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PROBIYOTIK LAKTIK ASIiT BAKTERILERI KULLANILARAK BITKISEL
SUT IKAMELERINDEN FERMENTE iCECEK TASARIMI

OZET

Geleneksel islenmis ve dogal gidaya artan taleple birlikte gida endiistrisi aragtirma ve
gelistirmeye ayrilan biitgeyl arttirip inovatif gida iiretimi denemeleri yapmaya
baslayarak toplumun siirdiiriilebilirlik ve dogallik gerekliliklerini yerine getirmeye
caligmaktadir. Siit ve et iiriinlerindeki genis fermente iiriin pazarina ragmen bitkisel
kaynakli fermente {irlinlere olan talep artmakta sebebi ise soyle siralanmaktadir; laktoz
ve kolesterol ihtiva etmeyen, diyet lifi, mineral, vitamin ve antioksidan gibi besinsel
degerler agisindan zengin gidalardir. Tiim bu sebepler ve sonuglar toplandiginda, arz
ve talebin bitkisel kaynakli fermente gidalar igin artmakta oldugu goriilmekte ve bunun
sebeplerinin ise geleneksel ve giivenilir tarihinin olmasi, fonksiyonel son iiriin
olusturmasi ve saglik iizerinde pozitif etkisi etkisinin bulunmasidir. Fermente gidalarin
potansiyel saglik etkileri ve avantajlari ise su sekildedir; antihipertansif etkinlik, kan
sekerinin diisiiriilmesi, antidiyareik ve antitrombotik 6zelliklerdir, fermente gidalarin
iceriginin kapsamli bir degerlendirmesi ve saglik yararlarinin sebeplerinin
arastirilmasi sonucunda, fermantasyonun vitamin, mineral, aminoasit, yag asitleri ve
fitokimyasal degerlerini arttirdigi ve/veya gidada mevcut bulunan bu igeriklerin
transformasyona neden oldugu, bu yilizden saglik etkisinin gidanin fermente olmamis
formuyla kiyaslandiginda arttidigi anlagilmistir. Gida iiriinlerine probiyotik takviye
yapilmasi, ya da gida iiriinlerinin probiyotik mikroorganizmalar ile fermente edilmesi
bagirsak mikroflorasini diizenlemekte bunun yani sirada da saglik iizerinde pozitif pek
cok etkisinin olmas1 bilimsel camia tarafindan yogun olarak arastirilan konulardan
birisidir. Son zamanlarda, siit ya da et ihtiva etmeyen iriinlerin 6zellikle tahil ve
baklagillerin maya ve bakteri fermantasyonu inovatif ve fonksiyonel gida aragtirmalari
ve iiretiminde 6nemli bir yer tutmaktadir.

Bu ¢alismanin amaci, bitkisel kaynakli siit ikamesi olarak kullanilacak soya siitii,
piring siitli, soya-piring siitlerinin karisimlarinin probiyotik laktik asit bakterileriyle
(LAB) olan fermantasyonu sonucunda; olusturulan iriinlerin mikrobiyolojik,
metabolik 6zelliklerini incelemek ve gerek akademik c¢aligmalar, gerekse igecek
sektorli icin yeni probiyotik fermente bitkisel icecek iiretiminde 6nemli olabilecek
bilgiler sunmaktir. Bu baglamda kullanilacak 12 Lactobacillus ve 2 Bifidobacterium
probiyotik suslarinin, fermente bitkisel siit iiriinlerininde fizyokimyasal ve metabolik
davraniglar1 incelenmistir. Yapilan ¢alisma 2 kisima ayrilmistir, ¢alismanin birinci
“tarama” kisiminda 12 Lactobacillus probiyotik susunun soya ve piring siitiindeki 0,
6, ve 24. saatteki mikrobiyal gelismeleri ve pH degisimleri incelenmistir. 12
Lactobacillus susu arasindan fermantasyon aktivitesine gore karar verilen 2 probiyotik
Lactobacillus susu calismanin ikinci kisminda kullanilmistir. Ayrica, ¢alismanin
tarama kisminda 12 Lactobacillus ve 2 Bifidobacterium suslar1 ile 24 saat
fermentasyonda birakilan bitkisel siitlerin ve fermantasyondan onceki halleri (sifirinci
saat) i¢in protein/peptit profilleri incelenmistir. Calismanin ikinci kisminda ise, soya
ve piring siitleri 25% ,50%, 75 % (v/v) oranlarinda karistirilmis ve 3 farkli igecek
tasarimi  yapilmigtir, tarama kismindan karar verilen 2 Lactobacillus ve 2
Bifidobacterium ¢esidi LAB bakterileri ile tekli veya kokteyl olarak tasarlanan
icecekler fermente edilmis, 6. ve 24. saat pH degerleri ve bu saatlerdeki mikrobiyal
gelismeleri belirlenmistir, ayrica 24 saatlik inkiibasyon sonucu antioksidan ve
protein/peptit profilleri de incelenmistir.
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Deneyin ilk kisminda; soya siitii ve piring siitliniin 24 saatlik fermantasyonu sonucunda
Lb. rhamnosus C243, Lb. helveticus CNBL, B. bifidum 700795, B. longum 12 tiirlerinin
6. ve 24. saatteki pH dislirme ve mikrobiyal gelismelerine bakilarak en iyi
fermantasyon yetenegi gostermis olan suslar olarak belirlenmistir. Deneyin ikinci
kisminda ise kullanimina karar verilen laktik asit bakterisi probiyotik suslari, hem tekli
inokiile edilmis hem de 2 tane kokteyl hazirlanarak inokiile edilmistir. Kokteyl 1: Lb.
rhamnosus C243+ Lb. helveticus CNBL+ B. bifidum 700795 ve kokteyl 2: Lb.
rhamnosus C243, Lb. helveticus CNBL+ B.longum 12' dan olusmaktadir. Biitiin
bitkisel siit karisimlarinda inokiiliimler 24 saatlik fermantasyon sonucunda 9,46-10,28
log kob/ml mikrobiyal gelisme gosterip pH degerleri ise 3,71-4,39 arasinda
degismistir. Ayrica, 6. saatte, ayni orandaki siit karisimlari igerisindeki tiim
inokiilumlarin pH degerleri istatistiksel olarak p <0,05'den farkli bulunurken,
mikrobiyal biiylime en az 9 log kob/ml olarak gézlemlenmistir. Genel olarak, siit
karisimlarindaki soya orani arttik¢a her bir inokiiliim i¢in mikrobiyal gelisme ve pH
da artis gozlemlenmektedir. Siit karigimlarinin protein/peptit profilleri SDS-Jel
elektroforezi ile incelenmis olup, 24 saat fermente edilmis siit karisimlari ile fermente
edilmemis kontrol siit karisimlarinin protein/peptit profilinin neredeyse tamamen
degistigi gozlemlenmistir. Ayrica, fermente edilmis siit karisimlarinin neredeyse
tamaminda molekiil agirligi 37 kDa'dan biiyiik proteinlere rastlanmazken, fermente
orneklerde molekiil agirlig1 25 kDa' dan kiiciik peptit miktart artmistir ve en yiiksek
artis 75%soya siitii+ 25% piring siitlii iceren karisimin Lb. rhamnosus C243 ile
fermantasyonu sonucunda gozlemlenmistir. Antioksidan aktivite ABTS+ metodu ile
incelenmis olup, pg Askorbik Asit eq/ml olarak ifade edilmistir. Fermente edilmemis
siit karisimlarinda antioksidan aktivite gdzlemlenmezken, fermente edilmis siit
karisimlarinin tamami antioksidan aktiviteye sahiptir ve 37,46-50,39 ug AA eq/ml
arasinda degismektedir. En yiiksek antioksidan aktivite gdsteren ornek ise yine
75%soya siitii+ 25% piring siitlerini igeren karisimin Lb. rhamnosus C243 ile
fermantasyonu sonucunda gozlemlenmistir.

Sonug olarak, deneyin birinci kisminda kullanimina karar verilen 14 farkli probiyotik
LAB suslari, soya siitli ve piring siitii igerisindeki 24 saatlik fermantasyonlari
sonucunda pH diisiirme aktivitesi ve mikrobiyal gelisme gdstermis, deneyin ikinci
kismi i¢in segilen 2 Lactobacillus ve 2 Bifidobacterium suslari yine soya-piring siit
karigimlart igerisinde tekli veya kokteyl olarak gelisme gdstermistir. Ayrica laktik asit
bakterileriyle yapilan 24 saatlik fermantasyon sonucunda antioksidan aktivitenin,
diisik molekiil agirlikli peptit bilesenlerinin arttigi gézlemlenmistir. Fonksiyonel
gidalardan saglik yararlar1 elde edebilmek ic¢in, uygulanabilir probiyotik suslarin
muhafaza edilmesi ve biiylimesinin desteklemesi beklenmektedir, ayrica iiriinlerin son
kullanma tarihlerinde minimum 6 log kob/ ml diizeyinde (veya g-1) probiyotik sus
icermeleri gerekmektedir ve deneyde kullanilan probiyotik suslarin tamami 24 saatlik
fermantasyon sonunda en az 9 log kob/ml gelisme gostermis olup, probiyotik igecek
olma gerekliligini yerine getirmistir. Bu baglamda, bu ¢alismanin sonuglari probiyotik
kiiltiirlerinin starter kiiltiir olarak kullamimiyla elde edilecek fermente bitkisel
iceceklerin tasarimi igin degerli bilgiler saglayabilir.
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PRODUCTION OF NOVEL VEGETAL BASED BEVERAGES FERMENTED
BY PROBIOTIC LACTIC ACID BACTERIA

SUMMARY

Fermented foods and beverages are generally defined as processing of raw product
through controlled microbial growth and enzymatic conversions of major and minor
food component to develop new product as different in terms of nutritional value,
texture, and color from raw material. There is substantial evidence of improvements
in nutritional status and value arising from controlled fermentations. Further, there are
some of the potential health benefits of fermented foods and beverages that have been
explored.

Fermentation of food and beverages with lactic acid bacteria have become important
due to the some benefits on products; antimicrobial substances, sugar polymers,
aromatic compounds, useful enzymes and probiotic properties of lactic acid bacteria
lead to increase application in industry, these properties can be summarized as
increasing functional properties of products with health effects, increasing
organoleptic and nutritional properties, and increasing the shelf life of food with
decrease usage of preservatives. Consideration of functional properties of fermented
food and beverage with lactic acid bacteria, how they may provide health benefits, has
led to the targeted identification of certain vitamins, minerals, amino acids, and
phytochemicals like phenolics, fatty acids, and peptides that distinguish fermented
foods from their nonfermented forms.Nowadays, in accordance with increasing
demand for traditional processed and natural products, food and beverage industry
have started to try innovative products which meet sustainability and naturalness
requirements of population. Besides huge dairy and meat fermented product markets,
vegetal based fermented products are demanded because of many reasons like lactose
free, cholesterol free, rich in some nutritional components. As results of these, supply
and demands most particularly increase for vegetal based fermented products because
of wontedly consumption, functional, health promoting aspects. There are lots of
vegetal based substrates as mainly fruit juices, vegetables and cereals that have been
started to use as substitute in industry or searched in academia as alternative to
conventional dairy substrates for the design of fermented and/or probiotic beverages.
Currently, most of the studies have been conducted related with non-dairy fermented
and/or probiotic milks on fruits, cereals and soy based products where colour and
rheological evaluations, sensory analysis performed. Most of these vegetal based
fermented innovative products are found in literature that were developed by using
Bifidobacteria, Lactobacillus and Streptococus genera. Also, innovative fermented
products could have some added values if starter microorganisms are probiotics, based
on health benefits that probiotics exhibit.
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Soy has whole proteins, dietary fiber, low cholesterol, lactose free, and high levels of
bioactive phenolic compounds. Isoflavones, classified as flavonoids and
phytoestrogens, are characteristic phenolic components of soybean. During
fermentation of soy products, complex organic compounds are broken down into
smaller molecules by lactic acid bacteria, which exert various physiological functions
beyond their nutritional properties such as improves the biofunctional properties due
to the increase in free isoflavones and peptides that are inactive within the sequence of
the parent structure. Soy milk has an unpleasant flavor according to majority of
western people, this specific flavor is described as stale or beany which are due to
some volatile compounds produced by the self-oxidation of polyunsaturated fatty acids
or from the enzymatic action of lipoxygenase. From a nutritional point of view soy
milk is a precious product should be improved as sensorial and fermentable aspects.

The aim of this study is the characterization of microbiological and functional
properties of soy and rice plant based milks prior and after fermentation with different
Lactobacilli and Bifidobacteria strains, which have probiotic activity to provide
important information to the literature and beverage industry for the production of
novel plant based probiotic fermented beverages. On this purpose, fermentation was
conducted inoculating the lactic acid bacteria strains at 1% v/v and a concentration of
0,9 unit of OD 600. The fermentation was prolonged for 24 hours at 37°C in
microaerobic condition and the physicochemical parameters were determined
according to the official methods, microbial growth and pH values were assayed and
monitored through all the period of fermentation. Fermented milk samples were
investigated as; Protein/peptide profiles were observed by means of SDS-PAGE,
antioxidant activities were determined with ABTS+ method and compared with
unfermented milk samples.

In this order, the experimental procedure was splitted in two parts. In the first, soy milk
and rice milk were used separately to be fermented with a set of different bacterial
species, including twelve different strains of Lactobacilli spp. and two strains of
Bifidobacterium spp. Among these all, the bacterial strains that performed the best
outputs of fermentation were selected to conduct the second part of the experimental
procedure, employing soy and rice milks in different mixes, namely mix 1 (25% of
soy and 75% of rice); mix 2 (50% of both milks) and mix 3 (75% of soy and 25% of
rice). The best bacterial strain were selected on the basis of pH, growth, antioxidant
and proteolytic activity.

The results obtained from the first part of the experiment showed that the strains Lb.
rhamnosus C243, Lb. helveticus CNBL, B. bifidum 700795, B. longum 12 were the
best promising strains, according to pH decrease and quantification of relative colony
forming units (cfu) in both soy and rice milk after six and 24 hours.

On the second part, the three milk mixtures were prepared so: (1) 25% soy milk+ 75%
rice milk, (2) 50% soy milk+ 50% rice milk, (3) 75% soy milk+ 25% rice milk. Along
with individual inocula of Lb. rhamnosus C243 and Lb. helveticus CNBL strains,
additionally two cocktail were prepared as follow: cocktail 1, composed by Lb.
rhamnosus C243+ Lb. helveticus CNBL+ B. bifidum 700795 and cocktail 2,
composed by Lb. rhamnosus C243, Lb. helveticus CNBL+ B.longum 12. All bacterial
strains in all milk mixtures showed that at the late time point of fermentation (24 hours)
quantification of their relative cfu ranged between 9,46-10,28 log cfu/ml and pH
measured between 3.71 and 4.39.

xXxii



Further, pH values after 6 hours of fermentation were for all inocula in same ratio milk
samples were found statistically different from each other p<0,05, while microbial
growth up to 8 log cfu/ml for each. Generally, when soy milk ratio increase in milk
mixtures pH and microbial growing also increase for each inocula.

Protein/peptide profiles of fermented and not fermented milk mixtures obtained with
SDS-Gel electrophoresis showed that after 24 hours of fermentation, the profile of
milks mixtures at the beginning of the experiment, thus still not fermented, completely
changed in comparison to those attained after 24 hours of fermentation.

Further, proteins with a molecular weight higher than 37 kDa were not detected for
fermented milk mixtures, while peptides of molecular weight lower than 25 kDa
increased. The results of SDS gel electrophoresis showed that the highest increment of
peptides of molecular weight lower than 25 kDa was observed in mix 3 (75% soy and
25% rice) inoculated with Lb. rhamnosus C243. ABTS+ method was used to
determine the antioxidant activity (expressed as ug ascorbic acid eq/ml) of samples of
the second part of experiment after 24 hours of fermentation. ABTS+ results showed
that the milk mixtures have antioxidant activity ranging between 37 and 50 ug AA
eg/ml, and that the highest antioxidant activity was detected in mix 3 fermented with
Lb. rhamnosus C243.

Overall, al the lactic acid bacteria strains used for this experiment showed the ability
to grow in soy milk, rice milk and soy-rice milk mixtures with pH decreasing ability
already after 6 hours of fermentation at 37°C. Moreover, fermentation with the strains
tested increased antioxidant activity of soy and rice milks and their mixes, incremented
low molecular weight peptides with richness and abundance.

In this regard, the results of this study could provide valuable insights in ordered to
design novel probiotic fermented beverages with exploited functional properties.
Further studies should evaluate shelf life of fermented probiotic beverage, viability of
probiotic cultures in-situ and in-vivo conditions. Additionally, product flavor profile
should be improved and sensorial consumer studies carried out in order to assess
current products' acceptance by target consumers.
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1. GIRIS

Gegtigimiz son ¢eyrek ylz yilda, pek cok faktor kiiresel toplumun beslenme
aligkanligin1 6nemli derecede degistirdi, eger bu faktorler genis bir baslik altinda
toplanmaya calisilirsa en Onemli sebepler su sekilde siralanabilir; teknolojinin
gelismesi, hayat standartlarinin degismesi, yogun calisma saatleri, sinirl fiziksel
egzersizler ve ‘fast-food’ yani hizli gidalarin tliketiminin artmasidir. Degisen
beslenme aligkanligi ile birlikte, toplumun ‘saglikli’ gidaya olan meraki ve 6zlemi,
besinsel degerlere 6nem vermesi, gida ve saglik baglantisin1 destekleyecek bilimsel
calismalarin sayisinin artmasit ve medya sayesinde bu bilgilerin hizli dagilmasi
sonucunda kalabalik ve rekabet¢i gida pazarinin kapilar agilmistir, fakat en 6nemli
pazar pay1 artis1 fonksiyonel gida pazarinda olmustur (Siro ve dig, 2008). Fonksiyonel
gida tanimini destekleyen ve kabul goren tanimlar su sekildedir: *“ Temel beslenmenin
otesinde gesitli pozitif saglik etkisi yaratan gidalar “ ve “ Normal bir diyetin pargasi
olarak tiiketilmesi amaglanan konvansiyonel gidaya goriintii itibariyle ile ayn1 olup,
saglik agisindan konsensiyonel gida ile karsilastirildiginda besinsel agidan fizyolojik
faydasi olan gidalar” (Bech-Larsen & Grunert, 2003).

Insanlik tarihinin baglamasindan yakin tarihe kadar olan siirecte, gidanm saglk
etkisinden ¢ok, tiikketimine kadar bozulmadan korunmasi en énemli konu olmustur ve
gidanin korunmasinda fermantasyon en ¢ok kullanilan, en temel yontem olmustur, bu
amacla disiintildiiglinde gidanin fermantasyonu aslinda ilk “’processed food ¢ yani
islenmis gida olarak kabul gormektedir. Gida fermantasyonun basglama tarihiyle
alakali yapilan galigmalarda ilk kanmita fermantasyonun M.O. 6000 yilina dayanan
Irak’ta peynir yapiminda kullanilmasinda rastlanmistir ve bu tarih hayvanlar ve
bitkilerin evcillestirilmeye baslanilmasiyla ayni tarihtir, calismalar ekmek yapimu,
sarap ve bira yapimi i¢in uygulanan alkol fermantasyonu tarihinin ise M.O. 4000-2000
yillar1 arasinda baslanildigini gostermistir. Gida fermantasyonun bin yillar 6ncesinde
baslamasina ragmen, pastorizasyonun kesfine kadar (M.S. 1861), fermantasyon
tizerinde mikroorganizmalarin énemi anlagilmamistir, Sanayi devrimi (1758-1791)

biiyiik Olcekli iiretim devrini agcmis ve pastorizasyon tekniginin bu tarihlerde



kesfedilmesiyle birlikte biiyiik 6l¢ekli fermente alkol iiretimi, ¢esitli fermente siit, et
ve bitkilerin iiretimine baslanmistir (Ross ve dig, 2002). Ayrica son ¢eyrek yiizyilda
fermantasyon ile alakali bilimsel ¢alismalarin artmasi, uygulanilan metotlarin,
sonuglarmin gecerliliginin ve dogrulugunun saptanilabilmesi sonucunda gida
tiriinlerinde fermantasyon uygulamasinin yalnizca koruma amacl olmadigini ayni
zamanda gidaya besinsel ve fonksiyonel katkilarinin da bulundugunu pek ¢ok ¢alisma
gostermistir. Bu fonksiyonel katkinin sebebinin ise gida substratlarin doniisiimiiyle
beraber insanlar tizerinde saglik etkisi bulunan biyoaktif maddelerin fermantasyon
sonucunda olugmasi, pek ¢ok besin &gesinin biyolojik olarak kullanilabilir hale
doniistiiriilmesi ve probiyotik mikroorganizmalarin pozitif saglik etkisiyle alakali

oldugu gosterilmektedir (Marco ve dig, 2017).

