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Gida tiketiminde 6nemli bir yere sahip olan ekmegin, son yillarda raf émrini uzatmak ve besin kalitesini arttirmak
igin zengin aroma ve dogal mikrofloraya sahip eksi hamur ile iiretimleri tercih edilmektedir. Bu ¢alismada, izmir ilinde
bulunan 10 farkh yerel firndan alinan 10 farkli eksi hamur 6rneginden izole edilen laktik asit bakteri (LAB) ve maya
suslarinin tanimlanmasi amaclanmistir. Eksi hamur &rneklerinden izole edilen mikroorganizmalar biyokimyasal
Ozelliklerine gore Vitek 2 Compact (Biomeriux, Fransa) cihazi ile tanimlanmistir. Calisma sonucunda 8 farkh LAB tiri
(Lactobacillus plantarum, L. casei, L. paralimentarius, L. acidophilus, L. brevis, L. sanfranciscensis, Pediococcus
pentosaceus, Leuconostoc mesenteroides) ve 4 farkli maya turd (Candida humulis, Torulaspora delbrueckii,
Debaryomyces hansenii ve Saccharomyces cerevisiag) tanimlanmistir. izmir ve Manisa’da iretilen eksi hamurlarda
en fazla rastlanilan (dominant) tirlerin L. mesenteroides ve D. hansenii oldugu goérulmdustir. L.mesenteroides ve
D.hansenii tirleri igin sirasiyla 23S rRNA ve ITS1 gen bdlgelerine ait spesifik primer ve prob dizaynlari yaptirilarak,
real-time PCR cihazi ile tur identifikasyon-dogrulama galismalari yapilmistir. Sonug olarak raf émri uzun, zengin
aromaya sahip eksi mayali ekmeklerin Gretimi igin mikrofloranin dogru bir sekilde belirlenmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Eksi hamur, Mikroflora, Laktik asit bakterisi, Maya

Isolation and Identification of Lactic Acid Bacteria and Yeasts from Sourdough
ABSTRACT

In recent years, sourdough with rich aroma and natural microflora has been used to extend the shelf life and increase
the quality of bakery foods, which have an important place in food consumption. In this study, the aim was to identify
lactic acid bacteria (LAB) and yeast strains isolated from 10 different sourdough samples obtained from 10 different
local bakeries in izmir. Microorganisms in sourdough products were identified by the Vitek 2 Compact (Biomeriux,
France) device according to their biochemical properties. As a result, 8 different lactic acid bacteria strains
(Lactobacillus plantarum, L. casei, L. paralimentarius, L. acidophilus, L. brevis, L. sanfranciscensis, Pediococcus
pentosaceus, Leuconostoc mesenteroides) and 4 different yeast strains (Candida humulis, Torulaspora delbrueckii,
Debaryomyces hansenii ve Saccharomyces cerevisiae) were determined. The most common (dominant) species in
sourdoughs produced in the cities of izmir and Manisa (Turkey) were L. mesenteroides and D. hansenii. Species
identification of L. mesenteroides and D. hansenii detected in this study was also carried out by real-time PCR using
primers and probes specific for 23S rRNA and ITS1 gene regions. In conclusion, correct identification of microflora is
required for the production of sourdough bread that has rich aroma, has a long shelf life.
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GiRiS

Dinya genelinde gunluk kalorinin buyuk bir kismini
saglayan ekmek, temel bir besin maddesi ve iyi bir enerji
kaynagdi olmasi nedeniyle gida tiketiminde 6nemli bir
yere sahiptir [1].

Ulkemizde, (reticiler kisa siirede ve kapasitenin
uzerinde ekmek Uretmeyi hedeflediklerinden, tiketiciyi
geleneksel ekmek lezzetinden uzaklastirmaktadirlar.
GlUnlimuizde, hamur hazirlamada kullanilan ekmek
mayasi miktarinin %2-3’ten %5-6 oranina ¢ikartiimasi,
eksi maya kullanimindan vazgecilmesi ve fermantasyon
surelerinin en aza indirilmesi sonucunda, aligiimig
ekmek aromasindan uzak, slinger yapisinda ve kek
benzeri Grlnler tiketime sunulmaktadir. Oysaki ekmegin
zengin bir aromaya sahip olabilmesi igin, yeterli bir stre
fermantasyona ihtiya¢ vardir [2].

