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OZET

Doktora Tezi

VAKFIKEBIR EKMEGININ MIKROFLORA VE
AROMA MADDELERININ TESPITI

Neslihan DIKBAS

Danisman: Yrd.Dog¢.Dr.H.Glirbliz KOTANCILAR

Bu calismada, geleneksel ydntemle iiretilen Trabzon Vakfikebir Ekmeginin mikrobiyolojik ve
aromatik ozellikleri incelenmis, direkt sistemle firetilen francala ekmegi ile kargilagtiriimistir.

Trabzon il sinilar icerisindeki 8 farkh firimdan alinan eksi hamur rnekleri izole edilmis, 158
laktik asit bakteri izolati MIS sistemi (Microbial Identification System) kullantlarak identifiye
edilmis, laktik asit bakterilerinden Lactobacillus (%46.74), Enterococcus (%19.61),
Streptococcus (%17.72), Lactococcus (%6.93), Pediococcus (%5.05), Leuconostoc (%1.26)
suslari tespit edilmigtir.

indirekt sistemle iiretilen Vakfikebir Ekmeginin Gaz Kromatografi/Kiitle Spektrofotometre
(GC/MS) sonuglarina gore; eksi hamurda en ytiksek oranda etanol (%58.88), asetaldehit
(%24.64), etilamin (%15.13), en ditsiik oranda 2-n-pentil furan ve octanal, eser miktarlarda ise
2-propanamin, 2,3-metil butanal, n-hexanol, n-nonanal, 2-furan-karboksialdehit tespit edilmigtir.
Ayrica son fermentasyon sonrast hamur srneklerinde en yiiksek etanol (%79.88), izopropil amin
(%14.86), asetaldehit (%4.29), en diisiik oranda asetik asite rastlanmig, eckmegin kabuk ve ig
kismindan alman homojen Srneklerde ise en yiiksek etanole (%98.57) rastlanmis, asetik asit de
digier drneklere oranla Vakfikebir ekmeginde snemli bir yitkseliste oldugu gozlenmigtir.

Direkt sisteme iiretilen Francala Ekmeginin GC/MS sonuglarina gore; ilk fermentasyon sonras
en yiiksek oranda etilamin (%52.32), aset aldehit (%33.52), etanol (%13.24) oldufu gozlenmig,
ayrica 6rnek igerisinde 2-propanamin, diasetil, hexanal, 2-n-pentilfuran, n-hexanol, #-nonanal
gibi alti eser maddeye rastlanmigtir. Francala ekmeg@inin son fermentasyon sonrasi hamur
orneklerinde en yiiksek etanol (%98.74) oldugu gdzlenmis, octanal, n-nonanal, 2-furan-
karboksialdehit’in eser miktarda oldugu gorilmiistiir. Kabuk ve i¢ kismindan alinan homojen
ekmek érneklerinde ise en yitksek oranda etanol (%98,17), eser miktarda da diasetil, izobutil
alkol, octanal, #-nonanal, 2-furan-karboksialdehit’e rastlanmistir,

Vakfikebir ekmeginin francala ekmegine gore daha fazla volatil madde (17:11) igerdigi
belirlenmistir.

2003, 111 sayfa

Anahtar kelime: Vakfikebir Ekmegi, eksi hamur, identifikasyon, laktik asit bakterisi, aroma
maddeleri




ABSTRACT

Ph. D. Thesis

DETERMINATION OF MICROFLORA AND AROMATIC COMPOUNDS OF
VAKFIKEBIR BREAD

Neslihan DIKBAS

Supervisor: Assist.Prof.Dr. H.Giirbiiz KOTANCILAR

In this study, microflora and aromatic compounds of Vakfikebir bread produced by traditional
methods were compared to francala bread produced by direct system.

Sourdough samples were obtained from eight different bakers located in the city of Trabzon.
Isolates from sourdough samples were identified by Microbial Identification System (MIS);
Lactobacillus (46.74%), Enterococcus (19.61%), Streptococcus (17.72%),  Lactococcus
(6.95%), Pediococcus (5.05%), Leuconostoc (1.26%) strains were determined. They belong to
Lactobacilli genus.

Vakfikebir bread produced by indirect system was studied with GC/MS, and the results were
presented in the following: Ethanol (58.88%) had highest level in volatile compounds of
sourdoughs. Acet aldehyde (24.64%), ethylamine (15.13%) were other compounds 2-n
pentylfurane and octanal had lowest level; 2-n propan amine, 2,3-metyl butanol, #-hexanal, n-
nonanal, 2-furan carboxyaldehide, had trace levels. Sourdough samples obtained from main
fermentation stage had ethanole (79.88%), isopropilamine (14.86%), acet aldehyde (4.29%),
acetic acid was in the lowest levels. Samples from crumb and inner part of Vakfikebir bread
were homogenized and analyzed by GC/MS and results showed that ethanol was in the highest
levels at Vakfikebir bread were considerably higher than the other samples.

Results of GC/MS obtained from Francala bread produced by direct system during first
fermentation were ethylamine (52.32%), acet aldehyde (33.52%), and ecthanol (13.24%),
respectively. Trace levels of 2-propanamine, diacetyi, hexanol, 2-n-pentylfuran, n-hexanal, n-
nonanal,were found.

Samples from crumb and inner part of the Francala bread were homogenized and analyzed by
GC/MS and it was found that ethanol (98.17%) was in the highest levels. In volatile

compounds. Diacetyl, isobutyl alcohol, octanal, #-nonanal, 2-furan carboxyaldehyde were at
trace levels.

It was found Vakfikebir bread had more volatile compounds than Francala bread (17:11).
2003-111 pages

Keywords: Vakfikebir bread, sourdough, identification, lactic acid bacteria, aroma compounds
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1.GIRIS

Tarihi insanin tarima baslamast kadar eski olan ckmek, hamurun ateste pismesi
anfamma gelen “tmek™ sozeligiiniin zamanta dilimize ycrlesmig seklidir. Ekmek
hububat unlarina tuz, su, maya katilmasiyla hazirlanan kiitlenin, yogrularak uygun
sartlarda fermente edildikten sonra, pisirilmesiyle yapilan mamule denilmektedir
(Anonymous 1997). Ekmegin tarihgesi oldukga eskiye dayanmaktadir. Bugiinkii mayali

ekmege benzer bir iiriini M.O. 200 yillarinda Misirlilar iiretmigtir (Elgiin ve Ertugay

1999).

Ulkemizde talihin bitkisel gidalardaki yeri %66 olup bunun %56°hk kismu sadece
ckmek tarafindan karsilanmaktadir (Anonymous 1982, Ercan ve Bildik 1993).

Ekmek karbonhidrat ve protein kaynag: olarak insan beslenmesinde ylksek oneme
sahiptir. Oyle ki; tahila dayali bir beslenmenin hakim oldugu Tiirkiye’de fert bagina
tiiketilen enerjinin %66°s1 tahildan, bunun %56’ ik kismu yalnizea ekmekten, proteinin
%50°si yine ekmekten karsilanmaktadir (Elglin ve Ertugay 1999). Ulkemizde 1997
yilindaki ekmek iiretiminin 9.507.000 ton oldugu rapor edilmistir (Anonymous 1998).
Farkli bélge, yas, gelir gruplarina gore kisi bagina ekmek tiiketimi tilkemizde 100-800
g/giin arasinda olup ortalama 400 g/giin’dir (Aykut ve Baysal 1978, Elgiin ve Ertugay

1999).

Giiniimiizde ekmek hem diinyada hem de iilkemizde, insan beslenmesinde en sik
kullamlan, bikip usamlmadan yenile gelen, bir tat ve aromaya sahip, diyetimiz i¢in de
oldukea fazla yer tutan, difer gida maddelerine oranla ucuz, doyurucu, eckonomik ve

sosyal degeri bakimindan vazgegilmez bir gidadir.

Astrlardir ekmek tiiketen insanlar, uzun siiren aligkanliklarin verdidi hassasiyetle bu
konuda damak zevklerini oldukc¢a gelistirmiglerdir. Bu nedenle ahgik olduklan

geleneksel lezzetlerden vazgegememekte, her defasinda da aym lezzeti bulmak




istemektedirler. Trabzon Vakfikebir Ekmegi de asirlardir Karadeniz Bélgesi’nde, eksi
hamur yéntemiyle yapilan geleneksel ekmek gesitlerimizden sadece bir tanesidir. Bu
ekmegin tipik 6zelligi, indirek hamur metodunun uygulanmasi, kalin sert kabukluy, iri
gbzenekli, islem siiresinin uzun ve toleransinimn yiiksek, daha aromatik, daha kaliteli,
yiiksek hacim ve gramajda olmasi, ge¢ bayatlamasi ve pisirme sicakhifimn digik

olmasidir ( Kotancilar vd. 1998).

Bu geleneksel tadi her zaman aymi sekilde tiiketiciye sunmak oldukga zordur. Clinkil
{ilkemnizde ve diinyada tireticiler kisa siirede ve kapasitenin tizerinde ekmek liretmeyi
hedeflediklerinden, tiiketiciyi geleneksel ekmek lezzetinden uzaklastirmaktadirlar.
Guniimiizde %2-3 oraminda kullanilan mayanin %5-6 oranma g¢ikarilmas: ile
fermentasyon sirecinin en aza indirgenmesi, cksi maya kullammindan tlimiyle
vazgecilmesi sonucunda, aligtlmis arzu edilen ekmek aromasindan uzaklagilmig, bunun

sonucunda siingerimsi yapida kek benzeri tiriinler titketime sunulmaya baglanmigtir.

Trabzon Vakfikebir Ekmegi, {ilkemizin her ydresinde iyi bilinen ve talep edilen bir
ekmek cesididir. Karadeniz Bolgesi’nin ¢ok go¢ vermesi nedeniyle g¢ edenlerin ekmek
aligkanliklarini gittikleri bolgeye tasimalar, bu ekmefin yayginlagmasin saglamistir.
Yére insam diginda da insanlarin bu ekmegi tammalar: begenmeleri ve talep etmeleri
lizerine, girisimciler  Vakfikebir ekmegi {retmek {izere Turkiye’nin her yerinde
“Meshur Trabzon Ekmegi” slogam ile ekmek firinlari agmasma sebep olmugtur.
Karadeniz’de tabiatin yerlesime miisait olmadifi, evlerin yerlesim merkezlerine ok
uzak ve ulagimm uzun siirmesi sebebi ile, uzun raf dmiirlii bir ekmek cesidine ihtiyag
olmasi tabidir. Yorede bu nedenle boyle bir ekmegin tiretilmesi zaruri hale gelmis

olabilir.

Karadeniz’de ekmek iireten firncilarin genel kanisi, iilkenin diger yerlerinde Vakfikebir
ekmeginin ayni kalitede {iretilememesinin nedenlerini ekmegin yapihs yonteminden cok
bdlgenin dogasindan, kullanlan eksi mayadan kisaca firetimin her asamasindaki

bolgeye ait farklardan kaynaklandigim ifade etmektedirler.




Ancak yére disinda tiretilen Vakfikebir ekmegi orijininden farkl: bir tat, aroma, hacim,
raf dmriine sahiptir. Bundan dolayi, orijinal ekmegin neden bolge disinda aym kalitede
tiretilememesinin sebeplerini arastirmak gerekmekiedir. Bu amagla, dncelikle ekmegin

yapisinda bulunan temel dzellikleri (mikrobiyolojik, aromatik) incelenmistir.

Eksi hamurlar iiretim farkliliklarina gére {i¢ gruba aynihriar;

Tipl: 20-30°C’de stirekli gelismeye birakilarak elde edilen geleneksel hamurlardir.
Cogunlukla geleneksel hamurlarda {i¢ asamali fermentasyon prosesleri kullanilir
(Hammes ve Ginzle 1998). Lactobacillus sanfrancisco ve Lactobacillus pontis
predominant laktik asit bakterileridir (Vogel ef al. 1999). Aym zamanda Lactobaciflus

fructivorans, Lactobacillus fermentum ve Lactobacillus brevis’de bazi hamurlarda

bulunmaktadir.

Tipll: Firnncilar maya ilavesi ile hamurun kabarmas: sonucunda elde ettikleri eksi
hamurlardir. Bu tip eksi hamurda ¢ok daha az zaman harcamr. Tek bir fermentasyon
asamas1 vardir ve sicaklik 30°C’nin tizerindedir. Tipll hamurlar cogunlukla endiistriyel
iirinlerde kullanilir. Dominant tiirler, Lactobacillus panis, Lactobacillus pontis,
Lactobacillus reuteri (Stoltz et al. 1995, Hammes ve Génzle 1998), Lactobacillus
Jjohnsonii, Lactobacillus fermentum (Hammes ve Ganzle 1998), Lactobacillus
Sfermentum, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus acidophilus, Lactococcus luctis,

Lactobacillus brevis, Lactobacillus amylovorus’dur (Vogel e al. 1999).

Tiplll: Hamurlarin kurutulmug prepasyonlaridir. Bunlar eksi hamurlann dondurulup-

kurutulmast sonucu ile elde edilir (Hammes ve Génzle 1998).

Biyolojik bir metot olan fermentasyon ilk kez M.O. 6000 ve 1000 yillari arasinda bira,
ekmek, yogurt, peynir ve et igin kullanimistir. Bunlara ilaveten baharatiar ve otlarda
kullanilmistir. 1864 yilinda Louis Pasteur gidalardaki mikroorganizmalarin bayatlamaya

neden oldugunu ispatlamistir (Wood 1995).




Eksi hamurdaki laktik asit bakterileri tarafindan olugturulan asitlesme, nigastanin
mikrobial hidrolizi ve proteolitik etki, ekmegin depolanmasi sirasinda olusan
fizikokimyasal degisiklikleri meydana getirir ki, ekmegin sertlesmesi ve bayatlamasinin

gecikmesi tizerine pozitif bir etki yapar (Corsetti ef al. 2000).

Eksi hamurdan elde edilen ekmeklerin karakteristikleri tizerindeki incelemelerin gogu
bu hamurun mikrofloras: iizerinde yogunlagmaktadir. Cinkii bu tiir ekmeklerin
elastisitesi, kabarma &zelligi, lezzeti ve raf dmril gibi 6zellikleri, i¢indeki laktik asit
bakterileri ile mayalarin aktiflesme ve aralarindaki etkilesime baglidir (Hansen ve

Hansen 1993).

Yaklagik 5000 yildir laktik asit bakterileri ve dogal mayalar ile dretilen iki
fermentasyon reaksiyonu ekmek ununu maya ile kabartmak i¢in kullanilmaktadir. Son
100 yilda ise mikroorganizmalar saf Kkiiltiirler hazirlanarak ticari ekgi hamur

ekmeklerinde basarili bir sekilde kullamlmaktadir (Wood 1995).

Laktik asit bakterileri, laktik asiti sekere doniistiirebilme yeteneklerinden dolay:
deneysel olarak veya kesin bir bigimde biitiin diinyada birgok gida ve yem yapiminda,
peynir, yogurt gibi siit iiriinlerinde, zeytin gibi fermente edilmig meyvelerde, sucuk ve

eksi hamur ekmeginde genis bir gekilde kullanilmaktadir.

Laktik asit bakterileri gruplari genetik olarak farkliliklar gdsterir. Fermentasyon
kapasitelerinden dolay1 gida endiistrisinde Laciococcus, Lactobacillus, Leuconostoc,
Streptococcus, Pediococcus, Enterococcus Snemli rol oynar. Bunlar, yaygin bir sekilde
peynir, yogurt, eksi hamur ve diger fermente edilmis gida maddelerinin tirctiminde

starter kiiltiirii olarak kullantimaktadir.

Fermentasyonla ¢i§ materyaller, mikroorganizmalar (maya, kiif ve bakteriler) ile kabul
edilebilir kalitede pidalara  déntistirfilir. Dofal fermentasyonda arzu edilen

mikroorganizmalarn gelismesi i¢in uygun sartlar ayarlanir ve bunun sonucunda {riiniin




Ozel karakteristigini veren metabolik {rlinler firetilir.  Ancak istenen
mikroorganizmalarin geligmemesi veya patojenlerin gelismesi durumunda kontrolld
fermentasyon tercih edilir. Kontrollii fermentasyon i¢in mikroorganizmalar izole edilir
ve karakterize edilir. Daha sonra starter kiiltiir olarak saklanir. Starter kiiltlirler ¢ig
(islenmemis) materyallere biiyiik sayida ve en elverisli sartlarda inkiibe edilir. Fermente
edilmis gidalarin tiiketimi 197011 yillardan itibaren bilyiik bir artis gOstermistir. Bunlar,
yogurt, tereyag, fermente edilmis sosis ve geleneksel gidalar (kefir, kumiss, tofu,
geleneksel ekmekler) gibi Uriinlerdir. Fermente gidalarin titketimindeki artigin
sebeplerinden biri de tiketicilerin bu gidalarin  dogal ve saglikli oldufunu
diistinmeleridir. Ciinkii canli mikroorganizmalarin biiyiik miktardaki titketimi, bilingli

titketiciler i¢in herhangi bir sakinca igermemektedir (Hansen ef af. 1989).

Bugday eksi hamur ekmekleri son yillarda popiiler hale gelmistir. Coffu zaman mtimkiin
olan en iyi kalitede olmasalar da belki de bu olay starter kiltiirti veya hamurun nasil
hazirlanmasinin gerektigine iliskin bilgi olmamasmdan kaynaklanmaktadir. Iyi kalitede
ekmek iiretiminde uygun olarak hazirlanmig hamur esastir. Biitlin eksi hamur tiirlerinde
baslangicta bir starter kullamlir. Starterler olgunlagmis bir hamurdan ahnabildigi gibi,
una havadan karisan bakteriler tarafindan meydana getirilen dogal bir fermentasyonla da
tiretilebilmektedir. Bakteriyel kiiltlirler olarak da kullanilan starterler, saf hamur kiiltiirt

veya starter kiiltiirli olarak da adlandirihr (Brummer ve Lorenz 1991).

Laktik asit bakterileri ve bunlarin iiriinleri olan gidalar uygarligm ilk zamanlarindan
beri vardir ve tiikettigimiz {iriinlerin bir ¢ogunda bulunur. Bu sebepten dolayr bu
iiriinlerin  giivenli ve dogal olmas: tiiketiciler tarafindan istenir. Aynca laktik asit
bakterilerinin tiretimiyle énemli bir ¢ok patojen mikroorganizmanin gelisimi engellenir
ve raf 6mril arttrilir. Laktik asit bakterileri peynir, siit ve ekgi hamur gibi gidalan korur

(Corsetti ef al. 2000).

Ekmek iiretiminde laktik asit starterleri en sik kullanilanlardir (Gilliland 1988). Laktik
asit bakterilerinin baghca fonksiyonu asit ve lezzet olusumuna katkida bulunmaktir

(Tunail ve Kosker 1986, Ozalp 1988, Olson 1990). Lactobacillaceae familyasina ait




olan laktik asit bakterileri dogada g¢ok yaygin oluslari, birgok gida maddesinde
stkca rastlanan bozulmalara neden olmalart ve bazi gidalarm  Giretim  ve
olgunlastiniimasinda  teknolojik agidan onemli rol oynamalari nedeniyle gida
teknolojisinde biiylik nem tagimaktadir. Familyanin degisik ozelliklerinin yant sira
ortak ozellikleri de Gram (+), katalaz negatif ve genellikle hareketsiz oluglaridir. Laktik
asit bakterileri sekerleri fermente ederek karakteristik fermentasyon triint olan laktik
asiti tireten, cubuk ve kok seklinde bakteriler olup, dogada yaygmn bir sekilde
bulunmaktadir (Sahin 1990).

Laktik asit bakterileri, heksozdan CO;, laktik asit, asetik asit, etanol ve mannitol tireten
heterofermentatif lakiik asit bakterileri ve heksozdan esas olarak laktik asit treten
homofermentatif laktik asit bakterileri olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Cinsler
arasinda ve hatta tiirler arasinda bile cok biiyilk metabolik ¢esitlilik oldufu

belirtilmektedir (Gaudy ve Gaudy 1980, McDonald ef af. 1987).

Eksi maya tekniginin ¢ Snemli fonksiyonu mayalama, asit olusumu ve aroma
gelisimidir. Yapilan alismalar sonucunda, bugday eksi hamur ekmeklerinde, Grliniin
karakteristigi onemli 6lglide laktik asit bakterilerinin ve mayanin aktivitesine bagimh
oldugu ortaya konulmustur. Mayalarin, eksi maya hamurunun kabarmasindan sorumlu
oldupu, heterofermentatif laktik asit bakterilerinin de tek baglarina yeterli kabarma
kapasitesinde etkili oldugu belirtilmektedir. ~Laktik asit bakterileri ekmegin
elastisitesini, asitligini ve lezzetini etkilemektedir. Ozellikle heterofermentatif laktik asit
bakterileri lezzet olusumundan sorumlu olup, hamur ve ekmefe tipik eksi maya
ckmeklerine  6zgli  duyusal  ozelliklerin  olugmasinda  rol oynamaktadirlar.
Homofermentatif laktik asit bakterileri ise iyi bir kabuk elastisitesi verecek asitlifi
olustururken ekmegin lezzeti iizetine dnemli bir katkisi yoktur (Gobbetti ef al. 1994a,
Gobbetti e/ al. 1995). Aroma maddesi olugumu gii¢lii ve uzun fermentasyona ihtiyac
duymaktadir (Sugihara 1985, Gilliland 1988). Laktik asit fermentasyonu ¢ok kompleks
olup, birgok agamadan meydana gelir. Homofermentatif laktik asit fermentasyonunda
temel materyal D-Glikoz olup EMP yolu ile piirivik asite déniismekte plirivik asit ise

daha sonra enzimatik olarak D ve L-laktik asite indirgenmektedir. Heterofermentatif




laktik asit fermentasyonunda temel materyal D-Glikozdur. D-Glikoz HMP
(Hegsozmonofosfat) yolu ile plirivik asit (ki bu daha sonra laktik asite indirgenir) ve
asetil fosfasta indirgenmekte, asetil fosfatta asetik asit ve CO, ya da baz tiirlerce

etanole doniismektedir (Seibel ve Brummer 1991).

Eksi maya yapisinda, homo ve heterofermentatif laktik asit bakterileri ve mayalar
degisen oranlarda igermektedir. Bunlar Lactobacillus  brevis, Lactobacillus
sanfrancisco, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus Sructivorans, Lactobacillus
delbrueckii, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus alimentarius, Lactobacillus crusei,

Pediococcus saitoi, Lactobacillus boidinii, Saccharomyces cerevisiae, S. exigus S.

fructuum gibi tirlerdir (Thomsen ve Andersen 1988, Hammes 1990, Brummer ve

Lorenz 1991).

Eksi maya ekmekleri teknolojik yararlarinin yam stua mikrobial bozulmalara karst
gosterdikleri direng agisindan da onemlidirler (Salovaara 1998). Ekmekte bozulmaya
neden olan mikroorganizmalar; kiifler ve rop hastaliginin sebebi olan Bacillus sublilis,
Bacillus  licheniformis,  Bacillus  megalerium  ve Bacillus  cereus’tur.  Bu
mikroorganizmalar prolein ve nisastay: mikrobial amilaz ve proteazlar ile pargalayarak
ve yapiskan polisakkaritler olusturarak bozuk renkli, yapigkan bir ekmek ici ve
kavunumsu bir koku olustururlar. Un ve diger hammaddelerdeki Bacillus sporlari 1s1ya
dayaniklidir ve bazilar pigme islemi sirasinda en fazla 97-101°C’ye ¢ikabilen ekmek i¢i
merkezindeki sicaklia birkag dakika dayanabilmekte, sporlarm gogu inaktif hale
gelmeden ckmek icinde kalmakta, gelisme sartlart saplaninca vejetatif gofalmaya neden

olmaktadir (Bailey ve Von Holy 1993).

