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OZET

Bu arastirma, Vakfikebir ekmek hamurlarindan laktik asit bakterilerinin izolasyonu ve tamimlanmasi amaciyla
yUrGtiimastir. Toplam 113 laktik asit bakterisi izole edilip tanimlanmigtir. 1zolatlarin %540 Lactobacillus plantarum,
%13.2’si Lactococcus lactis ssp lactis, %7.9'u L. brevis, %5.3'0 L. pentosus, %2.7'si Leu. mesenteroides ssp.

mesenteroides, %2.7’si L. fermentum, %1.8’i

Leuc. lactis, %0.9u L. curvatus ssp curvatus, %0.9u Leu.

mesenteroides ssp. cremoris, %9.7’si Lactobacillus spp. ve %0.9’unun Leuconostoc sp. oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Eksi hamur, Vakfikebir, Laktik asit bakterisi, Izolasyon ve tanilama

Isolation and Identification of Lactic Acid Bacteria from Vakfikebir Bread Dough

ABSTRACT

This research was performed to isolate and identify lactic acid bacteria from Vakfikebir bread dough. A total of 113
lactic acid bacteria were isolated and identified. 54% of the isolates were identified as Lactobacillus plantarum, 13.2%
as Lactococcus lactis ssp lactis, 7.9% as L. brevis, 5.3% as L. pentosus, 2.7% as Leu. mesenteroides ssp.
mesenteroides, 2.7% as L. fermentum, 1.8% as Leuc. lactis, 0.9% as L. curvatus ssp curvatus, 0.9% as Leu.
mesenteroides ssp. cremoris, 9.7% as Lactobacillus spp. and 0.9% as Leuconostoc spp.

Key Words: Sourdough, Vakfikebir, Lactic acid bacteria, Isolation and identification

GiRi$

GUnimizde birgok c¢esidi bulunan ekmek, insanlar
tarafindan tlketilen en temel gidalardan biridir. Yapilan
arastirmalar ekmek Uretiminin yazih tarihin basinda
hatta daha 6ncesinde var oldugunu géstermektedir [1-
4]. Ekmek yapiminda ilk blyuk adim ekmekleri daha
lezzetli kilan mayalanmanin tanimlanmasidir. Hamurun
mayalanmasi unda dogal olarak bulunan maya ve laktik
asit bakterilerinin aktivitesi sonucu gerceklesmekte,
bdylelikle asidik tat ve kuvvetli aroma ile karakterize
edilen eksi hamur olusmaktadir. Ekmek Uretiminde eksi
hamur kullanimi en eski biyoteknolojik islemlerden biridir
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[3]. Eksi hamur metodunun esasi; normal kdltdr
mayalarinin yaninda havadan ve kullanilan hamur
unsurlarindan gelen spontan maya ve bakterilerin
faaliyet gosterdigi bir hamur pargasini, bir sonraki
hamurda maya olarak kullanimina dayanmaktadir [4].
Eksi hamurlari, Gretim teknolojisindeki farkliliklarina gére
Tip 1, Tip 2 ve Tip 3 olmak Uzere 3 gruba ayirmak
mUmkindir. Geleneksel eksi hamurlar Tip 1 hamurlar
olarak siniflandinhr. Bu tip hamurlar mikrofloranin
aktivitesini devam ettirmek amaciyla hamurun surekli
olarak c¢ogaltilmasiyla karakterize edilir. Tip 2 eksi
hamur, uzun fermentasyon siresi ve ylksek su
icerigiyle  birlikte yUksek sicakliklarda fermente
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edilmekte ve esasen ekmek hamurunu asitlendirmek ve
aromatize etmek amaciyla kullaniimaktadir. Tip 3 eksi
hamurlar ise kurumaya karsi direngli laktik asit
bakterilerinden olugsan kurutulmus eksi hamur olarak
degerlendiriimekte ve esasen tat verici ajan olarak
kullanilmaktadir [3, 5-8]. Trabzon Vakfikebir ekmeginin
hamuru belirtilen hamur tipleri icerisinde Tip 1 eksi
hamur sinifina girmektedir.