Eksi hamur 5000 yildir kullanilan, bugday unu ve su
karisiminin laktik asit bakterisi (LAB) ve maya ile
fermente edilmesi sonucu elde edilen bir Grindir [3].
Ekmek yapiminda eksi hamur kullaniimasi ekmegin
hacmini, yapisini ve duyusal kalitesini gelistirir, ekmegin
fiziksel ve mikrobiyolojik olarak raf émrind de uzatir [4].

Eksi hamurla ortaya cikan asidik kosullar, proteoliz ve
nisastanin mikrobiyal hidrolizi ekmegin raf Omri
slresince bir takim fiziko-kimyasal degisikliklere neden
olur ve bunun sonucu da ekmegin bayatlamasi yavaslar

[5].

Ekmek ve unlu mamullerde ortaya ¢ikan en &énemli
mikrobiyolojik bozulmalar stinme (rope) hastaligi ve
kiflenmedir. Uygun olmayan hammadde kullanimi,
Uretim sirasinda hijyene gerekli 6nemin verilmemesi ve
uretimden tlketime kadar gegen sure iginde bulagsmanin
engellenememesi, Uriinde mikrobiyolojik bozulmaya
sebep olmaktadir. Mikrobiyolojik bozulmanin
onlenmesinde kimyasal koruyucu ve laktik starter kultur
kullanimi oldukca yaygindir.

LAB endustriyel olarak O6nem arz eden baslica
bakterilerdir ve gida Uretimi, sagligi duzenleme,
makromolekullerin, enzim ve metabolitlerin Gretiminde
kullaniimaktadir [6]. LAB, et ve balik trlnleri (sucuk vb.),
sUt Urdnleri (yogurt, kefir vb.), tahil Grinleri (ekmek,
boza vb.), sarap ve sebzeler (lahana ve salatalik tursusu
vb.) gibi pek ¢ok gidada dogal veya starter kiltir olarak
ilave edilerek, gidalarin olgunlastiriimasi, Uretimi,
dayaniklihginin arttirnlmasinda énemli rol oynarlar [7].

LAB; oldukga fazla soy ve tlre sahip gubuk, kok ve
kokobasil sekilde, Gram pozitif, hareketsiz, spor
sekillerini olusturmayan, katalaz negatif, mikroaerofilik
veya anaerobik, aside dayanikh, kuvvetli fermantatif
Ozellige sahip, nitratlari indirgemeyen, blylime ve
gelisimleri icin glikoz ve amonyum yaninda bazi vitamin
ve aminoasitlere ihtiyag duyan mikroorganizmalardir [8].

GlnlimUze kadar laktobasiller, fermentatif oOzellikleri
dikkate alinarak; obligat homofermentatifler, fakultatif
heterofermentatifler ve obligat heterofermentatifler
olmak Uzere gruplandinimistir. Grup 1 ve 2'deki
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bakterilerin ¢gogu grup 3’teki bazi bakteriler fermente
gidalarda kullaniimig, fakat grup 3 genelde gida
bozulmalari ile iligkilendirilmistir [9].

Eksi hamur mayasi, homo- ve heterofermentatif LAB’leri
ve mayalari degisen oranlarda ve bilesimlerde
icermektedir. Homofermentatif LAB’ler, sekeri fermente
ederek laktik asit olustururken; heterofermentatifler laktik
asidin yani sira 6nemli miktarda CO2, etil alkol, asetik
asit ve diger ugucu bilesikleri de meydana getirmektedir
[10].

Eksi hamur fermantasyonunda mayalar ve laktik asit
bakterilerinin strdurdikleri simbiyotik yagsam sonucunda

mayalar ve heterofermantatif LAB’leri hamurun
kabarmasindan sorumlu olurken, homofermentatif LAB’
leri  ekmegin elastisitesini, asitligini ve lezzetini
etkilemektedir [5].