Salovaara (1998), ekmek yapiminda eksi maya hamuru kullaniimasinin fonksiyonlarini

style siralamigtir:

e Fermentasyon sirasinda iiretilen laktik ve asetik asitler ditsiik pH ve bozulmaya
neden olan floramn inhibisyonu ve kontrolii, ekmegin kiiflenerek bozulmanin
geciktirilmesi, rop hastalifina neden olan Bacillus subtilis’in  gelisiminin

engellenmesi,




o Protein ve polisakkaritlerin gigmesi ve un bilesenlerinin modifikasyonu, cavdar
hamurunun ckmek pisirme ozelliklerinin gelistirilmesi, ¢avdar ekmeginin kabuk
szelliklerini gelistirmesi, cavdar ununun enzim aktivitesinin 6zellikle o-amilazin
kontrold,

o Mayanin ve heterofermantatif laktik asit bakterilerinin kabarma etkisi, daha kolay
pisirilebilir hamur, daha yumusak ve daha lezzetli ekmek kabugu,

o Laktik ve asetik asitler ile diger fermantasyon {riinleri gibi aroma bilesenlerinin
birikimi,

e Fitat yikimi yoluyla mineral biyoyarayighhgimn artirilmasi, dogal imaj1 ile driintin
karakterizasyonu,

e Ayrica bagka bir arastirmada ise hamur 6zelliginin diizelmesi, eksi maya hamuruna
elastik 6zellik kazandiran ve suda ¢dziinmeyen bir protein olan glutenin ekmek

icerisinde pozitif etki yapmasina sebep olmaktadir (Salovaara ve Spicher 1986).

Ekmek aromast, ekmekte duyusal olarak hafif bir etki yaratmasina kargin oldukea
kompleks bir reaksiyon sonucunda meydana gelir. Ekmekte arzu edilen bu duyusal
szelliklere, formiile ilave edilen katkilarin cinsi, kalitesi (un tipi, tuz ve seker miktarr)
hamur hazirlama sekli, fermentasyon kosullari, pisirme tipi gibi gesitli faktorler etkilidir
(Margality 1981). Kullanilan mikroorganizma tiirleri fermentasyon tzerine dnemli etki
yapmaktadir. Ornegin; eksi hamur fermentasyonu ile tiretilen ekmegin aromasi sadece
ckmek mayast (S, cerevisiae) kullamlarak iiretilenden ¢ok daha zengin olmaktadir

(Garly 1993, Hansen ve Hansen 1993).

Ekmekte arzu edilen bu duyusal zelliklere kismen formiilasyona ilave edilen katkilar,
esas olarak da fermentasyon ve pisirme sirasinda olusan kimyasal bilesikler neden
olmaktadir (Dubois 1984, Ozkaya 1984). Ugucu ve ugucu olmayan bu bilesiklerin hig
birisi ekmek yapimnda kullamlan maddelerde bulunmayip, bunlann bir kismi
fermentasyon sirasinda enzim ve mikrobiyal faaliyet sonucunda olugur, bir kismi da
indirgen sekerlerle amino asitlerin yiiksek sicaklikta birlesmesiyle meydana gelen ara ve

son iiriinlerdir (Margality 1981).




Ekmegin lezzeti, igerisindeki ingredientlere, hamur fermentasyonuna ve pisirme
prosesine baglidir. Ekmek kirintisimn tadi esas olarak fermentasyon sirasindaki
enzimatik reaksiyonlardan olugurken, ekmegin kabugundaki lezzet pisirilme sirasindaki
temel reaksiyonlara baghdir (Hansen ve Hansen 1996). Hamurda lezzet bilesenlerinin
cogu sekerlerin maya fermentasyonu ile olusur. Mayadan bagka mikroorganizmalar da
fermentasyon esnasinda lezzet maddelerinin olugmasinda rol alirlar. Maya azot kaynag!
olan amino asitleri kullamr. Fermentasyonda alfa-keto karboksilik asitler ve amonyak
olusur. Kaboksilik asitler, CO, ve aldehit olustururlar. Aldehitlerin rediiksiiyonu veya

oksidasyonu ile alkoller ve asitler meydana gelir (Tamerler 1987, Karaoflu ve

Kotancilar 2002).

" Eksi hamurun kabarmast ve alkol fermentasyonunda en etkili olan organizmalar
mayalardir. Etkili maya mikroflorasin tespit edilmesi ile ilgili olarak yapilan
calismalarda bulunan mayalarin  Saccharomyces, Candida, Pichiu ve Torulopsis

cinslerine ait tiirler olduklari goriilmiistiir (Salovaara and Salovainen 1984, Spicher

1986).

Alkol fermentasyonu ticari maya ile yapilan ekmekte daha baskin olurken, bugday ve
cavdar unu ve cksi hamur yontemi ile yapilan ekmeklerde laktik asit fermentasyonu
daha baskindir. Beyaz ekmegin hafif asit tadi, maya ve bakteriyel fermentasyon sonucu
olusan asetik, laktik, propionik ve piirivik asit gibi suda ¢oziilebilir organik asitlerden
kaynaklanmaktadir (Jackel 1992, Martinez-Anaya 1996, Karaoglu ve Kotancilar 2002},

Laktik asit bakterilerinin aroma olusumuna etkileri, sadece karbonhidrat
melabolizmasiyla simirli olmayip serbest amino asit olusumunda da rol oynamaktadirlar.
Laktik asit bakterilerinin icerdigi proteaz ve peptidaz enzimleri fermentasyon sirasinda
hamur proteinlerini hidrolize ederek amino asitleri serbest hale gecirmekic ve bdylece
pisirme strasindaki aroma bileseni olusumuna da dolayl olarak katkida bulunmaktadir.

(Spicher ve Nierle 1984, Hansen e/ al. 1989, Collar e al. 1991, Hansen ve Hansen
1993).




Amino asitler maya ve laktik asit bakterilerinin aktivitesini artirir. Amino asit kullanim
mekanizmasi, daha sonra asitlere okside edilen yada alkollere indirgenen aldehit
olusumuyla bir yada iki karbon atomunun kaybina dayanmaktadir. Bu mekanizma ile
amino asitlerden bazi yiiksek molekiil agirlikli alkollerin olusumu sekil 1.1°de

gosterilmigtir (Martinez-Anaya 1996).

Tirosin tirosol

Triptofan triptofol

Fenilalanin p-~feniletanol

Valin ﬂ 2-methyl-1-propanol
Losin 1-pentenol

Alanin etanol

Sekil 1.1. Alkol iiretiminde amino asit prekursorlar (Martinez-Anaya 1996).

Fermentasyonda laktik asit bakterileri, sitrat, fumarat, glukonat, malat, 2-oksaglutarat,
priivat gibi substratlari anaerobik olarak metabolize eder ve asetoin, diasetil, 2,3-
biitilenglikol gibi aroma bilegikleri olusturur. Bugday ve cavdar unlan disiik

miktarlarda bu substratlar1 icerir (Martinez-Anaya 1996, Karaoglu ve Kotancilar 2002).

Ekmek yapiminda temel madde olan un kendine has bir aromaya sahiptir. Un, ekmek
yapmmunda bazt degisikliklere ugrayarak da ckmek aromasma katkida bulunur. Ayrica
ekmek aromasina etkileri az olan ugucu bilesikleri bazi aroma maddelerinin on
maddelerini icermektedirler (Martinez-Anaya 1996). Una karigan kepek ve rugeym
parcaciklariun aromay: olumsuz ydnde etkiledikleri ve bu ekmeklerin hissedilir
derecede farkli bir aromaya sahip olduklari ortaya konulmustur (Chang and Chanbers

1992, Kotancilar vd. 1998).

Ekmek aromast ile ilgili {i¢ temel enzimatik sistem o ve B-amilazlar, proteazlar ve
lipoksigenazlardir. Aromada ikinci derecede katkida bulunan enzimler ise invertaz,

oksidaz ve lipazlardir (Karaoglu ve Kotancilar 2002).




Hamur fermentasyonu sirasinda olusan aroma maddeleri pigsirme sirasinda aroma
bilesiklerine doniismekte ve pigirme islemi birgok aroma bileseninin buharlasmasina

sebep olsa da bir kismi pigmis tirlinde kalmaktadir (Seibel and Brummer 1991).

Ekmek yapiminda hamur mayasimin kullamimi; gergek orijini eski zaman medeniyetleri
i¢inde olmakla birlikic mayanm ayni zamanda bira yapimini gerceklestiren, Misirlilar
tarafindan kullanildigt kabul edilmektedir. Hamur mayasimin kullanimy; difer Akdeniz
iilkelerine de yayilmis ve son olarak Bati Avrupa llkelerine Romalilar tarafindan
getirilmistir. Maya, 1700’lerde, bira yaptminda bir yan lriin olarak elde edilmis ve
hamura ilave edilmistir. 19. yiizyilin ortalarinda ilk spesifik ekmek mayasi Avusturya'da
gelistirilmis ve bu caligma Hollanda’da bir maya fabrikasinin kurulmas ile devam
etmistir. Yag pres mayamn gelistirilmesi, daha iyi saklanma kalitesine sahip olmasi ile
mayanin daha genis bir bélgede kullanimi saglanmigtir. M.O. birkag bin yildan-19.
yiizyihin ortalarina kadar insanoglu fermentasyon islemini, canli bir mikroorganizmanin
neden oldugunu bilmeden kullanmigtir. Bunun esrarengiz kalmasinin nedeni de;
organizmanmn gdzle goriilmeyecek kadar kugik ve mikroskopun icat edilmemis

olmasidir.

Maya mikroskobik, tek hiicreli bir organizma olup mantar olarak simiflandiriimaktadar.
Maya hiicreleri yaklagik olarak oval sekilde, 7-17 mikron uzunlukta ve bir gram maya
yaklagik 15 milyon bagimsiz hiicre igermektedir. Yaklagik 600 adet bilinen maya tiirii
meveul olmakla birlikte bunlardan sadece birkag tanesi ticari dneme sahiptir. Ekmek
tiretiminde kullanilan maya tiiril; Saccharomyces cerevisige "the sugar fungus of

beer"dir.

Vogel (1999)nin belirtigi gibi, eksi hamurlarda mayalarin  de@isik tiirleri
bulunmaktadir. S. cerevisice en ¢ok bulunan veya en ¢ok ilave edilen maya tiiriidar. S.
cerevisiae oram, mayalar icin giivenilir identifikasyon ve simiflama yontemlerinin

olmamas! nedeni ile goreceli olarak fazla bulunuyor olabilir. Mayalarin tespitine




yonelik sistemler ve yontemler gelistirildiinde S. cerevisiae’nin ¢ok yiksek oranda

tespit edilemeyecegi diistinillmektedir (Gobbetti 1998).

Ekmekte aromamn diger énemli kaynagi ekmegin kabugudur. Cofu tiiketiciye gore,
szellikle kabuklu Fransiz ve [talyan ekmeklerinin kabuk aromasi tercih edilmektedir
(Jackel 1992). Ekmek aromasimn olusmasinda baslica roli {istlenen, pisirme sirasinda
cereyan eden karamelizasyon ve Maillard tipi kahverengilesme reaksiyonlaridir. Bu
reaksiyonlar kabukta meydana geldiginden ekmegin kabugu ic kisimlarindan aromaca
daha zengindir. Buradaki aroma maddeleri daha sonra ekmegin igine niifuz etmektedir.
KKabuk oran fazla olan ekmeklerin tava ekmeklerinden aromaca daha zengin oldufu

kabul edilmektedir (Ertugay 1983, Tamerler 1987, Elgtin ve Ertugay 1999).

Pisirme sirasinda olugan aroma tipi, amino asit yapisindan son dercce etkilenmcktcedir.
Mesela, prolinle birlikte dehidroksiaseton, kraker gibi bir aroma verirken, lisin, arginin
ya da histidinle glikoz taze bir ekmek aromasi verir. Seker tipi, aromadan ¢ok reaksiyon

oranini etkilemektedir (Karaoglu ve Kotancilar 2002).

Bir zamanlar gida teknologlar, beslenme uzmanlan ve tahilcilar, sayet besinsel ya da
diyatetik faydalar: olacaksa, titketicilerin aromast azaltilmis ya da degistirilmis Griinleri
kabul edebileceklerini dﬁsﬁnmekteydiler. Tecriibeler bunun bdyle olmadigin gésterdi.
Tiiketiciler besinsel faydalari ister ve ayni zamanda aligik olduklari hoslandiklan
aromayl da tercih ederler. Beyaz ekmegin hafif asit tadimm, maya ve bakteriyal
fermentasyon sonucu olusan asetik, laktik, propionik ve pritvik asit gibi suda
coziinebilir organik asitlerden geldigi bildirilmektedir. Ayrica taze ekmefin aromasinin,
kaproik, izokaproik, laurik, miristik ve palmitik gibi organik asitlerden oldugu kadar
ctil, amil ve izoamil gibi volatil alkollerin bilesiminden olustugu bildirilmektedir.
Ekmek kabugu ve kabuga yakin kistmlarda bulunan karboniller, aseton, hidrosimetil
furfural, izovaleraldehit, asetaldehit ve digerlerini icermektedir. Ekmek aromasinin
¢ofu, pisitme ve sogutma peryodu sirasinda oldugu kadar fermentasyon siiresince,

kendi ingredientlerinden ve onlarin interaksiyonundan ileri gelir. Aromaya katkida




bulunan ingredientler bugday unu fermente olabilir karbonhidratlar, maya, tuz ve
sorteningdir. Ayrica su da aromaya katkida bulunan ingredientlerin interaksiyonlarinda
rol oynar. Tuz, ekmek aromasina katkida bulunan major bir maddedir. Tuzsuz pismis
ekmek, yavan ve nigasta tadindadir. Seker ekmegin aromasina katkida bulunan Onemli
bir maddedir. Ekmegin tatli, hos bir lezzet almas: igin, %7-10’dan daha az oranda (una
katilma orant) katilmas: s6z konusudur. Uygun kabarma ve tam bir fermentasyon igin
bu oran genellikle %4 civarindadir. Ortamdaki sekerin bu miktar, maya tarafindan
karbondioksit (%46.5), etanol (%48.5) ve degisik aldehitler, ketonlar, alkoller, organik
asitler, esterler ve diger aroma 6n maddelerine donistiiriiliic. Aroma interaksiyonlart,
diger ingredientler ve fermentasyon siiresince tiretilen 100 ya da fazla volatil bilesikler
arasinda meydana gelir. Fermentasyon sonucu olusan aroma maddelerinin, maya yerine

standart kimyasal kabarticilar kullanildift zaman daha belirgin olacag agiktir (Jackel

1992).

El Dash (1971)a gére flavor ekmekte en fazla taktir edilen dogal duyudur. Tiketiciler
tarafindan tecriibe edilen total duyuyu kapsayan bu terim: aroma ve tat algilar,
dokunma duyular (tazelik), afizda ve hatta bazi yazarlara gore dis gOriintigtiir

(Martinez-Anaya 1996).

Ekmek aromas: pek cogu koku karakterinde olan pek gok bilesenin kangimidir, Diger
gidalarda oldugu gibi bu bilesenlerin higbiri tek basina ekmek aromasinin anahtar
bileseni olarak diistiniilemez. Fakat belirlenen nispi oranlartyla sinegistik bir yolda rol
alirlar. Diger yandan ekmekte belirlenen bir maddenin varligi ekmekte aromaya igtirak
etmeyebilir. Bununla birlikte konsantrasyonlar  belli seviyenin ({izerinde olmak
zorundadir. Ekmek aromast bilim adamlar igin karmagik konudur. Ekmek aromasinin
karakteristik &zelligi identifiye edilen bilesiklerin herhangi birisiyle tayin edilemez.
Fakat onlar ekmek icindeki kimyasal bilesenlerin kombinasyonunda olusur (Martinez-

Anaya ef al. 1990).

Jackel (1992)’e gére ekmek aromasr ingredientler, fermentasyon, degredasyon, termal

reaksiyonlar gibi dort farkli kategoriden olusur. Ekmek yapimindaki temel




ingredientlerden olan un, farkli aroma karakterlerine sahiptir. Ayrica ekmek aromasina
etkileri az olan volatil bilesenleri ve bazi maddelerin  aroma prekursorlarini

icermektedir.

Sekerlerin maya tarafindan fermentasyonu ekmek aromasina farkhi karakterler
kazandiran pek ¢ok volatil bilegiklerin olugmasina sebep olur. Pisirme sirasinda
sekerlerde karamelizasyon ve enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonlar ekmek
kabuk aromasi ve rengini olusturur. Bu durum fermente edilmemis hamurdan yapilan
ekmeklerin, fermente edilen hamurlardan yapilan ekmeklere kiyasla farklt bir aromaya
sahip olmasiyla kanitlannustir. Uzun fermentasyonda son derece énemli olan laktik asit

bakterileri ve mayalannus {irinler duyusal aromay arttirtr (Martinez-Anaya 1996).

Geleneksel olarak eksi hamurdan ekmek firetimi ekonomik ve sosyal alanda ¢ok Snemli
rol oynamaktadir. Fakat hijyen standartlanmn giderek yiikselmesi hamura dretim
sirasinda disaridan  bulagan yabanci mikroorganizmalann tammlanmasina ihtiyag
oldugunu gostermektedir. Bunu bagarmak igin diinyanin deisik bolgelerinde tiretilen
eksi hamurlarda yapilan biyokimyasal, morfolojik taramalar sonucunda, mayalarin ve

laktik asit bakterilerinin baskin gruplar oldugu tespit edilmistir (Rocha and Malcata

1999).

Giintimiizde geleneksel eksi maya ile yani laktik asit fermentasyonuna dayah ekmek
iiretimi gitlikge onem kazanmaktadir. Diinyada, bizim Trabzon ekmegine benzer
geleneksel ekmekler oldukga fazladir. Orta ve Dogu Avrupa, Iskandinav iilkeleri ve
Kuzey Amerika’da oldukga yaygm olarak dretilip, tiiketilmektedir. Ornegin
SanFrancisco Fransiz ekmegi (Sugihara e/ al. 1970), geleneksel Isveg cavdar ekmegi
(Lonner ¢f al. 1986) ve Italya’da tatli ekmek gesidi olan “Panettone” (Gobbetti ef «l.
1994a), geleneksel Alman (Spicher ve Schroder, 1978) ekmekleri ve Sudan’da yapilan
eksi hamurun starter olarak kullamldign “Kisra” bunlar arasinda sayilabilir (Hamad ef al.
1992).

Eksi maya hamuru konusunda yapilan gesitli ¢aligmalarda mikrofloranin belirlenmesine

calistimistir. Eksi maya hamurunda maya ve bakteriler birlikte faaliyet gosterdiginden




dolayr bu birliktelik dogal floraya dayanmaktadir. Sonug olarak eksi hamur ekmefi
uygun hacim, giiglii aroma, iyi bir ekmek i¢i yapisi ve uzun raf 6mriine sahip olusu ile

tercih edilmektedir (Pederson 1979, Barber et al. 1989, Seibel and Brummer 1991).

Vakfikebir ckmegi {izerinde yaptigimiz bu g¢aligma, geleneksel yontemle fretilen ve
tilkenin hemen her yoresinde titketilen bu popiiler ekmegin mikrobiyolojik ve aromatik
zelliklerine 11k tutacak niteliktedir. Caligmamiz bu konuda yapilan ilk ¢aligmadir.
Vakfikebir ekmeginin aromatik 6zelligi, bilesimindeki volatil maddelerin katkisi ile

olustu@u bir gergektir.




2. KAYNAK OZETLERI

Federal Almanya’da eksi maya lizerine yapilan bir caligmada farkh su absorpsiyonu
(bugday unundaki %60-100-150), farkh eksi hamur oranlar1 (%0,5-1-5-10-20), hamur
sicakligr (25-30-35°C), eksi hamur olgunlagma zamanlan (24 saate kadar) ve farkl kiile
sahip bugday unlar (%0.55-1.05) kullanilarak; gaz tretme glicii, laktik ve asetik asit
oranlari arastinlmustir. Buna gdre; %60-100-150 su absorpsiyonlu bugday unlar ve
%0.5 eksi hamur ilavesi yapilmuig deneylerde asidifikasyon kaydedilmistir. Saf kiiltiir
konsantrasyonu homo ve heterofermentatif laktik asit bakterileri ve ayni zamanda cksi
hamurda degisen konsantrasyonlarda ve kompozisyonlardaki eksi hamur mayalari
starter olarak kullaninustir. Hamura, %0.5-5 oranindaki eksi hamur ilave edildigi
zaman yavasca baslayan bir asit formasyonu meydana gelmis olup, daha yiiksek oranlar
daha diisik son asit defieri tiretilmistir. Eksi hamur gelisimi i¢in %1-5 oramnda eksi
hamur oranlari hizli bir pH diigmesine sebep olmamug, cksi hamurdaki aktif
mikroorganizmalarin yeteri kadar gelismesine imkan vermigler; bu da hamuru olasi bir
istenmeyen bir fermentasyondan korumustur. Bazi kogullarda hamurda %10-20 eksi
hamur konsantrasyonu uygun bulunmus, %0.55 kiile sahip unlardan yapilan eksi
hamurlara %0.3 oraninda maya ilavesinin 15 saate kadar asidifikasyonu azalttif tespit
edilmistir. Hamurun 24 saatlik olgunlagma periyodundan sonra, asitlerin oranmna eksi
hamur miktarinin biiyiik bir etkisi bulunmamis, %0.55 kiile sahip undan yapilan eksi
hamurlarda oran {izerinde kiiciik bir etkisi oldugu, %1.05’lik kiile sahip undan yada
tamamen beyaz undan yapilan eksi hamurlarda dikkate alinacak bir fark olmadig1
gorillmiistiir. En disiik laktik asit oran1 elde etmek i¢in kullanilmasi gereken eksi hamur
miktar: undaki kil miktarina gére farklibk gosterdigi belirlenmistir. %0.55° 1k kiile
sahip unlar ile en digiik ltaktik asit igerigi %20 eksi hamur ilavesi ile elde edildigi,
halbuki %1’lik kiile sahip un ise yalmizca %I’lik eksi hamura ihtiyag duydugu

belirtilmistir (Brummer and Lorenz 1991).

Eksi hamurlarin ekmek yapiminda kullaniimasi, yapim siiresinin uzamasi ve {iretimin
standart olmayigi gibi dezavantajlan igermektedir. Kurutulmus eksi hamurlarin clde

edilmesinin kolay olmasi bu problemlerin ¢dzilmesine ydnelik bir girisim olarak




sunulmustur. Ancak kurutulmus eksi hamurlarim biiylk bir dezavantaji, aromasinin

olmayisidir (Rocken and Voysey 1995).

Bugday eksi hamurunda asidifikasyonun incelendigi bir aragtirmada eksi hamurun
olgunlasmasinda baslangigtaki asetik asit formasyonunun hizli oldugu ve hamurun
olgunlasmasina gore daha kisa siirede maksimuma ulastigi, olgunlagma periyodunun
sonuna kadar ayni seviyeyi korur. Laktik asit olusumu ise daha yavas ilerler, son asit
degerleri uzun siireli hamur olgunlagma periyondunun sonunda gézlenmektedir. Bunu
sebebi sekil 2. 1°de goriildtigii gibi Laktik asit degerlerinin olgunlagma sonunda en
yiiksek degere ulagsmasindan kaynaklamr. Ortalama 1si ve absorpsiyon sartlarinda
hazirlanan eksi hamurlarda asidifikasyon esas olarak 12 saat sonunda tamamlanir. Daha
uygun kosullarda (daha sicak ve daha yumusak hamurlar) bu sathaya daha gabuk
ulagtlir. Soguk ve sert eksi hamurlarda ¢aligildii zaman uygun asidifikasyonun elde
edilmesi daha uzun olgunlasma siirelerine ihtiyag gostermektedir. Bu kogullar altinda en
elverisli seviyeye ulasmak i¢in 16 saate ihtiyag oldugu sonucuna vanlimistir. Laktik asit
olusumu esas olarak hamur sicakhifmdan etkilenirken, absorpstyonun ise en ¢ok asetik

asit olusumundan etkilendigi tespit edilmigtir (Rabe 1981).
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Wood ve Hodge (1985), Salovaara (1998)’'nin belirttiklerine gére Sanfrancisco eksi
maya ekmeginde baskin organizmalar olan Candida milleri (=Torulopsis holmii),
Saccharomyces exiguus'un sporsuz formu ve Lactobacillus brevis var. lindner,
(=Lactobacillus sanfrancisco) bir gesit simbiyotik yasam stirmektedirler. Sanfrancisco
cksi maya hamurundan izole edilen mayamn maltozu kullanamayip, ancak glukozu
kullanabildigi, ayrica sikloheximide direngli ve asetik asite toleransh oldugunu
belirtmislerdir. Eksi maya ekosisteminde bu iki organizma arasinda maltoz agisindan
herhangi bir rekabet s6z konusu degildir. Ciinkii Lactobacillus brevis maltozu kullanip,
glukozu agiga cikarir, C. milleri ise glukozu kullanir. Lactobacillus sanfrancisco
gelisme igin maltoza ihtiyag duyup glikozda az ya da hi¢ gelisememektedir (Kline ve

Sugthara 1971).