Lactobacillus, Pediococcus, Enterococcus, Lactococcus
ve Leuconostoc cinslerine ait pek ¢ok tir bugday
ununda dogal olarak bulunmaktadir. Bu cinsler iginde
laktobasiller eksi hamurda en yaygin olan laktik asit
bakterileridir [3, 9, 10]. Yapilan arastirmalarda eksi
hamurlarda siklikla Lactobacillus sanfranciscensis, L.
plantarum, L. brevis, L. fermentum, L. acidophilus, L.
pentosus, L. pontis, L. panis, L. fructovirans, L.
farciminis, L. delbrueckii, L. casei, L. rhamnosus,
Leu. mesenteroides ve Pediococcus spp. tirleri
baskin flora olarak belirlenmistir [10-13]. Ulkemizde bu
konu Uzerine farkli yorelere ait galigmalar mevcuttur.
Digrak ve Ozgelik [14] tarafindan yapilan arastirmada
Elazig ve ybéresinde kullanilan eksi hamur 6rneklerinde
Lactobacillus plantarum, L. acidophilus, L. casei, L.
brevis, L. fermentum, L. fructovirans ve Pediococcus
pentosaceus tlrleri teshis edilmistir [15]. Dikbas [15]
Trabzon ilinden temin ettigi 8 eksi hamur 6rnegdinden
izole ettigi suslan MIS (Microbial Identification System)
kullanarak tanilamig ve suslarin Lactobacillus (%46.74),
Enterococcus  (%19.61),  Streptococcus  (17.72),
Lactococcus (%6.95), Pediococcus (%5.05) ve
Leuconostoc (%1.26) cinslerine ait oldugunu rapor
etmistir. GUl ve arkadaslari [16] Isparta ilinde yaptiklari
calismada eksi hamur orneklerinden 23’0 Lactobacillus
cinsine ait olmak Uzere toplam 33 adet izolat elde
etmislerdir. izole edilen laktik asit bakterileri arasinda
baskin turin L. brevis oldugunu ve izolatlarin %15’lik
kismini olusturdugunu belirtmislerdir. izole ettikleri diger
laktik asit bakterilerinin Carnobacterium divergens, L.
amylophilus, L. sake, L. acetotolerans, L. plantarum, P.
pentosaceus, P. acidilactici ve Tetragenococcus
halophilus oldugunu rapor etmiglerdir. Mentes ve ark.
[17] Ankara, Bursa ve Trabzon olmak Uzere Ug¢ ilden
topladiklari 20 farkli eksi hamur &rneklerinde baskin
turlerin L. alimentarius (31 izolat) ve L. plantarum (21
izolat) oldugunu rapor etmiglerdir.

Dinya genelinde ekmek U(retiminde eksi hamur
kullanimi  konusunda Ulkemizi temsil edebilecek
Urlinlerimizin  basinda Trabzon Vakfikebir ekmegi

gelmektedir. Trabzon ilimizin Vakfikebir ilgesinin adiyla
O0zdeslesen ve gelisen teknolojik imkanlara ragmen
geleneksel eksi hamur metoduyla yapilmaya devam
edilen bu ekmegin tipik 6zellikleri; kalin sert kabuklu, iri
gbzenekli, islem siresi uzun (yaklagik 24 saat) ve
isleme toleransi ylksek, olduk¢a aromatik, yUksek
hacimli ve gramajli olusu ve de ge¢ bayatlamasidir [18].
Trabzon Vakfikebir ekmeginin bu &zellikleri hemen
herkes tarafindan bilindigi icin de Ulkemizin gesitli
bélgelerinde eksi hamur ydntemiyle yapilan ekmekler
“Trabzon Vakfikebir Ekmegi” adi altinda
pazarlanmaktadir.
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Eksi hamur ekmeklerinin kendine 6zgi 6zellikleri blyuk
oranda mikrobiotasindan kaynaklanmaktadir. Mevcut bu
aragtirma starter kiltir ¢alismalarina alt yapi olusturmak
icin Trabzon Vakfikebir ekmegdi hamurunun laktik asit
bakteri profilini belilemek amaciyla kurulmus ve
ylritalmastar.

MATERYAL ve METOT

Materyal
Arastirmada  kullanilmak Gzere Trabzon ilimizin
Vakfikebir ilgesinden 2, Akagaabat ilgesinden 1,

Trabzon merkezden 1 ve Magka'dan 1 olmak Uzere
toplamda 5 farkh firindan ikiser adet pismeye hazir 10
adet Vakfikebir ekmek hamuru 6rnegi alinmis ve
sogukta muhafaza edilerek laboratuara getirilmistir.

Metot

Hamurlarin maya sayilarini tespit etmek amaciyla
sogukta muhafaza edilen hamur 6rneklerinden 25 g
alinarak uygun dilisyonlar hazirlanmis ve YPD agar
besiyerine ylzeye yayma ydntemiyle ekim yapilmistir.
25°C’de 5 gunliik inkilbasyondan sonra olusan koloniler
sayllmistir. Farkli cins ve tlrdeki laktik asit bakterilerinin
izolasyonu amaciyla her bir hamur &érnedinden MRS
agar (Oxoid CM0361) ve SDB (Sourdough bacteria) [19]
agar ylzeye yayma ybntemiyle ekim yapilmis ve petri
plaklar anaerobik ortamda (Anaerocult A, Merck)
30°C’'de 48 saat inkiibe edilmigtir. inkilbasyon sonunda
kolonilerden rasgele alinarak ¢izim metoduyla
saflastirma islemine gegcilmistir. Saf kultirlere Gram
boyama, mikroskobik goérinim ve Kkatalaz testleri
uygulanmigtir. Gram pozitif, katalaz negatif, kok veya
cubuk sekilli bakteriler tanimlanmak Uzere gliserol
(%30), cam boncuk ve MRS ve/veya SDB sivi besiyeri
iceren tlplerde -80°C’de muhafaza edilmistir [20].