Geleneksel islenmis ve dogal gidaya artan taleple birlikte gida endiistrisi aragtirma ve
gelistirmeye ayrilan biitgceyi arttirtp inovatif gida tretimi denemeleri yapmaya
baglayarak toplumun siirdiiriilebilirlik ve dogallik gerekliliklerini yerine getirmeye
calismaktadir (Hugenholtz, 2013). Siit ve et iriinlerindeki genis fermente {iriin
pazarina ragmen bitkisel kaynakli fermente iiriinlere olan talep artmakta sebebi ise
sOyle siralanmaktadir; laktoz ve kolesterol ihtiva etmeyen, diyet lifi, mineral, vitamin
ve antioksidan gibi besinsel degerler acisindan zengin gidalardir. Tiim bu sebepler ve
sonuglar toplandiginda, arz ve talebin bitkisel kaynakli fermente gidalar i¢in artmakta
oldugu goriilmekte ve bunun sebeplerinin ise geleneksel ve giivenilir tarihinin olmast,
fonksiyonel son iriin olusturmasi ve saglik tzerinde pozitif etkisi etkisinin
bulunmasidir (Marsh ve dig, 2014). Gida iiriinlerine probiyotik takviye yapilmasi, ya
da gida iirlinlerinin probiyotik mikroorganizmalar ile fermente edilmesi bagirsak
mikroflorasin1 diizenlemekte bunun yami sira da saglik iizerinde pozitif pek c¢ok
etkisinin olmas1 bilimsel camia tarafindan yogun olarak arastirilan konulardan
birisidir. Son zamanlarda, siit ya da et ihtiva etmeyen Tlriinlerin 6zellikle tahil ve
baklagillerin maya ve bakteri fermantasyonu inovatif ve fonksiyonel gida arastirmalari
ve iretiminde 6nemli bir yer tutmaktadir (Lee ve dig, 2008; Torino ve dig, 2013;
Espinoza, 2010).



2. LITERATUR OZETi

2.1  Bitkisel Kaynakh Siit ikameleri

Bitkisel kaynakli pek cok gida 6zellikle meyve, sebze, tahil ve baklagil sulari icecek
endiistrisinde ve akademik camiada siit ikame maddeleri olarak arastirilmaya ve
iiretilmeye baslanmistir. Fermente ve/veya probiyotik igecek tasariminda, geleneksel
siite alternatif olarak bitkisel kaynakli siitler giinlimiizde fonksiyonel igecek
tiretiminde popiilarite kazanmaktadir. Siite ikame fermente ve /veya probiyotik siitler
icin yapilan aragtirmalarin ¢ogu tahil ve soya siitleri ile alakali olup renk, reolojik ve
duyusal analizler {izerinde yogunlasilmistir (Salmeron, 2015). Inovatif ve bitkisel
kaynakli siit ikame fermente iriinlerin ¢ogunda Bifidobacteria, Lactobacillus ve
Streptococus tiirlerine ait suslar ¢alisiimaktadir. inovatif ve fonksiyonel bu iiriinlerin
eldesinde probiyotik sus kullaniminin fermente olmayan bitkisel siitlerle
kiyaslandiginda pozitif saglik etkilerinin bulundugu goézlemlenmistir. Hammadde
olarak yogunlukla lif bakimindan zengin tahillarin kullanimi {izerinde ¢aligilmakta,
baslica ¢alismalar ise yulaf, piring, findik siitlerinin fermantasyonu iizerinedir (Bernat
ve dig, 2014). Literatiirde bulunan fistik ve tahil fermente iiriinlerinin temel 6zellikleri

cizelge 2.1° de gosterilmektedir.

Soya fasiilyesi besinsel deger acisindan ¢ok zengin bir bitki olup insan beslenmesinde
bol miktarda protein ve kalori ihtiyacini kargilamaktadir, protein igeriginin besinsel
kalitesi diger bitkisel kaynakli proteinlerle kiyaslandiginda 6nemli derecede pozitif
fark yaratir (Bressani & Elias, 1968). Soya fasulyesi kaynakli proteinlerin ve
peptitlerin tiiketiminin insan sagligi iizerindeki pozitif etkilerini gosteren bir¢ok
c¢alisma mevcuttur ve bunlarin en 6nemli sonuglari kandaki kolesterol miktarinin
diismesi ve kronik hastaliklara karsi korucu bir etkisi bulunmasindan
kaynaklanmaktadir. Ayrica soya fasulyesi yliksek miktarda izoflavon (8strojen benzeri
antioksidan 6zelligi bulunan madde) i¢ermektedir (Bannwart ve dig, 1984). Soya
fasulyesinin probiyotik tiirlerle fermantasyonu sonucunda izoflavon miktarinin

glikosil yapisinin par¢calanmasi sonucunda olusan aglikon ile birlikte arttigini gésteren



birgok calisma mevcuttur (Chien ve dig, 2006).Soya izoflavon aglikon yapisi
izoflavon ile kiyaslandiginda insan bagirsagi tarafindan kolayca absorbe edilir (Izumi
ve dig, 2000). Wang ve arkadaslari Soya fasulyesinin probiyotik tiirlerle
fermantasyonu sonucunda lezzettin arttiginin, rafinoz ve stakiyoz gibi karbonhidrat

miktarlarinin azalmasiyla midedeki gaz rahatsizhigini azalttigini bildirmislerdir

(2006).

Tahil, diinyanin neredeyse tiim bolgelerinde biiyilk miktarlarda yetisen ve temel
beslenme gereksinimlerini karsilayan, igerdikleri yiiksek miktardaki fitokimyasallar
ve diger biyoaktif bilesikler agisindan dnemli besin kaynaklarindan birisidir (Lafiandra
ve dig, 2014). Ayrica, gida fermantasyonu agisindan diisiiniildiigiinde tahil grubu 6ne
cikan substratlardir ve baslica fermente mikroorganizmalar ise Laktik asit bakterileri
ve mayalardir, 6ne ¢ikan substrat olma sebebi ise prebiyotik Ozellikte olan insan
bagirsaginda sindirilemeyen karbonhidrat miktarinin yliksek olmasindandir,
prebiyotik 6zellikteki bu sindirilemeyen karbonhidratlarin insan sagligina yararinin
yani sira, bagirsakta bulunan Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsi probiyotik
bakterilerin etrafini sararak stabilitelerini arttirip, secici olarak gelismesini destekler
(Blandino ve dig 2003; Franz ve dig 2014; Vashudha ve dig, 2013). Tahil ya da tahil
bilesenlerinin fonksiyonel fermente igecek iiretiminde kullanilmasinin faydalar
Ozetlenecek olursa; (i) fermente edilebilir substrat miktarinin fazla olmasi (ii) diyet lifi
miktarinin fazla olmasi ve diyet lifinin pozitif saglik etkileri bulunmasi (iii) prebiyotik
Ozellikte sindirilemeyen karbonhidrat igermesidir (Charalampopoulos, 2002). Tahil
esasli fermente Uriinler ham madde cinsine gore siniflandirilabilinirler; misir, dar1 ve
sorgum Afrika’da ¢ok fazla tiiketilirken, Avrupa’da yalnizca diisiik oranda piring ve
bugday fermentasyonuna dayali iiriinler kullanilmaktadir (Franz ve dig, 2014). Bitkisel
kaynakli substratlarin hemen hemen biitiin geleneksel fermentasyonunda laktik asit
bakterileri 6zellikle Lb. plantarum suslari etkin rol almaktadir, amilolitik laktik asit
bakteri tiirleri baslhica L. plantarum, L. fermentum, Lactobacillus paracasei, and
Lactobacillus pentosus ¢esitli pek ¢ok tahil bazli geleneksel fermente iiriinden izole
edilmistir, bu geleneksel {iriinlere 6rnek olarak Ogi (Nijerya, Afrika) , Mawe (Afrika),
Boza (Tiirkiye, Balkanlar) verilebilir (Petrova ve dig, 2010-2011). Ekolojik prevalans
acisindan diisiintildiigiinde, mikroorganizmalarin tahil fermantasyonunda goriilmesi
su sekilde smiflandirilabilir, (i) allokton, 6rnek olarak Lactococcus lactis tiirii

verilebilir, orijini hayvansal kaynakli olmasina ragmen, bitki kaynakli pek ¢ok {iriiniin



fermantasyonunda karsilasilan tiirlerdir, (ii) otokton, ornek olarak Lactobacillus
sanfranciscensis tiirii verilebilir, bunlar bitkisel kaynakli yerli mikroorganizmalar
olup, tahil fermantasyonunda karsilasilan tiirlerdir, (iii) ubiquitous, Saccharomyces
cerevisiae, Lb. brevis and Lb. plantarum tiirleri 6rnek olarak verilebilecegi gibi bu
tirler bitkisel, hayvansal vs. ¢ok kaynakli olup, tahillarin fermantasyonunda nemli

yer tutarlar (Ehrmann & Vogel, 2005). Cizelge 2.2 Diinya ¢apinda popiiler olan tahil

ve diger bitkisel kaynakl

gostermektedir.

Cizelge 2.1: Literatiirde bulunan fistik ve tahil fermente iiriinlerinin temel 6zellikleri

fermente

igeceklerin substrat ve mikroflorasini

(Bernat ve dig., 2014).

Ham madde

Fermentasyonda kullanilan

Var olan/eklenen prebiyotik

mikoorganizma
Malt, arpa ve  Lactobacillus plantarum, FOS, B-glukan, nisasta, diger
bugday L.acidophilus diyet lifleri
Bugday, yulaf  Lb.plantarum FOS, B-glukan, nisasta, diger
ve arpa diyet lifleri
Yulaf Lb.reuteri, Lb.acidophilus,  B-glukan, diger diyet lifleri
B.bifidum, L.paracasei,
L.plantarum
Piring Lb.acidophilus, Lb.casei, Nisasta, pentozan, diger diyet
L.rhamnosus, B.lactis lifleri
Dar1 Lb.paracasei, Lb.casei, Inulin, nisasta, pentozan, diger
Lb.rhamnosus, diyet lifleri
Lb.acidophilus
Dar1 ve arpa Lb.reuteri, Lb.acidophilus,  Inulin, nisasta, pentozan, diger
Lb.rhamnosus diyet lifleri
Gernik Lb.rhamnosus FOS ve diger diyet lifleri
bugday1
Hindistan Lb.paracasei, Nisasta ve diger diyet lifleri
cevizi Bifidobacterium lactis
Kestane Lb.rhamnosus Nisasta ve diger diyet lifleri
Yer bademi, B.lactis, S.thermophilus Nisasta, FOS, diger diyet

badem, findik

lifleri

Fermente tahil bazli igekcekler igin bazi ticari 6rnekler verilecek olursa Proviva, Y0sa,
Grainfields Wholegrain bunlardan bazilaridir. Proviva yulaf bazli ticari ilk fermente

tirtindiir, probiyotik 6zellikte de olan bu igecek igin probiyotik sus L.plantatum 299v



kullanilmaktadir (Corbo ve dig, 2014). Yosa ise yine yulaf bazli olup yogurt benzeri
hafif viskoz bir {irlindiir, lirlin yapiminda yulaf ve suyun pisirilmesiyle ile puding
kivaminda substrat hazirlanir ve L. acidophilus LA5 and Bifidobacterium lactis Bb12
probiyotik suslari ile fermente edilir (Nyanzi & Jooste, 2012, Zubaidah ve dig, 2012).
Grainfields Wholegrain ise kopiikli fermente ve probiyotik bir igecektir,
fermantasyonunda laktik asit bakteri ve maya tiirleri birlikte kullanilmaktadir,
substrata ve son lriine takviye olarak bazi aminoasitler, vitaminler ve enzimler
eklenmektedir. Fermantasyon substrati bugday, dari, arpa, ¢avdar, yulaf, piring gibi
tahillar, malt, muisir, yonca tohumu, keten tohumu, mung fasulyesi gibi pek ¢ok
bitkinin karigimiyla elde edilip probiyotik Lactobacillus ve maya tiirleri ile fermente
edilir baslica fermentatif mikroorganizmalar ise L. acidophilus, L. delbrueckii,
Saccharomyces boulardii, and S. cerevisiae’ dir ve ilave seker fermantasyon oncesi ve
sonrast kullanilmamaktadir. (Kohajdova, 2014; Nyanzi & Jooste 2012; Vashudha &
Mishra, 2013; Prado ve dig, 2008). Com me ise Giiney Vietnamda tiiketilen su ile
haslanmis piring peltesinin dogal fermentasyonu sonucunda elde edilen kremamsi
kivamdaki fermente icecektir, 6 farkli bolgeden toplanan Com me Orneklerinden 28
laktik asit bakteri tiirli izole edilmistir ve baslica tiirler Lb. plantarum, Lb. paracasei,
Lb. casei, and Lb.acidophilus dir (Anh, 2015).

Soya fasiilyesi basta olmak iizere baklagiller ve tahillarin fermentasyonu {iizerine
yapilan ¢ok fazla sayida bilimsel ¢aligmalar da bulunmaktadir. Hassan ve arkadaslar
piring, dar1 karisimini susam ve kabak g¢ekirdekleriyle zenginlestirip ticari probiyotik
kiiltirlerle ( S. thermophilus, L. acidophilus, Bifidobacterium BB-12 ) fermente edip
fonksiyonel probiyotik icecek iiretimi {iizerinde calismiglardir, fermentasyon
parametleri ise 37 ° C sicaklikta 16 saattir. Fermantasyon sonunda mikrobiyal yiik 4.3
x 10° kob/ml blgiilmiis ve 15 giinliik +4 °C de raf 6mrii tahminlenmistir (2012).
Fermantasyon sonucunda igecegin renk, doku, lezzet gelistirilmis ve tiiketici
tarafindan kabul edilme oran1 artmistir. Soya siitii {izerinde yapilan bir calismada ise
probiyotik L.acidophilus susu kullanilmis bu susun fermentasyon kabiliyetine yalniz
soya siitiinde ve soya siitiine elma ilavesi ile bakilmistir. L.acidophilus her iki ortamda
da ¢ok iyi biiylime gostermis ve 21 giinlik +4 © C de yapilan raf 6émrii analizi
sonucunda 8.73-9.11 log kob/ml mikrobiyal yiik g6zlenistir, bu deger probiyotik
fonksiyonel igecek gerekliligini saglamaktadir (Igier ve arkadaslari, 2015).



Cizelge 2.2 : Diinya ¢apinda popiiler olan tahil ve diger bitkisel kaynakli fermente

igeceklerin substrat ve mikroflorasi (Marsh ve dig., 2014).

Uriin Substrat Bolge Mikroflora
Amazake Piring Japonya Kiif: Aspergillus spp.
LAB: Leuconostoc (Leu.
paramesenteroides, Leu.
Arpa, yulaf, _ sanfranciscensis,Leu. mesenteroides),
Balkanlar; Lactobacillus (Lb. plantarum, Lb
Boza gavdar, dari, (Tiirkiye, C 100 P oD
busda A acidophilus, Lb. fermentum); Yeast:
misir, bugday Bulgaristan)
Veva piri Saccharomyces (S. uvarum, S.
ya piring .. N .
cerevisiae), Pichia fermentans, Candida
spp.
Afrika Bacteria: Lactobacillus,
Bushera Sorgum, dart unu (Uganda) Streptococcus,Enterococcus.
Koko Dart Afrika (Gana) Bacteria: Welssella_ cor}fusa, Lp.
fermentum, Lb. salivarius, Pediococcus
Cavdar
ekmegi,cavdar, LAB: Lb. casei, Leu. mesenteroides;
Kvass Rusya . L
arpa malti,arpa Yeast: Saccharomyces cerevisiae
unu
Bacteria: L. lactis, Streptococcus suis,
; Lactobacillus (Lb. plantarum,Lb. casei,
Pozol Misir Meksika Lb. alimentarium, Lb. delbruekii),
Bifidobacterium,Enterococcus.
Misir unu, dari, Afrika LAB: Lactobacillus spp.; Yeast:
Togwa o .
malt (Tanzanya) Saccharomyces cerevisiea, Candida spp.
Uziim, hardal . . .
Hardaliye tohumu, visne Tiirkiye LAB: Lactobacillus spp. Uncharacterised
- fungal component
yapragi
Bacteria: Gluconacetobacter (G.
Cin ve xylinus), Acetobacter, Lactobacillus
Kombucha Cay diinyanin pek Yeast:Zygosaccharomyces, Candida,
cok yerinde Hanseniaspora, Torulaspora, Pichia,

Dekkera, Saccharomyces

2.2 Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri yasayan hiicreler olup, gram pozitif, cubuk ya da kok seklinde,
spor olusturamayan, katalaz ve oksidaz negatif, prokaryot bakteriler olup, heterotrofik
ve kemoorganotroflardir, yani organik bilesikleri enerji tiretiminde karbon ve elektron

kaynag1 olarak kullanirlar (Burgain ve dig, 2014).



Laktik asit bakterileri Aerococcus, Alliococcus, Bifidobacterium, Carnobacterium,
Dolosigranulum,  Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera,
Leuconostoc,  Melissococcus,  Oenococcus,  Pediococcus,  Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus ve Weissella cinsindeki bakterilerdir (Stiles and
Holzapfel, 1997). LAB cinslerinin genel olarak bazi1 gidalarin fermantasyonunda
kullanim1 su sekildedir; Carnobacterium, Enterococcus ve Lactobacillus siit, et sebze
ve tahil tiirlerinin fermantasyonunda, Lactococcus siit iirlinleri fermantasyonunda,
Leuconostoc sebze ve siit triinlerinde, Oenococcus sarap tiretiminde, Pediococcus
sebze ve et iirlinlerinde, Streptococcus ise yine siit iiriinleri liretiminde yaygin olarak

kullanilmaktadir (Vandamme ve dig, 1996).

Laktik asit bakterileri (LAB) 6zellikle Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsleri gida
fermantasyonunda ve probiyotik gida {retiminde yaygin olarak kullanilan
bakterilerdir. Fermente gidalarin aroma ve lezzet olusumunda basrolde bulunan laktik
asit bakterileri fermantasyon sonucunda gidaya gii¢lii bir asit tadi vermektedir. LAB
fermantasyonu gidanin asiditesini arttirirken, ayn1 zamanda da lipolitik ve proteolitik
enzimlerinin aktivitesi sayesinde pek ¢ok aromatik bilesik olustururlar (Leroy and
Vuyst, 2004). Gida endiistrisinde LAB bir¢ok alanda kullanilmaktadir, gidanin
asiditesini arttirtp pH’ inin diigiirmesinin yani sira, gidadaki karbonhidrat miktarini da
diistirmektedirler ¢linkii metabolik faaliyetlerinde kullanilacak enerjiyi gidanin
karbonhidrat iceriginden karsilamaktadirlar. Laktik asit bakterilerinin biiylimesi ve
fermantasyonu sonucunda pH neredeyse 4,00 altina diismekte bdylece, gida
bozulmasinda rol oynayan, insan sagligina zararli, patojen pek ¢cok mikroorganizmanin
gelismesine engel olup, gidanin raf 6mriinii uzatirlar (Reddy ve dig, 2008). Laktik asit
bakterileri fermantasyonu 2 farkli metabolik yol izleyerek gerceklestirilebilirler;
bunlar homofermentatif ve heterofermentatif metabolik yollar olup, fermantasyon
sonucunda trettikleri baslica son iirlinler organik asitler, alkol ve karbondioksittir
(Bryan ve dig, 2015). Homofermentatif LAB tiirleri fermantasyon sonucunda baslica
laktik asit tiretirken, heterofermentatif LAB tiirleri baslica laktik asit, karbondioksit,
alkol liretiminin yani sira, ¢esitli pek ¢ok son iiriin tiretiminden de sorumludurlar (Silve
ve dig, 2013).



2.3  Probiyotik Mikroorganizmalar

‘Probiyotik’ terimi latince kaynakli olup anlami ‘hayat i¢in’ dir ve probiyotik
mikroorganizma tanimu ilk olarak Kollath tarafindan 1953°de yapilmistir. Bu tanimda
probiyotikler zararli mikroorganizmalarin biiylimesini engelleyen organik ve
inorganik gida bileseni olarak tanimlanmistir (Mitsuoka, 1996). Nobel 6diilii sahibi
Rus bilim adami Elie Metchnikoff’un teorisine gore; yaslanmadan uzun omriin sirr1
fermente siit tirlinlerinin diizenli olarak tiiketilmesiyle alakalidir ve bu iirtinlerdeki
laktik  asit  bakterilerinin  bagirsak  mikroflorasinda  bulunan  zararh
mikroorganizmalarla yer degistirdigini boylece daha uzun ve saglikli bir Omiir
gegirilebilecegini savunmustur (Lourens & Viljoen, 2001). Yapilan pek ¢ok bilimsel
calisma ve tamimdan sonra Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ve Diinya Saglk Orgiitii
(WHO) probiyotikleri su sekilde tanimlamistir; “’Uygun miktarda tiiketildiginde
pozitif saglik etkileri bulunan yasayan mikroorganizmalar®’ Genel olarak probiyotik
iriin iretiminde kullanilan mikroorganizmlar su sekildedir; laktik asit {ireten
mikroorganizmalar orn. Bifidobacteria, ve Lactobacilli, laktik asit {iretmeyen
mikroorganizmalar Bacillus, Propionibacterium ve patojen olmayan maya cinsleri
orn. Saccharomyces’ dir. Bu probiyotiklerin bagirsak mikroflorasinda bulunmasi
mukozal antikor liretimini arttirir, ve bagisiklik sistemini gii¢clendirir (Zhou ve dig,
2010; Champagne ve dig, 2011). Yapilan birgok bilimsel arastirma sonucunda
probiyotiklerin tiiketiminin kanser hiicrelerinin engellenmesinde pozitif etkileri
oldugunu gostermistir ve probiyotiklerin ¢alisma mekanizmasiyla alakali 3 yontem
tanimlanmistir  bunlar; (i) kanserojen madde {ireten organizmalarin gelisimini
engellemek (N-nitrozo bilesikleri, tirozin ve triptofanin fenolik bilesenleri ve safra
steroidlerinin metabolitleri vs. gibi); (ii) kanserojen maddelerin inaktivasyonu ve/veya
baglanmasi; (iii) tiimor hiicrelerinin olusumunun engellenmesi (McCartney, 2003).
Probiyotik tiiketiminin saglik iizerine etkisini inceleyen ¢alismalarin ¢ogu laktoz
sindirimi, ishal, ag1z sagligi, bagirsak sistemi diizeni, vajinal saglik, bagisiklik sistemi
ile alakali olup, probiyotik tiiketiminin saglik iizerinde pozitif etkileri oldugunu

gostermistir.