Yapilan bir galismada; Bugday eksi hamurlarinda heterofermentatif (Lactobacillus
brevis 25a, B-21, L-62; Lactobacillus sanfrancisco 1-99) ve homofermentatif
(Lactobacillus plantarum B-39) laktobasiller tarafindan diretilen asetik asit olugumuna
0, ve yiiksek fruktoz icerikli Grlinlerin (saf seker, doniismiis seker, fruktoz surup)
ilavesinin etkileri arastirilmistir. Eksi hamurun 44 saatlik fermentasyonundan sonra
pH’st ve toplam titre edilebilir asitlik (TTA), hamur iriini ve susa gore degisir.
Beklenildigi gibi Oz’nin eklenmesi toplam titre edilebilir asitlifin Lactobacillus
plantarum (15%Y dan ziyade heterofermentatif lactobasillerde (15-42%) daha yiiksek
oldupu bulunmustur. Fruktoz ilavesi sadece heterofermentatif suslarda etkindir. Fakat
genel olarak gozlenen oksijenlesmeden daha kiigiik bir etkiye sahiptir. Eksi hamurda
laktobasillerde asetik asit iiretme yetene@i 44 saatte 0.16/100 gram unda 0.47, yani
%0.65’1 kadar degistigini bulmuslardir (Martinez-Anaya ef al. 1994).

Martinez-Anaya e/ al. (1990), dért maya (Saccharomyces cerevisia, Saccharomyces
fructuum, Candida boidini ve Hansenula suppelliculosa) ve alt1 laktik asit bakterisi
(Lactobacillus plantarum, Lactobacillus plantarum  ssp. arabinosus, Lactobacillus
brevis, Streplecoccus faecium, Leuconostoc meseniereoides, L. cellobiosus) nin bugday
hamurundaki aktivitelerini, mikrorganizmalarin degisen tip ve sayilarninda tek tek ve

kombine olarak calisnuslardir. Bugday hamurlarimin laktik asit bakterileri 1.5 ve




3ml/100g una (2.2-13.9:{10’0 canli hiicre/m]) olacak sekilde iki grup halinde inokiile
edilmistir. Mayalarla kombinasyonlar1 hazirlamak i¢in en iyi performans gdsteren
seviye secilmistir. Mayalar hamurlara %2 ve %4 oraninda Saccharomyces cerevisiae
(4.2-9.0){109 canh hilcre/g) ve %4-6 oraninda diger mayalar (2.9x x10° —=3.1x10" canli
hiicre/g) seviyelerinde olmak tizere iki gekilde ilave edilmistir. Hamurun ve elde edilen
ekmegin pisirme kalitesi fermentasyon ve reolojik ozelliklerini degerlendirmislerdir.
Bunlardan Saccharomyces cerevisea haricindekilerde maya veya laktik asit bakterileri
diizeyindeki artisn kullanilan mikroorganizmalarin verimini artirmadigini, fakat
Saccharomyces cerevisia igeren tilm kombinasyonlarmn yiiksek ekmek kalitesi verdigini

belirtmislerdir.

Rocha and Malcata (1999), degisik cog@rafi bolgelerden ayni zirai yil igerisindeki iki
farkhh zaman diliminde misir ve cavdar ile Gretilen eksi hamurlarin mikrobiyolojik
identifikasyonu yapilmistir. Bu ¢aligmada 400°den fazla laktik asit bakteri susu izole
edilmis Biomerieux API galaties yontemiyle taksonomik tanimlama  yapilmistir. En stk
izole edilen maya Saccharomyces cerevisea, Candida pelluculosa olarak tespit
edilmistir. En stk izole edilen laktik asit bakterileri Leuconostoc  spp
(heterofermentatif) ve  Laclobacillus spp (homofermentatif) olarak bulunmustur.
Laktobasiller arasinda en baskin suslar; L. brevis, L. curvata, Laktokoklarda: L. lactis
spp. lactis, Enterekoklarda; E. durans, E. faecium, Streptokoklarda ise S. constellantus

ve S, equinus olarak tespit edilmistir.

Corsetti ef al. (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada, ekmegin sertligi ve bayatlamast
iizerine degisik eksi hamur ve katki maddelerinin kombine etkisini aragtirilmug,
Saccharomyces cerevisiae 141 ile firetilen ekmeklerde belirgin bir hacim artisi
gozlenmistir. Nisasta retrogradasyonunun etkili oldufu ve bu etkinin asidifikasyon
seviyesine ve laktik asit bakteri susuna bagli oldufunu rapor cimiglerdir. Bu calisma
Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus sanfranciscensis 57, Lactobacillus plantarum
13 kullanlarak yapilmus, eksi hamurlar standart eksi hamur olarak segilmis ve bu
hamurlara pentozanlar, endoksilenaz, Lactobacillus hilgardii 32 ilave edilmisgtir.

Saccharomyces cerevisiae 141, Lactobacillus sanfranciscensis 57, Lactobacillus
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plantarum 13 eksi hamurlarda en sik izole edilen ve eksi hamur ekmeklerinin duyusal
kalitesine pozitif ctkisi olan suslar oldufundan, standart olarak se¢ilmigtir. Eksi maya
ilavesi ile laktik asit bakterileri tarafindan asitligin artirnldigi, nisastanin mikrobiyal
hidrolizi ve proteoliz sonucunda ekmegin raf Omrii siiresince fizikokimyasal
degisikliklere neden oldugu ve bunun sonucunda ekmegin sikilift (firmness) ve
bayatlamasinda gecikmeye neden oldufuda belirtilmigtir. Laktik asit bakterileri
(Lactobacillus sanfranciscensis, Lactobacillus planiarum) ve maya (Saccharomyces
cerevisia) kullanildigs zaman ckmek hacminde ve lezzetinde  belirgin bir artg

gozlenmisgtir.

Vachon and Gelinas (1996), mayalanmis ve fermentasyona birakilmis hamurlar tizerine
yaptiklart ¢ahgmada, laktik asit bakterilerinin (E. faecalis, Leuconostoc cremoris, P.
acidilactici ve P. damnosus) etkilerini incelemisler, 24 saatlik fermentasyon sonucunda
inokiile edilen laktik asit bakterilerinden laktik asit olusumunun P. acidilactici ve P.
damnosus ile yapilan drneklerde en yilksek oranda oldugunu tespit etmiglerdir. Ayrica
ayni arastiricilar Leuconostoc cremoris, P. acidilactici orneklerde aseton, 1 propanol ve

etanol oranlarimin yiitksek oldugunu da tespit etmiglerdir.

Boraam ef al. (1993) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, geleneksel Fransiz eksi hamuru
ile iiretilen ekmeklerde fermentasyon igin kullanilan laktik asit bakterileri ile mayalar
incelenmistir. En fazla izole edilen laktik asit bakterileri Lactobacillus spp:
Lactobacillus plantarum (%52), Lactobacillus brevis (%14), Lactobacillus buchneri
(%8), Lactobacillus casei alactosus (%8), Lactobacillus casei casei (%0),
Lactobacillus casei rhaamonosus {(%2) olarak bulunmustur.  Aym zamanda
Leuconostoc mesenteroides ve Pediococeus spp. tespit edilen diger suslardir. Izole
edilen mayalar ise Saccharomyces cerevisiae (%46.6) ve Candida millieri olarak

tanimlanmisgtir.

Javanainen and Linko (1993) yaptklari ¢alismada, bugday ekmeklerinin raf dmriini
artirmak icin laktik asit ve propionik asit bakterilerini starter kiiltiir olarak kullanmuslar,

hamurun mayalanma kapasiteleri Gizerine laktik asit ve propionik asitin etkilerini
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incelemislerdir. Mayalanma kapasitesinin én fermentasyon boyunca olugmus asitler
tarafindan azaltildigini belirtmiglerdir. 5.4-6°hik bir pH’ya 3.9-5.6°Iik titrasyon asitligine

sahip olan eksi hamurun raf émriiniin 10 giin arttig1 tespit edilmistir.

Corsetti ef al. (2001) yaptiklar1 bir galismada, Italya’min glineyinde bulunan Apulia
bslgesinden 25 bugday eksi hamurunun mikroflorasim karakterize etmiglerdir. Eksi
hamurlari baslica triticum durum bugdayindan uretilmistir. Fizyolojik ve biyokimyasal
testler ile yaklagik 317 susun %38’i tammlanmis ve toplamda, izolasyonun %30°u
Lactobacillus sanfranciscensis %20°si Lactobacillus alimentarius, %12°s1 Leuconostoc
citreum, %7’st Lactobacillus plantarum, %6’s1 Lactococcus lactis spp. lactis, %4
Lactobacillus fermentum ve Lactobacillus acidophilus, %2’si Weissella confusa ve
%2’si  Lactobacillus  delbrueckii  spp. delbrueckii olarak suglart  saptanmis,

Saccharomyces cerevisiae yitksek oranda bulunmustur,

Gobbetti ef al. (1996) tarafindan yapilan bir ¢alismada, bugday eksi hamurundan izole
edilmis birkag tane Lacfobacillus tiirtinii, ekmek dGretimi igin starter olarak
snermislerdir. Toplamda izolasyonlanin %30 Lactobacillus sanfrensiscensis olarak %20
Lactobacillus alimentarus, %14 Lactobacillus brevis, %12 Leuconostoc citreum, %7
Lactobacillus plantarum, %6 Lactococcus lactis spp lactis olarak saptamuslar, %2
Weisella confusa ve yiiksek miktarda Saccoromyces cerevisiae bulmuslardir. Izole
edilen suslardan Lactobacillus, bugday eksi hamur ekmeklerinin asidifikasyonunu,
asitligini, proteolizisini, textiiriinii, ve raf omriini gelistirdigini, eksi hamur
fermantasyonu sirasinda proteolizisin laktik asit bakterileri ve mayalar arasindaki

etkilesimi uyardigini gozlemlemislerdir.

Vollmar ve Meuser (1992), laktik asit bakterileri ve maya igeren starler kiiltiirlerin,
devamli eksi hamur fermenterinin performans: tizerine olan etkilerini inceledikleri bir
calismada; proses sartlar: altindaki mikroorganizmalarin metabolik aktivitelerine bagh
oldugunu bildirmislerdir. 8 gesit saf laktik asit kiilttiriinden bir tanesi olan Lactobacillus
brevis spp. lindneri en iyi sonuglan tretmigtir. Asitligin uniform yiikselisi tespit edilmig

toplam asidite iginde %23-33 oraninda dengeli bir asetik asit olugumu gbzlenmigtir.
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Lactobacillus fructivorans ile benzer iyi sonuglar alinmustir. Fermentenin performansi,
eksi hamurdan izole edilen mayalarm starter kiiltiir olarak ilavesi ile daha iyi daha
gelistirilebilir ve stabilize edilebilir oldugu bulunmustur. Maya ilavesi ile fermente olan
eksi hamurlar maya katilmayanlara gére belirgin olarak daha yiiksek asit olusumu
gostermislerdir. Hizl asit olusumu biitliniiyle ilave asetik asit olusumuna baghdir. Bu
etki maya susundan bagimsizdir. Maya ilaveleri belli bir seviye lizerinde oldugu zaman

daha fazla etki gostermezler.

Corsetti ef al. (1998), eksi hamur laktik asit bakterilerinin ekmegin siahgr ve
bayatlams: tizerindeki etkilerini inceledikler1 bir ¢aligmada L. sanfrancisco CB1 ve
Lactobacillus plantarum DC400 ilave edilerek retilen ekmeklerdeki hacmin maya
ilavesi ile tiretilen ekmeklere gdre yiiksek oldugunu tespit etmiglerdir. S. cerevisiae
141- Lactobacillus plantarum DCA00 starter ilavesi ile dretilen ckmek baglangigta cn
yilksek sertlige sahipken sonugta en diigiik sertlife sahip oldugu goriilmiistiir. 24 saatlik
depolama sonrast S. cerevisiae 141, L. sanfrancisco CB1 veya Lactobacillus plantarum
DC400 starterlerinin kullanilmast yalmzea maya kullamlanlara gore entalpide gok
diisitk yiizdeli bir artisa sebep olmustur. Entalpi diger laktik asit bakterileri (proteolitik
ve amilolitik olmayan) kullanildifi zaman belirgin bir arti gostermiglerdir. Ayrica
laktik asit bakterileri ile wretilen ekmekler, ekmek ireticilerinin {rettifi mayali
ckmeklerden daha bityiik hacimli ve daha diisik oranda sertlife sahip sonuglar

vermistir.

Laklik asit bakterileri ile birgok aragtirma yapilmus, Hollanda’da ticari olarak satilan
bugday eksi hamur starterlerini aragtiran Nout ve Creemers-Molenear (1987)
aragtirmalari sonucunda eksi hamurda Lactobacillus brevis var. lindneri, Lactobacillus

sanfrancisco, Saccharomyces exiguus izole etmiglerdir.

Hamad ef al. (1992), Sudan’da sorgumdan {retilen Kisra kabarmamis ekmeginin
yapimumnda kullanilan hamuru aragtirmuglardir. Kisra Ekmegi tretimi i¢in geleneksel
yolla fermente edilmis olan sorgum hamurunu islak ve kuru olarak ilave etmisler,

fermentasyon islemleri boyunca kimyasal ve mikrobiyolojik analizler yapmislardir.
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Hamurlarin hiicre sayisi 9x10®  cfu/g seviyelerine ulagtiginda bunlann %99°undan
fazlastmin Lactobacillus oldugunu, 1slak sorgum hamuru rneklerinde Lactobaccillus
Jermentum, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus amylovorus; kuru hamur Srneklerinde
Lactobaccillus fermentum, Lactobacillus amylovorus tespit edilmistir.  Candida krusei

ise yiiksek oranda bulunmustur.

Yapilan bir ¢alismada geleneksel Khamir ekmegi iki bolgeden (Bayadh ve Hamra) elde
cdilen  sorgum unu kullanilarak ve ekmek sorgum ununun su ile, 1:0.8 oraninda
baharat (sopan, sarimsak, limonsuyu) karsim ile hazirlanmis  ve 24 saatte 30°C
fermente edilerek yapilmistir. Toplam bakteri populasyonu ve laktik asit bakterileri
fermentasyon siiresi ile artmig ve 16 saatte en yliksek sayisina ulagmigtir, IS
fermentasyonda pH degeri 6.77°den 4.35’e diiymils, ikinci ve Uglinct fermentasyonda
sirastyla 6.65°den 4.18’¢ ve 6.57°den 3.93%e diismustiir. 24 saat boyunca fermentasyon
sirasinda izole edilen ve karakterize edilen mikroorganizma olarak; bakteriler (7.
pentosaceus, L. brevis, L. lactis subsp. lactis, L. cellobiosus, Klebsiella oxytoca, KI.
preumomae, Enterobacter aerogenes, Enl. sakazakil, Serratia marcescens ve Ser.
odourifera), kiifler (Penicillium sp., Rhizopus sp., Aspergillus niger, Alternaria sp.,
Fusarium sp. ve Mucor sp.) ve mayalar (Candida parapsilosis, C. orvegnsis ve

Rhodotorula glutinis) bulmusglardir (Gassem 1999).

italya’da iiretilen Sanfransisco eksi maya hamuru, Almanya ve Isvigre’de iiretilen
cavdar eksi maya hamuru zerindeki caligmalar sonucunda hamur mikroflorasinda L.
reuteri, L. curvatus, L. brevis ve L. hilgardii, L. sanfrancisco, L. casei bulunmustur

(Okada ef al. 1992).

Gobbetti ¢r al (1994b) Italya’nin Umbria bolgesine Gzgi bugday eksi maya hamuru
tizerinde yapmis olduklari bir arastirmada, laktik asit bakterileri suglarindan; L. brevis
spp lindneri, L. plantarum, L. farciminis, L. acidopilus, L. fermentum, L. fructivorans,
L. alimentarius, L. brevis, maya izolasyonundan ise Succharomyces cerevisiac,
Candida frusei, Saccharomyces exiguus, Hansenula anomala’ y1 izole etmiglerdir. Ayny

arastiricilar Italyan bugday eksi maya hamurunu genel olarak incelemis ve laktik asit
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bakterilerilerinden L. plantarum, L. farciminis, L. alimentarius, L. acidophilus, L.
delbrueckii spp, delbruecki, L. brevis spp lindneri, L. brevis, L. fructivorans, L.

Sfermentum, L. cellobiosus’a rastlamiglardir.

Spicher and Schroder (1978) yapmis olduklart ¢ahismada, eksi maya hamurlarindan
laktik asit bakterilerilerini izole etmisler ve Lactobacillus acidopilus, Lactobacillus
casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus farciminis, Lactobacillus alimentarius,
Lactobacillus brevis var. lindneri, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus fructivorans™

bulmuslardir.

Lonner et al. (1986), Isveg tipi cavdar ekmeginin yapiminda kullanilan eksi hamurdaki
mikroflora ve pH degisikliklerini incelemigierdir. Son eksi hamurda pH yaklagik 4.1,
laktik asit bakteri konsantrasyonu ‘lxIOQ canlt hiicre/g olarak tespit edilmistir. Bu
safhada baskin olarak tespit edilen laktik asit bakterileri Laktobasillus spp. digeri
Pediococcus  pentosaceuus olarak identifiye edilmigtir. Mayalar ise laktik asit
bakterilerine gore daha yavas gelismistir. Maya izolasyonunda en fazla Saccharomyces
delbrueckii’ye rastlanmistir. Eksi maya kullamilarak yapilan ekmeklerin daha diizgiin

sekilli ve daha yumugak oldugu bildirilmistir.

Spicher (1987) yaptifi bir aligmada, ltalya, Isvigre, Almanya ve Isveg’te firetiten
Pannettone ve bupday ekmekleri tretiminde kullamlan bugday eksi maya
hamurlarindan homofermentatif laktik asit bakterileri ve heterofermentatif laktik asit
bakterileri  tirlerini arastirmis, homofermentatifierden L. plantarum, L.casei, L.
farciminis, L. homohiochii, L. brevis, L. hilgardii ve heterofermentatif’ tlirlerden L.
brevis var. lindneri, L. sanfrancisco, L. viridencens, Streptococcus spp; bulmustur.,
Ayrica en dnemli maya tiirlerinden Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces servazzi

ve Candida milleri’ni tespit etmistir.
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Cesitli eksi maya hamurlarindan izole edilen laktik asit bakterilerinin Urettifi organik
asitler disindaki antimikrobiyal maddeler arasinda bavaricin A (Larsen et al. 1993},
plantaricin A, plantaricin C, plantaricin 149, (Daeschel ef al.1990), Pediocin AcH,
(Ennahar e al. 1996) plantaricin ST 31 (Todorov ef al. 1999) bakteriosinleri, BLIS C 57
adli bakteriosin benzeri inhibitér maddeler (Messens and De Vuyst 2002) ve

reutericyclin adli yeni bir antibiyotik (Génzle ef al. 2000) sayilmaktadir.

Caglar oncesinde kendiliginden kabaran ekmekler, simdiki ekgi maya drneklerine
benzemekte olup fermantasyon, laktik asit bakterileri ve mayalarin karisik kiiltiie
fermantasyonu ile ekmegin dokusunu ve lezzetini olusturan alkol, karbondioksit,
organik asitler ile lezzet maddelerinin iiretimine dayanmaktadir (Sugihara 1985, Wood

and Hodge 1985).

Eksi maya sagladig teknolojik yarar ve aromasinin yani swra, mikrobiyal bozulmaya
direngleri agisindan da dnem arz etmektedir. Ekmek hamurunun bu fungustatik ctkisi,
laktik asit bakterilerilerinin tirettigi laktik asit ve oOzellikle de asetik asitten
kaynaklanmaktadir  (Salovaara  1998).  Ekmekte bozulmaya neden olan
mikroorganizmalar kiifler ve rop hastalifina neden olan Bacillus suptilis ve Bacillus
licheniformis bakterileridir. Heterofermentatif laktik asit bakterilerinin trettikleri asetik
asit, ekmekte bozulmaya neden olan Rop hastahmin etmeni Bacillus endosporlarinin
cimlenmesini de inhibe ctmektedir (Topal ve Kosker 1980, Salovaara and Valjakka
1987, Salovaara 1998). Voysey and Hammond (1993) tarafindan bildirildigine gore, bu
bozulmaya neden olan mikroorganizmalarin gelisimini engellemek igin hamur
formiilasyonu igerisine organik asitleri ya da yaklagik %15 oraninda eksi maya ilavesini

dnermektedir (Messens and De Vuyst 2002).

Lavermicocca ef al. (2000) yaptiklar bir ¢aligmada, eksi maya hamurundan izole edilen
Lactobacillus plantarum 21B'nin fungisidal etkisini saptamuslar ve Lactobacillus
plantarum 21B kiiltiir filtratindan anti fungal bilesikler olarak fenilaktiz ve 4-

hidroksifenil laktik asitleri tanimlamiglardir.
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Hamurun iyi kabarmasindan dolayr ekmek hacminin iyi oldugu (Kline and Sugihara
1971, Spicher 1986), tat ve aromanin daha iistiin oldugu (Salovaara and Valjakka 1987),
bu ekmeklerde bayatlamamin geciktigi belirtilmistir (Salovaara and Katunpaa 1984,
Tamerler 1986). Foramitti and Mar (1982), eksi hamur sisteminde fermentasyon uzun
siird{igil icin asit miktarimmn yitkselmesine ve ekmegin teknolojik kalitesinin artmasina

neden oldugunu bildirmislerdir.

Yapilan bir ¢aligmada, eksi hamurda bulunan mayalar izole edilmis ve tanimlannustir.
Fenotipik cahsmalardan elde edilen sonuglar daha sonra molekiiler calismalar ile
dogrulanmis ve suglarmin %95’inden daha fazlasinin Candida humilis tiiriine ait oldugu
dogrulannustir. Candida humilis'in baskinlifimin zamanla daha kararh hale geldigi
belirlenmistir. C. Aumilis’in eksi hamurda varlift daha Snceden bildirilmesine ragmen

baskinhifmm yeni bir bulgu oldugunu agiklamiglardir (Gullo et al. 2003).

Yapilan bir galigmada; ekmek aromas: {izerine amino asit konsantrasyonunun etkisini
belirlemek icin fermente edilmis hamurlar ile pisirme denemeleri yaptimgtir. Ekmek
unu yogunlugu artirilarak, laktik asit bakterileri ile hazirlanan hamurlar starter olarak
kullamlmis ve buggday ekmeginin kizarik aromasinin Lactobacillus pontis ile belirgin
bir sekilde artti1 tespit edilmigtir. Sonugta aroma lizerine bugday ekmegi hamurunda
serbest amino asitlerin, 6zellikle de ornitin’in  konsantrasyonunun etkili oldugu

vurgulanmustir (Thiele e al. 2002).

C. milleri

L.brevis var. Lindneri
(Glukoz-, Maltoz+)

Glukoz +, maltoz-
—

Glukoz ~1-P+glukoz

™~

Glukoz-6-P

-—p P Glukoz

Sekil 2.2. Eksi maya hamurunda maltozun Lactobacillus brevis var. lindneri ve C.
milleri tarafindan kullanilmasi (Salovaara [998).

