kob/ml mezofilik aerobik
bakteri ve 1x10° kob/ml kiif-maya ile simirlandiriimakta ve koliform bakteri bulunmasi
istenmemektedir. Halk arasinda yaygin olan iiretim sekline uygun olarak,
arastirmamizda 9 farkli yoreden saglanan meyvelerle hazirlanan geleneksel fermente
gilaburu numunelerinde yapilan toplam mezofilik aerobik bakteri, koliform, E. coli, S.
aureus, B. cereus, kiif ve maya analizleri, numunelerin tamaminin, mezofilik aerobik

bakteri ve maya acisindan, ayrica ikisinin koliform bakteri agisindan teblige uygun
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olmadigini ortaya koymustur (Tablo 4.5). Bu sonuclar, standart fermente iiriin tiretme

olanaklarinin aragtirilmasinin gerekliligini ve 6nemini gostermektedir.

Bu calismanin en 6nemli ve 6zgiin bulgusu ise, 9 adet geleneksel fermente gilaburu
numunesinden 6 farkli LAB tiiriinden (Lb. plantarum, Lb. brevis, Lb. buchneri, Lb.
paracasei ssp. paracasei, Pediococcus spp. ve Lb. delbrueckii ssp. delbrueckii) olusan
toplam 21 LAB’nin izole edilmis olmasidir. Bugiine kadar, fermente gilaburu
meyvelerinde bu amagcla bir aragtirma yapilmamakla birlikte bu mikroorganizmalar,
bitkisel orijinli c¢esitli fermente iiriinlerden izole edilmistir. Bu izolatlarin diisiik pH’ya
sahip numunelerden izole edilmeleri, asit {iiretim yeteneklerinin iyl olmasi,
antimikrobiyal aktivite gostermeleri ve hidrojen siilfiir iiretimlerinin bulunmamasi,

bircogunun probiyotik 6zelliklere sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

Aric1 ve Coskun [49], kirmiz1 iizim veya iiziim suyundan iiretilen Trakya’ya 0zgii
geleneksel hardaliye iceceginde, LAB izole etmisler ve 48 izolatin 15’ini Lb. paracasei
ssp. paracasei, 15°ini Lb. casei ssp. pseudoplantarum, 6’sin1 Lb. pontis, 3’er tanesini
Lb. brevis, Lb. acetotolerans, Lb. sanfransisco ve Lb. vaccinostercus olarak
tanimlamiglardir. Geleneksel yontemle 4 ay fermente edilen gilaburu meyvelerinden
izole ettigimiz LAB’nin 2’si (Lb. paracasei ssp. paracasei ve Lb. brevis), hardaliyeden
de izole edilmistir. Bagka bir ¢alismada [50] ise, bu izolatlardan se¢ilen starter kiiltiirler
ve hardal tohumlar1 degisken olarak kullanilmak iizere pastorize iiziim suyundan
modifiye yontemle hardaliye {iretimi denenmis ve 7 giinliik fermentasyon siirecinde pH,

toplam seker ve LAB sayilar1 izlenmistir.

Bu calismada, yukarda sozii edilen calismalardan farkli olarak, izole edilen LAB,
laboratuvar sartlarinda {iiretilen fermente gilaburu suyunda kullanilmadan once bazi
testlere tabi tutulmustur. Izolatlara uygulanan testlerden biri, E. coli, L. monocytogenes
ve S. aureus mikroorganizmalarina kars: antibakteriyel aktivite testi olmustur. Secilen
izolatlarin test bakterilerine kars1 gosterdigi inhibitor etki, Sekil 5.1°de goriilmektedir.
Aymi LAB tiirleri arasinda yapilan karsilastirmada en biiyiik inhibisyon zonu olusturan
izolat Lb. plantarum izolatlar1 arasinda L7, Lb. brevis izolatlar1 arasinda L11, Lb.
buchneri izolatlar1 arasinda 1.16, Lb. paracasei ssp. paracasei izolatlart arasinda L18,

Pediococcus spp. izolatlar1 arasinda L19 olarak tespit edilmistir.
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Test Bakterileri

Sekil 5.1. Segilen Izolatlarin Antibakteriyel Aktiviteleri

Izolat secimi icin uygulanan ikinci test, izolatlarin kiiltiir ortam1 pH’sim1 inkiibasyon
siirecinde diisiirmeleri izlenerek yapilan asit iiretme yetenekleri testidir. izolatlarin
zamana kars1 pH’y1 diisiirme etkileri, Sekil 5.2’de grafik halinde verilmistir. Inkiibasyon
baslangicindan itibaren 3, 6, 18 ve 24 ssat sonra Olciilen pH degerlerinden en diisiikleri
dikkate alinarak her LAB tiirlinden bir izolat (L7, L13, L16, L18, L19) belirlenmistir.
Tiim izolatlarin kiiltiir ortam1 pH’sim1 diisiirdiigi goriiliirken, en yiiksek asit {iretme
yeteneginde olan izolat, kiiltiir ortam1 pH’sim1 5.9 degerinden 3.9’a kadar diistiren L16
kodlu Lb. buchneri izolat1 olarak tespit edilmistir. Bu durum, probiyotik iriin i¢in
onemli bir ozellik olarak degerlendirilmektedir. Izolatlara uygulanan diger bir test,
izolatlarin gelisme ortamlarinda olumsuz duyusal 6zelliklere neden olan hidrojen siilfiir
tiretme yeteneklerinin incelenmesi olmus ve higbir izolatin bu 6zelligi tasimadigi ortaya
konmustur. Izolat seciminde dikkate alinan bu ii¢ test, calismada elde edilen izolatlarin

probiyotik 6zelliklerinin kaniti i¢in asgari parametreler olarak yorumlanmistir.
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Sekil 5.2. Secilen izolatlarin Asit Uretme Yetenekleri