Lénner ve Preve-Akesson [11] vyaptiklari  bir
arastirmada, eksi hamur yonteminde bazi
heterofermantatif Lactobacillus spp. ile yapilan

denemede homofermantatif tirlere gére daha ylksek
asitik ve daha dusik pH degerine ulasildigini ve
ekmekte daha gugli, aromatik bir lezzet hissedildigini
tespit etmiglerdir. Martinez-Anaya ve ark. [12], bes maya
ve alti LAB tlrunun etkilesimi ve ekmek kalitesi Uzerine
faydalar konusunu arastirmiglardir. S. cerevisiae igeren
tum maya kombinasyonlari yiksek kaliteli ekmek
Uretimine uygun sonuglar vermistir. Ayrica Candida
boidinii ve Saccharomyces fructuum ile S. cerevisiae
karisimlari, Hansenula subpelliculosa ya da Candida
guilliermondii ile S. cerevisiae karisimlarindan daha iyi
sonug vermigtir. Mayalarla birlikte LAB’lerin kullanildigi
kombinasyonlar arasinda yalnizca S. cerevisiae ile olan
karisimlar pisme yetenegini artirmiglardir.

LAB ve mayalarin, fenotipik tanimlama yontemleri
genotipik yontemlere nazaran daha ucuzdur. Fenotipik
tekniklerin bazi LAB igin kullanigl oldugu dustinullse de,
sonuglarin benzer genotip gobsteren tlrler arasinda
hatali sonu¢ verdigi iddia edilmektedir. Otomatize
tanilamalar hizli, ylksek dogrulukta, tekrarlanabilir
tanilama yaparlar ve daha az teknik is glici gerektirirler.
Pahali olmasi, bakteri morfolojisini 6nceden bilmenin
gerekliligi, cok uygun yogunlukta bakteri stispansiyonu
hazirlama zorunlulugu, biyokimyasal &zellikleri yakin
benzerlik gosteren tirlerin identifiye edilerek birbirinden
ayrilmasinin zorlugu gibi dezavantajlari da vardir. Bu
nedenle, genotipik tanilama yontemlerinin kullaniimasi
daha dogru siniflandirma ve ayrim saglamak amaciyla
uygun gorilmektedir [13].

MATERYAL ve METOT
Materyal

Arastirmada, izmirde bulunan yerel firinlardan aseptik
kosullarda alinan ve +4°C’de laboratuvara getirilen 10
adet eksi hamur drnegi kullaniimistir. Orneklerin aseptik
kosullarda maya ve LAB analizleri gerceklestiriimistir.
Ornekler analizler sonuglanincaya kadar +4°C’de
bekletilmigtir.
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Metot

Eksi Hamurdan LAB ve Mayalann Sayim ve
Izolasyonu

Orneklerden LAB ve maya izolasyonu igin sirasiyla I1SO
15214 [14] ve FDA BAM Chapter 18 [15] tarafindan
Onerilen yontemler kullaniimigtir. Analiz 6rneklerinden
aseptik kosullarda 25 g tartilmis, maya analizleri igin 225
mL’lik %1’lik (w/v) pepton ¢ozeltisi (Merck-107214) ile
LAB analizleri icin 225 mL’lik tamponlanmis peptonlu su
(Merck-107228) ¢ozeltileri kullanilarak 6rnekler 2 dakika
stomacher ile homojenize edilmistir. Homojenattan %1
peptonlu su ile ardisik seyreltiler hazirlanmis ve
asagidaki besiyerlerine asilanmigtir. iigili metotlara gére;
maya analizleri icin 6rnekler 0.95den daha az su
aktivitesi  icerdigi icin Dichloran Rose Bengal
Chloramphenicol (DRBC) agara (Merck-100466) Gzerine
yayma yéntemi, LAB analizleri igin de Lactobacillus Agar
acc. to DE MAN, ROGOSA and SHARPE (MRS) agara
(Merck-110660) dokme yodntemi kullanilarak, ekimler iki
paralel olarak yapilmistir. Ekim yapilan besiyerleri LAB
ve maya gelisimi igin sirasiyla 30°C’de 3 guin ve 25°C’de
5 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonu
takiben gelisme gorilen ve sayim arahigindaki
besiyerlerinde toplam LAB ve maya sayisi
hesaplanmistir. Besiyerinde gelisen tipik kolonilerden
edilen izolatlarda ise daha sonra tanilama testleri
yapilmistir.