Cizelge 2.3 : Probiyotik mikroorganizmalar (Prado et al, 2008).

Lactobacillus Bifidobacterium Digerleri

spp. Spp.

Lactobacillis Bifidobacterium Bacillus cereus
acidophilus adelescetis

Lb. amylovorus B. animalis Clostridium botyricum

Lb. brevis

Lb. casei

Lb. rhamnosus

Lb. crispatus

Lb. delbrueckii

Lb. fermentum

Lb. gasseri

Lb. helveticus

Lb. johnsonii

Lb. lactis

Lb. paracasei

Lb. plantarum

Lb. reuteri

B. bifidum 700795

B. bifidum

B. infantis

B. lactis

B. longum

Enterococcus feacalis

Enterecoccus faecium

Escherichia coli

Lactococcus lactis

Leuconostoc mesenteorides

Pediococcus acidilactici

Saccharomyces boulardii

Streptococcus salivarius
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Medikal uygulamalarda kullanilan bazi probiyotikler ise soyledir; Lactobacillus
rhamnosus GG; L. reuteri, L. casei, L. acidophilus, Escherichia coli tiirlerinin bazi
suslar; Bifidobacteria ve Enterococci (Enterococcus faecium SF68) ve probiyotik
maya Saccharomyces boulardii (Vrese ve dig, 2007). Cizelge 2.3’de probiyotik

mikroorganizmalar gosterilmistir.

Gida endiistrisinde probiyotik olarak en ¢ok kullanilan LAB cinsleri Bifidobacterium
ve Lactobacillus® dur ve bu cinslerin ¢ogu tiirii sindirim sistemindeki fizikokimyasal
sartlara dayaniklidir (Heyman and Menard, 2002). Probiyotik suslarin gida
fermantasyonunda kullanilmas1 gidanin fonksiyonel 6zelligini arttirmaktadir. Bu
giinlerde, probiyotiklerin gidada kullanim1 hayvansal kaynakli siit tiriinlerinde yaygin
olsada, bitkisel kaynaklarin 6zellikle diyet lifi iceren tahil {iriinlerinin probiyotikleri
kaplayip, korumasiyla bagirsaga kadar canli olarak iletilmesinde 6nemli rol aldigin
birgok ¢alisma gostermektedir (Prado ve dig 2008; Lamsal and Faubion 2009; Granato
ve dig 2010).

2.3.1 Lactobacillus cinsi bakteriler

Gida mikrobiyolojisi ve insan sagligi agisindan en O6nemli taksonlardan birisi
Lactobacillus spp dir. Laktik asit ailesine bagli bir cins olan Lactobasiller zengin
karbonhidrat igeren maddelerin bulundugu ¢esitli yasam ortamlarinda bulunurlar. Bu
cinse ait tiirler; hayvan ve insanlarin mukoz membranlarinda (agiz boslugu, bagirsak
ve vajina), bitki ve bitki kaynakli {iriinlerde, fermente veya bozulmus gidalarda,
kanalizasyon vs. gibi ¢ok genis alanlara yayilmislardir. Laktobasili tiirleri 6zellikle
fermente gida liretiminde (sebze, et ve siit fermantasyonunda) starter kiiltiir, yardime1
ya da koruyucu kiiltiir olarak kullanililirlar (Bernerdeau ve dig, 2008). Geleneksel
fermente iriinlerde dogal olarak bulunan Laktobasili tiirii diisiik pH’a en direngli
bakteri tiirlerinden biri olup, gida substratina gore adaptasyon olabilme 6zellikleri
vardir bu 6zellikleri agisindan gida teknolojisi ve uygulamalarinda biiyiik rol oynarlar
(Tripathi and Giri, 2014). Lactobacillus cinsine ait tiirler, gram pozitif, cubuk ya da
kok seklinde spor olusturmayan bakterilerdir. Katalaz negatif, fermente edici,
aerotolerant veya anaerobik, kemoorganotrofik, asidurik veya asidofilik bakteriler
olup gelisimleri i¢in kompleks (karnonhidrat, aminoasit, peptit, yag asiti esterleri, tuz,
vitamin vs.) besinlere ihtiya¢ duyarlar. Lactobacillus tiirleri agirlikli olmak {izere
homofermentatiflerdir yani yalnizca sekerden laktik asit {iretirler, ya da

heterofermentatiflerdir ve fermantasyon sonucunda laktik ve diger organik asitlerle
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birlikte karbondioksit {iretimi yaparlar. Hammes ve Vogel (1995) Laktobasili tiirlerini
fermantasyon yeteneklerine gore siniflandirmislardir; (i) zorunlu homofermentatif
Laktobasili yalnizca heksoz sekerleri fermente edip Embden-Meyerhof-Parnas (EMP)
yolunu izleyip laktik asit liretenler (pentozlari ve glukonatlari fermente edemezler
c¢linkii fosfoketolaz aktiviteleri yoktur), (i1) fakiiltatif heterofermentatif Lactobacillus,
bu tiirler heksoz sekerleri EMP yoluyla fermente edebilirler, ayn1 zamanda pentoz
sekerleri ve glukonatlar1 da aldolaz ve fosfoketolaz aktiviteleri sayesinde fermente
edebilirler, (iii) zorunlu heterofermentatif Laktobasili, heksoz sekerleri fosfoglukonat
yoluyla laktat, etanol veya asetik asit ve karbondioksite doniistiiriirler ve pentoz

sekerleri de ayni yolla fermente edebilirler (Sanchez and Sanz, 2011).

2.3.2 Bifidobacterium cinsi bakteriler

Bifidobacterium cinsi laktik asit bakteri grubundadir, gram pozitif, zorunlu anaerob,
hareketsiz, filoment6z olmayan, spor olusturmayan ve polimorfik-gcubuk seklindeki
bakterilerdir. Bifidobacterium tiirleri yalnizca kisith kaynaklardan izole edilebilirler
bu kaynaklar; insan ve hayvanlarin mide- bagirsak kanali, gaita Ornekleri, bazi
boceklerin bagirsagi, kanalizasyon ve bazi gidalardir. Bifidobacterium spp. tiirleri
fermantasyon sirasinda monosakkarit ve disakkaritler i¢in fructose-6-phosphate
phosphoketolase yolunu kullanirlar, ayn1 zamanda pek c¢ok bitkisel {iriinde bulunan
oligosakkaritler, arabinoz, ksiloz, riboz, siikroz, seliiloz vs. gibi karbonhidratlar1 da
kullanabilmektedirler. Probiyotik olarak kabul goriilen birgok Bifidobacterium
tiirliniin saglik etkisi arastirilmis ve bu tiirleri igeren tirlinlerin kullanimi insan sagligi
tizerindeki pozitif etkileri i¢in siddetli bir sekilde Onerilmistir ve Onerilen bu tiirler
‘generally safe’(GRAS) yani genel olarak gilivenilir statiisiindedirler (Margolles ve
dig, 2011). Bifidobacterium tiirlerinin iirettikleri organik asitler (cogunlukla asetik asit
ve laktik asit) patojenlerin dolayli veya dolaysiz olarak gelismesini engellemektedirler
ve bagirsaklardaki peristalsi hareketlerini uyarirlar. Asetik asit gram negatif bakteriler
tizerinde laktik asitle kiyaslandiginda daha antagonistik bir etkiye sahiptir bu nedenle,
bifidobakterilerin mikrobiyal pertiirbasyona kars1t potansiyel uygulamalari,
laktobasillerin potansiyel uygulamalarindan daha genis olabilir. Ayni1 zamanda
Bifidobacterium tiirlerinin trettigi ¢esitli organik asitler birgok nitrat-indirgeyici
bakterilerin gelismesini engellemektedir. Bifidobakterilerin tiamin, riboflavin, B6
vitamini ve K vitamini Urettigi bilinmektedir. Ayrica, folik asit, niasin ve piridoksin

sentezleme yetenekleri hakkinda raporlar da bulunmaktadir (McCartney, 2003).
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24  Fermantasyon

Fermente gidalar ve igecekler genel olarak ham maddenin besinsel degeri, dokusu ve
rengi bakimindan yeni {riin gelistirmek i¢in kontrollii mikrobiyal biiyiime ve
enzimatik aktivite ile major ve mindr gida bilesenlerinin degismesi sonucunda ham
iriiniin yeniden islenmesi olarak tanimlanir. Sekil 2.1°de hammaddede olusabilecek
degisiklikler 6zetlenmistir. Gidalarin fermantasyonu 2 kategoride incelenebilir; ana
metabolitler ve ana mikroorganizmalar. Bu simiflandirmada (i) alkol ve karbondioksit
tiretimi; maya, (ii) Asetik asit; Asetobakter (iii) Lactic acid; Laktik asit bakterilerine
ait cinsler 6rn. Leuconostoc, Lactobacillus, ve Streptococcus (iv) Propiyonik asit;
Propionibacterium (v) Amonyak ve yag asitleri; Bacillus spp. ve kiifler. Ayn1 zamanda
fermantasyon gida iirlinleri acgisindan da tanimlanabilir; et fermantasyonu, balik
fermantasyonu, siit, sebze, soya fastilyesi ve diger baklagiller, tahillar, tizim ve diger
meyvelerin fermantasyonu gibi basliklar altinda da toplanabilirler. Genel olarak, ham
madde yiiksek miktarda monosakkarit ve disakkarit igeriyorsa (bazi durumlarda
nisasta) oncelik olarak laktik asit bakterileri ve mayalar tarafindan fermente edilir.
Kiifler ve Bacillus cinsi bakteriler sahip olduklari enzimlerle nisastanin
sakkarifikasyonunda ve proteinlerin par¢alanmasinda veya primer fermantasyondan
sonra ikincil olgunlasma etkin rol oynarlar. Cok sayidaki gida ve mikroorganizma
kombinasyonunun bir sonucu olarak binlerce farkli fermente iiriin elde edilebilinir

(Marco ve dig, 2017).

Uriinlerin fermantasyonunda laktik asit bakterisi kullanim1 son {iriiniin fonksiyonel
ozelliklerini arttirmaktadir, LAB cinsi bakterilerin fermantasyon sirasinda iirettikleri
antimikrobiyal maddeler, seker polimerleri, aromatik bilesenler, enzimler ve bazi
cinslerinin probiyotik aktiviteleri sayesinde endiistride bir cok amagla kullanilmakta,
koruyucu madde kullanimini azaltarak raf omriiniin uzatilmasinin yani sira, saglik
izerine pozitif etkisini arttirmakta, besinsel ve organoleptik degerlerini arttirmaktadir.
LAB bakterileri homofermentatif olup yalnizca glikozdan laktik asit iiretebilirler
(>90% teorik elde) ya da heterofermantatif olup laktik asit {iretiminin yanisira CO2,
asetik asit ve/veya etanol lretebilirler (Leroy and Vuyst, 2004). Bitkisel kaynakli
disakkaritler; maltoz ve siikroz gibi, bakteri hiicresine spesifik ge¢irgenlik sisteminden
gecirilerek hiicre icerisine alinir, c¢esitli enzimlerle fosforolize ugradiktan sonra
monosakkarit haline getirilip, LAB c¢esidine bagli olarak farkli metabolik yollardan
gecirilip fermantasyona ugrarlar (von Wright & Axelsson, 2012).
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Sekil 2.1 : Fermantasyon siiresince ham maddede gozlemlenen degisiklikler (Marco
ve dig.,2017).

Gida fermantasyonu ¢esitli i¢ ve dis faktorlere bagl olarak degisiklik gostermektedir,
i¢ faktorler; gidanin pH’1, nem igerigi, redox potansiyeli ve gidanin besinsel igerigi ve
yapisidir. I¢ faktorlerin etkisine drnek verilecek olursa, mayalarin gelisimi igin en
uygun pH 4-4,5 olmasina ragmen genis pH spektrumunda gelisebilirler fakat LAB
cinsi bakteriler genellikle diisiik pH da gelisebilirler (pH<4) ve laktik asit {iretiminden
kaynakli pH diististinde de gelismeye devam edebilirler. Fakat ¢cogu bakteri cinsi
ozellikle patojen ve bozulmaya sebep veren bakteriler pH<4 de gelisemezler. LAB
cinsi bakterilerin bu 6zellikleri fermente iiriiniin glivenli ve uzun raf dmiirlii olmasini
saglar. Gidanin nemi ve Ozellikle su aktivitesi (gidanin igerisinde bulunan
mikroorganizmalarin ~ ve enzimlerin  aktivitesi i¢in  gerekli su  orani)
mikroorganizmlarin gelismesi ve kontrolii i¢in en 6nemli i¢ faktorlerden birisidir. Bazi
kiif ve maya cinsleri i¢in gerekli su aktivitesi en az 0,88’ dir, ve bir ¢ok bakteri ¢esidi
gelismek i¢in 0,9 iizerinde su aktivitesine ihtiya¢ duyarlar. Redoks potansiyeli (Eh) ise
yine onemli bir i¢ faktor olup aerobik mikroorganizmalar pozitif redoks potansiyelli
ortamlarda gelisebilirken, anaerobik mikroorganizmalar negatif redoks potansiyelinde
gelisme gosterirler. Gidanin igerisindeki indirgen seker 6rn. glikoz anaeroblarin

biiyiimesi i¢in gerekli olan indirgeme kosullarini saglar. Dis faktdrlerden birisi olan
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oksijen miktar1 ise mikroorganizmalarin metabolik faaliyetleri i¢in 6nemli olup
fermantasyon yolunun Dbelirlenmesinde rol oynar, LAB cinsi bakterilerin
bliyiiyebilecegi anaerobik ortamlarda zorunlu aeroblarin gelismesi engellenir (Taylor,

2016).

2.5  Bitkisel Kaynakh Fermente Uriinlerin Fonksiyonel Ozellikleri

Hippocrates’in 2400 yil 6nce ¢’ gida sifadir, sifa gidadir ©* soziinde de belirttigi gibi,
sagligin gida ile alakasi ¢ok uzun yillar 6ncesinden itibaren bilinmektedir, giiniimiizde
yapilan pek ¢ok bilimsel arastirma ile beslenmenin ve giinliik besinsel ihtiyaglarin
kargilanmasi ¢ogu hastaligin tedavisinde ve engellenmesinde 6nemli rol oynamaktadir.
Gidalarin fermantasyonuyla birlikte gidanin besinsel degerlerinin arttig1 yapilan
arastirmalarla ispatlanmistir (Otles ve Cagindi 2012). Fermente gidalarin potansiyel
saglik etkileri ve avantajlar ise su sekildedir; antihipertansif etkinlik, kan sekerinin
diistiriilmesi, antidiyareik ve antitrombotik 6zelliklerdir, fermente gidalarin igeriginin
kapsamli bir degerlendirmesi ve saglik yararlarinin sebeplerinin arastirilmasi
sonucunda, fermantasyonun vitamin, mineral, aminoasit, yag asitleri ve fitokimyasal
degerlerini arttirdig1 ve/veya gidada mevcut bulunan bu igeriklerin transformasyona
neden oldugu, bu yiizden saglik etkisinin gidanin fermente olmamis formuyla

kiyaslandiginda arttidigi anlagilmistir (Wilburn ve Ryan, 2017).

Bitkisel kaynakli fermente gidalar alerjen olmamalar1 ve diisiik yag igerigine sahip
olmalarinin yani sira, mineral, vitamin ve gesitli antioksidan 6zellikteki maddeler
acisindan zengin oldugu giliniimiizde bilinmekte ve tiikketim miktar1 Diinya genelinde
giinden giine artmaktadir (Espinoza, 2010). Ayrica yapilan caligmalar sonucunda,
insan viicudunun monogastrik sisteminde bitkisel bir¢ok protein igeriginin
sindiriminin  zor olmasina ragmen, tahil tanelerinin laktik asit bakterileriyle
fermantasyonu sonucunda fermente edici mikroorganizmalarin sahip oldugu
proteolitik enzimler sayesinde proteinin parcalandigi ve insan viicudunda sindiriminin
ve emiliminin arttig1 belirlenmistir. LAB bakterileri bitkisel kaynakli {irlinlerin
fermantasyonu sirasinda ¢esitli B vitaminlerini iretmekte ve bazi toksik veya besinsel
bir 6nemi bulunmayan bilesenlerin miktarin1 azaltmaktadir. Fitik asit bitkisel kaynakli
ve besinsel bir 6nemi olmayan bir bilesen olup, metal iyonlarini selatlamaktadir,
tahillarin LAB cinsi bakterilerle fermantasyonu sonucunda pH degerinin diigmesi fitaz

enziminin aktivitesini diislirmekte/engellemektedir, bdylece fitik asit miktar
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azalmakta, esansiyel mineraller; mangan, demir, ¢inko ve kalsiyum miktar1 fermente
bitkisel gida icerisinde artmaktadir. Ayrica mangan elementi laktik asit bakterilerinin
gelisimi i¢inde 6nemli faktorlerden birisidir (Blandino ve dig, 2003; Wood, 2003 ve
Laatikainen ve dig, 2016).

Biyoaktif yag asitleri olan konjuge linoleik asit (CLA) ve konjuge linolenik asit
(CLNA), insan fizyolojisinde 6nemli bir yere sahiptir, bu yag asitleri esansiyel olmakta
ve insan viicudunda {retilmemektedir, antikanserojen, antidiyabetik, anti
aterosklerotik etkilere sahip olan bu biyoaktif yag asitlerinin bitkisel kaynakli
tiriinlerin LAB cinsi bakterilerle fermantasyonu sonucunda miktarlarinin arttig1 yakin
bir tarihte kesfedilmis ve fonksiyonel bitki, tahil kaynakli iiriinlerin iiretiminde
kullanilmaya baslanmigtir (Russell ve dig, 2011; Ogunremi ve dig, 2017). Mikrobiyal
bazl1 biyoaktif iirlinlerin iiretimi mikroorganizmanin tiiriine ve susuna baglidir, 6rnek
verilecek olursa, hayvansal ve bitkisel kaynakli siit tirtinlerinde folat, riboflavin ve B12
gibi B vitaminlerinin sentezi tamamen fermantasyonda kullanilan LAB cinsine
baglidir (Chamlagain ve dig, 2015; Russo ve dig, 2014).

Fermantasyon teknolojisinin koruyucu etkisi bircok gidada oldugu gibi, tahil bazli
triinlerde gozlemlenmistir. LAB cinsi bakterilerin diger bakteriler {izerindeki
antibiyosiz etkilerinin kaynaklar1 su sekilde siralanilabilir; {irettikleri organik asitler,
hidrojen peroksit ve antibiyotikler. Fermantasyon sonucunda LAB cinsi bakteriler
tarafindan iretilen antimikrobiyallere 6rnek verililirse, organik asitler; laktik asit,
asetik asit, formik asit, fenillaktik asit, kaproik asit olabilmekte, dogal
antimikrobiyaller ise karbondioksit, hidrojen peroksit, diasetil, etanol, reuterin ve
reuterisiklindir. LAB cinsi bakterilerin fermantasyon sonucu olusturduklar: organik
asitler bitkisel kaynakli gidanin pH degerini 4.0 iin altina diigiirmekte ve bitkinin dogal
mikroflorasinda bulunan bozulmaya sebebiyet veren mikroorganizmalarin gelisimini
durdurmaktadir.  Uretilen organik asitlerin diger mikroorganizmalar {izerindeki
antimikrobiyal etkisinin sebebi, mikroorganizmalarin hiicre zarmin yiik degerlerinin
degismesi sonucunda, zarin zarar gormesi ve aktif iletimin durmasindan
kaynaklanmaktadir. Dogal antimikrobiyal etkilerinin yani sira, organik asitler orn.
asetik asit, son iirliniin aromasina da katkida bulunmaktadir (Messens and De Vuyst,
2002). Organik asitlerin 6neminin yani sira, LAB bakterilerinin hidrojen peroksit
tiretimi de gidanin korunmasinda 6nemli bir yer tutmaktadir, katalaz negatif olan LAB

cinsi bakteriler olusturduklari hidrojen peroksitin birikmesine sebep olmakta ve
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hidrojen peroksite hassasiyeti bulunan mikroorganizmalarin inhibisyonuna sebep
olmaktadirlar (Blandino ve dig, 2003). Bakteriyosinler; biyoaktif peptitler olup,
ribozomal olarak LAB cinsi bakteriler tarafindan sentezlenip hiicre disina salinan
dogal antimikrobiyallerdir. LAB bakteriyosinlerinin gida endiistrisinde kullaniminin
onemli bir yer bulunmaktadir, bu maddeler 6karyotik hiicreler i¢in toksik degildir,
insan sindirim sisteminde sindirilebilinir, diisiik pH ve yiiksek 1siya dayanikli ve genis

antimikrobiyal etki alanina sahiptirler (Galvez ve dig, 2007).