LAB’nin probiyotik ozelliklerini kanitlamak iizere antibakteriyel aktivite, asit ve
hidrojen siilfiir tiretme yeteneklerinin test edildigi farkli materyal ve yontemlerin
kullanildigr cesitli calismalar mevcuttur. Bu calismalarin birinde [39], Lb. plantarum,
Lb. brevis, Lb. buchnerii, P. dextrinicus ve P. parvulus tiirlerini iceren, taze meyve ve
sebze numunelerinden elde edilen izolatlar dahil bircok LAB kiiltiiriiniin antibakteriyel
aktivitesi, E. coli, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, S. typhimurium ve
S. aureus test bakterilerine kars1 incelenmigstir. LAB ve patojen bakteriler, elma bereleri
ve marul kesikleri iizerinde gelistirilmis ve tiim killtiirlerin L. monocytogenes
popiilasyonunu belirgin bir sekilde diisiirdiigii gozlenmis ve ayrica, tim LAB
kiiltiirlerinin taze meyve ve sebzelerin raf Omriinii uzatmak icin etkili olduklar1 ve
biyokoruyucu olarak kullanilabilecegi yorumu yapilmistir. Agar disk difiizyon
yonetminin kullanildigi bir arastirmada [40], mevcut ¢calismamizdaki izolat tiirlerinden
olan Lb. brevis ve Lb. plantarum’un antifungal aktivitesi kanitlanmistir. Baska bir
calisma [20], fermente yulaf lapasindan izole edilen LAB’nin biiyiikk boliimiinii
olusturan Lb. plantarum izolatlarinin bakteriyosin iireten gen varligina sahip olduklarini

ortaya koymustur.

Calisma sonunda, secilen izolatlardan olusturulan kiiltiir veya kiiltiir kombinasyonlari,
laboratuvar sartlarinda yapilan test iiretimlerde kullanilmig ve iiretim sonunda 10 giin

buzdolabinda muhafaza edildikten sonra canli LAB yiikleri tespit edilmistir. Coskun ve
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Arici [50], yaptiklar: hardaliye tiretim denemesinde test numunelerindeki LAB yiikiiniin
7 giinliik fermentasyon siirecinde arttigin1 kaydetmisler, depolama siirecindeki degisimi

analiz etmemislerdir.

Bir iiriiniin probiyotik 6zellik tagimasi i¢in, raf 6mrii boyunca gram ya da mililitrede en
az 10° kob canli probiyotik bakteri icermesi gerekmektedir. Bizim c¢alismamizda
laboratuvar sartlarinda {iiretilen numuneler 10 giin buzdolabinda bekletildikten sonra
canlt LAB sayimlari yapilmis ve 10°-107 arasinda canli LAB icerdikleri tespit edilmistir.
Bu sonuglar da, geleneksel olarak fermente edilen gilaburu numunelerinden izole edilen
ve tanimlanan izolatlar arasindan segilerek ticari pastorize gilaburu nektarina inokiile
edilen LAB’nin tamaminin 10 giin siiresince canli kalabildigini ve endiistriyel meyve
suyu iiretiminde kullanilabilecegini gostermistir. Meyve-sebze esashi probiyotik icecek
tiretme olanaklarini ortaya koyan Yoon ve ark. [45-47], farkli hammadde ve 4 LAB
kullanmiglardir. Domates suyunu probiyotiklestirmeyi amaclayan calismada, 4 hafta
sogukta muhafaza edildikten sonra Lb. plantarum ve Lb. delbrueckii kullanilan
numunelerde 3.4x10° Lb. plantarum ve 8.1x10° Lb. delbrueckii sayilmistir. Bu calisma
sonunda Lb. plantarum’un diger LAB Kkiiltiirlerine gore fermentasyonda en fazla asit
tiretimine ve en hizli pH diisiisiine neden oldugu anlagilmistir. Ayn1 amacla lahana
suyunda yapilan ¢alismada, Lb. plantarum ve Lb. delbrueckii kullanilan numunelerde
72 saatlik fermentasyon sonunda pH’nin 5.8’den 3.6’ya diistiigi ve 4 hafta sogukta
muhafaza edildikten sonra Lb. plantarum bulunan numunede 4.1x107 kob/ml, Lb.
delbrueckii bulunan numunede 4.5x10° kob/ml diizeyinde canli organizma sayildig:

kaydedilmistir.

Mevcut c¢alismamizda, yapilan duyusal analiz sonuglar1 da, onemli bulgular ortaya
koymustur. Bu analiz sonuglar1 degerlendirildiginde, tat ve genel begeni
parametrelerinde ve toplamda en yiiksek puanlari L7 kodlu Lb. plantarum izolatimi
iceren T1 test numunesi almistir. Bunu toplam duyusal puanda L.18 kodlu Lb. paracasei
ssp. paracasei izolatin1 igeren T3 test numunesi takip etmistir. Izolatlarla fermente
edilerek iiretilen gilaburu sulari, pastorize ve geleneksel iiretimde en ¢ok begenilen
gilaburu sularina kiyasla daha fazla begenilmistir. Bu sonu¢ da, calismada izolatlarla
tiretilen standart fermente gilaburu suyunun tiiketiciler tarafindan tercih edilecegi

kanaatini olusturmaktadir.
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Son olarak, bu c¢alisma bulgularindan ¢ikarilan 6nemli degerlendirmeler su sekilde

siralanabilir:

- Fermente yiyecek ve iceceklerin ilk temeli, hammaddede dogal olarak bulunan
mikrofloranin gelismesi sonucu kendiliginden fermentasyona dayanmaktadir. Bu
durumda son iriiniin kalitesi, hammaddenin mikrobiyal yiikiine bagli olarak
degistiginden, standart kalitede bir son {iiriin tiretmek miimkiin olmamaktadir.
Geleneksel yontemlerle hazirlanan fermente {iriinlerde, istenmeyen son (iiriin
ozellikleri, patojen mikroorganizma riski ya da besin kaybi olusabilmektedir.
Tiiketimleri her gecen giin azalan bu iiriinlerdeki fermentasyon etmenlerinin
tanimlanarak endiistride kullanmak iizere starter kiiltiir olarak secilmesi onemlidir.
Boylece kontrollii sartlarda iiretilen ve standardize edilmis endiistriyel iiriinler,
hem tiiketiciler hem de ilgili sektor acisindan yararhi bir alternatif olacaktir. Bu
nedenle, gilaburu suyunun fermente bir icecek olarak standartlasmasi onemlidir.
Bu calisma verilerine gore, standart fermente gilaburu suyunun iiretiminin

miimkiin oldugu sonucuna varilmaistir.