Tanilama Testleri

Segilen maya ve LAB izolatlarin tanimlanmasi amaciyla
Gram boyama ve katalaz testi uygulanmig, ayrica
izolatlarin biyokimyasal ve molekuler dizeyde tir
tanimlamalari ve dogrulamasi Vitek 2 biyokimyasal ve
real-time PCR ydntemi ile yapilmistir. inkiibasyon siiresi
sonunda besiyerinde gelisen tipik maya ve LAB
kolonilerinden 2 veya daha fazla temsili koloni
secilmistir. Secilen farkh maya ve LAB kolonileri
sirasiyla genel bir besiyeri olan Potato Dextrose Agar
(Merck-110130) lzerinde 25°C’de 2 glin; Nutrient Agar
(Merck-105450) Uzerinde 30°C'de 3 gun boyunca
geligtirilerek, saflastirilmistir. Saflastirilan izolatlar, Vitek
2 Compact (Biomeriux, Fransa) cihazi ile biyokimyasal
Ozelliklerine goére tanimlanmistir. En ¢ok tanimlanan
turlerden secilen 7 adet maya ve 7 adet LAB izolatinin
DNA izolasyonu innuPREP Bacteria DNA Kit metoduna
gére gerceklestiriimistir. izole edilen DNA’larin LAB
turleri icin ITS1 ve maya tirleri igcinse 23S rRNA gen
bdlgelerine ait spesifik primer ve prob dizayni yapilarak,
real-time PCR (Stratagene-Agilent, Agilent, Amerika
Birlesik Devletleri) cihazi ile molekller diizeyde
identifikasyonu yapilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Analiz sonucunda izmirde bulunan yerel firinlardan
alinan 10 adet eksi hamur 6rneginin LAB ve maya
yiikleri Tablo 1'de gésterilmistir. Orneklerden elde edilen
maya ve LAB vyuklerinin birbirlerine yakin oldugu
goralmastar.

Tablo 1. Eksi hamur drneklerindeki maya ve laktik asit bakterisi ylkleri (kob/g)

Ornek No Maya Sayisi  Laktik Asit Bakterileri Sayisi
1 (Menderes) 7.2x107 5.0x107
2 (Menderes) 2.1x107 2.5x108
3 (Seferihisar, Orhanli Koy() 2.3x107 7.8x107
4 (Urla, Germiyan Koyl) 6.4x107 1.7x108
5 (Guzelbahge) 9.8x10° 1.2x107
6 (Glzelbahge) 8.2x107 6.0x107
7 (Cesme) 2.8x107 9.5x107
8 (Cesme) 5.4x107 5.7x107
9 (Seferihisar, Bademler Koyii) 8.4x107 9.7x107
10 (Dalyan) 1.8x107 9.6x10°

Konu ile ilgili bir ¢calismada Gobetti [16] eksi hamurun
ekmek mayalarindan S. cerevisiae, S. inustatus, T.
holmii, laktik asit bakterilerinden ise L. brevis, L.
sanfrancisco, L. plantarum, L. pontis, L. fructivorans, L.
delbrueckii, L. fermentum igerdigini ve oldukca stabil
olan bu bilesimde laktobasillerin 10° kob/g, mayalarin
ise laktobasillerden 10-100 kat daha az oldugunu
belirtmigtir.

Eksi hamur orneklerinden izole edilen ve saflastirilan
LAB ve maya izolatlarinin Gram boyama ve katalaz
testleri yapildiktan sonra tiir diizeyinde identifikasyonu
gerceklestirilmigtir. 10 adet eksi hamur érneginden izole
edilen turlerin Vitek 2 Compact cihazi ile yapilan tir
dizeyinde tanimlamalari Tablo 2’de gosterilmistir.
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Vitek 2 Compact cihazi ile yapilan galisma sonucunda, 8
farkli LAB turG ve 4 farkli maya turi tespit edilmigtir.
Tespit edilen LAB’ler L. plantarum (%21.74), L. casei
(%8.696), L. paralimentarius (%4.30), L. acidophilus
(%8.696), L. brevis (%8.696), L. sanfranciscensis
(%8.696), Pediococcus  pentosaceus  (%8.696),
Leuconostoc mesenteroides (%30.43) olarak
tanimlanmis iken, maya tirleri ise Candida humulis
(%18.75), Torula delbrueckii (%6.25), Debaromyces
hansenii (%43.75) ve Saccharomyces cerevisiae
(%31.25) olarak tanimlanmistir. Arastirma sonucunda
eksi hamur orneklerinde en ¢ok tespit edilen laktik asit
ve maya turlerinin (dominant tdrlerin) L. mesenteroides
(%30.43) ve D. hansenii (%43.75) oldugu belirlenmistir.
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Tablo 2. Eksi hamur érneklerinin VITEK 2 Compact analiz sonuglari