—p
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Sanfrancisco eksi maya ekmeginde dominant organizmalar olan Candida
milleri=Torulopsis holmii, Saccharomyces exiguusun sporsuz formu ve Lactobacillus
hrevis var. lindneri (=Lactobacillus sanfrancisco) bir cesit simbiyotik yagam
siirmektedirler (Wood and Hodge 1985). Eksi maya hamurundan izole edilen
Lactobacillus sunfrancisco’nun gelisimi i¢in maltoza gereksinim duydugunu, glikozda
cok zayif gelisebildigini yada hi¢ geligemedigini belirtmislerdir (Wood and Hodge
1985). Eksi maya ekosisteminde bu iki organizma arasinda maltoz agisindan herhangi
bir rekabet séz konusu olmadigim belirtmistir. Clinkii Lactobaciilus brevis var lindneri
sadece maltozu kullanarak glikozu agifa ¢ikartmakta ve maltozu kﬁllanamayan C.
milleri bu glikozu kullanmaktadir (sekil 2.2) (Salovaara 1998). Sanfrancisco eksi maya
hamurundan izole edilen mayanin maltozu asimile edemedigini ancak glikozu asimile
edebildigini, ayrica sikloheximide direngli ve asetik aside toleransli oldugunu

belirtmislerdir (Sugihara ef al. 1970).

Eksi hamur fermentasyonu sirasinda ekmek aromasi Gizerine etkili olan asitler (6zellikle
laktik asit ve asetik asit) alkoller, (etanol, propanol, isoamil alkel, isobiitanol,
isopropanol, 3-metil butanol vb.) esterler, (asit ve alkol formundaki asetoin, aldehit ve
ketonlar) ve ¢esitli karbonil bilesikleri (diasetil, 2-propanon, 2-metil-1-butanol, 3-metil-
I-butanol, 2,3-butandion, n-hekzanal, 2-heptanol, 3-hidroksil-2-butanol) olusmaktadir

(Pederson 1979).

Eksi hamur teknigi ile dretilen ekmeklerde en yiiksek oranlarda 2-propanon, 3-metil
butanol, benzil alkol ve 2-fenil alkol bulundugunu ve eksi hamur ekmeklerinin daha

yogun bir aromaya sahip oldugu ileri siiriifmiigtiir (Patterson e! al. 1992).

Damiani et al. (1996), daha dnceki ¢aligmalarinda izole ettikleri heterofermentatif ve
homofermentatif laktik asit bakterisi ve maya izolatlarim starter kiilitir olarak
kullanarak, eksi maya hamurunda olusturduklar1 aroma maddelerini belirleyip starter
kiiltiir formiilasyonu olusturmaya c¢aligmislardir, Bu calisma sonunda heterofermantatif
laktik asit bakteri izolatlarmin, ozellikle etilasetat, bazi alkol ve aldehitleri,

homofermantatif laktik asit bakteri izolatlarinmn diasetil ve diger karbonilleri tirettikleri
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saptanirken, maya izolatlanmn izoalkolleri (2-metil-1-propanol ve 2,3 metil-1-butanol)
sentezledikleri belirlenmistir. Mikrobiyal interaksiyonlarin etkisini belirlemck Gzere
yapilan eksi maya hamuru starter denemeleri sonucunda Lactobacillus brevis  ssp.
lindneri, Lactobacillus plantarum ve Saccharomyces cerevisiae ya da Saccharomyces

exiguus kombinasyonu ile hazirlanan formiilasyon 6nerilmistir.

Yapilan bir calismada 4 farkli laktik asit bakterisi (Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus sanfrancisco ve Lactobacillus brevis) ile
fermente edilen eksi maya hamurlarindaki asitlik ve aroma bilesiklerinin olugumu
tizerine kullamlan ¢ farkli un tipinin etkisi aragtlmustir. Eksi maya hamurunun
asitlendirilmesi ve laktik asit tiretiminin baglica un tipi tarafindan etkilendigi saptanmus,
en fazla laktik asitin diisiik randimanli ve tam unlardan hazirlanan hamurlardan olustugu
sbzlenmistir. Olusan asitlik {izerinde kullanilan starter kiiltiiriin de etkisi oldudu ancak
bu etkinin kullamlan un tipinin etkisinden daha az oldugu saptanmigtir. Ugucu aroma
bilesenlerinin kullamlan starter kiiltiire bagh oldufu sonucuna varilmastir. Bununla
beraber bazi aroma bilesenlerinin olusumu igin starter kiltiir ile kullanilan un tipi
arasinda  bir etkilesim  goriilmistiir.  Heterofermentatif  kiltlirlerle,  &zellikle
Lactobacillus sanfrancisco ile fermente edilen cksi maya hamurlarinda, etil asetat ve
etanol olusumunda kullanifan un tipinin nemli etkisi belirlenirken, en yiiksek miktarlar
tam un ve disik randimanli undan hazirlanan ckgi maya hamurlarinda elde edilmistir

(Hansen and Hansen 1993).

Hansen ef «f. (1989) yaptiklari bir bagka aragtirmada ise, laboratuar fermentoriinde
starter kiiltiir kullanilarak, farkli fermentasyon sicakliklarinda yari akiskan gavdar eksi
maya hamurunda fermentasyon siiresince olugan asitler ve wugucu bilesenler
incelenmistir. Yapilan analiz sonucunda en yogun ve ekmek benzeri aroma olarak
tanimlanan  karakterlerin  2-propanon,  3-metil-1-butanal, benzil alkol ve
2-feniletanol’den kaynaklandifn belirlenmistir. Homofermentatif kiiltiirlerle fermente
edilen cavdar ekmeklerinde 2-metil-1-propanol ve 2,3 metil-1-butanol isoalkollerinin
yiiksek miktarlarda oldugu belirlenirken, heterofermentatif kiiltiirlerle fermente edilen

ekmeklerde ise yiiksek asetik asit igerigi saptanmustir. Asitlikteki en mzlr artig 35°C’de
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fermentasyonun 16-20. saatlerinde gdriilmis ve stabil asitlik diizeyine ulagilmstir. Etil
asetat, 2-metil-1-propanol, 2,3 metil-1-butanol, etil-n-hekzanoat ve diasetil’in starter

kiiltlir veya fermentasyon sicaklifi ile degistigi saptanmugtir.

Bir baska calismada ise dort farkli Lactobacillus cinsi starter kiilttirQi ile fermente edilen
bugday eksi maya hamurundan elde edilen ugucu bilesenlerinin miktarlari, kimyasal
olarak asitlendirilen hamurlardan elde edilenler ile karsilastirilmigtir. Starter kiiltiir ile
fermente edilen ve kimyasal olarak asitlendirilerek elde edilen bu her iki hamurda
olusan aroma maddelerinin tiretimi iizerinde, maya ilavesinin etkisini incelemek tzere
dort farkli eksi hamur mayas: kombine edilmistir. Sonug olarak eksi maya hamuru ile
kargilagtriddifinda kimyasal olarak asitendivilmiy hamurlarda daha az aroma maddesi
tanimlanmustir. Bu aroma maddelerinin igeriklerinin kullamlan starter killtiire gore
degistigi saptanmigtir. Heterofermentatif kiilttirlerle 6zellikle Lactobacillus sanfrancisco
ile fermente edilen eksi maya hamurlaninda etil asetat ve etanoliin daha yiiksck
miktarlarda dretildigi saptanmis, maya ilavesi ile ugucu bilesenlerin sayist ve
miktarinda artig oldugu belirlenmistir. Etanol, 2-metil propanol ve 2,3 metil-1-butanol
miktarlanmn Saccharomyces cerevisiae ilave edilen eksi maya hamurlarinda en yiiksck
oldupu, A susu maya ilave edilen hamurlarda isc etilasetat’in en yliksek oldufu
saptanmustir. Etil asetat digindaki esterlerin miktarlarmm  oldukea ditsitk oldugu
belirtilmis, asetoin ve diasetil karbonilleri, A susu ilavesi ile hazirlanan eksi hamurlarda

diisiik miktarlarda tespit edilmigtir (Hansen and Hansen 1994).

Bugday ekmegi kirntisimn aroma bilesenlerinin olusumunda, hamura maya ilavesinin
etkilerinin arastirildig bir baska calismada, ekgi maya hamurlart tek bagina laktik asit
bakterileri ve maya kombinasyonu ile fermente edilmistir. %5-20 eksi maya ilave
edilmis ekmeklerde, ilave edilmemis kontrol ekmeklerine gére somun ekmeklerinin
hacminde artig olmustur. Eksi maya hamuru ekmeklerinde asetik asit, 2-metil propanoik
asit ve 3-metil butanoik asit miktarlarmin daha yiiksek oldugu, Lactobacilius
plantarum, Lactobacillus delbrueckii ya da Lactobacillus sanfrancisco ile fermente olan
eksi hamur ilave edilmis somun ekmeklerinde kontrol orneklerinden daha yliksek

miktarda 2- yada 3-metil-1-butanol olustugu saptanmistir. Starter kiiltiirler ile eksi
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hamur mayalari arasinda etkilegimler oldugu gorilmiis ve etanol, 2-metil propanol, 2,3
metil-1-butanol, 2-lenil etanol, benzil alkol, asctik asit, 2-metil propanoik asit ve 3-metil
propanoik asit bilegiklerinin tretimlerinin kulanilan starter kiiltiir ve eksi hamur
mayasmna bagl olarak arttigs belirlenmistir. Lactobacillus sanfrancisco ile fermente
edilen eksi maya hamuru ile %5-15 ilavesiyle elde edilen ekmek daha hosa giden,
yumusak ve eksi koku ve tadi oldugu saptanmustr. Lacfobacillus plantarum
ekmeklerinin ise daha kuvvetli eksi ve hosa gitmeyen kokusu ve metalik eksi tadi
oldugu, ancak hamura Saccharomyces cerevisize ilave edildiinde ekmegin daha
aromatik buigday ekmegi aromasina erigtigi, bunun nedeninin de daha yitksek 2.3 metil-
]-butanol, 2-metil propanoik asit, 3-metil butanoik asit ve 2-fenil etanol igeriginden

kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Hansen ve Hansen 1996).

Lund et al (1989) yaptiklar aragtirmada, 30°C’de fermente edilen yar akigkan ve
normal cavdar eksi maya hamuru igin dort  heterofermentatif (Lactobacillus
sanfransisco, Lactobacillus brevis, Lactobacillus fermentum, tammsiz bir lactobacilli)
ve iic homofermentatif (Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus plantarum ve
Lactobacillus alimentarius) laktik asit bakterileri starter kiiltlir olarak kullanmus, asit ve
ucucu bilesenlerin tiretimi aragtirilmistir.  Asit Gretiminin yari akigkan eksl maya
hamurlarinda ve heterofermentatif kiiltiirlerle tretilen dreklerde en yiiksek oldugu
saptanmistir. Ugucu bilesenlerin igerikleri arasinda en yiiksek farkin yari akigkan ve
normal eksi maya hamurlar: arasinda goriiliicken, homo yada heterofermentatif kiiltiirler
ile iiretilen hamurlar arasinda da farklar gozlenmigtir. Yari akigkan hamurda
homofermentatif kiilttirlerde etanol ve etil asetatin yiiksek miktarlarda (dominant pikler)
oldugu belirlenirken, normal eksi maya hamurlarinda heterofermentatif kiiltiirlerde etil
asetat digindaki esterlerin ve homofermentatif kiiltiirlerde karbonillerin goreceli olarak

yiiksek oldugu belirtilmistir.

Saccharomyces exiguus, C. krusei,  Pichia norvengensis, Hansenula anomala eksi
hamurlarda laktik asit bakterileri ile bulunan mayalardir. Laktik asit bakterileri/Maya

orani eksi hamurlarda genellikle 100/1°dir (Gobbetti e/ al. 1994a).
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Pisirilmis eksi hamur drneklerinin organoleptik, saghk ve besleyici dzellikleri laktik asit
bakterileri ile mayalarin birbirleri ile olan iliskilerine baghdir. Laktik asit bakterileri ile
mayalar arasindaki etkilegimler bugday hamurundaki fermentatif aktiviteye, asctik ve
laktik asit Giretimine, proteolitik aktiviteye ve pisirme performansina, igiem sartlarina ve
ilave edilen mayalarin tipine, oranlarna ve cksi hamurlardaki homo ve
heterofermentatif laktobasillerin hangisi ile birlikie oldufuna baglidir (Spicher er al

1981, Spicher ve Nierle 1984).

Fksi maya fermentasyonunda mayalar ve laktik asit bakterilerinin siirdtirdiikleri
simbiyotik yasam sonucunda, mayalar ve heterofermentatif laktik asit bakterileri
hamurun kabarmasimdan sorumlu olurken, laktik asit bakterileri ekmegin elastisitesini,
asitligini ve lezzetini etkilemektedir. Eksi maya hamur fermentasyonu sirasinda, ekmek
aromasi {izerine etkili bilesikler olarak asitler (Szellikle laktik asit, asetik asit), alkoller
(ctanol, propanol, isoamil alkol, isobiitanol, isopropanol, 3-metil biitanol vb.), eslerler
(asit ve alkol formundaki aseton, aldehit ve ketonlar) ve gesitli karbon,il bilesikleri
(diasetil, 2-propanon, 2-metil-1-biitanol, 3-metil-1 biitanol, 2,3-biitandion, n-hekzanal,
2-heptanon, 3-hidroksi-2-biitanon) olugmakiadir. Eksi maya hamur mikroflorasimin
belirlenmesi ile fermentasyonda rol oyanayan organizmalarin drettikleri aroma
bilesenlerin karakterizasyonu sonucunda bu tip iirlinlerin {iretimini standardize edecek
starter kiiltiirlerinin gelistirilmesinin miimkiin oldugunu bildirmiglerdir (Hancioglu ve

Karapimar 2002).

Disiik pH, laktik asit, asetik asit oranlar1 yiiksek olan, spontan eksi hamurlardan yapilan
ckmeklerin en yiiksek hacimli ve en diisiik bayatlama oranina sahip oldugu
bildirilmistir. Ayrica azot bilesikleri 6zellikle amino asitler hamur mikroorganizmalarin
metabolizmasinda ve karakteristik lezzete sahip ekmek iretiminde Snemli bir rol

oynamaktadir (Barber er al. 1989).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Trabzon Vakfikebir Ekmeginin mikrobiyolojik &zelliklerinin incelenmesi amact ile bu
ekmegin orijini olarak bilinen Trabzon il smurlar igerisindeki 8 farkl firindan hamur
ornekleri almmis ve direkt sistemle {liretilen francala ekmek hamuruyla
karsilastirilmstir. Bu finnlar; Bilyiik Liman Ekmek Firimi (Vakfikebir), Bagtan Ekmek
Firim (Vakfikebir), Pazar Ekmek Firtni (Vakfikebir), Yeni Firm (Vakfikebir), Harman
Ekmek Firimi (Besikdiizii), Giiven Ekmek Firimi (Esiroglu), Merkez Firini (Esiroghu) ve
Yilmaz Ekmek Firinidir (Esiroglu).

200g 1. eksi hamurdan alinan 8mekler, litrelik steril cam kavanozlara konarak, 4°C°den
diisiik sicaklikta derhal Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiltesi Gida Mithendisligi Bolimi
Laboratuarina getirilmis ve bekletilmeden her bir 6rnek igin VRBD (Violet Red Bile
Agar) (Merck), VRB Agar (Merck), MRS Agar (De Man Rogosa Sharp Agar) (Merck),
M17 (IDG), OGYE (Oxyitetracycline Glucose Yeast Extract Agar) (IDG), PCA (Plate
Count Agar) (Merck) besiyerlerine diliisyonlar hazirlanarak uygun metotlar ile ekim

yapilmistir.

indirek sistemle tiretilen Vakfikebir Ekmegi'nin ekmek ve hamurundaki aroma
maddelerinin tayini i¢in Yilmaz Ekmek Firinindan (son fermentasyonunu tamamlamig
ve firina siiriilmek iizere olan hamur ile firindan ¢iktiktan hemen sonra Vakfikebir
Ekmeginden); mukayese amactyla da direkt sistemin uygulandigi Erzurum Atatiirk
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Mithendisligi Boliimii Pilot Ekmek Fabrikasindan
(ana fermentasyon ve son fermentasyon sonrasi hamurdan ve pistikten sonra Francala
Ekmekten) drnekler almmistir. Her iki firindan alinan 50’ser gramlik hamur ve ekmek
sraeklerindeki ugucu aroma maddelerinin kaybolmamas: igin daha dnceden temin

edilen —196°C’lik s1v1 azot tankina konulmustur. Karayolu ile aroma madde analizinin




yapilacagi Gebze TUBITAK Marmara Arastirma Merkezin’deki Gida Teknolojisi
Laboratuarina numunelerin 8zellikleri kaybolmadan bizzat ulastinimistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Francala ekmeginin iiretim prosesi

Direkt sistemle tiretilen Francala Ekmeginin islem prosesi sekil 3.1°de verilmigtir.

HAMURUN YOGRULMASI

Yogurucu kazana;%3 Pres maya, % 1.5 tuz, %55-60 su {(15°C) ilave edilerek

50 dakika yogrulur
A2
(Hamur sicaklig 24-25 °C, ortam sicakligi 25 °C)

{

ANA FERMENTASYON

(25°C’de 30-45 dakika)
s

HAMUR KESME-TARTMA

Hamur gramajt 250g
3
KUNDELEME (YUVARLAK YAPMA)
{
ARA FERMENTASYON (DINLENDIRME)
{
SEKIL VERME
{
SON FERMENTASYON
25-27°C’, %85 NR'de 45 dak bekletilir.
!
HAMUR UZERINI BICAKLA CIZME
d
PISIRME
220 °C’da 20 dakika pisirilir

Sekil 3.1. Francala ekmeginin diretim akig semast
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3.2.2. Trabzon Vakfikebir Ekmeginin iiretim prosesi

Trabzon Vakfikebir Ekmeginin {iretim prosesi sekil 3.2°de verilmistir.

BIR ONCEKI URETIMDEN KALAN 1. EKSI HAMUR (10kg)

En az 6, genellikle 15-18 saat bekletilerek hamurun eksimesi saglanir.

4
2. EKSI HAMURUN HAZIRLANMASI

1.cksi hamura 2.5 kati kadar (1/2 quval) un, %45-50 su ilave edilerck 20 dakika yogrulur.
Sert hamur hazirlanir 25°C°de %75 NR’de 3 saat bekletilir,
4
ASIL HAMURUN HAZILARLANMASI

100 kg una ; 20 kg 2. Eksi hamur
2 kg tuz
0.6 kg maya
60-63 kg su (20 °C) ilave edilir.
20-22 dakika yogrulur (Hamur sicakligt 24-25 °C, ortam sicakligh 25 °C)
!

DINLENDIRME (30 Dakika)

Dinlendirildikten sonra 15-20 saniye daha yogrulur

i
ANA FERMENTASYON

25°C, deki hamur 25 °C, de %75 NR’de 135 dakika bekletilir.
{
HAMUR KESME

Hamur gramaji 3400g’dan kesilir.

SEKIL VERME

Elle seki! verilir.

d
SON FERMENTASYON

icinde kaput bezinin bulundugu naylon legenlerde (ganak})
hamurun dikis yeri iiste gelecek sekilde
25°C*de 100 dakika bekletilir.
4

FITiL HAZIRLAMA

| em kalmhgmda 20 cm uzunlugunda daha sert hamur (fitil) hazirlanip,
kurumamas: igin iizerine bulamag stiritlr.

PISIRME

Hamurun dikis yeri alta gelecek sekilde daha snceden hazirlanmus olan fitil yerlestirilir.
{Jzerine bulamag siirildiikten sonra firna verilir.
ilk sicaklik 220 °C olup, 17545 °C ‘de 1135 dakika pisirilir.(pigmis agirlik 3080g)

Sekil 3.2. Vakfikebir Ekmeginin iiretim aki semast (Kotancilar vd 1998).
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3.2.3. Mikrobiyolojik analizler

3.2.3.1. Mikrobiyolejik analizler i¢in hamur érneklerinin homojenizasyonu

Stomacher torbasina steril bicak ve spatula kullanilarak, 11g eksi hamur drnegi tartilmg
ve iizerine 99ml fizyolojik tuzlu su (%0.85°lik NaCl ¢ozeltisi} ilave edilerek
Stomacher’de (Lab. Stomacher Blender 400-BA 7021 Sewart Medikal) 1.5 dakika

homojenize cdilmis, bu islemden sonra diliisyonlar hazirlanarak ekim yapilmustir.
3.2.3.2. Eksi hamur érneklerinde yapilan mikrobiyolojik analizler

Sekiz ayri firndan alian eksi hamur Srekleri yukarida belirtilen ydntemle homojenize
edilerek uygun diliisyonlart hazirlanmugtir.  Koliform bakterileri iq:ih 107 -107
dilusyonlardan VRBDA (Violet Red Bile Dextrose Agar) (Merck) ve VRBA'a (Violet
Red Bile Agar) (Merck) kullanarak yayma mctoduyla ekim yapilmis ve 37°C’de 48 saat
inkiibasyona brrakilmigtir (Hartman er al. 1985). Enferobacteriaceae sayimi icin ise
VRB Agar (Merck) besiyeri kullamlmig ve ekimi uygun petriler 30 °C’de 48 saat

ancorobik sartlarda inktibe edilmistir.

Total acrobik mezofilik bakteriler (TAMB) i¢in uygun diliisyonlarindan steril petri
kutularina 1ml alinarak iizerine 40-45°C’deki PCA’dan (Plate Count Agar) (Merck) 13-
15 ml ilave edilmistir. 30°C’de 48 saat’lik inkiibasyondan sonra 30-300 arasinda koloni

iceren petri kutularinda sayim yapilmistir (Messers e/ al. 1985 ).

Laktik asit bakterilerinden laktobasiller igin spesifik olan MRS Agar besiyerine ylizeye
yayma metodu ile ekim yapilarak 30°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Laktik
asit bakterilerden laktokoklar icin spesifik olan M17 (IDG) Agar besiyerine ylizeye
yayma metodu ile ekim yapilmustir. inkiibasyon ise yine 30°C’de 72 saat siire ile

yapilmustir.
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Mayalar icin uygun dilisyonlardan OGYE agara (Oxytetracycline Glucose Yeast
Extract Agar) yayma metodu ile ekim yapilarak 25°C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir (Baumgart e/ @l 1993). M17 ve MRS Agar besiyerlerine mayalarn
gelisimini engellemek i¢in 50mg/lt siklohekzimid (Sigma) ve 10mg/lt sodyum azid
(Sigma) ilave edilmistir (Beek and Priest 2002).

Numunelerin ilk mikrobiyolojik testleri ¢izelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Alinan numunelerin mikrobiyolojik analizieri

Mikroorganizma Grubu Inkiibasyon Inkiibasyon
Besiyeri
Stiresi (saat) Sicakligit (°C)

Koliform Bakterileri VRBD 48 30
VRB 48 37

Total Aerobik Mezofilik PCA 48 30

Bakteriler

Laktobasiller MRS 72 30

Laktokoklar M17 72 30

Mayalar OGYE 48 25
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3.2.4. Laktik asit bakterilerinin gelistirilmesi ve izolasyonu

Yukarida bahsedildigi gibi homojenize edilen eksi hamur 6érneklerinden hazirlanan
uygun diliisyonlar (10™ ve 10°) petri kutularina 0.1 ml alinarak dnceden hazirlanan
siklohekzimid ve sodyum azidli MRS ve MI17 agarlara yayma yontemiyle ekim
yapilmustir. Ekim yapilan petriler anaerobik kosullarda (%10 CO,, %90 N3) 30°C’de 72
saat inkiibe edilmistir (Collins ve Layne 1984). Inkiibasyon sonucunda geligen tipik
gorintsli koloniler (besiyeri iizerinde gelisen 1-2 mm caph agik sari, krem renkli,
beyaz, yuvarlak orta bityiiklikte, buday tanesi sekilli, krem- kehribar renkli koloniler)
mikroskobik gériiniim, Gram boyama, katalaz ve oksidaz testlerine tabi tutulmustur.
Gram pozitif, katalaz negatif, kok veya ¢ubuk sekilli bakterileri iceren koloniler (her
srnek icin 12 koloni) MRS broth’a asilanarak 30°C’de 24 saat inkibe edilmistir.
inktibasyon sonunda MRS agara ¢izgi usulii ckim yapilmig ve plaklar anaerob sartlarda
30°C’de 72 saat inkitbasyona birakilmugtir. Inkiibasyon sonunda tek dismils
kolonilerden MRS broth’a asilanmis 30°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda
Gram boyama ve mikroskobik goriiniim, katalaz ve oksidaz testleri tekrarlanmis ve saf

goriiniimlii, kok veya basil geklindeki muhtemel laktik asit bakterileri secilmistir,

Calismada her eksi hamur drneginden 192 izolat alinms, mikroskobik gérliniim, Gram
boyama, katalaz ve oksidaz testleri sonucunda 182 adetinin muhtemel Laktik asit
bakterisi oldugu belirlenmig ve 158’1 MIS sistemi (Microbial Identification System) ile

identifiye edilmistir.