- Son zamanlarda, hastaliklar1 onlemeye yardim etmek amaciyla saghkli diyetlere
artan bir ilgi bulunmaktadir. Saglikli diyet s6z konusu oldugunda, yeni
fonksiyonel gidalar gelistirmekle ilgili ¢caligmalar biiyliik onem kazanmaktadir ve
bu kapsamda, probiyotik ve prebiyotik gida katkilari, yogun arastirma konularidir.
LAB tarafindan iiretilen fermente gidalar bu bakterilerin probiyotik
ozelliklerinden dolayr son yillarda oldukca popiiler olmuslardir. Kefir gibi
fermente iiriinlerin bazilan diinyaca yaygin olarak tiiketilmesine ragmen, yoresel
olarak iiretilen binlerce iiriin, sanayilesen toplumlarda kaybolup gitmektedir. Bu
calisma ile probiyotik 6zelliklere sahip, LAB iceren ve geleneksel bir iiriiniin

degeri ve 6nemi ortaya konmustur.

- Probiyotik ozellikli LAB, siit esasl iiriinlerde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ancak, laktoz intoleransi olarak bilinen siitiin temel karbonhidrat: olan laktozun
monosakkarit bilesenleri olan glikoz ve galaktoza tamamen pargalanmamasi
durumu, oldukca genel bir sorundur. Laktoz intoleransi yaninda siit esash
triinlerdeki kolestrol igerigi, fermente siit iriinleri ile ilgili iki Onemli

dezavantajdir. Bu nedenle siit esasli olmayan probiyotik iiriin alternatifi onemlidir.
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Bu caligmada, “probiyotik 6zelliklere sahip laktik asit bakterisi iceren meyve bazh
icecek” olarak nitelenebilecek yeni ve fonksiyonel bir iiriin kategorisi olusmasi

Ongoriilmiistiir.

Bu calismada temeli olusturulan yeni iiriiniin, fonksiyonel ve teknik 6zelliklerinin
ayrintili olarak arastirilmasi, genis katilimli tiiketici testleri kullanilarak ideal iiriin
formiilasyonlar1 gelistirildikten sonra endiistriyel iiretiminin baslatilmasi1 yararh

olacaktir.
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EKLER

EK-1 Fizikokimyasal Calismalara Ait Ham Veriler

Briks (Taze Numuneler)

1. Okuma II. Okuma Ortalama
N1 8.30 8.30 8.30
N2 9.25 9.25 9.25
N3 11.00 11.00 11.00
N4 9.10 9.10 9.10
N5 9.00 9.00 9.00
N6 8.50 8.50 8.50
N7 8.10 8.10 8.10
N8 10.50 10.50 10.50
N9 8.70 8.70 8.70

Briks (Geleneksel Fermente Numuneler)

Gl
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8
G9

Briks (Laboratuvar Sartlarinda Uretilen Numuneler ve Ticari Uriin)

1. Okuma II. Okuma
8.00 8.00
9.00 9.00
10.70 10.70
8.80 8.80
8.70 8.70
8.20 8.20
7.90 7.90

10.20 10.20
9.50 9.50

Ortalama

8.00
9.00
10.70
8.80
8.70
8.20
7.90
10.20
9.50

T1
T2
T3
T4
TS
T6
T7
T8

1. Okuma II. Okuma
6.40 6.40
6.40 6.40
6.40 6.40
6.40 6.40
6.40 6.40
6.40 6.40
6.40 6.40
6.40 6.40

Ortalama

6.40
6.40
6.40
6.40
6.40
6.40
6.40
6.40
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pH (Taze Numuneler)

I. Okuma II. Okuma Ortalama

N1 3.08 3.08 3.08
N2 3.32 3.32 3.32
N3 3.40 3.40 3.40
N4 3.27 3.27 3.27
N5 3.44 3.44 3.44
N6 3.40 3.40 3.40
N7 3.27 3.27 3.27
N8 3.38 3.38 3.38
N9 3.10 3.10 3.10

pH (Geleneksel Fermente Numuneler)

I. Okuma II. Okuma Ortalama

Gl 243 243 243
G2 2.46 2.46 2.46
G3 2.69 2.69 2.69
G4 2.40 2.40 2.40
G5 2.49 2.49 2.49
G6 2.57 2.57 2.57
G7 2.58 2.58 2.58
G8 2.66 2.66 2.66
G9 2.60 2.60 2.60

pH (Laboratuvar Sartlarinda Uretilen Numuneler ve Ticari Uriin)

I. Okuma II. Okuma Ortalama

T1 2.88 2.88 2.88
T2 2.85 2.85 2.85
T3 2.93 2.93 2.93
T4 2.85 2.85 2.85
T5 2.90 2.90 2.90
T6 292 292 2.92
T7 2.94 2.94 2.94

T8 3.04 3.04 3.04
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Asitlik (Taze Numuneler)

1. Paralel I1. Paralel
S A S A Ortalama
N1 4.95 1.89 4.94 1.89 1.89
N2 5.08 1.94 5.08 1.94 1.94
N3 6.01 2.30 6.03 2.30 2.30
N4 6.12 2.34 6.13 2.34 2.34
N5 6.18 2.36 6.22 2.38 2.37
N6 6.11 2.33 6.09 2.33 2.33
N7 6.07 2.32 6.08 2.32 2.32
N8 5.86 2.24 5.85 2.23 2.24
N9 5.51 2.10 5.48 2.09 2.10
F : Titrasyonda harcanan sodyum hidroksit ¢ozeltisinin faktorii (1.061)

Asitlik (Geleneksel Fermente Numuneler)

L. Paralel IL. Paralel
S A S A Ortalama
Gl 4.66 1.76 4.66 1.76 1.76
G2 4.89 1.84 4.92 1.86 1.85
G3 5.30 2.00 5.30 2.00 2.00
G4 5.63 2.12 5.62 2.12 2.12
G5 4.56 1.72 4.58 1.73 1.72
G6 5.90 2.23 5.92 2.23 2.23
G7 4.22 1.59 4.22 1.59 1.59
G8 5.47 2.06 5.50 2.08 2.07
G9 5.11 1.93 5.12 1.93 1.93
F : Titrasyonda harcanan sodyum hidroksit ¢ozeltisinin faktorii (1.048)

Asitlik (Laboratuvar Sartlarinda Uretilen Numuneler ve Ticari Uriin)

I. Paralel II. Paralel
S A S A Ortalama
T1 2.52 0.93 2.52 0.93 0.93
T2 2.55 0.94 2.55 0.94 0.94
T3 2.64 0.97 2.64 0.97 0.97
T4 2.65 0.97 2.65 0.97 0.97
T5 2.75 1.01 2.74 1.01 1.01
T6 2.82 1.04 2.79 1.02 1.03
T7 2.76 1.01 2.74 1.01 1.01
T8 3.02 1.11 3.02 1.11 1.11