Tanimlamada izolatlara glukozdan gaz Uretimi, arginin
hidrolizi, Voges-Proskauer, metil kirmizisi, farkh sicaklik
(8, 15 ve 45°C) ve farkli tuz konsantrasyonlarinda
gelisebilme (%6.5 ve 10) testleri uygulanmistir [21, 22].
Ayrica izolatlar APl 50 CHL (bioMérieux® SA, Fransa)
uygulanmis ve APIWEB™ (apiweb ™ stand alone V
1.2.1 Ref 40012, bioMérieux ® SA, Fransa) programi ile
degerlendirilmistir [20].

BULGULAR ve TARTISMA

Arastirmada kullanilan hamur &rneklerine ait pH ve
mikrobiyolojik analiz sonuglar Tablo 1’de verilmigtir.
Tablo 1’den de gérldigu gibi hamurlarin ortalama pH
degerleri 4.27+0.17°dir. Hamur &rnekleri arasinda en
disik pH degerinin C firmasina (pH 4.06) en yuksek pH
degerinin ise D firmasina (pH 4.50) ait oldugu tespit
edilmigtir. Katina ve ark. [23] eksi hamur 6rneklerinde
pHnin 3.8 ile 4.9 arasinda oldugunu rapor etmiglerdir.

Calismada, MRS agarda gelisen laktik asit bakteri
sayisinin (8.48 log kob/g), SDB agarda gelisenden (7.88
log kob/g) daha fazla oldugu gorilmustir. Firmalar
bazinda bakildiginda ise MRS agar Uzerinde en ¢ok
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koloninin B firmasindan temin edilen hamurlarda (8.93
log kob/g), en az koloninin ise C firmasindan temin
edilen hamurlarda (8.08 log kob/g) gelistigi tespit
edilmigtir.  Ancak SDB agar (zerindeki  koloni
gelisimlerinde en fazla koloninin E firmasina (8.63 log
kob/g) en az kolonin ise B firmasina (6.53 log kob/g) ait
oldugu gérilmustir. Hamurlarin maya sayilarini tespit
edebilmek icin kullanilan YPD agar besiyerinde gelisen
maya sayisinin ortalama 7.63 log kob/g oldugu tespit
edilmistir. A, B ve E firmalarina ait hamurlardaki maya

sayisinin C ve D firmalarindan daha ylksek oldugu
gortimektedir. Dikbas [15], Vakfikebir ekmegi ile
ylrittiglu calismada hamurlarda laktik asit bakteri
sayisini ortalama (MRS agar) 7.4 log kob/g, maya
sayisinin ise ortalama 7.6 log kob/g olarak belirlemistir.
Konu ile ilgili diger bir arastirmada ise eksi hamurda,
laktik asit bakteri sayisinin 7.5-9.3 log kob/g, maya
sayisinin ise 5.5-8.4 log kob/g arasinda degistigi rapor
edilmistir [24].

Tablo 1. Hamur &rneklerine ait pH degerleri ile laktik asit bakteri ve maya sayilari (ortalama deger +

standart sapma)

) Laktik asit bakteri (log kob/g) Maya
Firma PH MRS SDB (log kob/g)
A 4.31 +0.06 b 8.45+0.22 ¢ 8.48+0.10 b 7.81 £0.09 a
B 4.13 +0.06 ¢ 8.93+0.13 a 6.53 +0.15d 7.73+0.13 a
C 4.06 £0.00 ¢ 8.08 £0.10d 7.87 +0.08 ¢ 7.44+0.30 b
D 4.50 +0.12 a 8.29 +0.11 ¢ 7.90 +0.06 ¢ 7.36 £0.09 b
E 4.34 £+0.05b 8.65+0.06 b 8.63 £0.06 a 7.82+0.10 a
Ortalama 4.27 +0.17 8.48 +0.32 7.88 +0.77 7.63 +0.25

* Ayni sUitunda ayni harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemli degildir (p>0.05).
** A-B firmalar1 Vakfikebir'e, C firmasi Akgaabat’a, D firmasi Trabzon merkez'e ve E firmasi da Magka'ya aittir.