3.2.5. Maya izolasyonu

Maya izolasyonu i¢in uygun dilisyonlarda (107 ve 10%) OGYE agara (Oxytetracycline
Glucose Yeast Extract Agar) yayma metodu ile ekim yapilnug ve 25°C’de 48 saat
inkilbasyona birakilmugtir. Inkiibasyon sonunda mikroskop altinda incelenmis,
muhtemel maya secilmis ve tek diigmiis kolonilerden nutrient broth’a ag yaptlmis

25°C°de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra OGYE agara ¢izim
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usulii ekim yapilmustir. Tekrar mikroskobik muayeneden sonra MIS sisteminde
izolasyon  i¢in SDS (Sabouraud Dextrose Agar) (Difco) agara ¢izgi usulil ekim
yapilmis, her drnekten alinan 10 izolatin (90 izolat) hepsinde mayaya rastlanmis ve

MIS sistemi ile identifiye edilmistir.

3.2.6. Kimyasal analizier

3.2.6.1. Gram beyama

izolatlarin 24 saatlik geng kiiltiirlerinde Sert (1992)’in verdifi ydnteme goire, Gram

boyama yapilmis ve menekse renkli koloniler Gram pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.2.6.2. Katalaz testi

MRS agarda gelistirilmis (en fazla 2 giinliik) koloniler iizerine %3’lik HOz
damlatilmis ve mikroskop (Olympus HO1) altinda gézlenen koloniler etrafinda gaz

habbeciklerinin goriilmesi pozitif sonug olarak degerlendirmistir (Bilgehan 1996).

3.2.6.3. Oksidaz testi

izolatlar nutrient agara ¢izgi usulil ekilmis ve aerob sartlarda 30°C’de 48 saat siireyle
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonucu gelisen kolonilerin {izerine %0.5°lik tetrametil
parafenildiamin dihidrokiorit damlatiimis 1-2 dakika icerisinde kirmzi-mavi renk alan
koloniler pozitif, renk degisikligi olmayanlar negatif olarak degerlendirilmigtir (Gon

1995).
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3.2.7. Yag asitleri kompozisyonuna gire laktik asit bakterilerinin identifikasyonu

Laktik asit bakterilerinin izolasyonu boliim 3.2.4°de agiklandiit gibi Speck (1976),
Collins and Layne (1984), Con (1995), Bilgehan (1996) beliritigi yontemlerle tespit

edilmistir.

izole edilen laktik asit bakterileri MIS kullanilarak identifiye edilmistir. MIS cihazi
(MIDI, version 6.0, Newark, DE) icin Ornek hazirlama Anonymous (1999)'a gore
yapilmistir. Bu sistem Tirkiye’de ilk kez 1999 yilinda Atatlirk Universitesi

Biyoteknoloji Uygulama ve Aragtirma Merkezi’nde kurulmusgtur.

MIS sistemi kullamilarak tamimlanan laktik asit bakterilerinden yag asitlerinin
ekstraksiyonu icin yapilan islemler yontem 3.2.7.2°de verilmigtir. MRS broth’dan agar’a
cizim usulii ekim yapilmig ve 30°C’de 45 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
peryodunu takiben, 4 fazli ¢izim yapilmug petrilerin 3 ve 4 numarah fazlarindan canli
bakteri hiicreleri steril 6ze ile toplanarak (= 40 mg) steril bir cam test (ekstraksiyon)
tiiptine (5Sml) aktartimistir. Test tiiplerini tizerlerine izolat numaralart yazilarak agizlan

kapatiimigtir.

Laktik asit bakterilerinin identifikasyonun yapilabilmesi i¢in, izole edilen muhtemel
laktik asit bakterilerinin yag asidi, metil esterlerin izolasyonu ve ekstraksiyonu

yapiimistir. Daha sonra MIS kullanilarak bakterilerin tammlanmasi ger¢eklestirilmistir.
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3.2.7.1. Yag asitlerinin ekstrasyonunda kullamlan c¢ozeltiler

Yag asitlerinin ekstrasyonu igin kullanilan kimyasal cozeltiler asagida verilmistir

{Anonymous 1999).

Cozelti 1: Saponifikasyon Cozeltisi (Sabunlagma)

Sodyum Hidroksit (ACS grade) 45 g
Metil alkol (HPLC grade) 150 ml
Saf su 150 ml

Once metil alkol ile saf su karistirilmis ve daha sonra sodyum hidroksit ilave edilmistir.

Cozelti 2: Metilasyon ¢ozelfisi:
Hidroklorik asit (6.00N) 325 ml
Metil alkol (HPL.C grade) 275 ml

Cozelti 3: Ekstraksyon ¢ozeltisi
Hekzan (HPLC grade) 200 ml
Metil-tert-Butil Eter (MTBE, HPLC grade) 200 ml

MTBE hekzan {izerine ilave edilerek karigtirlmugtir.

Céozelti 4: Bazik yikama cozeltisi
Sodyum Hidroksit (ACS grade) 10.8 g
Saf su (deiyonize} 900 ml

Bakterilerin identifikasyonu, yag asitleri profiline gére MIS  cihazt kullanitarak

yapiimistir (Stoakes ef al. 1994, Brown and Leff 1996, Kiifrevioglu vd 1999).
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3.2.7.2. Yag asitleri ekstraksiyon metodu

{dentifikasyon isleminde asagida sirasiyla verilen metod uygulanmustir.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

Test edilecek bakterinin tek bir kolonisinden steril bir 6ze ile MRS agar (Merck)
besiyerine dort fazli gizgi usulii ckim, Test edilecek mayalar SDS agar besiyerine,
Ekim yaptlmis petrilerin 30£1°C’de 48+3 saat inkiibasyonu, Mayalarin 251 0 de
48+3 saat inklibasyonu,

inkiibasyon periyodunu takiben, dort fazl gizim yapilmig petrilerin tiglineti ve
dordiincti fazlarindan bakterilerin steril bir 6ze ile toplanarak steril cam tiiplere
alinmasi ve kapaklarinin kapatiimasi,

Her bir test tiipiine Cozelti 1°den 1 ml ilave edilmesi ve 5-10 saniyelik ¢alkalamadan
sonra 5 dakikalik siireyle 100°C’lik su banyosunda bekletilmesi. Bu iglemi takiben
tekrar 5-10 saniye calkalandiktan sonra 25 dakika 100°C’lik su banyosunda
inkiibasyon. Bu sekilde bakterilerin hiicre geperleri pargalanarak yaf asitlerinin
serbest kalmasi saglanmis olmaktadir.

Test tiiplerine Cozelti 2°den 2 ml ilave edilip 5-10 saniye calkalamadan sonra 80
°C’de 10 dakika siireyle su banyosunda bekletme ve hemen 2 dakika stireyle buz
icerisinde hizli sogutmaya birakma. Bu uygulama ile serbest yag asitlerine ester
baglar ile metil eklenmis olmaktadir.

Sogutulmus tiplere Cozelti 3°den 1.25 ml ilave edilip 10 dakika siireyle galkalama.
Béylece alt kisimda asidik, tst kisimda ise organik faz olugturulup bir pastor pipeti
vasttastyla alt kisimdaki asidik fazin atifarak (st kistmdaki organik fazm tir
icerisinde muhafaza edilmesi.

En son asamada her tiipe 3’er ml Cozelli 4 ilave edilip 5 dakika siireyle
calkalandiktan sonra 10 dakika siireyle oda sicakliginda bekletme. Beklemeyi
takiben tiir igerisinde ayngsan ust fazdan 0.2-0.3 ml alinarak gaz kromatografisi
tiplerine transfer edilip agz1 sikica kapatilan tiipler MIS  tizerindeki ornek depolama
tepsisine yerlegtirilmektedir.

Daha sonra sistem kilavuzunda belirtildigi gibi 6rnekler analiz edilerek bakterilerin

mayalarin tanist yapilmustir.




42

Hazirlanan numuneler gaz kromatografisi tliplerine konularak cihazin tablasina
yerlestirilmistir. Her numune i¢in analiz 20 dakika. stirmektedir. Cihaz baglangigta 2 ve
her 10 6rnekten sonrada 1’er defa olmak tizere kendisini otomatik olarak kalibrasyon
cozeltisi ile kalibre etmektedir. Sonuglar bilgisayardan alinip yag asidi profillerine gore

test edilen mikroorganizmalarin tanist yapiimistir (Anonymous 1999).

3. 2. 7. 3. MIS sistemi (Microbial 1dentification System)

Artik petri plaklarinda ve hazir kitlerle sayim ve dogrulama yontemlerinin yerini,
modern RAPD {Random Amplified Polymorphic DNA Analysis} ve MIS (Microbial
Identification System with fatty acid methyl ester by gas chromatography) gibi teknikler
almis bulunmaktadir. MIS tekniginde, her bir bakteri, kiif ve mayanin yag asitleri
metil ester modelleri (pattern) ¢ikartilarak dnceden bilgisayara yiiklenmis

(kiitiiphaneleri) bulunmaktadir.

Analiz amaciyla, bilinmeyen bir mikroorganizmaya ait yag asidi profili ¢ikarildifinda
bu profil, bilgisayarda bulunan kiitiphanedeki onceden ikarilmig profillerle
kiyastanarak bakteri veya kiife ait bilgiler gok hizh ve givenilir bir sekilde

degerlendirilip teghis edilebilmektedir.

MIS cihazi sekil 3.3’de gorlilmekte olup, bolamlerin fonksiyonlarr agafida

Szetlenmisgtir.
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Sekil 3. 3. Mikrobiyal identifikasyon sistem (MIS) {initesi

3.2.7. 3. 1. Gaz Kromatografisi

Bu kisim HP-6890 kromatografisinden olugmaktadir. Kromatografi kolon uzunlugu 25
m, kolon i¢ ¢ap1 0.2 mm olan %5°lik phenylmethyl (fenilmetil) silikon kolon (HP
19091B-102), injeksiyon sicakhigi 170°C, flame-iyonizasyon dedektor sicaklign 250°C,
son sicaklifr 20 dakikada 310°C.
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3. 2.7.3. 2. Kromatografi Sistemini Besleyen Gaz Tanklan

Hidrojen, azot ve kuru hava saglayan tiiplerdir. Kuru havamn basinci=2.758 bar,
hidrojenin basinci=2.068 bar ve azotun basinci=1.379 bardir. Azot gazinin debisi 30

m/dk.

3. 2. 7. 3. 3. Bilgisayar Sistemi ve Programlar: (Sherlock system software, library

generation software)

Bakteri icin hazirlannis paket kiitiphanedir. Bu kiitiiphanede firma tarafindan taranarak

clde edilmis mikroorganizmalara ait kromatogramlar bulunmaktadir.

3.2.7.3. 4. Lazer YazicL

3.2.8. Aroma analizi (Gas Chromatograph/Mass Spectrum (GC/MS) )

Vakfikebir ekmeginin aromatik &zelliklerinin incelenmesi ig¢in Gas Chromatograph/
Mass Spectrum  (GC/MS)’una bagli Turbomatrix, Automatic Headspace Sampler
yontemi kullaniimustir (Hansen et al. 1989). Kromatografi; bir karisimda bulunan
kimyasal maddelerin sabit bir ortamda belirli ¢ozictilerle ylizey adsorpsiyonu, dagilma
(partizyon), iyon degistirme ve eleme= disarlama=exlusyon dzelliklerine gore
ayrilmast  islemidir. Gaz kromatografisi gaz halinde bulunan veya kolayca

buharlasabilen bilegiklerin ayriimasinda kullanihr.

Aroma bilesenlerinin belirlenmesinde asagidaki kromotograffik metot uygulanmig olup,
caligma prensibi agagida izah edilmigtir. Yukanda da actklandifn gibi; Bir gaz
kromatografi kolununa A,B,C,D gibi birden fazla maddeden olusan kartsim enjekte
edildiginde, kolonlardaki alikonma stirelerinin farkli olmasindan dolay kolonu farkls

siirelerde terk ederler. Dedektdr tarafindan algilanan her bir madde igin yaziciya
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farklt sinyaller gonderilir ve maddelerin kalitatif ve kantitatif 6zellikleri belirlenirler.

Bu sistem sekil 3.4’de sematik olarak gdsterilmistir.

Kangim (A.B.C.D)Aynstinimig Bilesenler

Numume Girisi Cikag

Enjektr, \l_wr_‘ [_lik_|/Dedekt6r Sinyal

Elektronik

/

| Bilesen Pikleri
GC Kolonu T ;

i

A A /C ‘
Miktar | B k D
A
o —
e
Gaz Kromotogram

—>
Zaman

Sekil 3.4. Gaz Kromatografisinin sistematik gosterimi

Kiitle spektroskopisi, organik molekiillerin pargalanmasi sonucu retilen gaz fazindaki
iyonlarm kiitle/yiik (m/e) oranlarinin belirlenmesi esasina dayanan bir analiz teknigidir.
Diger bir tanimda, dzel bir dizenek yardimiyla organik bilesiklerden pozitif yiikli
parcaciklarin olusturulmast ve bunlarin m/e oranina gore ayrilarak teshis edilmeleri igin
kullanilan yontemlere Kiitle Spektroskopisi adi verilir. Kiitle spekiroskopisi tam
molekiil iyonlart yamnda par¢alanan kiigiik kisimlarinin da kiitlesini verir. Kiitle
spektroskopisinde en dnemli islem basamaklarindan birisi iyonlagtirmadir ve birgok

farkl1 ydntemle iyonlastirma yapilabilmektedir (sekil 3.5).
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Kiitle Spectrometresi

. -’l

Numune (A} Girisi | o

y J

/ < e
iyonizasyon o v
fyon Aynmr  lyon Dedeksiyonu

A
Iyonlarin Miktar: | )
1!

I

Mz -—>
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Sekil 3.5. Kiitle Spektrometresinin sematik gosterimi

Tek bir madde kiitle spektrometresine konuldugu zaman iyonize olur ve iyonlar m/e
deperlerine gore ayniirlar. Sonugta her bir m/e oranindaki iyonlarin sayist A drneginin
kiitle spektrumunu vermesi igin m/e’ye karsi ¢izilmigtir. Birden fazla maddeden olusan

karigim (A, B, C, D) verildigi zaman da kansgik pikler olugmaktadir (sekil 3.6).

Ortaya ¢ikan iyonlar cogu kez kararh olmayip, daha da ileri seviyede parcalanarak
kiitlesi cok daha kiigiik yeni iyonlar da olusturabilirler. Iste bu ve benzeri nedenlerle
ortamda siirekli bir negatif basing (vakum) vardir ve bunun oram yaklagik 107 107

torr’dur.
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Sekil 3.6. A,B,C,D gibi dort madde igin ok basit bir spektra gorilmektedir. a)

Maddeler ayrt ayr1 b) karisim halinde esit olmayan oranlarda

Karisimlart bilesenlerine ayirmak igin gaz kromatografisi en etkin en verimli tek
yontemdir. Fakat kiitle spekturumu tek Srneklerin identifiye edilmesinde iyi olmasina
ragmen ¢oklu &rneklerin identifikasyonunda o kadar etkili degildir. Dolayisiyla bu iki
metodun tek bir sistem igerisinde birlestirilmesi karmagik karigimlarin nicelendirilmesi,
tamimlanmast, ayrilmasinda kullanilmast ile ok daha mikemmel sonuclar eclde
edilmistir. Gaz kromatografisi kolonu boyunca karigimin bilesenlerini tastyan hareketli
faz bir gazdir ve genellikle He’dur. Bu gaz yaklagik 0.5-3 ml/dak. hizda akar ve MS nin
iyon kaynai icine kapiller kolonun ucundan disar: akar. GC/MS sistemlerindeki iyon
kaynaklari normal olarak 2x10™ Torr basinct civarinda 1ml/dak. He akisina sahiptir (1

torr =1 mmHg=133.3 pa).
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1 Torr He akist elektron iyonizasyonu igin kullanihirken, 3x10™ Torr basing kimyasal
iyonizasyon igin gereklidir. Iyon kaynag igerisindeki ve kromatografik kolonlarm ucu
arasindaki bu biiyilk basing degisimi gazi her dakikada birkag litreye esit akig
genislemesine sebep olur. Dolaysiyla yitksek pompalama, fazla gazin uzaklastiriimasi
icin gereklidir ve kaynak igerisindeki en elverigli iyonizasyon igin vakumun elde

edilmesini saglar.

3.2.8.1. Kiitle spekturumun kaydedilmesi:

Her bir karisimin bileseni ortaya gikarsa ve iyon kaynafinda belirirse, normal olarak
ya aymici elektron demeti ya da ayirier gaz tarafindan iyonize olmustur ve ortaya ¢ikan

iyonlar kiitle spektrumunu vermesi igin kiitle spektrometresi tarafindan analiz edilir

(sekil 3.7).

Kapiller GC’de aynstirilmig karigim bilegenleri kisa siireli zaman araliklarinda ortaya
cikar ve sikhikla yalnizca birkag saniyede sonlamr. Boylece bir iyon kaynaf: igindeki
bilesenin miktan kiitle spektrumundaki gibi sabit olmayan bir sckilde clde edilir. Fakat

sifirdan baslayarak ¢abucak maksimuma yiikselir ve ardindan hizlica diser.

Karisim kromotogram kolonuna enjekte edildiginde, daha 6nceden belirlenmis kiitle
araliy Gizerinden (50-500 kiitle birimi) ve daha 6énceden ayarlanmig zaman aralifinda
(6rnek olarak her yanm saniyede bir) tekrarli taramalar yapilir. Bunun sonucunda
tarama kromatogramin sagina dogru ilerler ve basit bir GC/MS dlelimiinde 100 kadar
kiitle spektras kayit edilebilir. Sekil 3.8 farkli zamanlarda ortaya ¢ikan A, B, C, gibi lig
bileseni gosteren tipik bir gaz kromatogrami gdsterilmistir. Kutle spektrasi icin stirekli
tarama sifir orijin almarak baglar ve diizenli olarak tekrar ettirilir (zamani gosteren
kiiciik boliimler). Dolayist ile A piki iyon kaynagindan gegip kendi bdliminde 5 kez
taramr. Ciinkii tarama diizenlidir ve zaman ekseni tarama numarasi ckseni ile

degistirilebilir.
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Aymnistirilnug Bilesenler A

Numune Girigi

(Kanisim A, B, C, D)
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BilesenJerin Tek Tek Kiitle Spektruinlan

Sekil 3.7. GC/MS kombinasyonunda basarth bir gekilde ayristinilan  A,B,C,D

drneklerinin kiitle spektrometresi tarafindan ayr1 spektralarinin gosterimi

3.2.8.2. Spesifik bilegenlerin tanunlanmasi:

Yukarida tanimlanan yontemle hafizaya alinmug bilgiler sadece bilegik serilerini degil
spesifik bilesenleri de tanimlamak igin kullamlir. Ornegin Klor (Cl) atomu igeren bir
bilesigin kiitle spektrumu bellidir. Ciinkii dogal klor (CI”, CI*’) 3'¢ 1 oranndaki iki

jzotoptan meydana gelir. 3:1 orammndaki iki kiitle birimi birbirinden ayriimis iki

molekiiler iyona sahip olacaktir.
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Sekil 3.8. Farkli zamanlarda ortaya ¢ikan A, B, C, gibi Ug bileseni gdsteren tipik bir gaz
kromatogrami

3.2.8.3. lleadspace analizinin prensipleri

Headspace analizi afz: stkica kapalt bir kap (vial) igerisindeki kati veya sivi bir ornegin
buharlastiriimasina dayanan bir yontemdir. Numune pratik Headspace analizi igin agz:
stkica kapatilmis olan viallere konur ve termostatik bir firin igine yerlestirilir ve daha
snceden  belirlenen bir sicaklipa kadar isitilir.  Vial igine konulan kati numune
buharlagma fazina geldiginde, kat: fazi ve buhar faz: arasmnda dengeye ulasildigl zaman
smek viali ugucu bilesenler igerir: Belli bir miktardaki buhar alinir ve analiz edilmesi
icin gaz kromatografisindeki kolona tagmir. Bu teknik ile sadece ugucu bilesikler
kolona ulasir. Ugucu olmayan bilesikier omek vialin iginde kalir. Bu teknigi kullanarak
rmeklerden enjeksiyona uygun olmayan bilesenler analiz edilebilir. Omek olarak
polimerler ve yiiksek derecede akiskan sivilar vb. Bu yéntemle iceceklerde ve
bozulnug gidalardaki ugucu bilesenler, kan alkol seviyeleri, su ve cevresel analizler

yapilabilir. Headspace sartlan gizelge 3.2’de, GC sartlar: da cizelge 3.3’de verilmigtir.
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Cizelge 3.2. Headspace sartlan: ( Turbomatrix 40 Headspace Sampler, Perkin Elmer)

Oven ([irm) sicaklis 120°C
Needle (igne) sicakhig 130°C
Transfer hatti sicakliis 130°C
Termostat zamani 30 (dak.)
Enjeksiyon 300ul

Cizelge 3.3. GC sartlari: Auto system XL, Perkin Elmer

Kolon PEWAX 60mx0.25x0.25
Oven (firm) sicaklips 60°C 4dak. Baslangic
5°C/dak. 200°C program

Tastyici gaz He lmi/dak.

Karigimlar, duvarlart ince bir stvi ile kaplannms uzun kapiller kolonlarin igerisinden gaz
halinde gegerek Headspace’e ulagtinlip bilesenlerine aynistirtlir. Basit bir GC aletinde
ortaya ¢ikan bilesenler ya ates iginde yanar yada difer bazi dedekttrlerden gegerek
atmosfere birakilir. Tespit edilen bilegenler bir grafikte pikler olarak kaydedilir. Ortaya
¢ikan bilesenlerin ne oldugu kromotografide ¢ikan piklerin alan ve yiiksekliklerinin
dlgtilmesiyle bulunur. Kromatografide bu pikler, tespit edilen bilesenlerin miktarina ve
bilesenin kolondan gegmesi icin gegen siireye karsihik gelir. Maksimum pike ulasmak

icin gegen zaman gelme zamamdir (Retention time).

3.2.8.4. Headspace Analizi

Bu c¢alismada si1v1 azot icerisinde saklanan numunelerden 1g’lhik parcalar alinarak bir
porselen kap icerisinde homojenize edilerek ¢izelge 3.2 ve 3.3°de belirtilen headspace
sartlarr saglandiktan sonra cihazimn siselerine smrast ile yerlestirilerek analize basland:.

Ayrigtirilan volatil maddelere ait kiitle spektrumlar: yaklagik olarak her bir numune igin
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18 dakika siire ile analiz edilerek sonuglar elde edildi. 6 adet numune i¢in 108 dakika

stire sonunda GC/MS analizi sonu¢lanmgtir.

RLALAAALLEY RLEALAIRERL} 22 E ] Nty T [REIREATSEY)

it —unanmu RNt — |

Sekil 3.9. Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi (GC/MS) iinitesi
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Mikrobiyolojik Bulgular

Vakfikebir Ekmegi eksi hamurunun mikrobiyolojik saymm sonuglar gizelge 4.1°de

verilmistir.