LAB cinsi bakterilerin bitkisel kaynakli {iriinlerde gelismesi ve fermantasyonu
sonucunda flavanoid bilesenlerin glikozil hidrolaz, esteraz, dekarboksilaz ve fenolik
asit rediiktaz gibi ¢esitli enzimler sayesinde daha biyoaktif bilesenlere doniismesine
sebep olmaktadir (Flannino ve dig, 2015). Ayrica bitkisel kaynakli gidalarin LAB
fermantasyonuyla toplam fenolik bilesen miktarinin da arttigin1 gosteren cesitli
calismalar bulunmaktadir, yapilan c¢alismalar sonucunda fermente tahil ve cesitli
bitkilerin antioksidan aktivitesinin arttig1 gézlemlenmistir, bu artis yine LAB cinsine
ve tiirline bagl olarak degigsmektedir (Ng ve dig, 2011). Soya fasulyesi, piring, arpa,
gernik bugdayr ve yulaf ile yapilan c¢alismalarin laktik asit bakterileri ile
fermantasyonu sonucunda, fermente edilmemis Orneklerle kiyasla daha yiiksek
antioksidan aktiviteleri gézlemlenmistir (Coda ve dig, 2012; Wang ve dig, 2006). Aktif
akil katekolleri bitkilerin fermantasyonu neticesinde {iretilir ve Nrf2 (NFE2L2)
proteinini aktif hale getirirler, bu protein memelilerde oksidatif stresin ana
diizenleyicisidir, antioksidan ve detoks enzimlerinin aktivitesini diizenleyip hiicrelerin
kimyasal ve oksidatif bozulmalarini engellemektedir (Senger ve dig, 2016). Bitkisel
kaynakli tanelerin, bu tanelerden hazirlanan bitkisel siitlerle kiyaslandiginda daha
diisiik protein igerigine, esansiyel aminoasitlerin 6rn. lizin miktarlarinin, nisasta ve
tanin, fitik asit, polifenol gibi bilesenlerin daha az oldugu bildirilmistir (Blandino ve
dig, 2003). Bu bilesenler degisik kimyasal yapilarda ve fonksiyonlarda bulunurlar,
fakat fermantasyon sayesinde bu tanelerin karbonhidrat miktar1 o6zellikle
sindirilemeyen poli ve oligosakkarit miktar1 azalmakta, protein kalitesi ve lizin
seviyesi artmasinin yan sira, bazi aminoasitlerin sentezlenmesi ve B grup
vitaminlerinin mevcudiyeti artmaktadir. Fonksiyonel ve saglikli gidalarin liretimi i¢in
bitkisel kaynaklt ham madde kullanimi ve bu hammaddelerin LAB ve maya
fermantasyonu lizerine yogun bir sekilde gilinlimiiz endiistrisi ve akademik camia

calismaktadir ve elde edilen sonuglarin hemen hemen hepsi bu {iriinlerin fonksiyonel
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ve saglik agisindan yararli oldugunu desteklemektedir (Lee ve dig, 2008; Torino ve
dig, 2013).

2.6 Diyet Lifleri

Diyet lifleri, hetorojen ve kompleks yapida fitokimyasal bilesen igeren maddelerdir ve
2008 yilinda WHO ve FAO tarafindan yapilan tanimi su sekildedir ©* Yapisinda en az
on veya daha fazla monomer bulunduran, insanlarin ince bagirsagindaki enzimler
tarafindan sindirilmeden gecip, kalin bagirsakta bulunan mikroflora tarafindan
fermente edilebilen polisakkaritlerdir <> (Fernandez ve dig, 2016). Diyet lifleri su
sekilde kategorize dilebilinir; (i) Gidanin kendisinde dogal olarak bulunan ve tiiketilen
karbonhidrat polimerleri (ii) Fiziksel, kimyasal veya enzimatik yollarla gida ham
maddesinden ayristirilip, saglik ve bilim otoriteleri tarafindan etkileri onaylanan
karbonhidrat polimerleri, (iii) Pozitif saglik etkileri bulunan ve otoriteler tarafindan
onaylanan sentetik karbonhidrat polimerleri (Phillips & Cui, 2011). Diyet liflerinin bir
cok fiziko-kimyasal 6zellikleri ve saglik etkileri vardir; 6rn. su baglama kapasiteleri
yiksektir ve boylece gidanin vizkositesini arttirlar, saghk etkileri ise insan
viicudundaki kolesterol ve yagi baglayabilirler, kan sekerini diistiriirler ve bagirsak

sistemini diizenlerler (Foschia ve dig, 2013).

Diyet lifleri bircok agidan gruplandirilabilir, bunlardan ikisi yapilarina gore ve
coziinlirliiklerine goredir. Yapilarma gore diyet lifleri lineer ya da lineer olmayan
molekiiller olarak ayrilir, ¢oziiniirliiklerine gore yapilan gruplandirmada ise ¢oziiniir
veya ¢oziiniir olmayan diyet lifleridir. Coziiniir olmayan diyet lifleri; bitkilerin hiicre
ceperi bilesenleridir 6rn. seliiloz, lignin, hemiseliiloz, ¢oziiniir olan diyet lifleri ise;
seliiloz igermeyen polisakkaritlerdir 6rn. pektin, gam, zamk (Dai and Chau, 2017).
Cozinlr olmayan diyet lifleri c¢ogunlukla kalin bagirsakta probiyotik
mikroorganizmalar tarafindan fermente edilir boylece probiyoik mikroorganizmalarin
gelisimi desteklenir. Coziinlir diyet lifleri ise, kanda bulunan seker miktarin1 ve
kolesterol miktarini fazla ise diisiiriir ve bu degerlerin dengede kalmasini saglar. Diyet
liflerinin tiiketiminde tahillar Onemli bir rol oynar, diger bitki tiirleriyle
kiyaslandiginda yiiksek oranda diyet lifi icerirler ve diyet lifi igeren baslica tahillar su
sekildedir; bugday, yulaf, arpa, piring, ¢avdar ve baslica diyet lifi bilesenleri ise;
arabinoksilanlar, B-glukanlar, fruktanlar ve direngli nisastalardir (Foschia ve dig,
2013).
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Arabinoksilanlar, tahillardaki nisasta disinda bulunan en yaygin polisakkarittir, ana
bilesenleri ksiloz ve arabinozdur ve genel olarak pentoz olarak da tanimlanir. Fenolik
asitler 6rn. ferulik asit ester bagiyla C(O)-5 pozisyonundaki arabinoza baghidir, ayni
zamanda ferulik asit serbest radikal yakalayicidir ve antioksidan o6zelliginde olup
pozitif saglik etkileri bulunmaktadir (Mendis ve Simsek, 2014). Arabinoksilanlar
tizerinde yapilan ¢aligmalar sonucunda, bu polimerlerin Lactobacilli spp., Clostridium
coccoides, Eubacterium rectale gibi probiyotiklerin kalin bagirsaktaki gelisimini
pozitif yonde etkiledigini ve yapilan in-vivo calismalarla da katilimcilarin sindirim
sistemlerinin mikroflorasinin da diizenlenledigi desteklenmistir (Sanchez ve dig,
2009). B-glukan, neredeyse biitiin ot familyasinda bulunan bir diyet lifidir, ayni
zamanda bazi tahil irilinlerinin endosperm hiicre duvarlarinda yiiksek miktarda
bulunurlar, B-glukan iceren gidalarin tiiketiminden sonra kan sekerinin oraninin
diizenlenmesinde rol oynarlar. Diizenli tiikketiminin hiperkolesterolemik hastaliga
sahip insanlar {lizerinde yapilan ¢alismalar sonucunda LDL (kotii huylu) kolesterolii
diisiirdiigii saptanmistir. Ayrica bir¢ok calisma B-glukan iceren gidalarin tiikketiminin
tokluk hissi siiresini arttirdigini ve kilo kontrolii i¢in tliketiminin dnemli oldugunu
gostermistir. Coziilebilir 6zellikte olan B-glukanin laksatif etkisi diigiiktiir fakat yine
de kalin bagirsaktaki fermantasyonu sindirim sisteminin diizenlenmesinde rol oynar
(Tosh ve Miller, 2016). Fruktanlar tahillarda, sogan, sarimsak, enginar, kuskonmaz,
marul gibi bitkilerde yaygin olarak bulunur, kalin bagirsak mikrofloras: tarafindan
kullanilabilirler ve yan iiriin olarak kisa zincirli yag asitleri iiretilmesine neden olurlar.
Fruklantarin diizenli tiikketimi 6rn. fruktan oligosakkarit (FOS) ve polisakkarit olan
inulin, genel saglik iizerinde bircok pozitif etkiye sahiptir; kan degerlerini diizenler,
bagirsak i¢i ve dis1 mikrofiloray1 diizenler, immiin sistemini giiglenrir ve alerji riskini

azaltir (Delgado ve dig, 2010; Vos ve dig, 2007; Peshev ve Ende, 2014).

2.7  Prebiyotikler

Prebiyotikler gastrointestinal sistemdeki (ince barsak) sindirim ve emilim i¢in direng
gosteren bir grup karbonhidrat olarak karakterize edilmistir; kalin bagirsak
mikroflorasi tarafindan fermente edilir, sinirli sayida kolonik bakterilerin biiyiimesini
ve aktivitesini se¢ici olarak tesvik eder, sonucunda ise bagirsak mikroflora dengesini
daha saglikli olacak sekilde degistirir (Miremadi ve Shah, 2012; Gibson and
Roberfroid, 1995; Roberfroid, 2007). Prebiyotik olarak tanimlanan bilesenlerin hepsi

lif yapisinda olmasina ragmen, lif tiirlerinin tamami probiyotik ozellige sahip
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degillerdir. Bir gida bileseninin prebiyotik olarak tanimlanabilmesi i¢in bilimsel olarak
kanitlanmis ¢esitli gereklilikleri yerine getirmesi gerekmektedir bu gereklilikler; (i)
Mide asitine dayanikli olmali, memelilerin enzimleri tarafindan hidrolize edilebilmeli
ve list gastrointestinal sistem tarafindan absorbe edilebilmelidir (ii) Kalin bagirsak
mikroflorast tarafindan fermente edilmelidir (iii)) Segi¢i olarak, bagirsak
mikroflorasindaki  saglik etkisi bulunan mikroorganizmalarin  gelismesini
desteklemelidir (Slavin, 2013). Prebiyotik tiiketimi, bagisiklik sistemini gii¢lendirir,
kolonik biitiinliigii iyilestirir ve korur, bagirsak enfeksiyonlarinin olugsma sikligini ve
sliresini azaltabilir, sindirim fonksiyonlarini iyilestirir (Sharma ve dig, 2012).
Mikrobiyom, insan beslenmesinden enerji ve besin ¢ikarma yeteneginin yani sira,
insan bagisiklik sisteminin gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynayan metabolik
fonksiyonlar1 diizenlenmesinde etkilidir. Bagirsak mikrofloras1 bilesimi obez-zayif
bireyleri, diyabetik-diyabetik olmayan hastalar1 veya alkolsiiz steatohepatit gibi
karaciger hastaliklarina maruz kalmais kisileri karakterize eden bir faktordiir. Diyetler,
bagirsak mikroflorasini degistirebilir ve konak dokulardaki 6rn. karaciger, yag dokusu,

kas ve bagirsaktaki genlerin ekspresyonunu modiile edebilir (Delzenne ve dig, 2011).

Kompleks karbonhidratlar, bozulmadan ince bagirsaktan gegerek kalin bagirsaga
ulagir ve burada yalnizca belli mikroorganizma cinsleri tarafindan kullanilabilir.
Laktuloz, galaktooligosakkaritler (GOS), fruktooligosakkaritler (FOS), inulin ve
inulin hidrolizatlari, matlooligosakkaritlerve direngli nisasta insan diyetinde yaygin
olarak kullanilan prebiyotiklerdir. Bu karbonhidratlarin probiyotik mikroorganizmalar
tarafindan kalin bagirsaktaki fermantasyonu sonucunda olusan baslica iirlinler kisa
zincirli yag asitleridir 6rn. asetat, biitirat, propiyonat, daha sonra iiretilen bu yag asitleri
host hiicre tarafindan enerji kaynagi olarak kullanilmaktadir. Pratikte, insan diyetinde
en ¢ok tiiketilen oligosakkaritler inulin, inulin hidrolizatlar1 ve oligofruktanlardir.
Ornek verilecek olursa, inulinin fermantasyonu sonucunda olusan kalin bagirsaktaki
kisa zincirli yag asitleri, kalin bagirsakta bulunan Bifidobakterium spp. cinsi
bakterilerin biiylimesini desteklemekte ve bagirsak mikroflorasinin diizenlenmesinde

yardimci olmaktadir (Sharma ve dig, 2012; Dai ve Chau, 2017).
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2.8  Aromatik Bilesenler

Gidanin tat, koku (aroma), ve dokusunun birlesmesiyle olusan algi ‘lezzet’ olusturur.
Dildeki tat reseptorleri yalnizca eksi, tatl, tuzlu ve aci algilarken; aroma bilesikleri
(koku maddeleri) ¢ok daha fazla nitelik uyandirir ve bu nedenle agirlikli olarak
gidalarin karakteristik lezzetinden sorumludurlar. Gidadaki lezzet gelisimi, ugucu
bilesiklerin olusmasiyla sonuglanan bazi reaksiyonlara baghdir, ¢izelge 2.4 ucucu

madde olusumunu destekleyen reaksiyonlar: gostermektedir.

Cizelge 2.4 : Ugucu madde olusumunu destekleyen reaksiyonlar (Grosch ve dig,
2004).

REAKSIYONLAR

Enzimatik

Ester baglarinin esteraz veya lipaz enzimleriyle
hidrolizi

Doymamis yag asitlerinin lipoksigenaz ve
hidroperoksit liyaz enzimleriyle oksidasyonu

Aldehitlerin alkol hidrogenaz enzimiyle
hidrojenlenmesi

Enzimatik olmayan

Glikozidlerin ve laktonlarin hidrolizi

Hidroksi asitlerden lakton olusumu

Hidroperoksitlerin bozulmasi

Tiyol, aldehit ve keton reaksiyonlari

Alkol gruplarmin dehidrasyonu ve reaksiyonlari

Farkli LAB cinsi bakterilerin fermantasyonuyla da tahil bazli i¢ceceklerin aroma profili,
duyusal analizi ve asetaldehit miktarlarinda biiyiik farklar gostermektedir. Orn.
maltlanmig tahillardan hazirlanmis bitkisel siitiin, L. plantarum, L. acidophilus ve L.
reuteri ile hazirlanan formiilasyonlarinda, fermantasyon sonucunda L. plantarum
kullanilan formiilasyonun duyusal analiz raporuna gore daha ¢ok kabul gordiigi
bildirilmistir (Salmeron ve dig, 2015). Bitkisel kaynakli tiriinlerde bulunan ya da LAB
fermantasyonu sirasinda ara {iriin olarak iiretilen karbonhidrat, aminoasit ve diger

kimyasal bilesenler 6rn. organik asitler, yag asitleri degisik metabolik yollar izlerler,
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bu metabolik aktiviteler de spesifik organoleptik bilesenlerin olugsmasina sebep olur.
Merkezde bulunan piriivat, alt reaksiyonlar i¢in baslangi¢ noktasidir; ugucu olmayan
bilesikler orn. sekerler, baz1 karboksilik asitler bu iceceklerde tatli, eksi gibi tat
bilesenlerini olustururlar, ucucu bilesikler ise orn. alkoller, aldehitler, ketonlar, esterler
ve karboksilik asitler tiiketim esnasinda sivi kisimdan ayrilip koku ve lezzet olarak

algilanirlar (Peyer ve dig, 2016).

2.9  Protein ve Biyoaktif Peptitler

Protein molekiilii (polipeptit), aminoasitlerin peptit bagiyla lineer olarak
baglanmasiyla olusur ve proteinin yapisi bu polipeptit zincirlerin ¢apraz baglanma ve
kivrilmasina bagli olarak degismektedir, protein c¢esitliligi ise aminoasit
monomerlerinin ¢esidine ve proteinin uzunluguna baglidir. Ayrica, protein ¢esitliligi
polipeptit zincirlerinin diger molekiillere 6rn. yaglara, karbonhidratlara, metallere
baglanmasina da baglidir. Baklagil ve tahil tanelerinin protein igerigi kiitlece 8-15 %
‘ni olusturmaktadir ve besinsel olarak 6nemi ise insan viicundan sentezlenemeyen
(esansiyel) aminoasitleri icermesinden kaynaklanmaktadir. Bu tanelerde bulunan
esansiyel aminoasitlerden bazilar1 lizin, metiyonin, 10sin, izoldsindir, protein
miktarmin fazla olmasi gidanin besinsel olarak 6nemini belirtirken yetersiz olmakta
ve protein kalitesinden bahsetmemektedir. Protein kalitesi, besinsel 6nem agisindan
esansiyel aminoasit miktariyla alakali olup, polipeptitlerin hidrolize olmas1 sonucunda

olusan esansiyel aminoasit miktariyla alakalidir (Bekes and Wrigley, 2016).

Gida kaynakli biyoaktif peptit terimi, ana proteinin dizisi i¢inde aktif olmayan farkl
kisa amino asit zincirlerini (2-20 aminoasit) belirtir. Bu aktif peptitler gastrointestinal
sistemde sindirildiginde, gida proseslerinde 6rn. olgunlastirma, fermantasyon, pisirme
sirasinda, depolama siirecinde veya in vitro proteolitik enzim hidrolizleri sonucunda
elde edilir (Castilla ve dig, 2012). Ozetlenecek olursa; biyoaktif peptitler (i) gidanin
fermantasyonunda kullanilan  proteolitik mikroorganizmalarla, (ii) protein
hidrolizatlarinin iiretimi sirasinda, (iii) proteinlerin in vivo sindirimlerinde, (iv)
proteinlerin in vitro sindirimde proteolitik enzimlerin kullanilmasiyla 6rn. pepsin,
tripsin, alkalaz ve pankreatin elde edilir (Korhonen ve Pihlanto, 2006). Ornegin, soya
siitliniin fermantasyonu boyunca, proteinler oligopeptit, dipeptit, tripeptit gibi daha
basit formlara doniistiiriiliir ve viicut fonksiyonlarinda biyoaktif peptit olarak gorev

alirlar. Proteinlerin enzimatik hidrolizi ile kiyaslandiginda, mikrobiyal fermantasyon
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ucuz ve kolay bir yontemdir, gerekli biitge yatirimi yalnizca mikroorganizmalarin
gelisimi i¢in gerekli olup, proteaz enzimleri LAB bakterilerinin hiicrelerinden

kolaylikla ayristirilabilinir (Agyei ve Danquah, 2011).

Bitkisel kaynakli proteinler, yliksek miktarda biyoaktif peptitler igerirler, bu biyoaktif
peptitlerin ¢ogu yasa bagli 6rn. kalp rahatsizliklari, kanser, obezite, diisitk immiin
sistemi gibi hastaliklarin engellenmesinde 6nemli rol oynamaktadirlar. Yapilan
bilimsel aragtirmalarin sonucunda, bitkisel proteinlerin, protein hidrolizatlarinin ve
peptitlerinin hayvan ve insanlarda kandaki kolesterol miktarini diisiirdiiglinii
gostermistir. Ayrica, yapilan bazi ¢alismalarda gastrointestinal sistemde emilimi
gerceklesen bazi biyoaktif peptitlerin direkt olarak hedef organa ulastig1 ve aktivitesini

gosterdigini bildirmektedir (Ruiz ve dig, 2014).

2.10 Antioksidan Aktivite

Antioksidanlar gida veya insan hiicrelerinde oksidasyonu engelleyen molekiillerdir,
gida takviyesi olarak yaygin kullanilmaktadirlar. Antioksidan aktivite ise,
antioksidanlarin gidada veya insan hiicresinde serbest radikalleri baglama ve etkisiz
hale getirme kapasitesidir (Chu ve Chen, 2006). Dogal antioksidanlarin ¢ogu
kompleks karisimlar igerisinde bulunmaktadir, bu kompleks karisimlar igerisindeki
bilesenler serbest radikaller lizerinde farkli etkilere sahip olabilirler ve/veya
birbirlerini sinerjistik veya antogonistik olarak etkilemektedirler (Niki, 2010). Cesitli
rahatsizlik ve hastaliklarin sebebinin oksidatif stres olusumuyla alakali oldugu, yakin
tarithte bilim insanlarinin ve halkin dikkatini ¢ekmistir. Dolayisiyla, bir¢ok hastaligin
onlenmesi ve saglikli bir yagam tarz1 slirmek i¢in, gida tiikketimindeki antioksidan
icerigi bilimsel otoriteler tarafindan ana 6lgiitlerden biri olarak kabul edilmektedir
(Niki, 2010). Saglik etkilerinin yani sira, antioksidanlar gidanin raf Omriiniin
korunmasinda ve uzatilmasinda da 6nemli rol oynamaktadir. Antioksidanlar, gidada
lipid oksidasyonunu oOnlemekte veya engellemekte bdylece gidada olusabilecek
istenmeyen aromatik bilesenlerin olusmasini engelleyip, gidanin besinsel degerlerini

orn. protein ve vitamin bilegenlerini korumaktadir (Bamdad ve Chen, 2013).