F : Titrasyonda harcanan sodyum hidroksit ¢ozeltisinin faktorii (1.021)
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Indirgen Seker (Taze Numuneler)

L. Paralel I1. Paralel
Vr LS. Vr LS. Ortalama
N1 16.80 61.2857 16.90 60.9231 61.10
N2 13.35 77.1236 13.45 76.5502 76.84
N3 13.94 73.8594 13.98 73.6481 73.75
N4 14.52 70.9091 14.60 70.5205 70.71
N5 14.40 71.4999 14.44 71.3019 71.40
N6 17.00 60.5647 17.10 60.2105 60.39
N7 16.66 61.8007 16.68 61.7266 61.76
N8 13.25 77.7057 13.35 77.1236 77.42
N9 14.15 72.7632 14.20 72.5070 72.64
F : Fehling c¢ozeltilerinin faktorii (51.48)

Indirgen Seker (Geleneksel Fermente Numuneler)

L. Paralel II. Paralel
Vr LS. Vr LS. Ortalama
Gl 21.65 46.9284 21.60 47.0370 46.98
G2 18.45 55.0678 18.40 55.2174 55.14
G3 75.15 13.5196 75.12 13.5250 13.52
G4 68.70 14.7889 68.66 14.7976 14.79
G5 47.35 21.4572 47.32 21.4708 21.46
G6 39.50 25.7215 39.45 25.7541 25.74
G7 20.30 50.0493 20.25 50.1728 50.11
G8 19.48 52.1560 19.42 52.3172 52.24
G9 25.52 39.8119 25.45 39.9214 39.87
F : Fehling cozeltilerinin faktorii (50.80)

Indirgen Seker (Laboratuvar Sartlarinda Uretilen Numuneler ve Ticari Uriin)

I. Paralel II. Paralel
Vr LS. Vr LS. Ortalama
T1 26.65 38.2364 26.62 38.2795 38.26
T2 28.75 35.4435 28.70 35.5052 35.47
T3 27.90 36.5233 27.85 36.5889 36.56
T4 27.70 36.7870 27.65 36.8535 36.82
T5 29.58 34.4490 29.52 34.5190 34.48
T6 28.46 35.8046 28.48 35.7795 35.79
T7 28.15 36.1989 28.10 36.2633 36.23
T8 25.72 39.6189 25.70 39.6498 39.63

F : Fehling cozeltilerinin faktorii (50.95)



Protein (Taze Numuneler)

N1
N2
N3
N4
N5
N6
N7
N8
N9

m
10.0008
10.0012
10.0079
10.0023
10.0065
10.0043
10.0057
10.0004
10.0027

I. Paralel
\
1.38
1.32
1.75
1.57
1.60
1.54
1.64
1.52
1.72

Azot
0.1919
0.1835
0.2435
0.2184
0.2226
0.2142
0.2282
0.2115
0.2394
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m
10.0017
10.0129
10.0738
10.0514
10.0113
10.0056
10.1810
10.0982
10.1753

Protein (Geleneksel Fermente Numuneler)

Gl
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8
G9

m
10.0611
10.0832
10.1142
10.1093
10.1012
10.1011
10.1148
10.0967
10.0913

I. Paralel
A%
0.48
0.50
0.64
0.70
0.66
0.62
0.56
0.68
0.52

Azot
0.0654
0.0681
0.0872
0.0956
0.0901
0.0846
0.0762
0.0929
0.0708

m
10.2002
10.1286
10.1590
10.2378
10.2412
10.2234
10.1804
10.1690
10.2580

II. Paralel
\
1.37
1.32
1.74
1.56
1.58
1.53
1.65
1.52
1.73

II. Paralel
\'%
0.44
0.47
0.61
0.68
0.70
0.61
0.59
0.66
0.55

A
0.1905
0.1812
0.2405
0.2160
0.2174
0.2128
0.2256
0.2094
0.2368

Azot
0.0590
0.0636
0.0827
0.0917
0.0944
0.0822
0.0798
0.0895
0.0737

Protein (Laboratuvar Sartlarinda Uretilen Numuneler ve Ticari Uriin)

T1
T2
T3
T4
TS5
T6
T7
T8

m
10.2060
10.4399
10.3567
10.2821
10.3968
10.2881
10.6977
10.3070

L Paralel
\Y%
1.24
1.26
1.15
1.10
1.15
1.25
1.20
1.32

Azot
0.1688
0.1677
0.1542
0.1485
0.1536
0.1688
0.1558
0.1780

m
10.0031
10.0019
10.0135
10.0092
10.2143
10.3411
10.4673
10.0037

IL. Paralel
\Y%
1.21
1.20
1.09
1.06
1.14
1.23
1.17
1.29

Azot
0.1694
0.1666
0.1511
0.1469
0.1550
0.1652
0.1552
0.1792

Ortalama
Azot P (g/kg)
0.1912 1.20
0.1824 1.14
0.2420 1.51
0.2172 1.36
0.2200 1.38
0.2135 1.33
0.2269 1.42
0.2104 1.32
0.2381 1.49
Ortalama
Azot P (g/kg)
0.0622 0.39
0.0658 0.41
0.0850 0.53
0.0936 0.58
0.0922 0.58
0.0834 0.52
0.0780 0.49
0.0912 0.57
0.0722 0.45
Ortalama
Azot P (g/kg)
0.1691 1.06
0.1672 1.04
0.1526 0.95
0.1477 0.92
0.1543 0.96
0.1670 1.04
0.1555 0.97
0.1786 1.11



Kiil (Taze Numuneler)

N1
N2
N3
N4
N5
N6
N7
N8
N9

Mo
28.9475
26.9588
29.5123
29.5237
27.9042
29.5971
26.9456
26.9721
26.4882

L. Paralel
m, mp
5.1095 28.9685
5.1021  26.9869
5.1034  29.5473
5.1108 29.5472
5.1032 27.9285
5.1124  29.6297
5.1207 26.9718
5.0986  27.0002
5.0963 26.5146

% K
0.4110
0.5508
0,6858
0.4598
0.4762
0.6377
0.5116
0.5511
0.5180

Kiil (Geleneksel Fermente Numuneler)

Gl
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8
G9

Mo
29.5971
26.9456
26.9721
26.4882
27.9042
28.9475
26.9588
29.5123
29.5237

L. Paralel
m, mp
5.1295 29.6174
5.1425 269717
5.0746  27.0031
5.1345 26.5100
5.1538  27.9265
5.1273  28.9768
5.2012  26.9835
5.3001 29.5386
5.1129  29.5485