Hamur érneklerinden izole edilen 113 laktik asit bakteri
izolatinin firmalara gdére dagihmi Tablo 2’de verilmistir.
API test kiti ve gesitli testler kullanilarak gergeklestirilen
tanilama isleminin sonucunda 61 izolat Lactobacillus
plantarum, 15 izolat Lactococcus lactis ssp lactis, 9
izolat L. brevis, 6 izolat L. pentosus, 3 izolat
Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides, 3
izolat L. fermentum, 2 izolat Leu. lactis, 1 izolat L.
curvatus ssp curvatus, 1 izolat Leu. mesenteroides ssp.

cremoris, 11 izolat Lactobacillus spp. ve 1 izolat
Leuconostoc sp. olarak tanimlanmistir. Tablo 2’den de
gorildigi Gzere MRS besiyerinde toplam 66, SDB
besiyerinde ise 47 izolat elde edilmistir. L. brevis, L.
curvatus ssp. curvatus, Leu. mesenteroides ssp.
mesenteroides, Leu. mesenteroides ssp. cremoris ve
Leuconoctoc sp. sadece SDB agar ortamindan izole
edilebilmisgtir.

Tablo 2. Laktik asit bakteri izolatlarinin firmalara ve besiyerine gére dagilimi

. Firmalar Besiyeri o
Bakteri A B c D E VRS SDB Toplam (%)
Lactobacillus plantarum 10 10 20 19 2 52 9 61 (%54.0)
Lactobacillus pentosus - - 1 1 4 5 1 6 (%5.3)
Lactobacillus brevis - 5 4 - - - 9 9 (%7.9)
Lactobacillus fermentum 1 - - 2 2 1 3 (%2.7)
Lactobacillus curvatus ssp. curvatus 1 - - - 1 1 (%0.9)
Lactococcus lactis ssp. lactis 4 5 4 1 1 2 13 15 (%13.2)
Leuconostqc mesenteroides ssp. 5 3 3 (%2.7)
mesenteroides
Leucon'ostoc mesenteroides ssp. 1 1 1 (%0.9)
cremoris
Leuconostoc lactis 2 - - 2 - 2 (%1.8)
Lactobacillus spp. 3 2 6 3 8 11 (%9.7)
Leuconoctoc sp. - - - - 1 - 1 1 (%0.9)
Toplam 20 21 31 25 16 66 47 113 (%100)

Toplamda 10 farkli tir belirlenmis ve genelde baskin tiir
oldugu gérllen L. plantarum (%54) ve L. lactis ssp.
lactis (%13.2) bUtlin hamur 6érneklerinden izole edilmistir
(Tablo 2). Bu turleri, B ve C firmalarindan izole edilen L.
brevis (%7.9) tirl takip etmektedir. A, B, C ve D
firmalarinda baskin olan tir L. plantarum iken E
firmasinda baskin tiir L. pentosustur. A, B, D ve E
firmalarindan 4 farkl tir; C firmasindan ise 6 farkli tir
izole edilmistir. Boraam ve ark. [25] tarafindan Fas eksi
hamur ekmegi Uzerinde yUrdtllen arastirmada, laktik
asit bakteri izolatlarinin %52’sinin L. plantarum ve
%14’Uniin L. brevis oldugu bildirimistir. Gliney italya’da
yUrQtilen bir arastirmada ise baskin tord L.
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sanfranciscensis (%30) olan eksi hamur izolatlarinin
%20’sinin L. alimetarius, %14’0Unin L. brevis, %7’sinin L.
plantarum, %6’sinin Lactococcus lactis ssp. lactis, ve
%4’0nin L. fermentum oldudunu rapor etmistir [24].
Buna karsin Giney italya’nin Basilicata bélgesine ait
geleneksel eksi hamur ekmegi Uzerinde yapilan
arastirmada ise eksi hamur izolatlarinin L. plantarum
(%49), Leuc. mesenteroides (%17), L. curvatus (%15),
L. paraplantarum (%12), Weissella cibaria (%95) ve L.
pentosus (%2) oldugu tespit edilmistir [26]. Ulkemizde
yapilan bir calismada da dominant laktik asit bakteri
tirinlin L. brevis oldugu rapor edilmistir [16].
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SONUC

Arastirma sonucuna gére Vakfikebir ekmegdi hamurunda
Lactobacillus plantarum’un baskin tdr oldugu tespit
edilmistir. Bununla birlikte Lactococcus lactis ssp. lactis
de bitin hamur érneklerinden izole edilmistir. Farkl cins
ve tlrde laktik asit bakterisi izole edebilmek amaciyla
MRS agarin yaninda kullanilan SDB agarin arzulanan
sonucu verdigi gértalmastar.
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