Bitkisel kaynakli gidalarin fermantasyonu sonucunda antioksidan aktiviteleri
artmaktadir, bunun sebebi ise yapisal olarak bagli olan flavonoidlerin bagimsiz forma
doniismesinden kaynaklanmaktadir. Fermantasyon boyunca bitkisel hiicre duvarlar

pargalanabilmekte ve sonucunda bircok biyoaktif molekiiliin sentezi de
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yapilabilmektedir (Katina ve dig, 2007; Pordevi¢ ve dig, 2010). Tahillarda antioksidan
Ozellik agisindan dominant olan grup fenolik asittirlerdir ve alt grup olarak
hidrobenzoik asitler, hidroksisinnamik asitler olarak ayrilmaktadir. Hidroksisinnamik
asit tiirevleri 6zellikle ferulik asit tahillarda en yaygin fenolik asit ¢esidi olup, hiicre
duvarinin yapisal bilesenlerine ester veya eter baglari olusturmaktadir. Bitkilerin hiicre
duvar bilesenleri diyet lifi 6zelliginde olup, en 6nemli fenolik asit kaynaklarindan
birisidir. Ferulik asit, p-kumarik asit, sinapik asit ve bazi fenolik asit dehidrodimerleri,
tahil tanelerinden elde edilen diyet lifi fraksiyonlarinda saptanmistir. Ayrica, diyet lifi
polisakkaritleri fenolik asitlere bagli olup, kalin bagirsakta bakteriyel enzimler
sayesinde serbest birakilabilir (Guo ve Beta, 2013). Ligninolitik ve karbonhidrat
metabolize edici enzimler fenolik glikozitleri hidrolize edebilmekte, olusan serbest
aglikonlarin antioksidan aktivitesi ise bagli haline kiyasla daha yiliksek olmaktadir
(Vattem veShetty, 2003). Bitkilerin antioksidan aktivitesinin genel kaynaginin
polifenol, fenol icerigiyle alakali oldugunun bilinmesine ragmen, son zamanlarda
yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarla birlikte bitkisel kaynakli proteinlerin ve aktif
peptitlerin da yiiksek derecede antioksidan aktiviteye sahip olduklari bildirilmistir
(Garcia ve dig, 2013).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Bitkisel Kaynakl Siit ikameleri: Soya ve Piring Siitii

Bu calismada bitkisel siit ikamesi olarak soya ve piring siitii kullanilmistir, bu iiriinler
market tirtinleri olup Alinor Spa ® Company (Ripalta Cremasca, Italy) sirketinden
tedarik edilmistir. Uriinler Tetra Pak ® ile paketlenmis ve oda sicakliginda muhafaza
edilmektedir. Tedarik edilen soya ve piring siitiiniin baglangi¢c mikrobiyal ylikii hedef
mikroorganizma besi yerleri iizerine yayma plak yontemi ile kontrol edilmistir. E.coli
(Lysogeny Brot, LB) 37°C, LAB (MRS 37°C), maya ve kif (Sabouraud
Chloramphenicol Agar, SCA 30°C), koliform bakteri (Violet Red Bile Agar, VRBA
37°C), mezofilik mikroorganizmalar (Plate Count Agar, PCA 30°C), psikrofil
mikroorganizmalar (Plate Count Agar, PCA 10°C). Analizlerde kullanilan biitiin brot
ve agarlarin markas1 Oxoid’ tir (Basingstoke, UK.). Market iiriinii olan soya siitii ve

piring siitliniin etiket bilgileri Cizelge 3.1 de gosterilmistir.

Cizelge 3.1 : Kullanilan soya ve piring siitiiniin etiket bilgileri

Soya siitii besin 100 ml Piring siitl 100 ml
ogeleri besin dgeleri

Enerji 36 keal Enerji 55 kcal
Yag 1,79 Yag 1,19
*Doymus yag 0,3g *Doymus yag 0,19
Karbonhidrat 1,39 Karbonhidrat 10,59
*Seker 059 *Seker 7049
Lif 109 Lif 0,79
Protein 350 Protein 0,49
Tuz 0,05¢g Tuz 0,1g

3.2 Probiyorik Laktik Asit Bakterisi izolatlari

Calismada kullanilan biitiin mikroorganizma gesitleri Bologna Universitesi Tarim,

Gida Bilimleri ve Teknolojileri Departman’ina (Italya) ait kiitiiphaneden alinmigtir. 12
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Lactobacillus ve 2 Bifidobacterium tiirii bateri kullanilmistir. Kullanilan bakteriler
gliserol stoklardan (-20 °C) 100 pL alinip 10 mL Brot kullanilarak canlandirilmistir.
Lactobacillus tiirlerinin canlandirilmasinda Man Rogosa Sharpe (MRS) Brot,
Bifidobacterium tiirlerinin canlandirilmasinda MRS+ sistin (0,5 g/L) (Sigma -Aldrich,
St Louis, Mo., ABD) Brot kullanilmistir ve 37 °C 24 saat mikroaerob sartlarda
inkiibasyona birakilmistir. 1 giinliik inkiibasyondan sonra brotlardan 100 pL alinip
tekrar 10 mL brotlara eklenip canlandirma islemi tekrarlanmistir. Her bir bakteri igin
iki kere canlandirma islemi yapilmistir. Tarama kisminda kullanilan LAB tiirleri

cizelge 3.2 de gosterilmistir.

Cizelge 3.2 : Deneyin tarama kisminda kullanilan probiyotik LAB suslari.

Lb. sanfranciscensis BB12
Lb helveticus CNBL 1156
Lb. rhamnosus C1112

Lb. rhamnosus C243

Lb. plantarum 82

Lb. plantarum 325

Lb. casei LBCD1

Lb. fermentum PRLF

Lb. plantarum 98b

Lb. acidophilus

Lb. plantarum 6BHI

Lb. fermentum MRI 3

3.3  Orneklerin Hazirlanmasi ve Fermantasyon

Calismanin birinci ve ikinci kisminda da fermantasyon Wang ve dig., tarafindan
uygulanan prosediire bazi eklemeler yapilarak uygulanmistir. Gliserol stoklarindan 2
kere yenilenerek alinan LAB tiirleri, tiirlerine géore MRS ve MRS+Sistin icerisinde bir
kez daha canlandirilip 12 saat 37 °C, mikroaerob sartlarda inkiibe edilmistir (2002). 12
saatin sonunda brotlardan 1 mL alinip 600 nm optik yogunluklarina bakilmistir, 0.8-1
absorbans degerinde optik yogunlugu olan LAB tiirleri fermantasyonda kullanilmistir.

Hazir olan brotlardan 1 mL alinip 10 dk 13000 RPM santrifiij islemi uygulanmistir,
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pelet 1 mL NaCl 1% (w/v) soliisyonuyla yeniden ¢ozdiiriilip 5 min 13000 RPM
santrifiij uygulanmistir ve pellet yine tuz soliisyonuyla yikanmis bu islem 2 kere
tekrarlanmistir. Final pelet 1 mL tuz soliisyonuyla ¢6zdiiriilmiis ve inokiilasyon ig¢in
hazir hale getirilmistir. LAB tiirlerinin siit 6rneklerine inokiilasyonu 1 % (v/v) olarak
belirlenmistir ve fermantasyon 37 °C, 24 s mikroaerob sartlarda yapilmigtir (Ai ve dig,
2015). Calismanin birinci kisminda soya siitii ve piring siitii ayr1 ayr1 ¢alisilmistir,
ikinci kisimda ise birinci kisimda belirlenen 2 Laktobacillus spp. ve 2 Bifidobacterium
spp. suslar1 tekli veya kokteyl olarak hazirlanan siit karisimlarina eklenmistir. Cizelge
3.3’ de deneyin ikinci kisminda kullanilacak olan siit karigimlarinin oranlari

gosterilmektedir.

Cizelge 3.3 : Deneyin ikinci kisminda kullanilacak olan siit karigimlari orani.

Siit Karisimlari Oran
SR25 25% Soya siitli + 75% Piring siitii
SR50 50% Soya siitii+ 50% Piring Stitii
SR75 75% Soya siitii+ 25% Piring siitii

3.4  Mikrobiyal Ol¢iimler

3.4.1 Optik Yogunluk

Bitkisel siitlere eklenecek mikrobiyal inokiilasyon miktarina inkiibe edilmis brotlarin
optik yogunluklarina bakilarak karar verilmistir. Bu amagta 6705 UV/Vis.
Spektrofotometre (Jenway, UK) kullanilmis ve 600 nm dalga boyunda Olgiim
yapilmistir. Absorbans degerleri 0,8-1 abs den fazlaysa eger, MRS veya MRS+sis

brotla seyreltme yapilmig ve Denklem 3.1 kullanilmustir.

Denklem 3.1

C1 (brotun absorbans degeri) 0,9 (istenilen absorbans degeri)

V1 (volume 6rnegin hacmi) V2

3.4.2 Yiizeye yayma plak yontemi ile sayim

Mikrobiyal gelisme “koloni olusturan birim; kob/mL” olarak, inokiile ve inkiibe
edilmis siit 6rneklerinin Laktobacillus suslar1 i¢in MRS agar, Bifidobacterium suslari
icin MRS+sis agar iizerine yayma plak yontemiyle 10 luk seri dillisyonlar hazirlanmis
orneklerden ekim yapilip, 37 °C, 24 s mikroaerob sartlarda inkiibe edilen petrilerin
saymmi yapilir ve log kob/mL olarak ifade edilmistir (Ai ve dig, 2015).
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3.5  pH olgiimleri

Calismanin birinci ve ikinci kisminda da pH 6l¢iimleri Basic 20 (Crison Instruments,

Barcelona, Spain) pH metre ile 3 tekrarli yapilmistir.

3.6 Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS analizi birinci ve ikinci kisimda da 24 saat fermantasyona birakilmis siit
orneklerinin protein profilini anlamak i¢in yapilmistir, kontrol olarak piring siitii, soya
stitii ve 25% 50% 75% bitkisel siit karisimlart kullanilmigtir. Deneyin birinci kisminda
kullanilan o6rnekler 70% lik trikloroasetik asit (TCA) ile ¢oktiiriiliip, 5 dk buz
icerisinde bekletildikten sonra 14000 RPM, 5 dk santrifiijlenmistir. Daha sonra pelet
hazirlanan tampon ¢6zelti ile tekrar askiya alinmistir ve 5 dk 100 °C su banyosunda
bekletildikten sonra jellere yiiklenmistir. Deneyin ikinci kisminda ise, siit drnekleri
vortekslenip 20 uL filtrasyon siringa ile uygulanip, su banyosunda 5 dk 100 °C su
banyosunda bekletildikten sonra jellere yiiklenmesi gergeklestirilmistir. SDS-PAGE
protokoliinde jeller Cizelge 3.4 deki gibi hazirlanmistir. fermente edilmis siitler ve
kontrol olarak kullanilacak siitler i¢in, resolving jel 16% akrilamid/Bis (37.5:1, 40%)
konsentrasyonunda ve stacking jel 4% akrilamid/Bis (37.5:1, 40%)
konsantrasyonunda hazirlanmistir (Sigma -Aldrich, St Louis, Mo., ABD). Hazirlanan
jeller 6rneklerin yiiklenmesinden sonra 100 V sabit voltaj ile Bio-Rad PowerPac 3000
(Bio-Rad, US) yiiriitiilmiistiir ve standart olarak Precision Plus Protein TM All Blue
Standard (Bio-Rad, US) kullanilmistir.

Cizelge 3.4 : SDS jellerinin formiilasyonu.

Materyal Resolving Jel 16% Stacking Jel 4%
Saf su 3,54 mL 5,98 mL
Akrilamid/Bis (40% 8,54 mL 0,85 mL
37.5:1)
Tris HCI 1 M (pH 8.8) 7,5mL 1mL
SDS 10% 200 pL 80 uL
APS 10% 200 uL 80 uL
TEMED 20 uL 10 pL
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3.7 Antioksidan Aktivite

Antioksidan aktivite Marecek ve dig., 2017 tarafindan uygulanan ABTS+ metotuna
baz1 degisiklikler yapilarak oOlgiilmiistiir. Katyon radikal ABTS+ soliisyonu, 10 mL
ABTS soliisyonun (Sigma -Aldrich, St Louis, Mo., ABD) 7 mmol, 20mM CH3COONa
(Sigma -Aldrich, St Louis, Mo., ABD) pH 4,5 ile karistirildiktan sonra karigimdan 9
mL alinmis, ve 9 mL 2,45 mM K>S;0g (Sigma -Aldrich, St Louis, Mo., ABD) ile
tekrar kanistirilmistir, final ABTS+ reaktifi bu karistmin 12-16 saat karanlikta
bekletilmesinden sonra elde edilmistir. ABTS+ reaktifi asetat tampon ¢ozeltisi (250
ml of 20 MM CH3COONa pH 4,5 ) ile seyreltilmistir ve absorbans degeri 734 nm dalga
boyunda 0.700 + 0.01 abs olacak sekilde ayarlanmuistir. Antioksidan aktivitesi
dlgiilecek drneklerin spektrofotometrik dlgiimleri igin; Ornekler 10 ul drnek + 190 pl
seyreltilmis ABTS+ soliisyonu kullanilmistir ve her 6rnek igin sonuglar 3 kere
tekrarlanmistir. Kalibrasyon egrisi ise 10 pl Askorbik asit (Sigma -Aldrich, St Louis,
Mo., ABD) i¢in konsantrasyon araligi 0-600 pg/ml olacak sekilde hazirlanmstir.
Beyaz kontrol olarak 10 pl su ve 190 pl seyreltilmis ABTS+ kullanilmistir. Absorbans
degerleri 6rneklerin karanlik ortamda 30 dakika bekletilmesinden sonra plaka okuyucu
Tecan Spark 10M (Tecan, Switzerland ) kullanilarak 734 nm de Olmilmiistiir.
Orneklerin antioksidan degerleri pu esdeger gram Askorbik Asit/ml (ug AA eq/ml)
olarak yorumlanmistir ve bu deger plakalardaki renk degisimlerinin beyaz kontrole

gore absorbanslarinin farkiyla denklem (3.2) ile hesaplanmustir.

Denklem 3.2
A 6rnek (734 nm)

Azalma (A) 734 k) =1-
zalma (A) 734 nm( 30 dk) A beyaz (734 nm)

3.8 istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizde varyans analizleri metodu olan ANOVA kullanilmistir ve
sonuglar arasindaki farkliliklar Duncan’s New Multiple Range Test (p< 0.05) ile
yorumlanmistir. Bu amagta SPSS programi kullanilmistir ve Orneklerin pH,
mikrobiyal biiylime ve antioksidan aktivitelerinin farkliliklar: istatistiksel olarak

yorumlanmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1  Birinci (Tarama) Kisim Bulgular

4.1.1 LAB tiirlerinin soya siitii ve piring siitii icerisindeki zamana bagh pH
etkileri

Test edilen biitiin LAB tiirleri ayr1 ayr1 olarak soya siitiinde ve piring siitiinde gelisme
gbstermis olup, bu bitkisel siitlerin LAB fermantasyonu sonucunda pH degerlerinin
diistiigl gézlemlenmistir. Soya siitiiniin 25 °C deki pH degeri ortalama 7,17 ve piring
stiiniin ortalama pH degeri 7,30 degerinde Olgiilmiis olup, literatiir taramasi
sonucunda karar verilen biitiin LAB tiirleri ile soya siitii ve piring siitiiniin 24 saat 37 °
C de fermantasyonun sonucunda pH degerlerini soya siitiinde 4,20; piring siitiinde ise
3,5 degerlerine kadar diistiigii gozlemlenmistir. Sekil 4.1, 4.2, 4.3 ve 4.4 LAB
tiirlerinin fermantasyonu sonucunda piring siitii ve soya siitiindeki pH degisimlerini ve
istatistiksel olarak farkliliklarini p<0,05 gostermektedir. Istatistiksel olarak her bir
LAB tiirlinlin soya siitii ve piring siitll icerisinde 6. ve 24. saatteki pH diislirme
aktiviteleri kiyaslandiginda pH degerlerinin birbirinden farkli oldugu gozlemlenmistir.
Her bir LAB tiirliniin zamana ve siit ¢esidine gore pH {lizerine etkileri EK’A da

gosterilmistir.

Her iki bitkisel siitiin de probiyotik LAB bakterileriyle fermantasyonu sonucunda, her
bir bakterinin pH degerine etkisi 6. Saatte istatistiksel olarak farklilik gostermektedir
(p<0,05). Ayrica her bir zaman aralig1 ve bitkisel siit ¢esidi diisiiniildiigiinde, piring
siitlinlin 24 saatlik fermantasyonu sonucunda en diisiik pH degeri gozlemlenmistir.
Piring siitiindeki 24 saatlik pH degerlerinin soya siitiniin ayn1 bakterilerle olan
fermantasyonlarindan pH degerlerinin daha diisiik olmasinin sebebi piring siitiiniin
formiilasyonundaki karbonhidrat/seker igeriginin fazla olmasindan kaynaklaniyor
oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica, Lb. plantarum suslarinin 24 saatlik fermantasyonun
piring siitii ve soya siitii icerisindeki pH diistirme etkisi diger LAB tiirlerine gore daha
fazladir. Manini ve arkadaslar1 pH degeri 6,3 olan bugday kepeginin 13 farkli LAB
susunu baglangi¢ popiilasyonu 7.8 log kob/ml olacak sekilde inokiile etmislerdir, 8
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saatlik fermantasyon sonucunda biitin LAB suslarinin ortalama 2,7 log kob/ml
civarinda gelismesinde artis gosterdigi ve pH degerlernin 5,6-4,0 arasinda degistigi
gbzlemlenmis olup en diisiik pH degerleri Lb. plantarum suslarinin kullanimiyla elde

edilmistir (2016).

Bunun sebebi L. plantarum suslarinin amilolitik etkisinden kaynaklandigi
diisiiniilebilinir, amiloliktik enzim aktivitesi sonucunda fermente edilebilir seker
miktar1 artmaktadir. Songre ve dig. L. plantarum suslarinin potensitel amilotik enzim
aktivitelerini dar1 fermantasyonu sonucunda iirettikleri yiiksek laktik asit mikar ile

raporlamiglardir (2009).

Soya siitliniin LAB tiirleriyle fermantasyonu sonucunda Lb helveticus CNBL ve Lb.
rhamnosus C243 6. saatte en diisiik pH degerine sahip inokiiliimlerdir ve diger tiirlerin
soya siitii icerisindeki pH degerleri 6-6,50 arasindayken, bu tiirler pH degerini 5,30 un
altina diistirmiislerdir. Calismada bulunan bu sonucun aksine, Santos ve dig., 2014 ve
Champagne ve dig., 2009 yaptiklari ¢alismalarda Lb. rhamnosus suslarinin soya siitii
fermantasyonunda pH diisiirme etkilerinin az oldugunu belirtmislerdir. Sonuglar
arasindaki bu farkliligin sebebinin bu tez calismasinda kullanilan soya siitiiniin ticari
bir {irlin olup, formiilasyonuna ve iiretim sirasindaki fiziksel, kimyasal degisimlere

ugradigindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

Soya siitiiniin ve piring siitiiniin LAB tiirleriyle fermantasyonun 24. saatindeki pH
degerleri arasindaki istatisiksel olarak benzerlikler artmistir. Her iki siit ortaminda da
LAB tiirlerinin fermantasyonun 6. ve 24. saatteki pH degerlerine bakildiginda, starter
kiiltiir kararmin verilmesinde ilk 6 saatteki pH degisimlerinin dikkate alinmasi
gerektigi bulunmustur. Ayrica gida endiistrisi her zaman enerji tasarrufu
kontaminasyonun engellenmesi, ve iiretimin hizlanmasi agisindan kisa stireli

fermantasyonu tercih etmektedir (Matejcekova et al., 2017).
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T6 _SOYA SUTU pH

7,50
7,00
6,50
T 6,00
2 5,50
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4,00

LAB tiirleri

Sekil 4.1 : LAB tiirlerinin soya siitii fermantasyonunun 6. saat pH degerlerine etkisi
(p<00,5).

T24_SOYA SUTU_pH
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4,30
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LAB tiirleri

Sekil 4.2 : LAB tiirlerinin soya siitii fermantasyonu sonucundaki 24. saat pH
degerlerine etkisi (p<0,05).
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Sekil 4.3 : LAB tiirlerinin piring siitii fermantasyonu sonucundaki 6. saat pH
degerlerine etkisi (p<0,05).
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Sekil 4.4 : LAB tiirlerinin piring siitii fermantasyonu sonucundaki 24. saat pH
degerlerine etkisi (p<0,05).

4.1.2 LAB tiirlerinin soya siitii ve piring¢ siitii icerisindeki zamana bagh
gelisimleri

Laktik asit bakterilerinin inokiilim miktarina optik yogunluklarina bakilarak karar
verilip, 0,9 abs’ ye sahip LAB Lactobacillushlar uygun saflastirilmalar sonucunda
bitkisel siitlerin fermantasyonunda kullanilmis olup, LAB tiirlerinin soya siitii ve piring
slitiine ait mikrobiyal yiikleri 0, 6 ve 24. saate gore uygun besi yerlerine yayma plak
yonemiyle (Bifidobakleriler i¢in MRS+sis agar, Laktobasililer icin MRS agar)
yapilmis, ve plakalarm 37 © C de 24 saatlik inkiibasyonu sonucu sayimlarinin log
kob/ml birimindeki grafikleri sekil 4.5 ve 4.6 da gosterilmistir, sekillerden goriilecegi
tizere, her iki siit ortaminda da her inokiiliim icin 0, 6, 24 saatler arasinda mikrobiyal
yiik artmistir. Mikrobiyal yiiklerin sifirinci saat sonuglarina gore LAB bakterileri soya
ve piring siitiine en az 7 log kob/ml olarak eklenmistir ve her bir LAB tiirii her iki siit
igerisinde de en az 1 log kob/ml gelisme gostermistir. Santos ve Schwan yer fistig1-
soya siitiinlin fermantasyonunda Lb. rhamnosus, Lb. acidophilus, Lc. Lactis ve Lb.
bulgaricus kullanmis ve baslangi¢ olarak her bir tiir 7 log kob/ml inokiile edilmistir,
LAB tiirleri 24 saatlik fermantasyon sonucunda gelisimleri en az 8 log kob/ml
gozlemlenmistir (2014). Yine LAB tiirlerinin soya siitiiniin fermantasyonunda
kullanilmastyla ilgili yapilan bir deneyde Zhao ve Shah Lb. acidophilus, Lb. paracasei,
Lb. zeae, ve Lb. rhamnosus tiirlerini fermantasyonda kullanmis ve bu tiirlerin 24
saatlik fermantasyon sonucunda sayilarinda en az 1,3-1,4 log kob/ml artis ve pH

degerlerinde ise 6,70 den 4,55 diisiis gézlemlemistir (2014).