% K
0.3958
0.5075
0.6109
0.4246
0.4327
0.5714
0.4749
0.4962
0.4850
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my
26.9132
26.6845
28.7652
29.7876
27.8423
26.4534
26.9352
29.5031
29.4909

Mo
27.8423
26.4534
29.5031
29.4909
28.7652
29.7876
26.9352
26.9132
26.6845

I1. Paralel
m; mp
5.5443  26.9374
5.4852  26.7160
5.5480 28.8046
5.5012 29.8121
5.5117 27.8697
5.5069 26.4879
54133  26.9642
5.6555 29.5358
5.5366  29.5211
IL. Paralel
m, mp
5.9485 27.8651
5.6840 26.4827
5.3487 29.5371
5.5674 29.5132
5.6547  28.7909
5.5239  29.8204
5.7133  26.9634
5.7555 26.9432
54296 26.7120

Kiil (Laboratuvar Sartlarinda Uretilen Numuneler ve Ticari Uriin)

T1
T2
T3
T4
TS
T6
T7
T8

my
30.5645
32.4584
31.6571
32.2409
28.9487
29.5134
29.5240
29.5983

L. Paralel
m; mp
5.5412  30.5825
5.5622 32.4761
5.5874  31.6750
5.4870  32.2587
5.6018 28.9664
5.5707 29.5312
5.6119 29.5417
5.5943  29.6165

% K
0.3255
0.3182
0.3204
0.3244
0.3160
0.3195
0.3154
0.3253

My
28.9487
29.5134
29.5240
29.5983
30.5645
32.4584
31.6571
32.2409

II. Paralel
m; mp
5.1176  28.9657
5.1363  29.5293
5.1476  29.5398
5.0988 29.6142
5.1019 30.5811
5.1239  32.4739
5.0943 31.6727
5.1076  32.2578

% K Ortalama
0.4365  0.4238
0.5743  0.5626
0.7102  0,6980
0.4453  0.4526
0.4971 0.4866
0.6265  0.6321
0.5357 0.5236
0.5782  0.5646
0.5455 0.5318

% K Ortalama
0.3833  0.3896
0.5155 0.5115
0.6357  0.6233
0.4005 0.4126
0.4545  0.4436
0.5938  0.5826
0.4936  0.4842
0.5212  0.5087
0.5065  0.4958

9% K Ortalama
0.3322  0.3288
0.3096 0.3139
0.3069 0.3136
0.3118  0.3181
0.3254  0.3207
0.3025 0.3110
0.3062 0.3108
0.3309  0.3281
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Ham Seluloz (Taze Numuneler)

1. Paralel II. Paralel
M, M, M, % HS M, M, M, % HS

Ortalama

N1  3.0118 82.7528 82.7683 0.5146  3.0118 82.7528 82.7683 0.5146
N2  3.0092 76.1165 76.1374 0.6945  3.0092 76.1165 76.1374 0.6945
N3  3.0052 86.6981 86.7209 0.7587  3.0052 86.6981 86.7209 0.7587
N4  3.0512 86.9836 86.9996 0.5244  3.0512 86.9836 86.9996 0.5244
N5  3.0410 87.1327 87.1488 0.5294  3.0410 87.1327 87.1488 0.5294
N6  3.0930 753283 75.3502 0.7080  3.0930 75.3283 75.3502 0.7080
N7  3.0213 77.2362 77.2512 0.4965  3.0213 77.2362 77.2512  0.4965
N8  3.0458 75.4369 75.4583 0.7026  3.0458 75.4369 75.4583 0.7026
N9  3.0429 77.0395 77.0578 0.6014  3.0429 77.0395 77.0578 0.6014

Ham Seliiloz (Geleneksel Fermente Numuneler)

L. Paralel IL. Paralel

M, M, M, %HS M, M, M,  %HS
Gl1 3.0753 77.0142 77.0288 0.4748  3.0753 77.0142 77.0288 0.4748
G2 3.0186 75.0148 75.0339 0.6327 3.0186 75.0148 75.0339 0.6327
G3  3.0281 77.0129 77.0334 0.6770 3.0281 77.0129 77.0334 0.6770
G4  3.0334 88.7998 88.8144 0.4813 3.0334 88.7998 88.8144 0.4813
G5 3.0619 87.3063 87.3209 0.4768 3.0619 87.3063 87.3209 0.4768
G6  3.0609 87.1817 87.2015 0.6469 3.0609 87.1817 87.2015 0.6469
G7 3.0208 83.9518 83.9656 0.4568  3.0208 83.9518 83.9656 0.4568
G8  3.1007 74.2884 743079 0.6289  3.1007 74.2884 74.3079 0.6289
G9  3.0029 76.2236 76.2408 0.5728  3.0029 76.2236 76.2408 0.5728

Ham Seliiloz (Laboratuvar Sartlarinda Uretilen Numuneler ve Ticari Uriin)

1. Paralel II. Paralel

M, M, M, % HS M, M, M, % HS
T1 3.0618 87.2154 87.2271 0.3821 3.0618 87.2154 87.2271 0.3821
T2 3.0095 86.2347 86.2461 0.3788  3.0095 86.2347 86.2461 0.3788
T3 3.0126 85.3212 85.3331 0.3950 3.0126 85.3212 85.3331 0.3950
T4 3.0117 83.2465 83.2578 0.3752 3.0117 83.2465 83.2578 0.3752
T5 3.0205 78.6521 78.6629  0.3575 3.0205 78.6521 78.6629  0.3575
T6 3.0072 77.5416 77.5534 0.3924  3.0072 77.5416 77.5534 0.3924
T7 3.0246 76.1145 76.1254 0.3604  3.0246 76.1145 76.1254 0.3604
T8 3.0684 75.0167 75.0289 0.3976  3.0684 75.0167 75.0289 0.3976

0.5146
0.6945
0.7587
0.5244
0.5294
0.7080
0.4965
0.7026
0.6014

Ortalama

0.4748
0.6327
0.6770
0.4813
0.4768
0.6469
0.4568
0.6289
0.5728

Ortalama

0.3821
0.3788
0.3950
0.3752
0.3575
0.3924
0.3604
0.3976
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% Yag, KM (Taze Numuneler)