Ornek No VITEK 2 GP Card VITEK 2 YST Card
1 L. plantarum, L. acidophilus, L. brevis D. hansenii
2 L. mesentorides, L. casei S. cerevisiae, C. humulis
3 L. plantarum, L. sanfranciscensis S. cerevisiae, D. hansenii
4 P. pentosaceus, L. mesentorides S. cerevisiae, C. humulis
5 L. mesentorides, P. pentosaceus D. hansenii
6 L. plantarum, L. paralimentarius D. hansenii
7 L. plantarum, L. mesentorides, L. casei S. cerevisiae, T. delbrueckii
8 L. sanfranciscensis, L. mesentorides S. cerevisiae, D. hansenii
9 L. plantarum, L. mesentorides, L. brevis  D.hansenii, C. humulis
10 L. mesentorides, L. acidophilus D. hansenii

Manini ve ark. [17] ¢alismalarinda, bugday kepeginden
elde edilen eksi hamur o6rneklerinden izole edilen
LAB’lerin fenotipik ve molekiler identifikasyonunu
yapmiglardir. Orneklerdeki LAB mikroflorasini belirlemek
icin MRS broth icinde 30°C’de 24 saat LAB tirlerinin
gelisimini  saglamislardir.  inkiibasyon  sonucunda
L. plantarum, L. sakei, L. curvatus, L. citreum, L. brevis,
P. pentosaceus ve L. mesenteroides tirleri tespit
edilmigtir. Ayrica L. mesenteroides suslari igin optimum
sicakligin 30°C’ oldugu belirlenmistir [17].

Nuobariene ve ark. [18] eksi hamur Uzerine yaptiklari
calismada L. sanfranciscensis, L. plantarum, P.
pentosaceus tdrlerinin  dominant tdrler oldugunu
belirlemislerdir. Lhomme ve ark. [19] ise eksi hamurdan
L. plantarum, L. mesenteroides ve L. sanfranciscensis
laktik asit bakterilerini ve C. Humulis ve S. cerevisiae
maya turlerini izole etmislerdir [19].

Buna benzer Ulkemizde yapilan bir diger ¢alismada,
Isparta yoresindeki farkli firinlardan toplanan 14 adet
eksi hamur 6rneginden izole edilen LAB ve mayalarin
identifikasyonu gerceklestirilmistir. Tanimlama
galigsmalari sonucunda izolatlarin; L. divergens (%6.1),
L. brevis (%15.1), L. amylophilus (%6.1), L. sake (%6.1),
L. acetotolerans (%6.1), L. plantarum (%3.0), P.
halophilus (%3.0), P. pentosaceus (%6.1) ve P.
acidilactici (%6.1) bakterileri ile S. cerevisiae (%27.0), S.
delbrueckii (%2.7), T. holmii (%10.8) ve T. unisporus
(%2.7) maya tirleri oldugu belirtilmistir [20].

Farkh cografi bolgelerde eksi hamurlar Gzerine yapilan
benzer identifikasyon caligmalarinin [21-23] sonuglari
karsilastirildiginda arastirma sonucunun elde edilen
veriler ile benzerlik gosterdigi goérlimuastir. Bu durum
eksi hamur mikroflorasi ile 6rnekleme bolgesi arasinda
dogrusal bir iligki olmadigini géstermektedir. Eksi hamur
mikroflorasinin endustriyel uygulamalari
distndldigunde, arastirmalarin  en temel amaci
kullanilacak olan LAB ve maya suslarinin segimidir. Bu
nedenle, herhangi bir susun spesifik ve belirgin olarak