Mikroorganizmalarin 0. ve 24. saat yiiklerine bakilip aradaki fark yiizde olarak ifade
edildiginde soya siitiinde Lb. helveticus CNBL inokiiliimiiniin gelismesindeki artis 24
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saatlik fermantasyon sonucunda 33% olmustur ve soya siitlindeki en yiiksek
mikrobiyal gelismeyi gostermistir, en diisiik mikrobiyal gelismeyi ise 14,26 % ile Lb.
rhamnosus C243 gostermistir. Piring siitiinde ise, Bifidobacterium longum B12 en
yiiksek mikrobiyal gelisme gostermistir 43% pH degeri diisiiniildiigiinde 24 saatlik
fermantasyon sonucunda piring siitiindeki en yiiksek pH yine B.longum B12
fermantasyonunda gézlemlenmisti ve yine Lb. rhamnosus C243 12% lik artigla en
diisiik aktiviteyi gostermistir. Lb. rhamnosus C243 iin iki siit ortaminda da ilk 6
saatteki pH diisiirme etkisi diisiiniildiigiinde, gelisme oranin diisiik olmasinin sebebi
diisik pH degerinden kayaklanabilir, bu sonu¢ Marazza ve dig. tarafindan da
desteklenmektedir, soya siitiiniin Lb. rhamnosus ile 24 saatlik fermantasyonu
sonucunda pH degerinin 4,5 in altina diistiigiinde mikrobiyal gelismenin diistiigiinii de
bildirmislerdir (2009). Ayrica Wang ve dig. gore de, soya siitlinde mikrobiyal
gelismedeki diisiis ve ortamin pH degerindeki diisiis arasinda bir kolerasyon oldugunu
ve asit lretiminin artmasinin laktobasili ve bifidobakterilerin gelismesinde diisiise
sebep oldugunu bildirmislerdir (2002). iki calismanin ve bu deneyden elde edilen
sonuglara gore Lb. rhamnosus C243 gelisiminin ortam pH degerinden etkilendigi
cikarimi yapilabilmektedir. Fakat pH degerinin her iki siit ortaminda da 24 saatlik
fermantasyon sonucunda en ¢ok 4,5 in altina diismesine ragmen, mikrobiyal ytikler

biitiin tiirler i¢in her iki ortamda da en az 9 log kob/ml olarak bulunmustur.

Fonksiyonel gidalardan saglik yararlar1 elde edebilmek igin, uygulanabilir probiyotik
suglarin muhafaza edilmesi ve biiyiimesinin desteklemesi beklenmektedir, ayrica
{iriinlerin son kullanma tarihlerinde minimum 10° kob/ ml diizeyinde (veya g-1)
probiyotik sus igermeleri gerekmektedir (Matejcekova et al., 2017). Bu tez
caligmasinda kullanilan probiyotik LAB tiirlerinin her iki siit ¢esidinde de mikrobiyal
gelisme gostermesi ve 24 saatlik fermantasyon sonucunda kullanilan probiyotik
suslarin sayisinin en az 9 log kob/ml olarak gézlemlenmesi bu suslarin soya ve piring
stitlerinin fermantasyonunda, veya bu iriinlerin kullanimiyla yeni iiretilebilecek

iceceklerin tasarimina elverisli tiirler oldugu gozlemlenmistir.
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Sekil 4.5 : LAB tiirlerinin soya siitii fermantasyonundaki 0, 6 ve 24. saatteki
mikrobiyal geligsmeleri.
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Sekil 4.6 : LAB tiirlerinin piring siitii fermantasyonundaki 0, 6 ve 24. saatteki
mikrobiyal geligsmeleri.

4.1.3 LAB tiirlerinin soya siitiiniin ve piring siitiiniin protein/peptit profillerine
etkisi

Kontrol olarak soya siitii ve piring siitiiniin (sifinc1 saat) kullanildig1 ve 24 saatlik
fermantasyon sonucunda 14 probiyotik LAB suslarinin bitkisel siitlerin protein/peptit
profiline etkileri SDS- Jel ile sekil 4.7 ve 4.8 de gosterilmistir. Orneklerin SDS-jellere
yiiklenmeden 6nceki protein saflatirma basamaginda 70% lik trikloroasetik asit (TCA)
kullanilmis ve ¢Oziinilir ¢oziiniir olmayan biitlin protein/peptitlerin  goriilmesi

hedeflenmistir. Kontrol piring ve soya siitlerinin LAB tiirleriyle fermente edilmis soya,
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piring siitleri kiyaslandiginda protein/peptit profillerinde, soya siitiiniin Lb. rhamnosus
C243 ile fermantasyonu disinda, bir fark gézlemlenmemistir. Lb. rhamnosus C243 ile
fermente edilmis soya siitiiniin SDS-Jel profile incelendiginde molekiil agirligr 20
kDa’dan kii¢iik olan bantlarda siklasma ve koyulasma gozlemlenmistir, bunun anlami
molekiil agirligi 20 kDa’dan kiigiik protein/peptit yogunlugunun artmasidir. Solieri ve
dig. yaptig1 calismada inek siitliniin 39 farkli LAB susuyla fermantasyonu sonucunda
calistiklar1 suslar arasinda Lb. casei PRA205 ve Lb. rhamnosus PRA331 suslarinin
proteolitik aktivitelerinin en yiiksek oldugunu gézlemlemislerdir (2015).

Ayrica, soya siitiine ve piring siitiine ait SDS-Jeller kiyaslandiginda bant yogunlugu ve
sikligiin birbirinden ¢ok farkli oldugu goézlemlenmektedir, birbirinden c¢ok farkli
protein/peptit icerigine sahip bu iki siitlin ayn1 zamanda formiilasyondaki protein
miktarlar1 da birbirinden farklidir, piring siitiinlin protein miktar1 0,4 g iken soya

stitlinlin protein miktar1 3,5 g olarak etiket bilgilerinde verilmistir.

Kontrol olarak kullanilan veya fermente edilmis soya siitlerinin SDS-Jel profiline
bakildiginda, protein-peptit bantlarinin genellikle 20 kDa’dan sonra basladigi ve 37
kDa’dan sonra bant sayisinin siklastigi goriiliirken, kontrol ve fermente piring
stitlerinde protein/peptit bantlar1 15 kDa’dan kiiciik gdzlemlenmektedir. Piringte
bulunan ana proteinler glutelinler ve prolaminlerdir, major protein olan glutelin 80%
olarak bulunurken 5-10% prolamin bulunmaktadir ve molekiil agirliklart glutelin igin
24-36 kDa olarak degisirken prolamin molekiil agirliklar1 13-16 kDa arasinda
degismektedir (Wang ve dig, 2016; Bekes, 2016).

<100 kD

<37kD
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S5 S5 S St 5352 S1_

Sekil 4.7 : LAB tiirlerinin fermantasyonun soya siitiintin SDS-Jel protein/peptit
profiline etkisi. S1= Lb. sanfranciscensis; S2 = Lb. helveticus; S3 = Lb. rhamnosus;
S4 = Lb. rhamnosus; S5 = Lb. plantarum; S6 = Lb. plantarum; S7 = Lb. casei; S8 =

Lb. fermentum; S9 = Lb. plantarum; S10.= Lb. acidophilus; S11= Lb. plantarum;
S12 = Lb. fermentum MRI3; Bif12 = Bifidobacterium longum 12; Bif7 = B. bifidum
700795 St=protein standart
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Sekil 4.8 : LAB tiirlerinin fermantasyonun piring siitiiniin SDS-Jel protein/peptit
profiline etkisi. R1= Lb. sanfranciscensis; R2 = Lb. helveticus; R3 = Lb.
rhamnosus; R4 = Lb. rhamnosus; R5 = Lb. plantarum; R6 = Lb. plantarum; R7 =
Lb. casei; R8 = Lb. fermentum; R9 = Lb. plantarum; R10= Lb. acidophilus; R11=
Lb. plantarum; R12 = Lb. fermentum MRI3; Bif12 = Bifidobacterium longum 12;
Bif7 = B. bifidum 700795, St=protein standart

Kontrol olarak kullanilan piring siitinde glutelin proteinlerine ait bantlar
gozlemlenmemistir (molekiil agirligi 24-36), ve bunun sonucunda piring siitii
prosesinde bu proteinin kayboldugu yorumu yapilabilmektedir. Bitkisel kaynakl1 siit
tiretimi prosesinde bazi enzimler 6rn. proteaz, lipaz, amilaz vb. kullanilmaktadir, pH
diizenlemeleri ve UHT sterilizasyonu (140-150 °C, 2 sn) uygulanmaktadir (Bernat ve
dig, 2014). Sonug olarak, piring siitii liretimi sirasinda kullanilan proteaz enzimi veya

UHT sterilizasyonu glutelin iceriginin kaybolmasina sebep olmus olabilir.

4.1.4 Deneyin ikinci kisminda kullanilacak LAB tiirlerinin belirlenmesi

Deneyin ikinci kisminda kullanilacak olan inokiiliimler, birinci kisimda soya ve piring
stitiine inokiile edilen 12 Laktobasili tiiriinden elde edilen 6. ve 24. saatlerdeki pH
diistirme ve mikrobiyal gelisme aktivitelerine gore belirlenmistir. Birinci kisimda da
kullanilan 2 Bifidobakteri tiiriiniin kullanimina ise bu degerlendirmelere bakmaksizin
secilen Laktobasili tiirleriyle kokteyl olarak kullanilmasina karar verilmistir. Soya siitii
icerisindeki LAB tiirlerinin 6. saat mikrobiyal yiikleri kiyaslandiginda, Lb. rhamnosus
C243, 24. saat mikrobiyal yiikleri kiyaslandiginda Lb. sanfrancisciensis BB12 en
yiiksek aktiviteyi gosterirken, pH degerleri igin 6. saatte ve 24. saatte Lb. helveticus
CNBL en diisiikk pH aktivitesini gostermistir. Piring siitii i¢erisinde ise 6. saatte Lb.
plantarum LB82 ve 24. saatte Lb. plantarum LB325 en yiiksek mikrobiyal yiik
degerlerini gosterirken pH degerleri igin 6. saatte Lb. helveticus CNBL ve Lb.
plantarum LB325, 24. saatte Lb. rhamnosus C243 ve Lb. rhamnosus C1112 en diisiik

pH degerlerini gostermistir. Sonug¢ olarak, karar verilen Laktobasili tiirleri; Lb.
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rhamnosus C243 ve Lb. helveticus CNBL dir. Deneyin ikinci kisminda kullanilacak

inokiiliimlerin listesi Cizelge 4.1. de gosterilmektedir.

Cizelge 4.1 : Deneyin ikinci kisminda kullanilacak olan inokiiliimler.

Inokiilimler

Lb. rhamnosus C243

Lb. helveticus CNBL
B. bifidum 700795
Kokteyl 1. Lb. rhamnosus+ Lb helveticus+ B. bifidum 700795

B. longum B12

Kokteyl 2: Lb. rhamnosus + Lb. helveticus + B. longum

4.2 Deneyin Ikinci Kisim Bulgular

4.2.1 LAB tiirlerinin bitkisel siit karisimlar icerisindeki tekli ve Kkokteyl
inokulasyonlarimin mikrobiyal gelisimleri ve pH degerlerine etkisi

Tekli veya kokteyl olarak bitkisel siit karisimlarina inokiile edilen probiyotik LAB
suglarinin biitiin bitkisel siit karisimlarinda (SR25, SR50, SR75) 24 saatlik inkiibasyon
sonucunda pH degerleri 3,86-4,38 degerleri arasinda gozlemlenmistir. Sekil 4.9 siit
karisimlarinin - degisen inokiiliimlere gore pH degerlerini 6. ve 24. saatte
gostermektedir. Biitiin bitkisel siit karisimlarinda, 6. saat pH degerleri her bir inokiiliim
icin kiyaslandiginda B. bifidum 700795 ile fermente edilen siit karisimlarinin pH
degerlerinin en yiiksek olarak bulunmus ve en diisiik pH degerleri ise Lb. rhamnosus
C243 susunun kullanimiyla gézlemlenmistir. Ayrica istatistiksel olarak inokiiltimlerin
hepsi siit karigimlarinin igerisinde pH degerleri acisindan farkli bulunmustur p<0,05
fakat 24 saatlik fermantasyon sonucunda fermente siit karisimlarmmin pH
degerlerindeki benzerlik istatistiksel olarak artmistir. Her bir bitkisel siit karigimi
igerisindeki inokiiliimlerin pH tiizerindeki etkisinin 6. ve 24. saatteki degisimlerini
gosteren grafikler Ek A’ da gosterilmektedir. Siit karisimlarinin tekli veya kokteyl
olarak kullanmildig1 24 saatlik fermantasyon sonucunda, SR25 siit karigimi igin
Bifidobacterium longum 12, SR50 ve SR75 siit karisimlari i¢inse Lb. rhamnosus
C243+ Lb. helveticus CNBL+ Bifidobacterium longum 12 (kokteyl 2) en diisiik pH
degerini gostermistir. Her bir inokiiliim i¢in pH degerleri siit karisimlarina ve zamana
gore (6. ve 24. saat) gore kiyaslandiginda, biitiin inokiiliimler en yiiksek pH degerini

6. saat dl¢limleri icin SR75 siit karisiminda gosterirken, en diisiik pH degerlerini SR25
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stit karigiminda 24. saatteki dl¢imlerinde gostermiglerdir. Mikrobiyal gelisme biitiin
stit karigimlari ve inokiiliimler i¢in kiyaslandiginda 24 saatlik fermantasyon sonucunda
inokiiltimler siit karisimlar1 farketmeksizin 9,46-10,28 log kob/ml arasinda gelisme
gostermistir. Sekil 4.10° da siit karisimlarinin zamana gore mikrobiyal etkisi
gosterilmektedir. Sekil 4.10 dan da anlasilacag: lizere, mikrobiyal gelismeler de siit
karigimlarinin oranlarinin veya kullanilan inokuliimlerin ¢ok farkli sonuglar ortaya
cikartmadigl gézlemlenmistir. Boylece kullanilan her inokuliimiin probiyotik icecek

tasariminda kullanilabilecek potansiyele sahip oldugu gozlemlenmistir.

=—4— Lb.rhamnosus C243 —f— Lb.helveticus CNBL B.bifidum 700795
e=3é== C243+CNBL+Bif7 B.longum 12 C243+CNBL+Bif12

SR25 SR50 SR75 SR25 SR50 SR75
6. SAAT 6. SAAT 6. SAAT 24. SAAT 24. SAAT 24. SAAT

Sekil 4.9 : Bitkisel siit karisimlarinin fermantasyonunun 6. ve 24. saatlerindeki pH
degerleri

Biitiin siit orneklerinde mikrobiyal gelisme 6. saat i¢in kiyaslandiginda, B. bifidum
700795 6 saatlik fermantasyon sonucunda tiim siit karisimlarinda 8,2 log kob/ml
civarinda en diisiik gelismeyi gosteren inokiiliimdiir ve karigimlarin oranlarindan
etkilenmemistir. Gibson ve Wand yaptiklar1 ¢alismalar sonucunda 8 Bifidobacterium
tirlinden yalnizca B. bifidum tirliniin ortamdaki oligofruktoz miktarindan
etkilenmedigini gozlemlemislerdir. Ayn1 oran siit karisiminlarinda, B. bifidum 700795
nin tekli inokiiliimiiniin, B.bifidum 700795 iceren kokteyl inokiiliimle (Lb.rhamnosus
C243 +Lb. helveticus CNBL+ B.bifidum 700795) mikrobiyal gelisme agisindan
kiyaslandiginda 6. saatte kokteyl inokiiliimlerin mikrobiyal gelismesi neredeyse 1 log
kob/ml tekli inokiiliimden daha fazladir ve pH disiisii kokteyllerde daha fazla

gbzlemlenmistir fakat 24. saat sonunda kokteyl inokiiliim siit karigimlart igerisinde
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10,06-10,27 mikrobiyal gelisme gostermis olup tekli inokiiliim arasinda biiyiik bir fark
gozlemlenmemistir. Ayni siit karisimlarinda, B.longum 12 tekli inokiiliimlerinin,
kokteyl inokiiliimler (Lb.rhamnosus C243 + Lb. helveticus CNBL+ B.longum 12) ile
pH ve mikrobiyal gelisim agisindan kiyaslandiginda ilk 6 saatte pH degeri kokteyl
inokiiliimlerde daha fazla olmustur fakat mikrobiyal gelismede biiyiikk bir fark
gozlemlenmemigtir. Cok-kiiltiirlii organizmalarin besinler i¢in rekabet edebilecegi ya
da birbirinin gelismelerini engelleyebilecek metabolik iiriinler tiretebilecegi iddiasina
ragmen, calismamizda birlikte Kkokteyl inokiilasyonlar inhibe edici etkiler
gostermemistir. Gomes ve dig. gore, Lactobacilli yiiksek proteolitik aktiviteye sahiptir
ve proteolitik aktiviteleri sayesinde ortamdaki peptitler ve amino asit miktarini arttirip
Bifidobacterium cinsi mikroorganizmalarin gelismesini desteklemektedir (1998).
Ayrica Santos ve arkadaslarida yer fistigi-soya siitiiniin fermantasyonunda
kullandiklar1 LAB-maya tiirlerinin kombinasyonlarinda gelismenin desteklendigini ve
24 saatlik fermantasyon sonucunda pH degerinin diistiiglinii bildirmislerdir (2014).
Matejcekova ve dig. karabugdayin fermantasyonunda Lb. rhamnosus GG ile fresco
kaltirt (Lc. lactis spp. lactis, Lc. lactis spp. cremoris, St. salivarius subsp.
thermophiles tiirlerinden olusan kokteyl) ¢alismistir ve sonucunda tekli Lb. rhamnosus
GG’ un karabugday igerisinde gelisimi 8 saatlik fermantasyon sonucunda 8 log kob/ml
iken fresco kiiltiirii ile yapilan inokulasyon ve 8 saatlik fermantasyon sonucunda tekli
Lb. rhamnosus GG gelisimi 2,5 log kob/ml artmig pH degeri ise 58% daha fazla
azalmistir (2017).

Siit karisimlarinin tamaminda, inokiiliimler 6. ve 24. saatler arasinda az oranda da olsa
artis gostermislerdir, ve tiim siit karisimlarinda B. bifidum 700795 6. ve 24. saatler
arasinda en ¢ok gelisme gosteren inokiiliim olmustur ve gelismesinde en az 2 log
kob/ml artig gostermistir. Ayni zamanda biitiin siit karisimlarinda B.bifidum 700795
inokiiliimiiniin 6. saat icin pH degerleri 6.5 tizerindedir, ve 24 saatlik fermantasyon
sonucunda siit karisimlarinda pH degeri 4,37’ nin altina diigsmiistiir, 6. saatte 8,15-8,34
log kob/ml degerlerinde olan mikrobiyal gelismesi ise tiim siit karigimlarinda
fermantasyon sonunda 10 log kob/ml’nin iizerindedir. Chou ve Hou yaptiklar
calismada, soya siitiiniin Bifidobacterium infantis CCRC 14633 ve B. longum B6
suglarinin 37 ° C 48 saatlik fermantasyon boyunca gelisimini destekledigi ve en az 3
log kob/ml gelisime oldugunu fakat pH diislisiiniin gelisme oraniyla direkt olarak bir

iligkisi olmadigin1 géstermislerdir (2000).
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Genellikle, bitkisel siit karigimlardaki soya siitii oran1 arttik¢a, her bir inokiiliim igin
gelisme de artmistir, bu sonu¢ pH degeriyle de orantilidir. pH degeri karisimlardaki
soya siitii oraniyla artarken, mikrobiyal gelisme de soya siitli oraniyla artmaktadir.
Boylece soya siitiinlin bu tezde kullanilan probiyotik LAB suslarinin gelisimini
destekledigi sdylenebilmektedir. Mridula ve Sharma’nin yaptig1 ¢calismaya gore soya
stitli probiyotik laktik asit bakterilerinin gelisimini desteklemektedir, soya siitiindeki
LAB gelisimini destekleyen faktorlerin ise icerigindeki zengin oligosakkaritler,
aminoasit ve peptit yapilar1 oldugunu bildirmislerdir. Ayrica yaptiklar1 ¢alismanin
amaci probiyotik bir icecek tasarimi olup, bu tez ¢alismasiyla paralel sonuglar
bulmuslardir. Soya ile birlikte filizlenmis bugday, arpa, dar1, ve yulafi ayr1 ayr1 farkl
oranlarda seker ve stabilizorler ile farkli icecekler tasarlanip Lactobacillus
acidophilus-NCDC14 probiyotik susunun aktivitesi incelenmistir. Biitiin igecek
tasarimlarinda fermantasyon sonunda, soya siitii miktar1 arttikca probiyotik susun
gelisimi artmis, icecegin asitligi ve pH degeri ise kullanilan tahil yapisina gore

degisiklik gostermistir (2015).

mikrobiyal gelisme log kob/ml
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Sekil 4.10 : Bitkisel siit karisimlarinin mikrobiyal gelismeye etkisi

Literatiir arastirmalar1 goz Oniine alindiginda, fermente soya siitliyle alakali pek ¢ok
calisma bulunmasina ragmen, fermente piring siitiiyle alakali ¢alismalar sinirlidir.
Hassan ve dig. yaptig1 ¢calismaya gore piring ve dar1 karigimdan hazirlanan probiyotik

icecek bal kabagi ve susam ¢ekirdegi ile zenginlestirilip ticari probiyotik suslar olan
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S. thermophilus, L. acidophilus, Bifidobacterium BB-12 fermente ediliyor ve bu
suslarin gelisiminin bu karisim tarafindan desteklendigi bildirilmistir (2012). Ayrica,
Helland ve dig. probiyotik puding liretimi lizerine ¢alismislardir, bu baglamda piring
ve musir unlarmin karigimina seker ilavesi yapip hem su hem siit bazli puding
tiretmislerdir, iretilen pudingler 4 farkli probiyotik LAB suslar ile fermente
edilmistir, bu suslar Lactobacillus acidophilus La5 ve 1748, Bifidobacterium
animalis Bb12, ve Lactobacillus rhamnosus GG olup baslangi¢ olarak 7 log kob/ml
olarak pudinglere inokiile edilmistir, 37 °C, 12 saatlik fermantasyon sonucunda Lb.
rhamnosus GG probiyotik susu hem su bazli hem siit bazli iki pudingte de en ¢ok
gelisimi gosteren sus olmustur, ayrica B. animalis Bb12 ve L. acidophilus La5 suslari
birlikte kullanildiginda birbirlerinin gelisimini destekledikleri gozlemlenmistir, 21
giinlik raf omriiniin sonunda ise yalmizca L. acidophilus La5 susu kullanilan
pudinglerde probiyotik miktar1 neredeyse sifirken B.animals Bb12 ile birlikte inokiile
edildiginde fermente pudinglerin raf 6mrii sonunda 1-2 log kob/ml L. acidophilus La5
susu icerdigi gozlemlenmistir (2004). Ayrica Costa ve arkadaslariin yaptigi
calismada sonucunda bulundan sonuglar da bu tez ¢alismasinin sonuglari ile paralellik
gostermektedir, soya-piring siitlerinin karisimiyla elde edilen siit karigimi 70:30 (v/v)
Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium spp BB-12, ve Lactobacillus
acidophilus La-5 suslar1 ile ayr1 ayr1 fermente edilmistir, probiyotik suslar bu siit
karisimi igerisinde gelisme gostermislerdir, 28 gilinliikk raf Omriiniin 14 giinlinde

probiyotik aktivite gézlemlenmistir (2017).