1. Paralel II. Paralel

my m; m, P XY my m; m, P Y
N1 53450 73.5016 73.5207 0.3573  5.0893 74.0790 74.0972 0.3576
N2  5.1260 742273 742429 03043 5.1641 73.7854 73.8012 0.3060
N3 52241 78.6096 78.6248 0.2910 5.2354 74.2224 742370 0.2789
N4 56613 73.7876 73.8058 0.3215 53185 73.2800 73.2969 0.3178
N5 50532 762499 762668 0.3344 51951 75.4025 75.4201 0.3388
N6 56025 75.8448 75.8644 0.3498 5.1773 78.6097 78.6277 0.3477
N7 52014 76.1238 76.1393 0.2980 5.1865 75.2721 75.2874  0.2950
N8 53267 77.2445 772603 0.2966  5.1365 76.6656 76.6806  0.2920
N9 51469 78.2365 78.2533 0.3264 52457 75.7362 75.7531 0.3222

% Yag, KM (Geleneksel Fermente Numuneler)

1. Paralel II. Paralel

my m; my 9 Y my m; my % Y

KM’de
%

Ortalama

0.3898
0.3362
0.3202
0.3516
0.3699
0.3811
0.3226
0.3288
0.3552

KM’de
%
Ortalama

Gl 53612 742278 742465 03488  5.3185 77.1196 77.1384  0.3535
G2 5.6012 7377885 73.8052 0.2982  5.2130 73.5012 73.5166 0.2954
G3 58510 75.8452 75.8612 0.2734  5.1650 73.2890 73.3029 0.2691
G4 55471 78.2369 78.2544 03155  5.1863 79.6168 79.6333  0.3181
G5 54894 735022 735204 03315 5.0987 74.0790 74.0957 0.3275
G6 5.1375 78.6103 78.6276 03367  5.5114 73.7852 73.8042 0.3447
G7  5.7151 77.2454 77.2664 03674 54339 742228 74.2424 0.3607
G8  5.1633 73.5061 73.5210 0.2886  5.2337 73.2875 73.3022  0.2809
G9  5.1965 76.1246 76.1406 03079  5.1690 75.4031 75.4192 0.3115

% Yag, KM (Laboratuvar Sartlarinda Uretilen Numuneler ve Ticari Uriin)

1. Paralel II. Paralel

my m; my Yo Y my m; my Yo Y
T1 5.2254 735025 73.5220 0.3732  5.1237 74.0793 74.0988  0.3806
T2 5.0365 78.6114 78.6300 0.3693  5.3185 73.5020 73.5222 0.3798
T3 5.0652 77.2466 77.2658 0.3790  5.0886 75.4035 75.4244 0.3694
T4 5.0918 73.5069 73.5256 0.3672  5.0698 75.2730 75.2922  0.3787
T5 5.1125 742285 74.2477 0.3756 5.6412  79.6173 79.6393  0.3900
T6 5.1038  73.7892 73.8090 0.3879  5.1950 73.2893 73.3086 0.3715
T7 5.0776 76.1254 76.1448  0.3821 5.2462  77.1200 77.1405 0.3908
T8 5.0922  73.5027 73.5224 0.3869  5.1481 78.6109 78.6311 0.3924

0.3817
0.3262
0.3038
0.3474
0.3609
0.3711
0.3953
0.3171
0.3422

KM’de
%

Ortalama

0.4027
0.4002
0.3998
0.3984
0.4090
0.4057
0.4129
0.3979
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Etil Alkol (Taze Numuneler)

L Paralel II. Paralel
\%! E:A: \'2) E:A: Ortalama
N1 42.3 TE
N2 42.3 TE
N3 423 TE
N4 423 TE
N5 42.3 TE
N6 42.3 TE
N7 423 TE
N8 42.3 TE
N9 42.3 TE

Vi: 42.3 ml (Numunelerin damitma iiriiniinden elde edilen analiz ¢ozeltileri igin
titrasyonda kullanilan hacimler (V;), tanik deney icin titrasyonda kullanilan hacme esit
oldugundan numunelerde “etil alkol tespit edilemedi” seklinde sonug verilmistir.

Etil Alkol (Geleneksel Fermente Numuneler)

I. Paralel II. Paralel
V. E:A: \5) E:A: Ortalama
Gl 41.8 0.6588 41.8 0.6588  0.6588
G2 39.8 2.5412 39.9 2.4470 2.4941
G3 36.2 5.9294 36.3 5.8353  5.8824
G4 36.0 6.1176 36.0 6.1176  6.1176
G5 37.5 4.7059 37.6 46118  4.6588
G6 37.8 4.4235 37.9 4.3294 4.3764
G7 38.2 4.0471 38.1 41412  4.0942
G8 39.2 3.1059 39.2 3.1059  3.1059
G9 41.6 0.8470 41.6 0.8470  0.8470
Vi:42.5 ml
Etil Alkol (Laboratuvar Sartlarinda Uretilen Numuneler ve Ticari Uriin)

L. Paralel II. Paralel
\5 E:A: V. E:A: Ortalama
T1 43.8 0.6292 437 0.7191 0.6742
T2 434 0.9888 434 0.9888  0.9888
T3 43.5 0.8989 434 0.9888  0.9438
T4 42.8 1.5281 42.9 1.4382 1.4832
TS5 42.5 1.7978 42.5 1.7978 1.7978
T6 42.8 1.5281 42.7 1.6180 1.5730
T7 43.2 1.1685 43.2 1.1685 1.1685
T8 44.5 0 44.5 0 TE
V3:44.5 ml
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Askorbik Asit (Taze Numuneler)

I. Paralel II. Paralel Ortalama

Vn Vn Vn AA
N1 29.40 29.50 29.45 58.84
N2 27.45 27.55 27.50 54.94
N3 26.10 26.15 26.125 52.19
N4 25.70 25.80 25.75 51.44
N5 26.85 26.80 26.825 53.59
N6 27.10 27.20 27.15 54.24
N7 26.30 26.35 26.325 52.59
N8 28.95 29.00 28.975 57.89
N9 26.60 26.65 26.625 53.19

Askorbik Asit (Geleneksel Fermente Numuneler)

I. Paralel II. Paralel Ortalama

Vn Vn Vn AA
Gl 18.20 18.25 18.225 36.39
G2 16.65 16.75 16.70 33.34
G3 14.50 14.50 14.50 28.94
G4 14.60 14.70 14.65 29.24
G5 15.60 15.60 15.60 31.14
G6 15.70 15.80 15.75 31.44
G7 15.50 15.60 15.55 31.04
G8 17.90 18.00 17.95 35.84
G9 16.50 16.60 16.55 33.04