Cizelge 4.1. Eksgi hamurlarin mikrobiyolojik sayim sonuglari (logkob/g)

25D Y
o Laktik asit E g
PR 5 bakterileri TAMB | & g Maya
s g = = 2
e D v 5
“ ]
O 'S r.E MRS Mi17 [A4]
1 | Vakfikebir | 7.1 6.2 6.0 4.8 4.6 8.1
2 | Vakfikebir | 7.4 7.6 55 3.7 5.8 7.4
3 | Vakfikebir | 7.2 6.9 6.4 4.1 55 7.3
4 | Vakfikebir | 7.4 6.5 7.5 2.0 4.7 7.6
5 | Besikdiizii | 7.4 6.3 75 2.0 5.8 7.7
6 Esiroglu 7.1 7.5 6.7 3.3 5.8 7.8
7 Esiroglu 7.6 6.8 6.6 4.2 5.8 7.7
8 Esiroglu 7.5 6.5 6.0 2.9 5.6 7.3
9 Erzurum <2.0 <2.0 7.1 3.7 5.7 9.0

" Direkt sistemin uygulandigi francala hamuru

Laktik asit bakteri sayilart bakimindan biitin Vakfikebir ekmeklerine ait hamur
érnekleri birbirine yakin sonuglar verirken (6.2-7.6 logkob/g), Francala ekmegine ait
hamurda saptanabilir sirn altinda (<2.0 logkob/g) oldugu tespit edilmistir. Corsetti ef
al. (2001) tarafindan yapilan arastirmada, bugday eksi hamurunda 7.5-9.3 logkob/g
arahiginda laktik asit bakteri sayist tespit edilmistir. 2. no’lu  Vakfikebir ekmegine ait

hamurda 5.5 logkob/g olarak tespit edilen TAMB sayisi, 4. ve 5 no’lu Vakfikebir
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ekmeginde 7.5 logkob/g seviyesinde ¢ikmustir. En diigiik koliform grubu bakteri sayist
2logkob/g 4. ve 5 no’lu Vakfikebir ekmeklerine ait hamurlarda, en yliksek ise 1 no’lu
Vakfikebir ekmegine ait hamurda (4.8 logkob/g) tespit edilmistir. Formiilasyona daha
fazla maya ilave edildigi icin (Kotancilar ef al. 1998) Francala ekmegine ait hamurda
(9.0 logkob/g), Vakfikebir ekmegine ait hamurlardan daha fazla maya tespit edilmistir.
Mayalarin cogu S. cerevisiae’ye ait olup log 7.3-9 kob/g arasinda bulunmusgtur. Diger
maya izolatlari ise C. sorbophila, C. krusei, Hansenula anomala, Zygosacchoromyces

mrakii’ dir.

Uretim sirasinda  hijyenik sartlara uyulmamasinin  bir sonucu olarak gesitli
mikroorganizmalar  gidalart  bulagmaktadirlar. Bunun  sonucunda  &rneklerde
Enterobacteriacea, koliform bakteriler, Enterococcus ve Bacillus (6zellikle Bacillacea
cereus) tespit edilmektedir. Buna ragmen miktarlan saglk igin tehlike kabul edilen
siirlarin altindadir. Eksi hamurlarin rolatif olarak yiiksek asetik asit igerifi, ekmegin
mikrobial bozulmasina kars: koruyucu etki olusturdugu belirtilmektedir (Rocha and
Malcata 1999). Vakfikebir Ekmeginin laktik asit bakterileri ve maya igerigi diinyanin

degisik bolgelerinde tiretilen eksi hamurlarin igeriklerine benzer miktarlardadir.

4.1.1. Laktik Asit Bakteri izolatlar

Eksi hamur 6rneklerinden identifiye edilen laktik asit bakterileri cizelge 4.2°de
verilmistir. MIS sisteminin uygulanmast sonucunda 158 laktik asit bakteri izolatindan
Lactobacillus cinsine ait tiirler Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (%5.69) 9
adet, Lactobacillus fermentum (%5.69) 9 adet, Lactobacillus bifermentans (%5.06) 8
adet, Lactobacillus vaccinotercus (%3.79) 6 adet, Lactobacillus parabuchneri (%3.16)
5 adet, Lactobacillus paracasei subsp. tolerans (%3.16) 5 adet, Lactobacillus
cellobiosus (%3.16) 5 adet, Lactobacillus malefermentans (%2.53) 4 adet, Lactobacillus
paracasei subsp.  paracasei (%2.53) 4 adet, Lactobacillus sanfirancisco (%1.89) 3 adet,
Lactobacillus buchneri (%1.89) 3 adet, Lactobacillus helveticus (%1.26) 2 adet,
Lactobacillus curvatus (%1.26) 2 adet, Lactobacillus alimentarius (%0.63) 1 adet,

Lactobacillus brevis (%0.63) 1 adet, Lactobacillus oris (%0.63) 1 adet, Lactobacillus
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delbrueckii subsp. lactis (%0.63) 1 adet, Lactobacillus sakei (%0.63) 1 adet,
Lactobacllus coryniformis subsp. coryniformis (%0.63) 1 adet, Lactobacillus suebicus
(%0.63) 1 adet, Lactobacillus coryniformis subsp. torquens (%0.63) 1 adet,

Lactobacillus farciminis (%0.63) 1 adet tiirleri bulunmustur.

Eksi hamur &rneklerinde izole edilen 158 sustan Strepfococcus cinsine ait tlirler ise,
Streptococcus sangius (%17.72) 28 adet, Pediococcus  tiirlerinin dagilimy; P
damnosus  (%3.79) 6 adet, P. acidilactici (%0.63) 1 adet, P. halophilus
(Tetragenococcus halophila) (%0.63) 1 adet, Entrococcus tiirlerine ait dagihm; £.
faecalis (%17.72) 28 adet, E. faecium (%1.26) 2 adet, E hirae (%0.63) 1 adet,
Lactococcus tiirlerine ait dagihim; Lactococcus lactis subsp. lactis (%3.16) 5 adet,
Lactococcus lactis subsp. cremoris (%3.79) 6 adet, Leuconostoc tirlerine ait dagilim;
Leuconostoc pseudomesenteroides (%0.63) 1 adet, Leuconostoc mesenteroides subsp.
dextranicun (%0.63) 1 adet, Weissella tiirlerine ait dagilim; Weissella candneri (%0.63)
1 adet, Weissella confusa (%0.63) 1 adet, ayrica Qenococcus oeni (%0.63) 1 adet ve

Cellulomonas turbata (%0.63) 1 adet olarak ¢izelge 4.2’de tanimlanmistir.




Cizelge 4.2. Eksi hamur drneklerinden identifiye edilen Laktik asit bakterileri
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Ornek No | Besiyeri izolat No izolat
~|_MRS GM 101 Lactobceillus suebicus
MRS GM 102 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
MRS GM 103 Lactobacillus brevis
MRS | GM 104 Lactobacillus cellobiosus ]
MRS GM 105 Pediococcus damnosus
MRS GM 106 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
' MRS GM 107 Lactobacillus paracasei subsp. tolerans
1 MRS GM 108 Lactobacillus curvatus
----- MRS GM 109 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
_MI7 GM 110 Enterococcus faecium
M7 TGM 111 Laclococcus lactis subsp, crenorris ' N
M17 GM 112 Lactococcus lactis subsp. cremorris
™M17 GM 113 Enterococcus hirae
M7 GM 114 Lactococcus lactis subsp. cremorris w
MI17 GM 115 Enieracoccus faecalis
- M7 GM201 Streptococcus sangius
M17 GM202 Enterococcus faecalls
MI7 GM203 Lactococcus lactis subsp. cremorris
M7 GM204 Lactococcus lactis subsp. cremorris
M7 GM205 Enterococcus faecalis
Mi7 GM206 Enterococcus faecalis
M7 GM207 Streptococcus sangius
MI7 GM208 Streptococcus sangius
Mi7 GM209 Streptococcus sangius
2 M17 GM210 Streplococeus sangius
MRS GM211 Lactobacillus bifermentans
MRS GM212 Lactobacillus bifermentans
MRS GM213 Lactobacillus bifermentans
MRS GM214 Lactobacillus malefermentans
MRS | GM215 Lactobacill z:r.;i}tfer:rraff—c;f'ﬁ_ T R
" MRS GM216 Pediococcus damnosus
" MRS GM217 Lactobaclius coryniformis subsp. coryniformis
MRS GM218 Lactobacillus bifermentans
MRS “GM219 Lactobacillus bifermentans
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Cizelge 4.2. (devam)

Ornek No | Besiyeri Izolat No izolat
MRS GM 301 Weissella confusa
MRS GM 302 Pediococcus acidilactici
MRS GM 303 Lactobacilius Helveticus
:M'R“S GM 304 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
" MRS GM 305 Lactobacillus farciminis
MRS GM 306 Lactobacillus curvatus
MRS | GM 307 Lactobacillus paracasei subsp. tolerans
MRS GM 308 Lactobacilius sakei
- MRS GM 309 Lactobacillus bifermentans
MRS GM 310 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
3 MRS GM 311 Lactobacilius fermentum
MRS GM 312 Lactobacilius delbrueckii subsp. bulgaricus
M7 GM 313 Enterococcus faccalis
;i\iﬁ GM 314 Enterococcus faecalis
- MI7 | GM 315 Streptococcus sangius o o
S M7 | GM 316 Enterococeus faccalis T
MIE7 GM 317 Streplococeus sangius
MI7 | GM3I8 Lactococcy;-fc—r—ct_w.sm:;f;sp lactis o
MI17 _ GM319 Lactococcus lactis subsp. lactis
M7 ~ GM 320 Leuconostoc mesenteroides subsp. dax!f ‘aRICUR
MI7 | GM321|Emterococcusfaecalis
) M17 GM 401 Enterococcus faccalis
MI17 GM 402 Enterococcus faecalis
MI7 GM 403 Streptococeus sengius
M17 GM 404 Streptococcus sangius
MI7 GM 403 Streplococeus sangius
TMI7 | GM406 Streptococcus sangits
T MI7 GM 407 FEnterococcus fuecalls
M17 GM 408 Streptococcus sangius
MI7 GM 409 Streptococcus sangius
4 MRS GM 410 Leuconostoc psendomesenieroides
MRS GM 411 Lactobacilius fermentum
MRS GM 412 Tetragenacoccus halophila
MRS | GM413 Lactobacillus buchneri
MRS GM 414 Lactobacillus buchneri
~ MRS GM 415 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
MRS |  GMA416  Lactobacillus par abuchneri
MRS | GM 417 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
MRS | GM418 Lactobacillus _ﬁd}m(fc:&:éf subsp. paracasei o
MRS GM 419 Weissella kandleri




58

Cizelge 4.2. (devam)
Ornek No | Besiyeri fzolat No Izolat
MRS GM 501 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
MRS GM 502 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
MRS GM 503 Lactobacillus helveticus ’
MRS GM 504 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis
) MRS |  GMS505 Lactobacillus vaccinotercus
MRS GM 506 Lactobacillus paracasei subsp ﬁ&ziijuiief*#“'
MRS | GMS507 Lactobacillus par -acasei subsp. lolerans o
WTMM_RS i - GM 508 Lactobacillus sanfrancisco
5 MIi7 M GM 509 Lactobacillus fcf mentum _ _____;_m-—j_—__
M7 GM 510 Laetobacillus cellobiosus
M7 GM 511 Lactobacillus paracasei subsp. tolerans
M17 GM 512 Laclococcus lactis subsp. cr emoris T
T MI7 i GMS5Iis3 Oenococcus oeni
M7 - ' CM 514 Cellulomonas turbaty - T
MIT | GM 515 Sireptococcus sangius o
M7 GM 516 Lactobac:llm sanfrancisco )
le? GM 517 Lactobacillus sanfrancisco T
B M7 GM 518 Streptococcus sangius
) MRS GM 601 Enterococcus faecalis )
MRS GM 602 Enterococcus faecalis
MRS GM 603 Enterococcus faecalis
MRS GM 604 Enterococcus faecium
MRS GM 605 Enterococcus faecalis
MRS GM 606 Enterococcus faecalis
MRS GM 607 Enterococcus fuecalis
MRS GM 608 Enterococcus faecalis
MRS GM 609 Enterococcus faecalis
MRS GM 610 Enterococcus fuecalis
MRS GM 611 Lactococeus lactis subsp. lactis -
6 MRS GM 612 Enterococcus faecalis
MI7 GM 613 Lactobacillus fermentum
M17 GM 6i4 Lactobacillus malefermentans o
M7 GM 615 |Pediococcus damnosus o B
M7 GM 616 Lactobacillus cellobiosus
Mi7 GM 617 Lactobacillus cellobiosus
MI17 GM o613 Lactobacillus ceflobiosus
TMIT "GM 619 Lactobaciflus coryniforniis subsp. torquens
MI7 GM 620 |Lactobacillus buchneri
MI7 GM 621 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
MI7 GM 622 |Lactobacillus oris B
M7 GM 623 Lactobaciitus alimentarius




Cizelge 4.2. (devam)
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Ornek No | Besiyeri izolat No izolat
- MRS GM 701 Lactobacillus fermentum
MRS - GM 702 Lactobacillus fermentum
MRS GM 703 Pediococcus damnosus
MRS GM 704 Lactobacillus fermentum
MRS © GM 705 Lactobacillus fe: mentum
- MRS GM 706 Lactobacillus fermentum
MRS GM 707 Lactobacillus paracasei subsp. tolerans
MRS | GM708 Lactobacillus vaccinotercus T
MRS GM 709 Pediococcus damnosus
MRS | GMT7I0 Lactobacillus parabuc_lmeri
MRS GM 711 Pediococcus damnosus
7 MRS GM 712 Lactobacillus bifermentans
M17 GM 713 Streptococcus sangius
M7 GM 714 Streptococcus sangivs .
S M7 GM 715 Enterococcus faecalis
Mi7 GM 716 Enterococcus faecalis
M7 GM 717 Streptococeus sangius
M7 GM 718 Enterococcus faccalis
M1i7 GM 719 Lactocoecus lactis subsp. lactis
MI17 GM 720 Lactococcus lactis subsp. lactis
[ M17 GM 721 Enterocoscens faecalis
TM17T| GMT22 —S'T!;E,;)Téﬁacczf.s sangius T
M17 GM 723 Streptococeus sangius
) I‘;f'lAlA"J"m— j G:M 724 Enterococeus jaecaln o — o
MRS " GM 801 Lactobacillus malefer rmtentans k : T
MRS GM 802 Lactobacillus parabuchneri I
MRS GM 803 Lactobacillus vaccinotercus
" MRS GM 804 Lactobacillus parabuchneri
MRS GM 805 Lactobacillus vaceinotercus
MRS GM 806 Lactobacillus malefermentans
MRS T OGMB07  (Lactobacitins vaccinotereus ; jm o
MRS GM 808 Lac{obactﬂuswl)ic:;'a“b‘zufc!ﬁ—u;‘lm T T
" MRS T GM 809 Lactobacillus vaccinotercus -
8 © MI7 GM 3810 Streptococcus sangius
MI17 GM 811 Streptococcus sangius
MI7 GM 812 Streptococcus sangivs
M17 GM 813 Streptococcus sangius
M17 GM 814 Streptococcus sangius
M17 GM 815 Streptococcus sangius
MI17 GM 816 Streptococcus sangins
T M7 GM 817 Enterococcus faecalis
M7 GM 818 Streptococeus sangius .
MI7 GM 819 Enterococcus faccalis
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Spicher and Schrader (1978) tarafindan yapilan ¢alismada da, degisik bolgelerden elde
edilen li¢ cesit saf eksi maya kiiltirlerinin bakteri igerigi incelenmistir. Beijerinck
penusuna ait 245 izolat elde edilmis, bunlar morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
karakterlerine gore siniflandirimislardir. Bu siniflandirma sonucunda Thermobacterium
(Lactobacillus  acidophilus), Streptobacterium (Lactobacillus casei, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus farciminis, Lactobacillus alimentarius) ve Betabacterium
(Lactobacillus brevis, Lactobacillus brevis var. lindneri, Lactobacillus buchneri,

Lactobacillus fructivorans) gruplarina ayrilmgtir.

Yine eksi maya hamuru mikroflorasi lizerine yapilan bir caligmada, Lactobacillus brevis
ssp. lindneri, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus farciminis,  Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus fructivorans, Lactobacillus
alimentarius, Lactobacillus brevis, Saccharomyces cerevisiae, Candida crusei,
Saccharomyces exiguus, Hansenula anomala suglanin izole edilmigtir (Gobbetti ef al.

1994a).

Corsetti e/ al. (2001) tarafindan yapilan caligmada, Italya bugday eksi maya hamuru
mikrofloras: incelenmis, Lactobacillus sanfranciscensis, Lactobacillus alimentarius,
Lactobacillus brevis, Leuconostoc citreum, Lactobacillus plantarum, Lactococeus lactis
ssp. lactis, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus acidophilus, Weissella confusa,
Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii, Saccharomyces cerevisiae susglan izole

edilmisgtir.

Vakfikebir Ekmeginde yaptigimiz microflora incelemesinde Lactobacillus delbrueckii
bulgaricus, Lactabacillus fermentum, Lactobacillus biferementans, Lactobacillus
vaccinotercus, Lactobacillus  parabuchneri, Lactobacillus  paracasei  lolerans,
Lactobacillus lactis spp. lactis, Lactobacillus cellobiosus, Pediococcus damnosus,
predominant suglar olarak bulunmugtur. Hamurun bu yapisiyla ekmegimizin Italya

bugday ecksi maya hamurundan tretilen ekmege mikrobiyolojik olarak kismen
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benzerdir. Vakfikebir Ekmeginde tespit ettifimiz Strepfecoccus sangius, Enterococcus
faecalis dinyanin de@isik yorelerinde kullanilan eksi maya hamuru ile Uretilen

ekmeklerde baskin olarak bulunmadig gbzlenmistir.

4.1.2. Maya Izolatlan

isvec’te Uretilen panettone ve bugday ekmekleri iiretiminde kullenilan bufday eksi
maya hamurlarinda S. cerevisiae, S. servazzi, C. milleri bulunmus, Hollanda’da ticari
olarak  satilan bugday eksi maya hamur starterinde S. exiguus (Spicher 1987)
bulunmusgtur. Sudan’da sorgumdan firetilen Kisra diye adlandirilan kabarmamis ekmek
yaptminda kullamlan hamurda C. krusei (Hamad ef al. 1992),Italya’nin  Umbria
bélgesine dzgit bugday eksi hamurunda S. cerevisiae, C. krusei, S. exiguus, H. anomala

bulunmustur (Gobbetti ez al. 1994a).

Arastirmamiz sonucunda oldukga fazla S.cervisiae tespit edilmis olup C. sorbophila, H.

anomala, C. krusei, Zygosacchoronyces mrakii tespit edilmistir.

izole edilen mayalarin tiirlerine ait bilgiler ¢izelge 4.3°de verilmistir.
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Cizelge 4.3. Izolasyon sonucu teshis edilen maya tiirleri

Sus No Maya Ttirli Sus No Maya Tiiri

GM 101 |Saccharomyces cerevisiae | GM 201 |Saccharomyces cerevisiae
GM 102 | Saccharomyces cerevisiae | GM 202 | Succharomyces cerevisiae
GM 103 | Saccharomyces cerevisiae | GM 203 | Saccharomyces cerevisiae
GM 104 | Saccharomyces cerevisiae | GM 204 | Saccharomyces cerevisiae
GM 105 | Succharomyces cerevisiae | GM 205 | Saccharomyces cerevisiae
GM 106 | Candida sorbophila GM 206 |Saccharomyces cerevisiae
GM 107 | Saccharomyces cerevisiae | GM 207 | Saccharomyces cerevisiae
GM 108 | Saccharomyces cerevisiae | GM 208 | Saccharomyces cerevisiae
GM 109 | Saccharomyces cerevisiae | GM 209 | Saccharomyces cerevisiae
GM 110  |Saccharomyces cerevisiae | GM 210 | Saccharomyces cerevisiae
GM 301 |Saccharomyces cerevisiae | GM 401 | Zygosacchoromyces mrakii
GM 302 |Succharomyces cerevisiae | GM 402 | Hansenula anomala

GM 303  |Sacchareomyces cerevisiae | GM 403 | Saccharomyces cerevisiae
GM 304 | Saccharomyces cerevisiuae | GM 404 | Saccharomyces cerevisiae
GM 305 |Saccharomyces cerevisiae | GM 405 | Saccharomyces cerevisiae
GM 306 |Saccharomyces cerevisiae | GM 406 | Saccharomyces cerevisiae
GM 307 |Saccharomyces cerevisiae | GM 407 | Saccharomyces cerevisiae
GM 308 |Succharomyces cerevisiae | GM 408 | Saccharomyces cerevisiae
GM 309 |Saccharomyces cerevisiae | GM 409 | Saccharomyces cerevisiae
GM 310 | Saccharomyces cerevisiae | GM 410 | Saccharomyces cerevisiae
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Sus No Maya Trii Sus No Maya Tirll

GM 501 |Saccharomyces cerevisiae { GM 601 |Saccharomyces cerevisiae
GM 502 | Saccharomyces cerevisiae | GM 602 |Succharomyces cerevisiae
GM 503 | Saccharomyces cerevisiae | GM 603 | Saccharomyces cerevisiae
GM 504 | Saccharomyces cerevisiae | GM 604 | Saccharomyces cerevisiae
GM 505 | Saccharomyces cerevisiae | GM 605 | Succharomyces cerevisiae
GM 506 | Saccharomyces cerevisiae | GM 606 | Candida sorbophila

GM 507 |Saccharomyces cerevisiae | GM 607 | Saccharomyces cerevisiae
GM 508 |Saccharomyces cerevisiae | GM 608 | Saccharomyces cerevisiae
GM 509 |Saccharomyces cerevisiae | GM 609 | Saccharomyces cerevisiae
GM 510 |Saccharomyces cerevisiae | GM 610 | Saccharomyces cerevisiae
GM 701 |Saccharomyces cerevisiae | GM 801 | Saccharomyces cerevisiae
GM 702 | Candida krusei GM 802 | Saccharomyces cerevisiae
GM 703 | Saccharomyces cerevisiae | GM 803 | Saccharomyces cerevisiae
GM 704 | Saccharomyces cerevisiae | GM 804 | Saccharomyces cerevisiae
GM 705 | Saccharomyces cerevisiae | GM 805 | Saccharontyces cerevisiae
GM 706 | Saccharomyces cerevisiae | GM 806 | Succharomyces cerevisiae
GM 707 | Saccharomyces cerevisiae | GM 807 | Saccharomyces cerevisiae
GM 708 |Saccharomyces cerevisiae | GM 808 | Saccharomyces cerevisiae
GM 709 | Saccharomyces cerevisiae | GM 809 | Saccharomyces cerevisiae
GM 710 | Saccharomyces cerevisiae | GM 810 | Saccharomyces cerevisiae

4.2. Aroma Bulgular:

Francala ekmek hamurupa ait ana fermentasyon sonucu olusan aroma maddelerini
gésteren gaz kromatogramu gekil 4.1°de gosterilmigtir. Olusan bu aroma maddelerinin
formilii, molekil apirlign, ahkonma sireleri ve % miktarlan da gizelge 4. 4’de

verilmistir.
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Sekil 4.1. Francala ekmegine ait hamurun ana fermentasyon sonrasi gaz kromatogrami

Cizelge 4.4°de goriildiigii gibi Francala ekmeginin ana fermentasyon ¢ikigli hamur
&rneklerinde yapilan GC/MS sonuglarina gore 4 madde hari¢ (2-furan karboksi aldehit,
octanal. heptanal, etil aselat) biitiin bilesenlere rastlanmustir. En yiiksek oranda %52.32
etilamin, %33.52 aset aldehit, %13.24 ile etanol oldufu gézlenmistir. Ayrica &rnek
icerisinde 6 eser maddeye (2-propanamin, diasetil, hexanal, 2-n-pentilfuran, #-hexanol,

n-nonanal) rastlannustir.
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Cizelge 4.4. Ana fermentasyon sonrasi olusan aroma maddeleri (Francala)

Pik Molekiil | Ahkonulma
No Bilegik Ad: Formdl Agirlig Stresi Miktars
No (v0)
(g/mol) (dakika)
1 | Etilamin CoHsN 45 1.23 52.32
2 |2-Propan amin CszHoN 59 1.63 Eser
3 | Etil asetat C4HzO2 88 2.73 -
4 | Asetaldehit C,H,;0 44 3.34 33.52
5 | Diasetil CqHO4 86 5.28 Eser
6 | Etanol CaHeO 46 5.78 13.24
7 | 2- veya 3- Metil butanal’ CsH, 00 86 6.88 0.59
8 | Propanol C3H;00 62 7.63 0.03
9 | Hexanal C3H,00 100 8.22 Eser
10 |Izobutil alkol CeHn0O 75 8.55 0.14
11 |3-metil-1-butanol CsH,00 88 10.27 0.09
12 | Heptenal C7H 14,0 114 10.62 -
13 | n-Pentanol CsH 20 88 11.22 -
14 | 2-n- Pentilfuran CoH 20 138 11.56 Eser
15 | 3-Hidroksi- 2-butanon C4IH3O 88 13.27 0.01
16 | Octanal CgHi60 128 14.509 -
17 | n-Hexanol CeH 140 102 14.71 Eser
18 | »n-Nonanal CoH,30 142 15.078 Eser
19 | Asetik asit CyH4O, 60 17.47 0.01
20 |2-Furan karboksialdehit CsH40, 96 18.14 -