4.2.2 Bitkisel siit karisimlarmmin fermantasyondan onceki ve sonraki
protein/peptit profilleri

Tarama kismindaki gibi deneyin ikinci kisimda da bitkisel fermente siitlerin
protein/peptit profilleri SDS-Jel ile incelenmistir. Deneyin ilk asamasinda toplam suda
¢ozilinlir-¢oziliniir olmayan protein/peptit profili incelenmek istenmis olup bu baglamda
¢coktiirme yontemi kullanilmistir, deneyin ikinci kisminda ise filtrasyon yontemi

kullanilmis olup suda ¢oziiniir protein/peptitler incelenmistir.

Deneyin ikinci agsamasinda 6rnekler 0,20 pm filtrasyondan gecirildigi i¢in yalnizca siit
karigimlarinin ¢oziiniir protein/peptit igerigi gézlemlenmektedir ve biitiin bitkisel siit
karisimlarinin fermantasyondan sonraki protein/peptit profilleri inkiibe edilmemis siit
ornekleriyle karsilastirildiginda biiylik farkliliklar gozlemlenmistir. Sekil 4.11, 4.12,
4.13’ de SR25, SR50 ve SR75 bitkisel siit karisimlarinin fermantasyondan 6nceki ve
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sonraki protein/peptit profillerinin  SDS-Jel elektroforezi ile incelenmesini

gosterilmektedir.

Soya proteinlerinin su ile ekstrakte edilebilen 4 ana grubu vardir bunlar 2S, 7S, 11S ve
15S fraksiyonlar1 olmakla birlikte B-konglisinin (7S) ve glisinin (11S) bu fraksiyonlar
arasinda major gruplardir (Riblett et al., 2001). Yapisal farkliliklarindan dolay1 7S ve
118 proteinleri arasinda fizikokimyasal bir¢ok farklilik bulunmaktadir, 6rnegin; 11S
glisinin proteini pH 6,4 suda c¢oziinemiyorken, B-konglisinin pH 4,8 de suda
¢Ozlinemiyordur (Bara¢, 2004). Tez ¢alismasinda kullanilan ve laboratuvarda karisim
haline getirilen farkli oranlardaki piring ve soya bitkisel siitlerinin (SR25, SR50 ve
SR75) pH degerleri 7,13; 7,07; 7,05 olarak Ol¢iilmiistiir, bu baglamda major protein
gruplari olan glisinin ve B-konglisinin fermantasyon basinda siit karisimlari igerisinde

¢Oziiniir halde oldugu sdylenilebilmektedir.

Jeller incelendiginde, bu jellerin neredeyse tiimiinde 37 kDa biiylik ¢oziiniir
proteinlerin 24 saatlik fermantasyon sirasinda kullanilan laktik asit bakterileri
tarafindan tiiketildigi goriilmektedir. Soya siitiiniin fermantasyonu boyunca, protein
polipeptit zincirleri daha kiiciik polipeptit zincirleri (oligopeptit, dipeptit, tripeptit)
olusturmak iizere parcalanmaktadir ve iyi bir biyoaktif peptit kaynagi
olusturmaktadirlar (Agyei, 2011). Weng ve Chen’in raporladiklar1 ¢alismaya gore
soya fasiilyesinin Rhizopus oligosporus ve B. subtilis ile fermantasyonu boyunca
protein hidrolizinin arttigin1 ve fermantasyon sonucunda bazi aminoasitlerin 6rn.
glutamik asit ve aspartik asit miktarinda artis oldugunu goézlemlemislerdir, ayrica
diisiik molekiil agirlikli peptit baglarinin (<20 kDa) miktarinda artis oldugunu da
raporlamiglardir (2011). Bir baska caligmada, Hassan ve arkadaslari piring bazh
icecegin kokteyl inokiiliim fermantasyonunda S. thermophiles Lb. acidophilus ve
Bifidobacterium BB-12 kullanmig ve biyoaktif peptit baglarinda 37 °C, 16 saatlik
fermantaston sonucunda artis gozlemlemislerdir bununla birlikte mineral i¢eriginde de
orn. Na, Fe, K, Zn, Ca, P, artis rapor edilmistir (2012). Ayrica Ai ve arkadaslarinin
yaptig1 ¢alismada tahil karigimi bazli igecegin fermantasyonunda Lactobacillus
helveticus ve Saccharomyces cerevisiae kullanilmis olup serbest aminoasit miktarinda
azalma gozlemlenmistir, bunun sebebinin ise yeni bir protein ya da peptit zincirnin
yapiminda bu aminoasitlerin kullanilmis oldugu bildirilmektedir, yine ayn1 ¢aligmada
12 saatlik fermantasyon sonucunda bazi protein yapilarmin hidroliziyle glisin

miktarinda artis oldugu raporlanmistir (2012).

44



SR25 siit karigimda tiiketilmesine ragmen, SR50 ve SR75 siit karigimlarinin
Lb.helveticus CNBL ve B.bifidum 700795 ile 24 saatlik fermantasyonu sonucunda 75
kDa molekiill agirligmma sahip proteinlerin tiiketilememistir, dolayisiyla siit
karisimlarindaki soya siitii miktar1 arttikga Lb.helveticus CNBL ve B.bifidum 700795
bu proteinleri tiilketememeye basladigi anlagilmaktadir, kullanilan biitiin
inokiilimlerin proteaz aktivitelerinin bulundugunu diisiinmenin yani sira, bu iki
inokiiltimiin bulundugu siit karisimlarmin pH degeri diisiiniildiigiinde, ayn1 orandaki
st karisimlarinin 24 saatlik fermantasyon sonucundaki en yiiksek pH degerleri
gozlenmistir (PH~ 4,15). Mikroorganizmalarin siit karisimdaki proteinleri tiiketiminde
doyuma ulagmis olmasinin yani sira, proteinlerin bozulmasinda pH degerinin etkili
olduguda goz Oniinde bulundurulmalidir. Ayrica ayni orandaki siit karisimlarinin
fermantasyonunda kullanilan inokiilimlerde Lb. rhamnosus C243 kokteyl olarak
Lb.helveticus CNBL ve B.bifidum 700795 ile kullanildiginda pH degerleri 24 saatlik
fermantasyon sonunda 3,9’un altinda diismiistiir ve 75 kDa bantlart SR50 ve SR75 siit

karisimlarinda goriilmemektedir.

Glisinin (m.w ~360 kDa), disiilfid, elektrostatik ve hidrofobik etkilesimler yoluyla
dengelenmis kompakt kuaterner yapiya sahip bir proteindir ve 2 alt birimden olusur,
B-konglisinin ise 3 alt birimden olusan bir protein olup (-a'-, -a-, -B-) molekiiler
agirliklar ise sirasiyla 72 kDa, 68 kDa, ve 52 kDa’dir (Bara¢, 2004).

Siit 6rnekleri jel elektroforezi deneylerinde ayni miktarda yiiklenmistir, Sekil 4.10,
4.11, 4.12° den anlasilabilecegi gibi siit karigimlarindaki soya miktar1 arttik¢a jel
elektroforezlerinde ilk dort sirada bulunan T=0 6rneklerine ait protein profillerinin 25
kDa’dan biiyiik molekiil agirligina sahip protein bantlarinda koyulasma ve siklasma
gozlemlenmistir ve SR75 jel elektroforezinde de artisin en ¢ok oldugu goriilmektedir.
Boylece siit karigimlarindaki molekiil agirhigt 25 kDa’dan  biiyiik ¢oziiniir
protein/peptit igerigi soya siitii iceriginden geldigi anlagilmakta ve 24 saatlik
fermantasyon stiresince tiiketildigi goézlemlenmektedir. Riblett ve arkadaslar1 soya
fastilyesinin protein igerigini SDS-Jel elektrofizinde incelemis ve 18 kDa ve 40 kDa
molekiil agirliklarinda alt birimlerin glisinin proteinine, 51 kDa, 72 kDa, ve 84 kDa
alt birimlerinin ise B-konglisinin proteinine ait oldugunu bildirmislerdir (2001).
Ayrica, Gibbs ve arkadaglar1 glisinin proteinin, soya fasiilyesi protein hidrolizinde
ortaya ¢ikan peptitlerin 95% inden sorumlu oldugunu, diger major grup -konglisinin

proteinin ise proteolitik bozunmalara karsi daha direngli oldugunu bildirmislerdir
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(2004). Bu bilgiler 1s1ginda jeller incelendiginde, Lb. helveticus CNBL ve B. bifidum
700795 yalniz basma B-konglisinin alt birimlerini denatiire edemiyorken, Lb.
rhamnosus C243 ile yapilan kokteyl inokiiliimlerde bu protein alt birimlerinin hidrolizi

gozlemlenmistir.

Sekil 4.14° de yalnizca kokteyl inokiiliimlerin fermantasyondan once ve sonraki
protein/peptit profilleri incelenmistir, bu iki jel profili incelendiginde kokteyl
inokiiltimlerin protein/peptit profilini tamamen degistirdigi yine gézlemlenmektedir ve
24 saatlik fermantasyon sonucunda kontrol olarak kullanilan inokiile edilmis T=0 sa.
siit karisgimlariyla kiyaslandiginda molekiil agirligi 25 kDa fazla olan proteinler
gozlemlenmemekte, ¢oziiniir yapida bulunan diisiik molekiil agirlikli peptit bantlar
gbozlemlenmektedir. Fermantasyon sonucunda 25 <kDa T=0 ile kiyaslandiginda
bantlarinda siklasma ve koyulasma her bir kokteyl fermente siit karisiminda
gozlemlenmistir. Sekil 4.14 SDS-Jel profilinden ¢ikarilacak yorum ise, diisitk molekiil

agirlikli suda ¢oziinen peptit baglarinin kokteyl inokiiliim fermantasyonla arttigidir.

Ayrica, 4.11, 4.12, 4.13 jelleri incelendiginde 37 kDa molekiil agirhgindan disiik
peptitlerin bant sikligi ve yogunluguna bakildiginda 24 saatlik fermantasyon
sonucunda Lb.rhamnosus C243 ile fermente edilen siit SR25, SR50 ve SR75
karisimlarinda bantlarin daha koyu ve sik oldugu gozlemlenmistir. LAB tiirlerinin
gidalarin fermantasyonu sirasinda biyoaktif peptitlerin miktarin1 arttirdigi birgcok
caligma ile kanitlanmistir, 6rnegin inek siitii fermantasyonunda Lb. helveticus CP790,
Lb. rhamnosus GG, Lb. bulgaricus SS1 ve Lb. lactis subsp. cremoris FT4
kullanildiginda siit kazeinlerinin parcalanip biyoaktif peptit baglar1 olusturdugu
bildirilmigtir (Gobbetti, 2002). Ayrica, Lb. rhamnosus’un fermantasyon sirasinda
antimikrobiyal biyoaktif peptitler iirettigi (molekiil agirligi 4 kDa civarinda) bir ¢cok
calisma ile kanitlanmistir ve iiretilen biyoaktif proteinlerin gelisimi {izerinde etkili
oldugu patojenler ise; E. coli, Enterobacter aerogenes, Salmonella typhi, Shigella sp.,
Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens, B. cereus, B.
megaterium, S. aureus, Klebsiella pneumoniae, Helicobacter pylori, Campylobacter
jejuni, Micrococcus luteus ve Listeria monocytogenes dir. Biyoaktif peptitlerin pH
direnci pH 2-9 arasinda olup termostabiliteleri 60 dk 100°C de gézlemlenmistir
(Pithva, 2011). Termofilik Lb. helvaticus ve Lactobacillus delbrueckii ssp. Bulgaricus
tiirleri termostabiliteleri ve yliksek proteolitik aktiviteleri dolayisiyla biyoaktif peptit
miktarindaki yiiksek artig yiiziinden diger LAB tiirleri ile kiyaslandiginda siit
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fermentasyonunda en ¢ok ¢alisilan tiirler oldugu bildirilmektedir (Sadat-Mekmene et
al., 2011).

Biyoaktif peptit tiiketiminin saglik iizerinde pozitif etkisi olduguna dair literatiirde pek
cok calisma bulunmaktadir. ACE inhibitér peptitleri proteince zengin gidalarin
fermantasyonu sonucunda olusup; hipertansiyon ve yiiksek kan basinci hastaliklarinin
tedavisinde dogal bir kaynak olustururlar (Sanjukta, 2016). Tsai ve arkadaslar
yaptiklar1 bir ¢alismada soya siitiinii 5 LAB tiirii ile 30 h, 40 ° C fermente etmislerdir,
bu tiirler Lb. casel, Lb. acidophilus, St.thermophilus, Lb. bulgaricus, B. longum olup
fermantasyon sonunda serbest aminoasit, peptit miktarinda ayrica protein miktarinda
da artis gozlemlemislerdir ¢alismanin devaminda ise ACE inhibitorii peptilerin
salindigini ve probiyotik fermente gidalarin tiikketiminin insan sagligi tizerinde pozitif
etkisi oldugunu, probiyotiklerin proteolitik aktivitelerinin soya siitiiniin
fermantasyonuyla peptit miktarindaki artisin in vitro calismalarda ACE inhibitorii
oldugunu boylece kan basinci diisiiriicii etkileri oldugunu gézlemlemislerdir (2006).
Bir baska ¢aligmada ise soya siitiinden elde edilen protein fraksiyonlarinin probiyotik
L. casei, L. acidophilus, L.bulgaricus, S. thermophilus ve B. longum tiirleri ile
fermantasyonu sonucunda olusan peptitlerin kan basincini diisliren (antihibertansif)
ozellikte olduklarini bildirmislerdir (Chiang et al., 2006). Soya proteinlerinin
hidroliziyle soya proteinin yapist degisip, daha aktif bir aminoasit R grubu ortaya
¢ikmaktadir ve bdylece ana proteinle kiyaslandiginda daha ytiksek bir antioksidan etki
gozlemlenmistir (Chen et al., 1998). Genellikle antioksidan peptitler 2-20 aminoasitle
olugsmakta olup molekiil agirliklar1 6 kDa daha disiiktiir (Coda et al., 2012). Yu ve
arkadaglart yagsiz soya fasiilyesinin probiyotik Bacillus subtilis SHZ ile
fermantasyonu sonucunda olusan biyoaktif peptitlerin olusumunu incelemistir, yapilan
calismada fermente olmus soya fasiilyesi peptitleri ultrafiltrasyonla saflagtirildiktan
sonra Oz" - ve -OH radikallerini temizleyici aktivitesi artmis olup, fareler lizerinde
yapilan c¢aligmalar sonucunda ise farenin yiizme siiresinde artis, laktatin kandaki
artisinin  gecikmesi ve karacigerdeki hepatik glikojen depolanmasini arttirdig:

gozlemlenmistir (2008).
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Sekil 4.11 : SR25 bitkisel siit karigtminin fermantasyondan 6nceki ve sonraki protein/peptit profili.
1=Standart (St); 2= SR25(Lb.rhamnosus C243+Lb.helveticusCNBL+B.bifidum700795) T=0;
3=SR25(Lb.rhamnosusC243+Lb.helveticusCNBL+B.longum12) T=0; 4=Kontrol SR25 T=0;
5=SR25(Lb.rhamnosusC243) T=24; 6=SR25(Lb. helveticusCNBL) T=24; 7=SR25(B.bifidum
700795) T=24; 8=SR25(Lb.rhamnosusC243+Lb.helveticusCNBL+B.bifidum 700795) T=24;

9=SR25(B.longum 12) T=24; 10= St; 11= SR25(Lb.rhamnosusC243+Lb.helveticus CNBL
+B.longum12) T=24

Sekil 4.12 : SR50 bitkisel siit karigiminin fermantasyondan 6nceki ve sonraki protein/peptit profili:
50% piring siitii+ 50% soya siitii. 1=Standart(St); 2=SR50(Lb.rhamnosusC243+
Lb.helveticusCNBL+B.bifidum700795) T=0; 3=SR50 (Lb.rhamnosusC243+Lb.helveticusCNBL
+B.longum12) T=0; 4= kontrol SR50 T=0; 5=SR50 (Lb.rhamnosusC243) T=24;
6=SR50(Lb.helveticusCNBL) T=24; 7=SR50 (B.bifidum700795) T=24; 8=SR50(Lb.rhamnosusC243
+Lb.helveticusCNBL+B.bifidum) T=24; 9=SR50(B.longum12) T24;10=SR50
(Lb.rhamnosusC243+Lb.helveticusCNBL+B.longum12) T=24; 11= St

Sekil 4.13 : SR75 bitkisel siit karisiminin fermantasyondan 6nceki ve sonraki protein/peptit profili:
SR75: 25% piring siitii+ 75% soya siitii. 1=St; 2=SR75 (Lb.rhamnosusC243+ Lb.helveticusCNBL
+B.bifidum700795) T=0; 3=SR75(Lb.rhamnosusC243+ Lb.helveticusCNBL+B.longum12) T=0; 4=
Kontrol SR75 T=0; 5=SR75(Lb.rhamnosusC243) T=24; 6=SR75(Lb.helveticusCNBL) T=24;
7=SR75(B.bifidum 700795) T=24; 8=SR75(Lb.rhamnosus C243+Lb.helveticusCNBL
+B.bifidum700795) T=24; 9=SR75(B.longum12) T=24;10=SR75(Lb.rhamnosusC243+
Lb.helveticusCNBL +B.longum12) T=24; 11= St
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Sekil 4.14 : Siit karigimlarinin kokteyl inokiiliimlerle fermantasyondan dnce ve sonraki protein/peptit
profilleri. 1= St; 2= SR25 (Lb.rhamnosusC243+Lb.helveticus CNBL+B.bifidum700795); 3=SR25
(Lb.rhamnosusC243+Lb.helveticusCNBL+B.longum12);4=SR50(Lb.rhamnosusC243+Lb.helveticusC
NBL+B.bifidum 700795); 5=SR50(Lb.rhamnosusC243+Lb.helveticusCNBL+B.longum12);
6=SR75(Lb.rhamnosusC243+Lb.helveticusCNBL+B.bifidum 700795);
7=SR75(Lb.rhamnosusC243+Lb.helveticusCNBL+B.longum12)

4.2.3 Siit karisimlarinin fermantasyondan once ve sonra antioksidan
aktivitesinin belirlenmesi

Inkiibe ve inokiile edilmemis siit karigimlar1 (SR25, SR50, SR75) kontrol olarak
kullanilmistir antioksidan aktiviteleri ABTS+ metodu ile oOl¢iilmiis ve aktivite
gozlenmemistir. 24 saatlik, 30 °C fermantasyon sonucunda biitin Orneklerde
antioksidan aktivite gézlemlenmistir ve degerler Cizelge 4.2 de gosterilmistir. Siit
karigimlarinin inokiilime gore antioksidan aktivitesi incelendiginde, Lb. rhamnosus
C243 ile fermente edilen siitler en yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir p<0,05, ve en
yiiksek antioksidan aktivite SR75 karisiminin Lb. rhamnosus C243 ile fermantasyonu

sonucunda elde edilmistir.