ayrimini saglayan guvenilir yontemlerin uygulanmasi
oldukga 6nemlidir. Calismamizda bu amagla, Vitek 2
Compact ile en c¢ok tespit edilen 7 adet L.
mesenteroides LAB tlrindn ve 7 adet D. hansenii maya
trinin  molekiler dizeyde tur identifikasyonu
gergeklestirilmistir. izole edilen L. mesenteroides ve D.
hansenii DNA’lari igin sirasiyla 23S rRNA ve ITS 1 gen
bolgelerine ait spesifik primer ve problar kullanilarak
(Tablo 3 ve 4) molekiler diizeyde tanimlama yapilmistir.
Molekuler dizeyde tanimlanan suglar icin elde edilen
sonuglar (Sekil 1 ve 2), VITEK 2 Compact analiz ile elde
edilen fenotipik tanimlama sonuglariyla
karsilastirildiginda tanimlama sonuglarinin tar
dizeyinde ayni oldugu belirlenmigtir.

Nuobariene ve ark. [18] eksi hamur érneklerinden LAB
izolasyonu ve identifikasyonu icgin yaptiklari galismada
LAB tirlerinin, modifiye MRS agar lzerinde 30°C’de 72
saat boyunca anaerobik ortamda inkibasyonlarini
gerceklestirmiglerdir. Gelisen kolonileri modifiye MRS
broth igcerisinde 30°C’'de 48 saat gelistirerek
saflastirmiglardir.  Calismalarinin  sonucunda farkh
yuklerde 168 LAB turi tespit etmiglerdir. 8 LAB tura
Uzerinde 16S rRNA gen bodlgesine ait PCR analizleri
yapmiglardir [18].

Lhomme ve ark. [19] organik eksi hamur érneklerinden
en cok izole ettikleri L. sanfranciscensis LAB tirinin
molekuler identifikasyonu igin 16S rRNA gen bdlgesine
ait PCR analizleri yapmislardir [19]. Benzer sonuglarin
elde edildigi diger bir calismada Lee ve ark. [24] eksi
hamur 6rneklerinden izole ettikleri 30 LAB Kkolonisinin
6nce VITEK 2 Compact ile biyokimyasal
identifikasyonun  gerceklestirmislerdir. izole edilen
trlerin ¢ogunun L. sanfranciscensis turi oldugunu
belirlemislerdir. Ayrica tanimlanan tarlerin molekdler
identifikasyonu icin 16S rRNA gen bdlgesine ait PCR
analizlerini yaparak tar identifikasyonunu
dogrulamiglardir [24].

Tablo 3. Leuconostoc mesenteroides 23S rRNA gen bdlgesine ait spesifik primer/prob dizileri

ve baglanma sicakliklari

Primer/Probe Sekans Sicaklik (°C)
LcmesS CCA GTT GTAATG CGT TATTACC 63
LcmesA CAC AGC TTG TCC TTATAG AAA A 63
TagMan-Probe  5’'FAM-TTC ACT CTT TTC AAG ACT TAC TG-3TAMRA 63
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Tablo 4. Debaryomyces hansenii ITS 1 gen bolgesine ait spesifik primer/prob dizileri ve

baglanma sicakliklari

Primer/Probe Sekans Sicaklik (°C)
ITS1 Fw TGA ACC TGC GGA AGG ATC AT 59
ITS2 Rev TCC GTT GTT GAAAGT TTT GAAGAT T 59
TagMan-Probe 5FAM-TTG TTA TTA CAA GAA CTT TTG C-3TAMRA 70

3000

2000

Fluorescence (dR)

Leuconostoc mesenteroides

Fluoresoence (dR)

ITS1, Unknown : : a g
T n PRI fccocfonunacfnc sondhonans eannanguanansfoasos fnonandhos

.-~ Dobaryomyces hanseii & -+~ F- < <3e b
cio 4

SONUG

Arastirmamizda eksi hamur izolatlarinin dogru tespiti
icin biyokimyasal tir identifikasyonu yapiimis ve bu
calismalar daha kesin ve hassas sonuglar veren
molekiller caligmalar ile de desteklenmistir. Arastirma
sonuglari, ileride yapilacak eksi hamur calismalarinda
mikrofloralarin dogru tespiti, izolazyonu ve
tanimlanmasina kaynak olusturacaktir. Cunku
endustriyel alanda raf émri uzun olan, duyusal olarak
zengin aromaya sahip ekmeklerin Uretimi igin uygun

mikrofloranin dogru bir  sekilde  belirlenmesi

gerekmektedir.
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