Gergek izomer teshis edilemedi

Francala ekmek hamuruna ait son fermentasyon sonucu olusan aroma maddelerini

gosteren gaz kromatogramn sekil 4.2°de, olugan bu aroma maddelerinin [ormiili,

molckiil agrlifs, alikonma stireleri ve % miktarlan da gizelge 4.5°de verilmistir.
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Sekil 4.2. Son fermentasyon sonras gaz kromatogrami (Francala )

Francala ekmeginin finna atilmadan onceki son fermentasyon sonrasi hamur
sreklerinde yapilan GC/MS sonuglarima gdre en yiiksek bilesenin %98.74 ile etanol
oldugu bulunmustur. Bilesenler arasinda 10 maddeye (etilamin, izopropilamin, etil
asetat, asctaldehit, 3-metil-2-butanol, heptanal, 3-hidroksi-2-butanon, hexanol)
rastlanmamus, drnekte ti¢ bilesenin de (octanal, n-nonanal, 2-furan karboksialdehit) eser

miktarda oldugu gérillmiistiir (cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. Son fermentasyon sonrasi olusan aroma maddeleri (Francala)

Pik Molekil | Ahkonulma
No Bilesik Adi Formdl Agirligt Stiresi Miktar
No : (%o)
(g/mol) (dakika)

1 |Etilamin CoHIN 45 1.23 -

2 [2-Propan amin CsHoN 59 1.63 -

3 | Etil asetat C4HgO; 88 2.73 -
4 | Asetaldehit C,H4O 44 3.34 0.20
5 | Diasetil C4HO; 86 5.28 -

6 | Etanol CaHO 46 5.78 98.74
7 | 2- veya 3- Metil butanal” CsH;0 86 6.88 -

8 | Propanol C5H 00 62 7.63 -

9 | Hexanal C3H,0 100 8.22 0.16
10 | Izobutil alkol CeHi20 75 8.48 0.44
11 |3-Metil-1-butanol Cy4H,00 88 10.27 -
12 | Heptenal C;H,40 114 10.62 -
13 | n-Pentanol CsH 20 38 11.22 0.24
14 | 2-n- Pentilfuran CoH 20O 138 11.56 -
15 |3-Hidroksi- 2-butanon C4HzO 88 13.21 0.01
16 | Octanal CsH 60 128 14.51 Eser
17 in-Hexanol Cel1,140 102 14.72 -
18 | n-Nonanal CoH 50 142 15.08 Eser
19 | Asetik asit CoH4O, 60 17.52 0.22
20 | 2-Furan karboksialdchit CsHyOn 96 18.12 Eser

" Gergek izomer teshis edilemedi

Francala ekmeklerin firmda pisirildikten sonra kabuk ve i¢ kismindan alinan homojen
Srmeklere ait aroma maddelerini gdsteren gaz kromatogram sekil 4.3’de, olusan bu
aroma maddelerinin formiilii, molekiil agirlifi, alikonma siireleri ve % miktarlar: da

cizelge 4.6°da verilmistir.
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Sekil 4.3, Firinda pigirilen Francala ekmegin gaz kromatogrami
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Cizelge 4.6’da goriildiigi gibi, francala ekmeginde yapilan GC/MS analizi sonucunda
etanole %98.17 oraminda ana volatil bilesen olarak bulunmus, diger volatil bilesiklere

degisik oranlarda ve eser miktarlarda rastlanmigtir.

Cizelge 4.6. Firinda pisirilen Francala ekmegin aroma maddeleri

Pik Molekiil | Alikonulma
No Bilesik Adi Forml Agirhi Siiresi Miktari
No (%)
(g/mol) (dakika)

1| Etlamin CaIlN 45 1.23 -

2 | 2-Propan amin C3HoN 59 1.63 -

3 | Etil asetat CqHgO4 88 2.73 -

4 | Asetaldehit C,H,0 44 3.34 -

5 | Teshis edilemedi . - 4.79 0.46
6 | Diasetil CaHsO2 86 5.28 Eser
7 | Etanol CaHeO 46 5.76 98.17
8 |2- veya 3- Metil butanal” CsH ;00 86 6.88 -

9 | Propanol C3H, 0O 62 7.63 -
10 |Hexanal C3H, 0 100 8.22 1.01
11 |izobutil alkol CeH 20 75 8.48 Eser
12 |3-Metil-1-butanol C4H,00 88 10.27 -
13 | Heptenal C;H140 114 10.62 0.01
14 | n-Pentanol CsH»O 88 11.24 0.14
15 |2-n- Pentilfuran CoH ;20 138 11.55 0.08
16 | 3-Hidroksi-2-butanon CsHzO 88 13.21 -
17 | Octanal CsHi 0 128 14.51 Eser
18 |n-Hexanol CeH 14O 102 14.72 -
19 | »n-Nonanal CoH, 5O 142 15.08 Eser
20 | Asetik asit CoH4O, 60 17.51 0.13
21 | 2-Furan karboksialdehit CsH40- 96 18.12 Eser

" Gergek izomer teshis edilemedi
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Francala ckmeklerinin kabuk ve i¢ kismindan ahnan homojen ekmek &rneklerinde
yapilan GC/MS analizinde en yiiksek oranda %98,17 ile ectanol’e rastlanmug, ayni
ornekte 9 volatil maddeye (etilamin, izopropil amin, etil asetat, diasetil, metil butanol,
propanol, 3-hidroksi-2-butanon, hexanol) rastlanmamistir. Ayrica 5 madde (diasetil,
izobutil alkol, octanal, »-nonanal, 2-furan karboksialdehit) eser miktarlarda tespit

edilmistir (¢izelge 4.6).

Vakfikebir ekmegi iiretim prosesindeki 1.eksi hamurun fermentasyon sonrast olugan
aroma maddelerini gosteren gaz kromatogrami sekil 4.4°de, olusan bu aroma
maddelerinin formiilii, molekiil agirhg, alikonma siireleri ve % miktarlan da gizelge

4.7°de verilmigtir.
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Sckil 4.4. Vakfikebir ekmegi tiretim prosesindeki 1.eksi hamurun fermentasyon sonrast
paz kromatogrami
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Cizelge 4.7. Vakfikebir ekmegi liretim prosesindeki 1.eksi hamurun aroma maddeleri

Pik Molekiil Alikonulma
No Bilesik Adi Formdl Agirhg Stiresi Milktari
No . (%)
(g/mol) (dakika}
1 | Etilamin C2HsN 45 1.32 15.13
2 |2-Propan amin CaHoN 59 1.63 Eser
3 | Etil asetat C4HgO, 88 2.73 0.38
4 | Asetaldehit C,H4O 44 3.30 24.64
5 {Teshis edilemedi - - 4.77 -
6 |Diasetil C4HeO2 86 5.28 0.91
7 | Etanol CoHO 46 5.85 58.07
8 |2- veya 3- Metil butanal’ C4H 100 72 6.88 Eser
9 {Propanol C3H,00 62 7.63 -
10 { Hexanal C3H,; 00O 100 8.22 0.15
11 |izobutil alkol CeHi20 75 8.49 0.20
12 | 3-metil-1-butanol C4H 100 g8 10.27 0.04
13 | Heptenal C7H,40 114 10.62 -
14 | n-Pentanol CsH 20 88 11.24 0.18
15 | 2-n- Pentilfuran . CoH20 138 11.55 0.01
16 | Teshis edilemedi - - 12.34 0.01
17 | 3-Hidroksi- 2-butanon C4HzO 88 13.21 -
18 | Octanal CsH,60 128 14.50 0.01
19 | n-Hexanol CegH,40 102 14.72 Eser
20 | n-Nonanal CoH,50 142 15.08 Eser
21 | Teshis edilemedi ; - 17.25 0.04
22 | Asectik asit C,H40, 60 17.47 0.23
23 | 2-Furan karboksialdehit CsHsO2 96 18.14 Eser

“Gergek izomer teshis edilemedi
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Vakfikebir ckmeginin yapiminda kullanilan [, ¢kgi hamur drncklerinde yapilan GC/MS
analizi sonucunda bulunan volatillerden n-propanol, heptanol, 3-hidroksi-2-butanon
haricinde tiim bilesenlere rastlanmusgtir. En yliksek bilesenin %58.88 ile etanol, %24.64
ile asetaldehit, %15.13 ile etilamin oldugu, en diisitk oranda da 2-n-pentil [uran ve
octanal’a rastlannustir. Eser miktarlarda 5 bilesigin (2-propanamin, 2- veya 3- Metil
butanal, n-hexanol, n-nonanal, 2-furan karboksi aldehit ) oldugu tespit edilmistir. Diger
analiz sonuclari ile eksi hamur analiz sonuglart karsilastinldifinda en fazla ugucu

maddeye bu drnekte rastlanmistir (gizelge 4.7).

Vakfikebir ekmegi {iretim prosesindeki hamurun son fermentasyon sonrast olusan
aroma maddelerini g8steren gaz kromatogramu sekil 4.5’de, olugan bu aroma
maddelerinin formiilti, molekiil agirhg:, alikonma sireleri ve % miktarlart da gizelge

4.8 de verilmistir.
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Sekil 4.5. Vakfikebir ekmegi tiretim prosesindeki hamurun son fermentasyon sonrasi
gaz kromatogranm
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Cizelge 4.8°de goriildiigi gibi, vakfikebir ekmegin yapirmnda kullamlan son
fermentasyona ait hamur Orneklerinde yapilan GC/MS analiz sonucunda teshis

edilemeyen (RT: 2.6) bir bilesige rastlanmugtir.

Cizelge 4.8. Vakfikebir ekmegi iiretim prosesindeki hamurun son fermentasyon
sonrast aroma maddeleri.

Pik | Molekiil | Alikonulma
No Bilesik Adt Formil Agirhig Stresi Miktan
No (%)
(g/mol) (dakika)

1 | Etilamin CoHsN 45 1.32 -

2 |2-Propan amin CsHoN 59 1.67 14.86
3 | Teshis edilemedi . - 2.06 Eser
4 | Etil asetat C4HgO4 88 2.73 -

5 | Asetaldehit C;H40 44 3.61 4.29
6 |Diasetil C4HeO2 86 5.28 0.14
7 |Etanol C;HO 46 5.80 79.88
8 |2- veya 3- Metil butanal’ CsH;0O 86 6.88 Eser
9 | Propanol C3H) 0O 62 7.63 -
10 | Hexanal C3H ;90 100 3.22 Eser
11 |Izobutil alkol CeH;20 75 8.47 0.52
12 |3-Metil-1-butanol C4H;00 88 10.27 -
13 | Heptenal CsH140 114 10.62 Eser
14 | n-Pentanol CsHi20 88 11.24 0.21
15 | 2-n-Pentilfuran CoH 20 138 11.55 Eser
16 | 3-Hidroksi- 2-butanon C4HzO 38 13.21 -
17 | Oclanal Cgli60 128 14.50 Eser
18 | n-Hexanol Cel 140 102 14.72 -
19 | n-Nonanal ColH,50 142 15.08 Eser
20 | Asetik asit CyH40; 60 17.49 0.09
21 | 2-Furan karboksialdehit CsH4Oy 96 18.14 -

" Gergek izomer teshis edilemedi
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En yiiksek bilesenin %79.88 etanol ve %14.86 ile izopropan amin, %4.29 ile aset
aldehit oldugn bulunmustur. Ornekte en diisik oranda bilesigin asetik asit oldugu
gdzlenmis, 7 eser bilesene (2- veya 3- Metil butanal, hexanal, heptenal, 2-n-pentilfuran,
octanal, n-nonanal) rastlanmis 7 bilesen ise (etil amin, etil asetat, propanol, 3-hidroksi-

2-butanon, n-hexanol, 2-furan karboksi aldehit) rastlanmanustir (gizelge 4.8).

Vakfikebir ekmeginin kabuk ve i¢ kismindan alinan homojen rneklerde olugan aroma
maddelerini gésieren gaz kromatogramr sekil 4.6’da, olusan bu aroma maddelerinin
formiilii, molekiil agmlifi, alikonma streleri ve % miktarlart da ¢izelge 4.9°da

verilmistir.
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Sekil 4.6. Vakfikebir ekmeginin gaz kromatogram
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Cizelge 4.9. Vakfikebir ekmeginin aroma maddeleri

Pik Molekiil | Alikonuima
No Bilesik Adi Formd Agirhifa Stresi Miktan
No _ (%a)
{g/mol) (dakika)
I |Etilamin CoH7N 45 1.23 -
2 {2-Propan amin CiHgN 59 1.63 -
3 | Etil asetat C4HzO, 88 2.73 -
4 | Asetaldehit C,H40O 44 3.34 -
5 |Teghis edilemedi - - 4.77 Eser
6 | Diasetil CallsOa 86 528 Fser
7 |Etanol CoHgO 46 5.76 98.57
8 |2- veya 3- Meti] butanal” CsH,00 86 6.88 Eser
9 | Propanol C3H;00 62 7.63 Eser
10 | Hexanal C;3H,00 100 3.22 Eser
11 }Izobutil alkol CeH ;20 75 8.45 0.73
12 | 3-Metil-1-butanol C4HO 88 10.27 Eser
13 |Heptenal’ G710 114 10.62 Eser |
14 | n-Pentanol C:H,20 38 11.22 0.16
15 | 2-n- Pentilfuran CoH 120 138 11.53 0.01
16 | 3-Hidroksi- 2-butanon C4HgO 88 13.21 -
17 | Octanal CsH,150 128 14.51 0.01
18 | n-Hexanol CgH 40 102 14.72 Eser
19 | n-Nonanal CgH, 5O 142 15.08 Eser
20 | Asetik asit Cal40On 60 17.49 0.50
21 [2-Furan karboksialdehit CsH4On 96 18.14 0.03

" Gergek izomer teshis edilemedi
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Vakfikebir ekmeginin kabuk ve i¢ kismindan alinan homojen orneklerde yapilan
GC/MS analizinde de %98.57 oraninda etanol ve %0.50 oraminda da asetik asite
rastlanmis difer maddeler degisik oranlarda ve eser miktarlarda bulunmustur. Alkoller
genel olarak ekmekte yiiksek miktarda tespit edilen bilesenlerdendir. Incelemelerde
etanol en fazla bulunan alkol olup hemen hemen her tip hamurda bulunmaktadir (Seitz
el al. 1998). Calismanuz ile bu bulgu birbirini desteklemektedir. Lund e/ al. 1989,
yaptiklar1 ¢ahismada homofermentatif kiiltiirlerde etanoliin ve diger izoalkollerin yiiksek

seviyelerde bulunduklarim gostermislerdir(cizelge 4.9).

Vakfikebir ekmeginin kabuk ve i¢ kismundan alinan homojen &rneklerde yapilan
GC/MS sonuglarima gdre bu ekmegin oldukca fazla miktarda eser madde ihtiva ettigi
gozlenmistir. Ayrica teshis edilemeyen (RT: 4.77) bir maddeyede eser oranda
rastlannus, en yiiksek bilesen %98.57 ile etanol oldugu tespit edilmigtir. Asetik asit’de
diger orneklere oranla Vakfikebir ekmeginde Snemli bir yikseliste oldufu goze
carpmaktadir. Bu deger de, diger tim &rneklerdeki en yiiksek asetik asit oramidir.
Bilesenler arasinda 4 madde (etilamin, izopropil amin, etil asetat, aset aldehit) teshis
sonucunda gdzlemlenememistir. Bu Ornekte izobutil alkoliin (%0.73) yliksekligi de
dikkat cekicidir. {zoalkoller homofermentatif kiiltiirler de ytksek seviyededirler (Lund

et al. 1989) (cizelge 4.9).
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Vakfikebir ve Francala ckmeklerinin ve hamurlarmin aroma bilesenleri GC/MS ile
analiz edilmis ve degisik bilesikler farkli oranlarda bulunmustur. Bu bilesiklerin
oranlar gizelge 4.10°da verilmistir. Yapilan analiz sonucunda Vakfikebir ekmeginde
kullanilan eksi hamurun buldugumuz bilesenlerin hepsini degisik oranlarda ya da eser
miktarlarda ihtiva ettifi goriilmistiir. Son fermentasyona gelindiginde bazi ucucularin
oranlarinda bir dusiise rastlanmistir. Ugucu bilesiklerin, fermentasyonun sonuna dogru
azaldif1 tespit edilmiy, pisen Vakfikebir ekmeginde de bu oranlarda bir defisme
gbzlenmis ve bazi bilesikler firina atildiktan sonra bir kisim ugucularin kayboldugu
veya eser miktarlarda bulundugu gozlenmistir. Francala ekmek hamurlarinin ilk
fermentasyon cikisi aroma bilesikleri eksi hamurdan belli oranlarda az oldugu ya da
bazi bilesiklerin hi¢ olmadigi, firina atilmadan &nceki hamurlarda bir ¢ok bilesigin
kayboldufu gorilmus fakat sasirtict bir sekilde francala ekmeginde olduk¢a fazla

oranlarda ucucularin kaldig1 gézlenmistir.

Alman orneklerdeki volatil maddeler Headspace yontemiyle tespit edilmis olup analiz
icin yazilim destegi kullamlmistir. Bu program ile integrasyon sonuglart ylizdeleri ile
birlikte 23 pik vermigtic. GS/MS sonuclart dikkate alinarak 18 tanesinin teshisi
yaptlmistir. Bilesenler incelendiginde en yiiksek degerin etanole ait oldugu gorilmistiir
Hansen ef af. (1989), ekmekte volatil bilegenler {izerine yaptifi ¢calismada buna uygun
olarak en yiiksek degerin etanole ait oldugunu bulmustur. Francala ekmeginin ilk
fermentasyon ¢ikiglt hamur rneginde yapilan GC/MS analizinde en yiiksek bilesenin
etilamin oldugu ve %52.32 ile en yiksek yiizdeli volatil madde oldugu belirlendi.
Ayrica bu 6rnekte asetaldehit (%33.52) ve etanol (%13.24) bulunmus ve bu
maddelerinde oldukca yiiksek oranlarda bu ti¢ volatil maddenin, francala ekmeginin ilk
fermentasyon ¢ikislt hamurunun ana volatil maddeleri oldugunu gdstermektedir.
Damiani et al (1996), yaptiklarni c¢alismada S.cerevisiae kullanilarak hazirlanan
hamurlarda etanol tretimini ¢ok yiiksek oranda tespit etmis olup bu sonuglarda

¢alismamizla uygunluk gostermektedir.
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Cizelge 4.10. Vakfikebir ve francala ekmeklerinin ve hamurlarinin aroma bilesenlerinin
karsilastirilmast (%)

::n Francala Vakfikebir
g : 2 —
2 §73 e £ o =] ~ Iz B £ H Y]
| [Etilamin 45 | 52.32 - - 15.13 - -
2 |2 Propan amin 59 | Eser - - Eser 14.86 -
3 | Etilasetat 88 - - - 0.38 Eser Eser
4 | Asetaldehit 44 | 33.52 - - 24.64 4.29 -
5 | Diasetil 86 | Eser 0.20 Eser | 0.9] 0.14 Eser
6 | Etanol 46 [ 1324 98.74 98.17 | 58.07 79.88 98.57
7 | 2- veya 3- Metil 72 | 0.59 - - Eser Eser Eser
butanat’
8 | Propanol’ 62 | 0.03 - - - - Eser
9 | Hexanal 100 | Eser 0.16 1.01 (.15 Eser Eser
10 | fzobutil Alkol 75 | 0.14 0.44 Eser | 0.20 0.52 0.73
11 | 3-metil-[-butanol 88 | 0.09 - - 0.04 Eser Eser
12 | Heptenal 114 - - 0.01 - Eser Eser
13 | n-pentanol 88 | 0.03 0.24 0.14 | 0.18 0.21 0.16
14 | 2-n- pentilfuran 138 | Eser Eser 0.08 0.61 Eser 0.01
15 | 3-hidroksi- 2-butanon | 88 | 0.0] - - - - 0.01
16 | Octanal 128 - Eser Eser | 0.01 Eser Eser
17 | n-Hexanol 102 | Eser - - - Eser Eser
18 | n~-Nonanal 142 | Eser Eser Eser | Eser Eser Eser
19 | Asetik Asit 60 | 0.01 0.22 0.13 | 023 0.09 0.50
20 | 2-furan- 96 - Eser Eser | Eser - 0.03
Karboksialdehit

" Gercek izomer teshis edilemedi

Eser < %0.01
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Yapugimiz ¢ahgma, Vakfikebir ekmegi yapiminda kullamlan eksi hamurun volatil
maddeler agisindan oldukga zengin oldugu, tespit ettigimiz 21 aroma bileseninden 4
eser miktardaki bilesen haricinde digerlerini kayda defer oranda ihtiva ettigini
gostermigstir. Bunun aksine francala ckmeginde GC/MS ile tespit ettiiimiz volatil
bilegenlerin sadece 11 tanesini degisik oranlarda ve eser miktarlarda ihtiva ettigi geri
kalanlarin ise belirlenemedigi gorilmiistiir. Ekmekler pisirildikten sonra Vakfikebir
ckmeginde ckgi hamurdaki volatil maddelerin tamamen kaybolmadiii eser miktarlarda
da olsa pigen ekmektc hala meveut oldugu yapilan incelememizde ortaya cikartnustr,
Vakiikebir ekmeginde GC/MS ile tespit ettifimiz volatil maddelerin sahip oldugu
kokular1 (odor) AEDA (Aroma Extract Dilution Analysis) yontemiyle daha &énce
yapilan galigmalarda gosterilmis olup, ¢izelge 4.11°de verilmistir (Rylich and Groch
1996, Zchentbauer and Groch 1998).

Ekmege tat veren bilesiklerin saptanmasi amaciyla birgok calisma yapilmig yaklasik
300 gesit volatil bilesik saptanmustir. Bu aragtirmalarin gogu ekmek kabupu tizerinde
yapilmugtir. Lezzet verici bilesenlerin ekmege ne gibi bir tat verdigi ve bunlarin
kimyasal yapisi' incelenmigtir.  Ekmek kirintisinin lezzeti ile pozitif korrelasyon
gosteren bilesikler; Asetaldehit, 2-metil propanal, 3-metil butanol, izopentanal, 2-
nonanal, benzil etanol, 2 fenil etanol, dimetil siilfid, 2 furfural’dir. Tereyag: lezzeti
veren bilegiklerden 2-3 butandion (diasetil) ve 3hidroksi-2 butanon (asetoin) bazi
aragtiricilar tarafindan ekmegin tad: ile iliskili bulunmugsken, bazilan ilgili olmadigim

bildirmiglerdir (Rothe and Ruttloff 1983) .
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Cizelge 4.11. Caligmamizda tespit edilen kimyasal bilesiklerin koku karakteristikleri

Bilesik Adt

Koku Karakteristikleri

Etil asetat

Meyvemsi eritken (Solvent like fruity)

Diasetil

Tereyagimsi (Buttery)

3-metil-1 —butanol

Malt (Malty)

Heptanal Biskiiit gibi (Biscuit like)

n-Hexanol Yesil bitki (Green floral}

Asetaldehit Agir, yagli, sabunsu (Heavy,fatty, soapy)
Etanol Eksimsi,keskin, eritken (Keen,solvent like)

2- veya 3- Metil butanal

Malt (Malty)

Propanol

Eritken (Solvent like)

Hexanal

Yesil ¢cim (Grass green)

{zobutil alkol

Agr, keskin, yesil (Heavy, keen, green)

n-pentanol

Eritken (Solvent like)

2-n-pentil furan

Nonanatl

Yesil, salatalik, sabunsu (Green, cucumber like soapy)

Asetik asit

Sirkemsi, keskin (Vinegar, keen)

2-furan karboksialdehit

Etil amin

Oktanal

3-Hidroksi-2-butanon

2-propan amin

Vakfikebir ekmeginde yaptifimz bu caligmada diasetil’in eser miktarda oldugu,
kullamlan eksi hamur ve bundan yapilan hamurun son fermentasyon islemi sirasinda

alinan 6rneklerde diasetil’in eser miktarda oldugu goriilmiistiir.