Askorbik Asit (Laboratuvar Sartlarinda Uretilen Numuneler ve Ticari Uriin)

1. Paralel 1I. Paralel Ortalama

Vn Vn Vn AA
T1 19.30 19.40 19.35 38.64
T2 18.90 19.00 18.95 37.84
T3 18.80 18.90 18.85 37.64
T4 18.90 19.00 18.95 37.84
T5 18.60 18.60 18.60 37.14
T6 18.60 18.50 18.55 37.04
T7 18.90 19.00 18.95 37.84

T8 19.40 19.45 19.425 38.79
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Toplam Fenolik Madde (Taze Numuneler)

N1
N2
N3
N4
N5
N6
N7
N8
N9

Gl
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8

I. Paralel II. Paralel Ortalama

ABS; ABS, ABS; ABS; ABS;, ABS; ABS

0.564 0.573 0.553 0.560 0.571 0.562 0.5638
0.540 0.543 0.535 0.531 0.546 0.540 0.5392
0.577 0.567 0.559 0.551 0.566 0.588 0.5680
0.527 0.538 0.524 0.516 0.507 0.518 0.5217
0.573 0.577 0.582 0.576 0.594 0.579 0.5802
0.569 0.578 0.584 0.585 0.590 0.584 0.5817
0.496 0.511 0.524 0.526 0.512 0.507 0.5127
0.621 0.608 0.597 0.613 0.604 0.595 0.6063
0.533 0.542 0.549 0.567 0.558 0.549 0.5497

Toplam Fenolik Madde (Geleneksel Fermente Numuneler)
I. Paralel II. Paralel Ortalama

ABS;, ABS, ABS; ABS, ABS, ABS; ABS

0.723 0.715 0.707 0.701 0.710 0.722 0.7130
0.647 0.653 0.664 0.656 0.660 0.654 0.6557
0.714 0.679 0.710 0.683 0.704 0.695 0.6975
0.626 0.635 0.643 0.640 0.631 0.628 0.6338
0.718 0.722 0.730 0.717 0.726 0.738 0.7252
0.717 0.720 0.727 0.730 0.721 0.709 0.7207
0.610 0.622 0.629 0.624 0.626 0.633 0.6240
0.747 0.758 0.753 0.746 0.759 0.751 0.7523
0.684 0.689 0.696 0.693 0.686 0.674 0.6870

G9

TEM
540.22
515.25
544.47
497.50
556.81
558.36
488.34
583.35
525.90

TEM
691.54
633.42
675.82
611.20
703.91
699.35
601.26
731.40
665.16

Toplam Fenolik Madde (Laboratuvar Sartlarinda Uretilen Numuneler ve Ticari Uriin)

T1
T2
T3
T4
TS5
T6
T7
T8

I. Paralel II. Paralel Ortalama

ABS; ABS, ABS; ABS; ABS, ABS; ABS

0.663 0.640 0.657 0.668 0.656 0.648 0.6553
0.652 0.661 0.656 0.653 0.638 0.661 0.6535
0.648 0.654 0.660 0.638 0.650 0.663 0.6522
0.665 0.659 0.674 0.638 0.640 0.649 0.6582
0.652 0.668 0.677 0.651 0.678 0.663 0.6648
0.646 0.639 0.659 0.650 0.645 0.656 0.6492
0.642 0.654 0.667 0.645 0.657 0.664 0.6548
0.648 0.645 0.624 0.640 0.637 0.651 0.6408

TEM
633.01
631.19
629.87
635.95
642.65
626.82
632.50
628.85
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EK-2 Mikrobiyolojik Calismalara Ait Ham Veriler

Geleneksel Yontemle Fermente Edilen Gilaburu Suyu Numuneleri

PCA Besiyerine Yapilan Ekimlerde Inkiibasyon Sonras1 Mezofilik Aerobik Bakteri
Kolonileri Sayim Sonuglari

. ) ) Mezofilik Aerobik
Diliisyon | I. Petri (kob) | II. Petri (kob) | Ortalama (kob) Bakteri (kob/g)

107 54 60 57

Gl - 6.1x10*
10 8 5 6.5
102 332 310 321

G2 ~ 3.3x10°
10 43 25 34
10 78 96 87

G3 ~ 9.1x10’
10 9 10 9.5
10 37 45 41

G4 ~ 4.8x10°
10 6 5 55
10 32 43 37.5

G5 ~ 4.1x10°
10 4 5 4.5
107 51 68 59.5

G6 - 6.0x10*
10 5 7 6
107 63 87 75

G7 - 7.8x10"
10 6 10 8
10 46 62 54

G8 ~ 5.7x10°
10 5 7 6
102 226 244 235

G9 ~ 2.4x10*
10 30 19 24.5
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DRBC Besiyerine Yapilan Ekimlerde Inkiibasyon Sonrasi Kiif-Maya Kolonileri Sayim

Sonugclari
Diliisyon | 1. Petri (kob) II. Petri (kob) Ortalama (kob) Kif (kob/g) | Maya (kob/g)

10 58 maya 72 maya 65 maya .. 5
Gl : Ureme olmadi 1.5x10

10° 10 maya 7 maya 8.5 maya

107 117 maya 82 maya 99.5 maya ) .
G2 3 Ureme olmadi 2.0x10

10° 12 maya 9 maya 10.5 maya

107 49 maya, 36 kiif | 77 maya, 44 kiif | 63 maya, 40 kif 4 .
G3 ; 9.0x10 1.6x10°

107 10 maya, 5 kiif 9 maya, 5 kiif 9.5 maya, 5 kiif

10° 42 maya, 8 kiif | 53 maya, 5 kiif | 47.5 maya, 6.5 kiif 4 5
G4 Z 1.3x10 1.1x10

10° 7 maya, 0 kiif 5 maya, 0 kiif 6 maya, 0 kiif

10 18 maya 24 maya 21 maya .. .
G5 2 Ureme olmadi 4.6x10

10° 3 maya 2 maya 2.5 maya

10 160 maya 142 maya 99.5 maya ) .
G6 3 Ureme olmadi 3.1x10

10° 17 maya 14 maya 15.5 maya

107 92 maya 84 maya 88 maya .. 4
G7 3 Ureme olmadi 1.8x10

10° 11 maya 7 maya 9 maya

107 46 maya 32 maya 39 maya .. 3
G8 3 Ureme olmadi 8.4x10

10° 6 maya 3 maya 4.5 maya

10° 43 maya 35 maya 39 maya .. 4
G9 ; Ureme olmadi 7.9x10

10° 4 maya 4 maya 4 maya




89

MRS ve M17 Besiyerlerine Yapilan Ekimlerde Inkiibasyon Sonras1 Laktik Asit
Bakterileri Sayim Sonuglari