Antioksidan aktivite her inkiiliim i¢in ayr1 ayri diisiiniildiigiinde, siit karisimindaki
soya siiti orani arttikca antioksidan aktivitenin arttifi gozlemlenmistir. Bunun
sebebinin soya fasiilyesindeki yiiksek polifenol iceriginden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir, soya yliksek seviyede izoflavon icermektedir, izoflavonlar soya
fasiilyesi igerisinde genellikle glukozit yapida bulunurlar 6rn. daidzin ve genistin veya
aglikon yapisindadirlar 6rn. daidzein ve genistein (McCue et al., 2004). Soya
fasiilyesindeki bu yiiksek izoflavon miktarina ragmen, izoflavonlarin 83,9-98,4% ‘u
glukozit yapisinda bulur ve inaktiflerdir bu yiizden fermente olmayan 6rn. soya siitii
izoflavonlar1 biyolojik olarak inaktiftir. Yapilan bir¢ok calisma soya fasiilyesi veya
tirinleri igerisindeki glukozit/aglikon oraninin mikroorganizmalardaki B-glukosidaz

aktiviteleriyle degismesinin mimkiin oldugunu gostermektedir. Marazza ve
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arkadaglarmin yaptigi bir ¢alismaya gore 63 farkli LAB susunun B-glukosidaz
aktivitesi incelenmistir bu suslar Lb. fermentum, Lb. helveticus, Lb. paracasei, Lb.
plantarum, Lb. rhamnosus, B.longum ve B. bifidum tiirlerine ait olup, Lb.
rhamnosus’un biittin suslar1 B-glukosidaz aktivitesi gostermistir. Calismada ayrica f3-
glukosidaz aktivitesi arttik¢a olusan izoflavon aglikon miktarinin arttig1 da 12 saatlik
fermantasyon boyunca gbézlemlenmistir ve maksimum izoflavon aglikon miktar1 Lb.
rhamnosus CRL981 ile fermantasyon sonucunda bulunmustur (2009). Ayrica
Desjardins ve arkadaslar1 bifidobakterilerin diger kolonik LAB tiirleri ile
kiyaslandiginda daha fazla B-glukosidaz aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir
(1990). Fakat Marazza ve arkadaglarinin  yaptigi ¢alismaya  gore Lb.
rhamnosus CRL981, B. longum-b ile kiyaslandiginda 4.9 kat daha fazla p-glukosidaz
aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir. Marazza ve dig. Yaptigi bir sonraki
calismada ise soya siitiiniin Lb. rhamnosus CRL981 fermantasyonuyla (24 sa., 37 °C)
B-glukosidaz aktivitesinin artisiyla izoflavon aglikon miktarinin da arttigini bdylece
soya siitliniin antioksidan miktarinin arttigini bildirmislerdir (Marazza ve dig., 2012).
Bu tez ¢alismasimin sonuglar1 ile Marazza ve ark. ¢alismasinin sonuglar1 paralellik
gostermekte olup, en diislik antioksidan aktivite SR25 ve SR50 siit karisimlariin B,
longum 12 ile fermentasyonu sonucunda gozlemlenmistir, en yiiksek antioksidan
aktivite ise biitlin siit karisimlariin Lb. rhamnosus C243 ile fermantasyonu sonucunda
gbézlemlenmistir p<0,05. Tez c¢alismasinda elde edilen sonuglara gore, siit
karisiminlarindaki antioksidan aktivite soya siitii miktar1 arttikca artmakta bunun
sebebinin ise soya siitii igerisindeki izoflavon miktarinin artmasindandir.
Fermantasyon sirasinda kullanilan LAB suslarmmin  enzimatik aktiviteleriyle
izoflavonlar, izoflavon aglikon formuna doniismekte ve bdylece antioksidan aktiviteyi
arttirmaktadir. Fermente edilmis silit karisimlarinin  antioksidan  degerleri
kiyaslandiginda ise 6nemli bir bagka sonu¢ gézlemlenmektedir. B. longum B12 ile
fermente edilen siit karisimlari en diisiik antioksidan aktiviteye sahip olmasina ragmen,
Lactobacillus (Lb.rhamnosus C243 ve Lb. helveticus CNBL) tiirleri ile kokteyl
fermentasyonunda bu bitkisel siit karisimlarinin antioksidan aktivitesinin arttig1
gozlemlenmistir. Ayrica, SR75 bitkisel siit karisimlarinin fermantasyondan sonraki
antioksidan aktivitesine gore kiyaslandiginda fermente SR25 ve SRS50 bitkisel siit
karigimlarinin antioksidan degerlerinin diisilk olmasinin sebeplerinden birisi de
fermantasyon sonunda SR25 ve SR50 deki diisik pH degerleri olabilecegi

distiniilmektedir. Zhao ve dig. yaptigi bir ¢alismaya gore soya siitiiniin
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fermantasyonunda kullanilan Lb. acidophilus CSCC 2400, Lb. paracasei CSCC 279,
Lb. zeae ASCC 15820 and Lb. rhamnosus WQ?2 suslarinin 3 -galaktosidaz aktivitesi
ortam pH degerinden etkilenmekte ve maksimum enzim aktivitesinin pH 4,15
civarinda gozlemlendigi bildirilmektedir. Fakat Zhao ve dig. kullandig1 Lactobacillus
tiirleriyle kiyaslandiginda Hsu ve ark. (2005) gore B. longum CCRC 15708 ‘un soya
sttii igerisindeki P-galaktosidaz enzim aktivitesi daha fazladir, buradan yapilan
¢ikarimda ise; P—galaktosidaz aktivitesinin diismesinin ortam pH degeri diistiikge
enzim protein yapisinin denatiirasyona ugradigi ve aktivitesinin diistiiglidiir. Yapilan
pek cok calisma —galaktosidaz aktivitesinin optimum pH degerinin 7,00 civarinda
oldugunu bildirmektedir (2014). Bu ¢alismada B. longum B12 ile fermente edilen siit
karisimlarinin  daha diisiik antioksidan degerine sahip olmasinin sebebinin p—
galaktosidaz aktivitesinin diisiik pH dan etkilenmis olmasindan kaynaklandigi
distintilmektedir, fakat kokteyl inokiiliimlerde ortamda bulunan p—galaktosidaz veya
B—glukosidaz aktivitesinin devam ettigi disiintilmektedir. Ayrica Zhao ve ark.’nin
yaptig1 ¢alismada da soya siitiiniin fermantasyonuyla en yiiksek antioksidan degerini

gosteren Lb. rhamnosus WQ2 susu olmistur (2014).

Ayrica fermente bitkisel siit karisimlarinin antioksidan aktivitesi inokiiliimlerin
proteaz aktivitesine de bagli oldugu disiiniilmektedir. Soya proteinlerinin siit
karisimlarinin fermantasyonu boyunca probiyotik LAB suglari tarafindan fenolik-
peptit kompleks yapisinin bozulmasiyla ortamdaki serbest fenolik ve peptit miktari
artmaktadir (Alu’datt et al., 2013). Babini ve arkadaslarinin yaptigi bir calismaya gore
degisik tahil unlariyla hazirlanmis hamurun fermantasyonu farklt LAB tiirleri ile
yapilmis bu suslar ise Lb. fermentum, Lb. rhamnosus, Lb. plantarum, Lb. paracasei,
Lb. sanfranciscensis tiirlerine aittir. Fermente edilen biitiin hamurlar antioksidan
aktivitesi gostermis olup en yiiksek antioksidan aktivite ise Lb. rhamnosus C249 ve
Lb. plantarum 98a suslariyla fermente edilen hamurlardan elde edilmistir. Ayrica
caligmada biyoaktif peptitlerin olusumunun antioksidan degeriyle olan iligkisi
incelenmistir hamurun Lb. rhamnosus C249 'un fermantasyonu sonucunda olusan iki
peptit tiirlinlin antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve molekiiler agirliginin 6,0 kDa
civarinda oldugu ve yapisinda tirozin, metionin, histidin ve sistein igerdigi
bildirilmistir (2017). Bu tez ¢alismasinin 6nceki basamagi olan SDS-Jel profilinde
protein bozulmasi tiim fermente siit karisimlarinda gozlemlenmisti, bdylece

antioksidan aktivitesinin protein bozulasiyla aktif peptitlerin olusumu yiiziinden
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kaynaklandigi da disiiniilmektedir. Proteoliz siirecinde antioksidan peptit
olusabilecegi gibi antioksidan ozellikteki aminoasitlerde olusabilmektedir 6rn. valin,
16sin, fenilalanin ve triptofan (Virtanen ve ark., 2007). Ayrica, Wang ve ark. yaptigi
calismayla piring proteinlerinin 6rn. glutelin ve prolamin’in in vitro sindirim
sisteminde sindiriminden sonra antioksidan aktivitesine sahip olduklarin
bildirmislerdir, ¢alismanin devaminda ise radikal temizleyici, metal selatlama

aktivitelerinin piring proteinlerinin hidroliziyle arttigini bildirmislerdir (2016).

Cizelge 4.2 : Siit karisimlarinin fermantasyondan sonraki antioksidan aktiviteleri.
SR25 SR50 SR75

Lb. rhamnosus C243 4544 + 1,789 4719 +3.60° 50,59 +0,472

Lb. helveticus CNBL 42,71 £2,78°% 47,84 £1,92%¢ 48,05 +0,75%¢

B. bifidum B700795 43,13 +2,58¢f 4738 +1,12° 48,40 +1,48%®
Kokteyl 1 40,68 +0,580 47,49 £0,35° 46,75 +0,99"°
B. longum B12 37,46 +0,19" 39,47 £1,319" 46,16 +0,48°
Kokteyl 2™ 45,14 £1,56%%€ 46,45 +1,28"° 43,40 +1,49%f

TAntioksidam aktiviteleri ABTS metoduyla 6l¢iilmiistiir ve sonuglar ug AA eq/ml olarak belirtilmistir. Istatistiksel farkliliklar

Duncan Multiple Range Test ile dlgiilmiistiir p<0,005. ~ Kokteyl 1: Lb. rhamnosus C243+Lb. helveticus CNBL+B. bifidum
700795 “"Koktely 2: Lb. rhamnosus C243+Lb. helveticus CNBL+B. longum 12. SR25: 25% soya siitii + 75% piring siitii (V/v);
SR50: 50% soya siitii+ 50% piring siitii (V/v); SR75: 75% soya siitii+ 25% piring siiti (V/v).

Antioksidanlarin saglik iizerine pozitif etkileri bulunmaktadir. Marazza ve ark. yaptigi
bir bagka calismada ise fermente soya siitiiniin diyabet hayvan modeli ile saglik tizerine
etkileri incelenmmistir, calismanin sonucunda elde edilen bulgular ise; fermente soya
stitiinlin 6nemli derecede kandaki glikoz seviyesini, toplam kolesterol ve trigliserol
degerlerini diisiirdiigiinii ve antioksidan enzim aktivitelerini arttirdigini bildirmislerdir
(2013). Torino ve ark. LAB ile fermente mercimek tiretimi tizerinde ¢alismis, peptitler
ile konjuge formda bulunan fenolik bilesenlerin fermantasyon sonunda serbest halde
bulunduklarin1 ve fermente {iirlinlin antioksidan degerinin arttigin1 belirtmislerdir;
antioksidan aktivitesiyle orantili olarak serbest aminoasit ve peptitlerin arttig1 aym
zamanda ACE inhibitdr peptitlerinin de miktarinin artmasiyla hipertansiyon
tedavisinde ve Onlenmesinde fermente {irlin tiiketiminin saglik iizerine olumlu

etkilerinden bahsetmislerdir (2013).
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5. SONUC

Bu tez calismasinda, ¢alisma 2 boliime ayrilmstir. {1k boliim, tarama kisminda 12 tane
Lactobacillus, 2 tane Bifidobacterium cinslerine ait probiyotik suslar kullanilmis olup
ayr1 ayr1 soya siitii ve piring bitkisel siitleri igerisindeki fermantasyon yeteneklerine
gore (mikrobiyal gelisme ve pH diisiirme) degerlendirilmis ve fermente bitkisel
stitlerin  protein/peptit profilleri incelenmistir. Deneyin ikinci kismi igin 2
Lactobacillus segilmistir ve probiyotik fermente bitkisel icecek tasarimi
hedeflenmistir. Segilen Lactobicillus probiyotik suslart ile probiyotik
Bifidobacterium suslar1 kokteyl veya tekli olarak bitkisel siit karisimlar1 (SR25: 75%
piring siitli+ 25% soya siitii, SR50: 50% piring siitlii+ 50% soya siitii, SR75: 25% piring
stitii+ 75% soya siitii) olan icecekler igerisindeki fermantasyon yetenekleri, fermente
iceceklerin protein/peptit profilleri ve antioksidan aktiviteleri incelenmistir. Deneyin
ilk kisminda soya siitii ve piring siitiine ayr1 ayr1 inokiile edilen biitiin probiyotik suslar
24 saatlik inkiibasyon sonucunda gelisme gostermis olus ortamin pH degerlerini
diisiirmiislerdir. Fakat fermantasyonun erken doneminde (6 saat) ve ge¢ doneminde
(24 saat) hem piring siitii hem de soya siitii icerisindeki aktiviteleri géz Oniine
alindiginda Lb. rhamnosus C243 ve Lb. helveticus CNBL deneyin ikinci kisminda
kullanilacak probiyotik suslar olarak belirlenmistir, yine deneyin ikinci kisminda hem
kokteyl inokiiliim olarak hem de tekli inokiiliim olarak probiyotik B.longum B12 ve B.
bifidum 700795 suslar1 da kullanilmustir. Ikinci kisim olan icecek tasariminda da
kullanilan kokteyl ve tekli tiim inokiilimler igecekler icerisinde 24 saatlik 37° C
inkiibasyon sonucunda gelisme ve pH degerini diisiirme etkileri gostermislerdir.
Fermantasyon sonunda igeceklerin pH degerleri 3,71-4,64 arasinda olup mikrobiyal
gelisim 9,46 log kob/ml tizerindedir. Tasarimi yapilan tiim probiyotik fermente
iceceklerin antioksidan aktiviteye sahip olmasina ragmen kontrol igeceklerde
antioksidan aktivitesine rastlanilmamistir. Ayrica, fermente bitkisel probiyotik
igeceklerin tamaminda fermantasyon sonucunda protein/peptit profillerinin kontrole
kiyasla tamamen degistigi SDS-Jel profili ile gézlemlenmistir, fermente igeceklerin

neredeyse tamaminda 37 kDa molekiil agirligindan biiyiik proteinler fermantasyon
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sonunda gozlemlenmemistir. Tasarlanan probiyotik fermente bitkisel igeceklerin hem
antioksidan aktiviteleri ve protein/peptit profilleri incelendiginde hem de
inokiiliimlerin fermantasyon yetenekleri incelendiginde Lb. rhamnosus C243
probiyotik susu her 3 tasarim igecekte de diger kokteyl ve tekli inokiiliimlerden
ayrildigi ve en iyi performans gosteren inokiiliim oldugu belirlenmistir. Tasarlanan her
icecek oraninda en az 9,72 log kob/ml mikrobiyal gelisme gosterip probiyotik icecek
gerekliligini saglamistir. Ayrica kokteyl inokiilimlerde Lb. rhamnosus C243
kullaninminin da igeceklerde protein hidrolizini ve antioksidan aktiviteyi arttirdigi
gbzlemlenmistir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasinda kullanilan suslarin tamaminin probiyotik fermente
bitkisel icecek tasariminda kullanilabilecegi; biyoteknolojik a¢idan suslarin zamana
gore pH ve biiylime degerlerinin incelenmesinin yanisira, igecegin fonksiyonel
Ozelliklerinin gelistirilebilecegi; 6rn. diisiik molekiil agirlikli aktif peptit igeriginin ve
antioksidan degerinin arttirabilecegi bildirilmistir. Ayrica, kullanilan Bifidobacterium
ve Lactobacilli suslarinin kokteyl inokiiliimlerle gelisimlerinin tesvik ediligi ve
antioksidan degerinin artmasiyla birlikte tasarimi yapilan iceceklerin protein
profillerinin degistigi goézlemlenmistir. Yapilan literatlir taramalar1 sonucunda da
tasarlanan probiyotik fermente bitkisel i¢ecegin fonksiyonel oOzelliklerin tiiketici
sagligl tzerinde pozitif yonde etkileri oldugu bildirilmistir. Boylece, bu tez
caligmasinda; probiyotik laktik asit bakterileri tarafindan yeni bitkisel fermente
iceceklerin gelistirilmesi i¢in igecek endiistrisinde yeni pazarlar ve/veya mevcut
pazarlarin  genisletilmesinde kullanilabilecek 6nemli bulgular ve yorumlar
igermektedir.

Gelecekteki ¢aligmalara yonelik Oneriler ise, tasarimi yapilan probiyotik, fermente
bitkisel iceceklerin raf dmrii galigmalari ile duyusal analiz ve aroma gelisimi {izerinde
caligmalar yapilmalidir. Ayrica, probiyotik starter kiiltiirlerinin canliligini ve saglik

etkilerini belirlemek i¢in de kapsamli in situ / in vivo ¢alismalar yapilmalidir.
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EKLER

EK A: Her bir LAB Tiirlinlin Zamana ve Bitkisel Siit Cesidine gére pH Degerleri

Grafikleri
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Sekil A. 1: Siit ¢esidine ve zamana gore, Lb. sanfranciscensis BB12’nin pH diisiirme

etkisi p<0,05.
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Sekil A. 2: Siit ¢esidine ve zamana gore, Lb. rhamnosus C243’tiin pH diisiirme etkisi

p<0,05.

8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00

2,00

pH_ Lb. helveticus CNBL

a

N

! [—

|+
1

T
Soya Sitd tO0 Piring SUth tO0 Soya Sitd t6 Piring SGt4 t6 Soya Sith t24  Piring Sitd

t24

Sekil A. 3: Siit ¢esidine ve zamana gore, Lb. helveticusCNBL 'in pH diistirme etkisi

p<0,05.
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Sekil A. 4: Siit ¢cesidine ve zamana gore, Lb. rhamnosus C7/2” in pH diisiirme etkisi

p<0,05.
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Sekil A. 5:Siit ¢esidine ve zamana gore, Lb. plantarum 82’ in pH diislirme etkisi

p<0,05.
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Sekil A. 6: Siit ¢esidine ve zamana gore, Lb. plantarum 325’ in pH diisiirme etkisi

p<0,05.
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Sekil A. 7: Siit ¢esidine ve zamana gore, Lb. fermentum MRI3’ in pH diislirme

etkisi p<0,05.
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Sekil A. 8: Siit ¢esidine ve zamana gore, B. bifidum 700795 in pH diisiirme etkisi

p<0,05.
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Sekil A. 9: Siit ¢cesidine ve zamana gore, B. longum 12’ in pH diisiirme etkisi
p<0,05.
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Sekil A. 10: Siit ¢esidine ve zamana gore, Lb. cesei LBCD1 pH diisiirme etkisi
p<0,05.
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Sekil A. 11: Siit ¢cesidine ve zamana gore, Lb. plantarum 98b” in pH diisiirme etkisi
p<0,05.
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Sekil A. 12: Siit ¢cesidine ve zamana gore, Lb. acidophilus’un pH diisiirme etkisi
p<0,05.
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Sekil A. 13: Siit ¢cesidine ve zamana gore, Lb. plantarum 6BHI in pH diistirme etkisi
p<0,05
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Sekil A. 14: Siit ¢esidine ve zamana gore, Lb. fermentum PRLF’in in pH diisiirme
etkisi p<0,05.
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Sekil A. 15: Siit ¢esidine ve zamana gore, Lb. plantarum 6BHI 1n pH diislirme etkisi
p<0,05.

69



pH_ Lb. rhamnosus €243 pH_ Lb. helveticus CNBL
600 - 600 ,
' T a
550 1 - 59 e r—A T
500 1- I Ib 5,00 - .id.Ie
450 - ! i - 450 1 '
I e 1 d T J f 1 7 i T h J.f I g
400 7 ._Ig I'g ] ,00 - 1 T
! L !
3% T 350 -
30 T+ | |30+ L
250 - 250 -
20 - 200 -
(S@ "}h Qﬁb ‘0?\ ‘)/.)b b’,}h “ﬁb .-oéh J{\(h “ ‘O’h ")‘}‘0 @’ﬁ &‘0 O’k (;)b ‘\"? Ib,}'o ;\;)@ { ‘S"h .I (\,h
F&yyEESSyy gLy
& & ¢ RO
LR A A
pH_B. longum pH_ B.breve
300 800 ¢
70 - 700+ 1 |
A A
6,00 Id ; 6,00 lc Td
T4 Lc nb )
500 T rt 500 1
K I 7 y Ie L
40 - - 7 - 40 8 :
O (T t L S
0 30
20 - — 200 - —
R N N R R R
p e S e d SIS S R N A NN
F&8g sy § FEFygFFgygays
N o & P

Sekil A. 16: Deneyin ikinci kistmda kullanilan inokiiliimlerin zamana ve siit
karisimina gore pH degerine etkileri p<0,05.
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EK B : Bitkisel Siit Karigimlarinin Oranin Fermantasyon Sonucundaki Antioksidan

Aktiviteye Etkisi
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Sekil B. 1: Lb. helveticus CNBL ile fermente edilen siit karigimlarinin antioksidan

aktivitesi degerleri p<0,05.

60,0

Antioksidan_B. breve

50,0

40,0 |

30,0 -

20,0 |

10,0 |

0,0 -
SR25

SR50

SR75

Sekil B. 2: B.bifidum 700795 ile fermente edilen siit karisimlarinin antioksidan

aktivitesi degerleri p<0,05.
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Sekil B. 3: Lb. rhamnosus C243 ile fermente edilen siit karisimlarinin antioksidan

aktivitesi degerleri p<0,05.
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Sekil B. 4: Lb. rhamnosus C243+Lb. helveticus CNBL+ B.bifidum 700795 ile
fermente edilen siit karigimlarinin antioksidan aktivitesi degerleri p<0,05.
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Sekil B. 5: Lb. rhamnosus C243+Lb. helveticus CNBL+B. longum 12 ile fermente
edilen siit karisimlarinin antioksidan aktivitesi degerleri p<0,05.
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Sekil B. 6: B. longum 12 ile fermente edilen siit karisimlarinin antioksidan aktivitesi
degerleri p<0,05.
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