2-nonanal ekmek icinin aromasma katkida bulunan en giiclii volatil bilesiklerden

birisidir. Vakfikebir ckmeginde 2-nonanal’in bir izomeri olan #-nonanal eser
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miktarlarda tespit edilmistir. Ekmegin ilk fermentasyon, son fermentasyon ve pisirilme
sathalarinin tiimiinde bu bulgumuz degismemistir. Francala ekmeginde yaptigimiz
analizlerde de tlim agamalarda ayn1 bulgu elde edilmistir. Buna gore ekmek igine tat
veren ana volatil maddelerden birist olan nonanal Vakfikebir ekmeginin lezzetini az da

olsa etkilemis olabilir.

Literatiirde ekmek aroma maddeleri arasinda siklikla gézlemlenmeyen etilamin,
Vakfikebir eksi hamuru ve francala ilk fermentasyon ¢ikiglt hamur érneklerinde oldukca
yliksek oranda (sirasiyla %15.13, %52.32) tespit edilmigtir. Ancak son fermentasyon

asamalarinda ve pisirme sonras: ekmeklerde bulunamamustir.

Laktik asit bakterileri tarafindan olusturulan laktik asit ve asetik asit, ekmek
yapimindaki teknolojik prosesler i¢in ¢ok énemlidir. Bu asitler amilolitik enzimler icin
optimum pH saglar. Bunlar aymt zamanda partikiillerin  sismesini, dzelliklede
proteinlerin sismesini saglarlar ki, bu da ekmegin reolojik 6zelliklerini olusturur. Bu
asitler hamurdaki istenmeyen mikrofloranin gelismesini de bloke ederler. Ayrica laktik
ve asetik asit, ekmegin aroma ve lezzetinin olusmasinda da ¢ok 6nemli rol oynarlar

(Kratochvil and Holas 1980).

Vakfikebir ekmeginde yaptifimiz aromatik volatillerin incelenmesi sonucunda; asetik
asit miktarr ekmegin eksi hamurunda oldukca yiltksek miktarlarda tespit edilmistir.
Francala ekmeginde ise ilk fermentasyon ¢ikisinda az miktarda  asetik asit’e
rastlanmustir. Pigirilme sonrasi asetik asit Vakfikebir ekmeginde francalaya gore daha
yiksek miktarlarda ¢ikmistir. Asetik asit’in  eksimsi ve sirkemsi koku verici 6zelligi
Vakfikebir ekmeginin francalaya gére neden daha fazla eksimsi tatda oldugunu

aciklamada katkida bulunmustur.

fzoalkoller (2-metil-I1-propanol ve 2,3 metil-1-butanol) ve bunlarin kendisine ait
aldehitleri ve etil asetat; fermentatif mayalar (Saccharomyces ve Hansenula genus) ile

fermentasyonu baslatilan eksi hamurlarin karakteristik  volatil bilesenleri olarak
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bildirilmistir etanol {iretiminin, S. cerevisiae varhifinda en yiksek seviyede oldugu
rapor edilmistic (Damiani 1996). Cavdar ckmeginin homofermentatif kiiltiirler ile

fermentasyonunda izoalkollerin yiiksek oldugu bildirilmistir (Hansen ef al. 1989).

3 metil 1-butanol’e Vakfikebir ekmeginin her {i¢ asamasinda da rastlanilmis pisme
sonrasi ekmeklerde eser miktarda bulunmusgtur. Buna karsin francala ekmeginde tespit
edilememigtir. 3metil 1-butanol’in malt tadindaki (maity) lezzet verici 6zelligininin
Vakfikebir ekmeginin aromasma katkist olduunu diisiiniiyoruz. Yine izoalkollerden
izobutil alkol’iin Vakfikebir ekmegiinde francala ekmegine oranla oldukga yiiksek

miktarda oldugu bulunmustur.

Ester’lerden, etil asctat Vakfikebir ekme@i cksi hamurunda belirgin oranda tespit
edilmis, son fermentasyon ve pisme sonrast ekmekte eser miktarda rastlanmustir.
Francala ekmeginde ise hicbir asamada etil asetat tespit edilememistir. Etil asetat
meyvemsi (solvent-like, fruity) aromaya sahip bir bilesik olup Vakfikebir ekmeginin

lezzetine bu 6zelligi ile katkida bulunmus olabilir.

Etanol, hamurlardaki sekerin S. cerevisige ile fermentasyonu sonucu, hidrolize
ugramasiyla ortaya ¢ikan bir alkoldiir. Hemen tim ekmek c¢esitlerinde yapilan
calismalarda etanol en fazla tespit edilen madde olup (Seitz ef al. 1998) Vaklikebir

ekmeginde de bu bulgu diger geleneksel eksi maya hamuru ile yapilan ekmeklere

benzerdir.

Ekmekte total aroma maddelerinin miktart 6-10ppm arasinda degismektedir. Aroma
maddelerinin ¢ogu ucucudur, molekiil agirliklart 50-250 arasinda degisir (Emberger
1985). Ekmek aromasi pek ¢opu koku karakterinde olan bir ¢ok bilesenin karisimindan
olusmaktadir. Diger gidalarda oldugu gibi bu bilesiklerin hig birisi tek bagina ekmek
aromasinin anahtar bileseni olarak diisiiniilemez (Schieberle and Grosch 1987,

Schieberle and Grosch 1991).
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Eksi  hamur mikroflorasinin  belirlenmesi ile fermentasyonda rol Oynayan
mikroorganizmalan Grettikleri aroma bilesenlerinin karakterizasyonu sonucunda bu tip
triinlerin iretimini standardize edecek starter kiiltiirlerinin gelistirilmesi miimkiindiir.
Caligmamizin  amaglarindan biriside Vakfikebir ckmeginin starter kiiltiirlerinin
geligtiriimesine 151k tutmaktir. Béylece bu ckmegin her yerde aym lezzet ve kalitede

firetilmesi miimkiin olabilecektir,

Eksi hamurlardan identifiye edilen laktik asit bakterileri, gidalarda bulunan laktik asit
bakteriferinden Cornobacterium, Enterococcus, Lactobucillus, Lactococus,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus

ve Weisella cinsine ail tirler igermektedir (Stiles and Holzapfel 1997).

Corsetti ef «al. (2001), [talya’nin Apulia bolgesinde vaptiklarni ¢alismada eksi
hamurlardan izole ettikleri Lactobacillus’lar, Leuconostoc’lar, Lactococcus’lar,
Weisella’lar arasindan en fazla miktarda Lactobacillus’lara rastlamiglardir. Mayalar ile
yaptiklart ayni ¢aligmada laktik asit bakterileriyle en iyi etkilesimi veren S. cerevisiae

oldugunu belirtmiglerdir.

Caligmamizda (Tipl) eksi hamur ile iiretilen Vakfikebir ekmeginin MIS analiz
sonucunda  Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus bifermenias predominant suslar olarak bulunmustur. Geleneksel eksi
hamurla Gretilen ekmeklerde gorillen Lactobacillus fermentum, Lactobacillus brevis
Trabzon yGresine ait hamurdan da izole edilmistir. Sudan’da tiretilen geleneksel Kisra
ekmeginde Lactobacillus fermentum, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus amylovorus
dominant organizmalar olarak bildirilmistir (Hamad ef al 1992). Ayrica gelencksel
Portekiz eksi hamurunda ise Lactobacillus brevis, Lactobacillus curvatus, Lactococcus
lactis spp lactis dominant tiirler olarak bildirilmistir (Rocha ve Malcata 1999). Yine
bizim ¢ahsmamizda eksi hamur &rneklerinden izole edilen 158 sustan laktik asit
bakterilerinden olan Streptococcus sangius toplamda %17.72 ve Enterecoccus faecalis
%17.72 ile en ytiksek oranlarda tespit edilen bakteriler olmustur. Geleneksel Portekiz

eksi hamurunda E. caseliflavus, E.durans ve E.faecium’un baskin Entrokoklar oldugu




95

Lactococcus constellantus ve Lactobacillus equinus ise Lactokoklara ait dominant

suslar oldugu bildirilmistir (Rocha and Malcata 1999).

Zorunlu homofermentatif ve fakiiltatif veya zorunlu heterofermentatif laktobasiller eksi
hamurdaki tipik laktk asit bakterileridir, Lactobacillus sunfranciscensis, Lactobaciilus
plantarum, Lactobacillus  brevis en sik izole edilen laktik asit bakterileridir,
Leuconostoc spp ve Enterococcus spp ise eksi hamur proseslerinde ise ara stra bulunur
ve kullanmilir (Gobbetti 1998). Cahsmamzda Lactobacillus  %46.74 ile en yiiksck

oranda bulunan bakteri grubu olarak kaydedilmistir.

Trabzon Vakfikebir Ekmeginin mikrobiyolojik analizi, igerisindeki laktik asit
bakterilerinin diinyanin de@isik bolgelerinde eksi hamurdan {iretilen geleneksel
ekmeklerdeki laktik asit bakteriler ile onemli 6lctide farkliliklar gdsterdigine isaret
etmektedir. Tespit ettiimiz bazi laktik asit bakteri suslar1 diger tilkelerdeki geleneksel
ekmeklerde de tespit edilmistir. Ornegin Pediococcus tiriinden bir sus Isveq’in tipik
cavdar cksi hamurunda, Leucornostoc mesenteroides Benin’in geleneksel nusir
hamurunda, Enferococcus tirlerinden bazilari geleneksel Portekiz eksi hamurundan
izole edilmistir (Rocha and Malcata 1999). Buna karsin Trabzon Vakfikebir ekmeginde
yiiksek oranda buldugumuz E. faecalis, Streptococcus sangius suslan diger geleneksel

hamurlarda da pek goze carpmamaktadir.

Vakfikebir ekmeginde yaptigimiz mikrobiyolojik analizler sonucunda oldukea yiiksek
oranda laktik asit bakterileri izole ettik. Francala ekmegindeki mayalar laktik asit
bakterilerinin gelisimini bloke ettiginden pH’si Vakfikebir ekmegine gbre daba
yiiksektir. Laktik asit bakterileri yitksek oranda bulundugu Vakfikebir ekmeginin pH’s:
depolama siiresi artik¢a daha da diigmektedir (Kotancilar vd. 1998).
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5. SONUCLAR

1. Laktik asit bakterileri eksi hamur mikroflorasinin olduk¢a dnemli bir kismim
olusturmaktadir. Arastirmada eksi hamur 6rnekleri izolasyona hazirlanmis, uygun
dilisyonlardan MRS agar ve M17 agar besiyerine ekim yapilmis, daha sonra
izolasyon gergeklestirilmistir. Toplam 8 (Trabzon’dan) finndan alinan Srneklerin
herbirinden oniki adet olmak {izere laktik asit bakteriler oldugu tahmin edilen 192
kolont izole edilmigtir. Elde edilen izolatlara gram boyama, katalaz testi,
mikroskobik goriiniim ve oksidaz testleri uygulanmis ve bu sonuglara gére laktik
asit bakterileri olarak belirlenen 158 Ilaktik asit bakteri izolati MIS ile

identifikasyon i¢in hazirlanmistir.

2. lIzolatlardan, Vakfikebir ekmeginin mikroflorasi, agirlikli olarak Lactobacillus
(%46.74), daha sonra smasiyla Enterecoccus (%19.61), Streptococcus (%17.72)

oldugu gorilmiistiir.

3.  Lactococcus (%6.95), Pediococcus (%5.05), Leuconostoc (%1.26) ile mikrofloranin

diger suslarini olusturmaktadir.

4. MIS sisteminin uygulanmas: sonucunda 158 laktik asit bakteri izolatindan
Lactobacillus  cinsine ait tirler Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
(%5.69) 9 adet, Lactobacillus fermentum (%5.69) 9 adet, Lactobacillus
bifermentans (%5.06) 8 adet, Lactobacillus vaccinotercus (%3.79) 6 adet,
Lactobacillus parabuchneri (%3.16) 5 adet, Lactobacillus paracasei subsp.
tolerans(%3.16) 5 adet, Lactobacillus cellobiosus (%3.16) 5 adet, Lactobacillus
malefermentans (%2.53) 4 adet, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei (%2.53)
4 adet, Lactobacillus sanfrancisco (%1.89) 3 adet, Lactobacillus buchneri (%1.89)
3 adet, Lactobacillus helveticus (%1.26) 2 adet, Lactobacillus curvatus (%1.26) 2
adet, Lactobacillus alimentarius (%0.63) 1 adet, Lactobacillus brevis (%0.63) 1
adet, Lactobacillus oris (%0.63) 1 adet, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis

(%0.63) 1 adet, Lactobacillus sakei (%0.63) 1 adet, Lactobacillus coryniformis
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subsp. coryniformis (%0.63) 1 adet, Lactohacillus suehicus (%0.63) 1 adet,
Lactobacillus  coryniformis subsp. forquens {(%0.63) 1 adet, Lactobacillus

farciminis (%0.63) 1 adet tiirleri bulunmustur.

Eksi hamur éreklerinde izole edilen 158 sustan Streplococcus cinsine ait tirler
ise, Streptococcus sangius (%17.72) 28 adet, Pediococcus turlerinin dagilimi; £.
damnosus (%3.79) 6 adet, P. acidilactici (%0.63) 1 adet, P. halophilus
(Tetragenococcus halophila) (%0.63) 1 adet, Entrococcus tirlerine ait dagilim; E.
Jfaecalis (%17.72) 28 adet, E. faecium (%1.26) 2 adet, E. hirae (%0.63) 1 adet,
Lactococcus tirlerine ait dagilim; Lactococcus lactis subsp. lactis (%3.16) 5 adet,
Lactococcus lactis subsp. cremoris (%3.79) 6 adet, Leuconostoc tirlerine ait
dagilim; Leuconostoc pseudomesenteroides (%0.63) 1 adet, Leuconostoc
mesenteroides subsp. dextranicum (%0.63) 1 adet, Weissella tiirlerine ait dagilim;
Weissella candneri (%0.63) 1 adet, Weissella confusa (%0.63) 1 adet, ayrica
Oenococcus oeni {(%0.63) 1 adet ve Cellulomonas turbata (%0.63) 1 adet olarak

cizelge 4.2°de tanimlanmustir.

Francala ekmeginin ilk fermentasyon ¢ikisli hamur Srneklerinde yapilan GC/MS
sonuclarina gére 4 madde hari¢ (2-furan karboksi aldehit, octanal, heptanal, etil
asetat) biitiin bilegenlere rastlanmustir. En yiiksek oranda (%52.32) etilamin,
(%33.52) asetaldehit, (%13.24) ile etanol oldugu gézlenmis, ayrica 6rnek igerisinde
6 eser maddeye (2-propanamin, diasetil, hexanal, 2-r-pentilfuran, »-hexanol, n-

nonanal) rastlanmusgtir .

Francala ekmeginin firina atilmadan o6nceki son fermentasyon sonrasi hamur
orneklerinde yapilan GC/MS sonuglarina gore en yiliksek bilesenin (%98.74) ile
etanol oldugu bulunmustur. Bilesenler arasinda 10 maddeye (etilamin,
izopropilamin, etil asetat, asetaldehit, 3-metil-2-butanol, heptanal, 3-hidroksi 2-
butanon, hexanol) rastlanmarms, drnekte i¢c bilesenin de (octanal, n-Nonanal, 2-

furan-karboksialdehit) eser mikiarda oldugu gériilmiistiir.
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Francala ekmeklerinin kabuk ve i¢ kismindan alinan homojen ekmek 6rneklerinde
en yiiksek oranda (%98.17) ile etanol’e rastlandifii, ayni 6rnekte 9 volatil maddeye
(Etilamin, izopropil amin, etil asetat, diasetil, metil butanol, propanol, 3-hidroksi-2-
butanon, hexanol)’e rastlanamamustir. Ayrica 5 maddeye (diasetil, izobutil alkol,

octanal, n-nonanal, 2-furan karboksialdehit) eser miktarlarda rastlanmustir.

Vakfikebir ekmeginin yapiminda kullanilan 1. eksi hamur &meklerinde yapilan
GC/MS analizi sonucunda bulunan volatillerden n-propanol, heptaﬁol, 3-hidroksi-
2-butanon haricinde tiim bilesenlere rastlanmustir. En yiiksek bilegenin (%58.07) ile
etanol, (%24.64) ile asetaldehit, (%15.13) ile etilamin oldugu, en diisiik oranda da
2-n pentil furan ve octanal’a rastlanmuistir. Eser miktarlarda 5 bilesigin (2-
propanamin, 2,3-metil butanal, s-hexanol, n-nonanal, 2-furan-karboksialdehit)

oldugu tespit edilmistir.

Vakfikebir ekmeg@in yapiminda kullanilan son fermentasyona ait hamur
srneklerinde yapilan GC/MS analiz sonucunda teshis edilemeyen (RT: 2.6) bir
bilesige rastlanmstir. En yiiksek bilesenin etanol (%79.88), izopropil amin
(%14.86), asaetaldehit (%4.29) oldugu bulunmustur. Ornekte en diisiik oranda
bilesigin asetik asit oldugu gézlenmis, 7 eser bilesene (2,3 metil butanal, hexanal,
heptenal, 2-n-pentilfuran, octanal, n-nonanal) ve 7 bilesen ise (etil amin, propanol,

3-hidroksi-2-butanon, 2-furan karboksialdehit) rastlanmamugtir .

Vakfikebir ekmeginin kabuk ve i¢ kismindan alinan homojen &rneklerde yapilan
GC/MS sonuglarina gore bu ekmegin olduk¢a fazla miktarda eser madde ihtiva
ettifi gozlenmistir. Ayrica teshis edilemeyen (RT: 4.77) bir maddeyede eser oranda
rastlannus, en yitksek bilesen %98.57 ile etanol oldugu tespit edilmistir. Asetik
asit’de diger 6rneklere oranla Vakfikebir ekmeginde dnemli bir yikseliste oldufu
gozlenmistir. Bu deger de, diger tiim Srneklerdeki en yiiksek asetik asit orandur.
Bilesenler arasinda 4 madde (etilamin, izopropil amin, etil asetat, aset aldehit)

teshis sonucunda gozlemlenememistir.
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Yapilan analiz sonucunda Vakfikebir ekmeginde kullamilan eksi hamurun
buldugumuz bilegenlerin hepsini degisik oranlarda ya da eser miktarlarda ihtiva
ettigi goriilmistiir. Son fermentasyona gelindiginde bazi ucucularin oranlarinda bir
diisiise rastlanmugtir. Ugucu bilesiklerin, fermentasyonun sonuna dogru azaldig
tespit edilmis, pisen Vakfikebir ekmeginde de bu oranlarda bir degisme gdzlenmis
ve bazi bilesikler firina atildiktan sonra bir kisim ugucularin kayboldugu veya eser
miktarlarda bulundugu gézlenmistir. Francala ekmek hamuriarinm ilk fermentasyon
cikigt aroma bilegikleri eksi hamurdan belli oranlarda az oldugu yada baz
bilesiklerin hig olmadift gézlenmis, firma atilmadan 6nceki hamurlarda bir ¢ok
bilesigin kayboldugu goriilmiis, fakat sasirtici bir sekilde francala ekmeginde

oldukga fazla oranlarda ugucularin kaldign gozlenmistir.

Alinan 6rneklerdeki volatil maddeler Headspace ybntemiyle tespit edilmis olup
analiz igin yazihm destegi kullamilmistir. Bu program ile integrasyon sonuglari
ylizdeleri ile birlikte 23 pik vermistir. GS/MS sonuglari  dikkate alinarak 20
tanesinin teshisi yapiimistir. Bilesenler incelendiginde en yiiksek degerin etanole ait
oldugu goriilmustiir. Ekmekte volatil bilesenler {izerine yaptiimiz caligmada buna

uygun olarak en yiiksek degerin etanole ait oldugu bulunmustur.

Francala ekmeginin ilk fermentasyon ¢ikish hamur &rneginde yapilan GC/MS
analizinde en yiiksek bilesenin etilamin oldupu ve %52.32 ile en yiiksek ytizdeli
volatil madde oldugu belirlenmistir. Ayrica bu drnekte asetaldehit (%33.52) ve

etanol (%13.24) bulunmustur,

Vakfikebir ekmegi yapiminda kullanilan ekgi hamurun volatil maddeler agisindan
oldukea zengin oldugu, tespit ettifimiz 20 aroma bileseninden 4 eser miktardaki
bilesen haricinde digerlerini kayda deger oranda ihtiva ettigini gostermistir. Bunun
aksine francala ekmeginde GC/MS ile tespit ettigimiz volatil bilesenlerin sadece 11
tanesini degisik oranlarda ve eser miktarlarda ihtiva ettigi, geri kalanlarn ise
belirlenemedii goriilmiistir. Ekmekler pigirildikten sonra Vakfikebir ckmeginde
ekgi hamurdaki volatil maddelerin tamamen kaybolmadigi eser miktarlarda da olsa

pisen ekmekte hala meveut oldugu yapilan incelememizde ortaya cikartlmustir.
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Vakfikebir ekmeginde yaptigimiz bu calismada diasetil’in eser miktarda oldugu,
kullamlan eksi hamur ve bundan yapilan hamurun son fermentasyon islemi

sirasinda alinan 6rneklerde diasetil’in eser miktarda oldugu gériilmiistiir.

2-nonanal ekmek i¢inin aromasma katkida bulunan en giiglit volatil bilesiklerden
birisidir. Vakfikebir ekmeginde 2-nonanal’in bir izomeri olan s-nonanal eser
miktarlarda tespit edilmistir. Ekmegin ilk fermentasyon, son fermentasyon ve
pisirilme sathalarnmin tiimiinde bu bulgumuz degismemistir. Francala ekmeginde

yaptigumiz analizlerde de tiim asamalarda ayni bulgu elde edilmistir.

Literatirde ckmek aroma maddeleri arasinda siklikla goézlemlenmeyen Etilamin,
Vakfikebir eksi hamuru ve francala ilk fermentasyon ¢ikisli hamur &rneklerinde
oldukea yiiksek oranda (sirasiyla %15.13, %52.32) tespit edilmigtir. Ancak son

fermentasyon asamalarinda ve pigirme sonrasi ekmeklerde bulunamamustir.

Vakfikebir ekmeginde yaptifimiz aromatik volatillerin incelenmesi sonucunda;
asetik asit miktari ekme@in eksi hamurunda olduk¢a yiiksek miktarlarda tespit
edilmistir. Francala ekmeginde ise ilk fermentasyon c¢ikisinda az miktarda asetik
asit’e rastlanmistir. Pisirilme sonrasi asetik asit Vakfikebir ekmeginde francalaya
gore daha yiksek miktarlarda ¢ikmugtir. Asetik asit’in  eksimsi ve sirkemsi koku
verict 6zelligi Vakfikebir eckmeginin francalaya gore neden daha fazla eksimsi tatda

oldugunu agiklamada katkida bulunmustur.

3 metil-1-butanol’e Vakfikebir ekmeginin her {i¢ asamasinda da rastlanilmis pisme
sonrasi ekmeklerde eser miktarda bulunmustur. Buna karsin francala ekmeginde
tespit edilememistir. Yine izoalkollerden izobutil alkol Vakfikebir ekmeginde

francala ekmegine oranla oldukea yiiksek miktarda oldugu bulunmustur.

Ester’lerden, etil asetat Vakfikebir ekmegi eksi hamurunda belirgin oranda tespit
edilmis, son fermentasyon ve pisme sonrasi ekmekte eser miktarda rastlanmistir.

Francala ekmeginde ise higbir agsamada etil asetat tespit edilememisgtir
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22. Trabzon Vakfikebir Ekmeginin mikrobiyolojik analizi, igerisindeki laktik asit
bakterilerinin diinyanin degisik bélgelerinde eksi hamurdan iretilen geleneksel
ekmeklerdeki laktik asit bakteriler ile Snemli olgiide farkliliklar bulundugunu

gOstermistir.
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