MRS M17
Diliisyon . . Ortalama . . Ortalama
1. Petri (kob) | II. Petri (kob) (kob/g) 1. Petri (kob) | II. Petri (kob) (kob/g)
10° 160 140 S 156 134 S
Gl . 2.9x10 3.0x10
10 17 11 16 12
10° 118 154 . 126 160 .
G2 3.3x10 3.4x10
10° 20 18 22 17
10° ok yogun ok yogun ok yogun ok yogun
G3 . ORI ORI 3.0x10° £OR o SR 2.1x10°
10 160 142 114 94
107 156 96 . 112 90 .
G4 ; 2.7x10 2.1x10
10 16 12 13 9
10° 198 182 S 78 65 S
G5 3.8x10 1.8x10
10" 25 20 12 10
10° 260 255 S 206 200 S
G6 " 6.1x10 5.3x10
10 38 32 38 28
10° 38 27 , 42 39 ,
G7 — 3 ; ; 6.8x10 ; ; 8.6x10
10° 210 200 S 195 180 S
G8 4.2x10 4.8 x10
10" 22 20 30 29
10° 240 220 s 260 256 s
G9 " 4.7x10 5.3x10
10 25 23 30 24
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EK-3 izolatlarin API CHL ile Tanimlanmasina Ait Bilgisayar Ciktilar

< API 50 GHL V5.0

20 21

30 31

40 41

REFERENC

COMMENT

" EXCELLENT IDENTIFICATION

Strip
Profile
Note

Significant taxa

22

32

42

E

33

43

o .
4 5 6
14 15 16
1»&-: -+ mﬂm
24 25 26
R
34 35 36
-+ -
44 45 46
DATE
03/05/08

Lactobacillus plantarum 1

Next taxon

Lactobacillus brevis 1

17

27

37

47

28

38

48

API 50 CHL V5.0

gapiwe

B I P I R T b S S R e R At AR
% ID T Tests against
99.9 0.98
% ID T Tests against
0.1 0.36 SOR 14% MDM 0% MLZ 14% TUR 14%



APl 50 CHL V5.0

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

30 31 32 33 34 35 36 37 38 39

40 41 42 43 44 45 46 47‘ 48 49

L -
REFERENCE DATE

03/05/08
COMMENT

T EXCELLENT IDENTIFICATION

Strip API50 CHL V5.0

Profile R L LT
Note

Significant taxa % ID
Lactobacillus brevis 3 99.9

Next taxon % ID
Lactobacillus collinoides 0.1

91

T

0.8

T

0.46

yapiweb

Tests against
2KG 1%

Tests against

MDG 1% MEL 25% 2KG 0%
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yapiweb

< APL 50 CHL V5.0

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
30 31 32 33 34 35 36 37 38 39

40 41 42 43 44 45 46 47 4B 49

L .
REFERENCE DATE

15/05/08
COMMENT

¢ EXCELLENT IDENTIFICATION

Strip API150 CHL V5.0

Profile  aeea- B i T s i SR i S I I T I N A R S e e A i i I SO
Note

Significant taxa % ID T Tests against

Lactobacillus paracasei ssp paracasei 1 99.9 0.86 ADO 13% LYX 20%

Next taxon % ID T Tests against

Lactobacillus paracasei ssp paracasei 2 0.1 0.5 MDG 83% LAC 0% LYX 16%



1 -

" API50 GHL V5.0

0 1 2
[

-+ 4
10 11 12
{5

20 21 22
[

PR
30 31 32
L

40 41 42
L
REFERENCE
COMMENT

" DOUBTFUL PF

Strip
Profile
Note

Significant taxa
Lacfobacillus buchneri

Next taxon

13

23

33

43

24

34

44

DATE

25

35

45

26

36

46

02/04/08

l.actobacillus cellobiosus

@4 Clacn

27

37

47

28

38

48

19

29

39

49

API1 50 CHL V5.0

BRI e b SR S

% ID
90.4

% ID
5.2

93

T
0.43

T
0.44

Tests against
MEL 85%

GAL 85%

Tests against

ESC 81%

MLZ

0%

yapiweb

TRE

0%

GNT 85%

% Drint
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- M e
apiweb

" API 50 CHL V5.0

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
30 31 32 33 34 35 36 37 38 39

40 41 42 43 44 45 46 4T 48 49

L -
REFERENCE DATE

15/04/08
COMMENT

¢ EXCELLENT IDENTIFICATION

Strip APl 50 CHL V5.0

Profile  seeeaee--- R R R e A e e L e
Note

Significant taxa % 1D T Tests against

Pediococcus spp 99.9 0.82 MAL 99%

Next taxon % ID T Tests against

Lactococcus lactis ssp lactis 2 0.1 0.38 RIB 85% MDM 0% MAL 91% TAG 4%
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yapiweb

" AP 50 CHL V5.0

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
30 31 32 33 34 35 36 37 38 39

40 41 42 43 44 45 46 47 48 49

L -
REFERENCE DATE

2104/08
COMMENT

/" DOUBTFUL PROFILE

Strip AP[ 50 CHL V5.0

Profile 0 seeemeeooee- L R L

Note

Significant taxa % 1D T Tests against

Lactobacillus delbrueckii ssp delbrueckii 79.4 0.25 GLU 98% MNE 81% SBE 0% ESC 24%
MAL 75% SAC 87% TRE 20%

Pediococcus damnosus 1 19.2 0.08 GAL 75% GLU 100% MNE 100% SBE 0%
NAG 99%

Next taxon % 1D T Tests against

Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus 0.7 0.0 GLU 98% SBE 0% ESC 0% LAC 98%
TRE 2%

Complementary test(s) 45°C cocCcCl

Lactobacillus delbrueckii ssp delbrueckii + -

Pediococcus damnosus - +
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Dogum Yeri, Yili : Kirikkale, 1968
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Ik, orta ve lise 6grenimini Kayseri’de tamamladi. 1991 yilinda Hacettepe Universitesi
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Tarim ve Koyisleri Bakanligi
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