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Tarhana tahillar, siit {iriinleri, ¢esitli sebzeler ve baharatlarin karigtirilmasi ve ardindan
elde edilen hamurun laktik ve alkolik fermantasyonu ile hazirlanan geleneksel bir
tirindiir. Ticari olarak ya da ¢ogunlukla hanelerde bolgelere gore degisen geleneksel
bilesenler, fermantasyon, kurutma ve 6giitme asamalar ile tretilen tarhana, farklilasan
tariflere bagli olarak ¢eside 6zgii 6zelliklere sahiptir. Bu ¢alismada, Isparta, Maras, Bursa,
Kastamonu ve Usak illerine ait regetelerle hazirlanan tarhana hamurlarinin fermantasyon
stirecleri sirasinda alinan 19 adet farkli 6rnege kimyasal, mikrobiyolojik, metagenomik
ve metabolomik analizler uygulanarak bu tarhana gesitlerinin mikrobiyotalar1 ve olusan
metabolitler arasindaki iliskiler degerlendirilmistir. Yapilan kimyasal analizler ile
caligmaya konu olan tarhana gesitlerinin pH, toplam asitlik, toplam yag, protein, kiil ve
kuru madde miktarlar1 belirlenmis, tarhana fermantasyon prosesinin dogru olarak
ilerlemesi kontrol edilmistir. Klasik kiiltiirel yontemler kullanilarak gerceklestirilen
mikrobiyolojik analizler sonucu fermantasyon siireglerinde mikroorganizma yiikleri
belirlenmis ve saf kiiltiirler izole edilmistir. izole edilen saf kiiltiirler Matris Destekli
Lazer Desorpsiyon Iyonizasyon Ugus Siiresi (MALDI-TOF) teknolojisini kullanan
otomatik bir kiitle spektrometresi ile tanimlanmistir. Ayrica orneklerin bakteriyel ve



fungal mikrobiyotas: yiiksek ¢iktili dizileme analizleri ile ortaya konmustur. Tarhana
hamurlarinin fermantasyon siireci boyunca igerdigi laktik, siiksinik, asetik, sitrik, piriivik,
tirik, okzalik ve formik asit miktarlar1 bir DAD dedektor (Agilent, G1315A, Santa Clara,
California, ABD) ve bir InertSustain AQ-C18 (3 uM, 4.0x 150 mm (UP)) kolona sahip
yiiksek performansli sivi kromatografisi cihazinda (HPLC) cihazinda tespit edilmistir.
Tarhana hamurlarinda bulunan etanol miktarinin fermantasyon siiresince degisimi ise
DB-624, 30m x 0,53mm kolon kullanilarak FID dedektor ile gaz kromatografisi (GC)
cihazinda belirlenmistir. Tarhana tiiriine ve iiretim farkliligina gére dagilimini ortaya
cikarmak iizere tiim tarhana Orneklerinin mikrobiyotalar1 ve metabolitleri arasindaki
iligkiler temel bilesen analizleri, 1s1 haritalar1 ve korelasyon analizleri ile
degerlendirilmistir. Fermantasyon baslangicinda (pH 5,41) ve sonunda (pH 4,72) en
yiiksek pH degerlerine Bursa ¢esidi sahipken; en diisiik baslangic (pH 4,02) ve bitis (pH
3,86) pH degerlerine Kastamonu tarhanasi sahiptir. Metagenomik analizler sonucunda
ise, Bursa tarhanasinda en yiiksek bagil varlikta Pediococcus acidilactici, Kastamonu
tarhanasinda Lactiplantibacillus plantarum, Usak tarhanasinda Levilactobacillus
namurensis ve Levilactobacillus zymae tespit edilmistir. Fungal mikrobiyotada ise,
Isparta ve Maras ¢esitlerinde Kluyveromyces, Bursa tarhanasinda Saccharomyces ve
Kastamonu ¢esidinde Issatchenkia cinslerinin en yiiksek bagil varlikta bulundugu
belirlenmigtir. Usak tarhanasi, diger gesitlere kiyasla daha yiiksek miktarda laktik,
siiksinik ve asetik asit icerirken; bu {li¢ organik asit sirasiyla tiim cesitler i¢in major
organik asitlerdir. Uygulanan biitiinlesik analizler de tarhana tipine ve iiretim prosesi
farkliliklarina gore tarhana cesitlerinin biyocesitliliginin belirgin sekilde kiimeler
olusturdugunu gostermistir. Bu ¢alismada fermantasyon siiresi ve tarhana ¢esidine baglh
olarak Isparta, Maras, Bursa, Kastamonu ve Usak tarhana gesitlerinin temel kimyasal
analiz profillerinin yan: sira hem mikrobiyel agidan hem de metabolik acisindan
biyokimyasal parmak izi ortaya konmustur. Calisma sonunda yapilan istatistiksel
karsilastirmalar ile her ¢esit tarhana i¢in fermentasyon siiresine bagli olarak kendine 6zgii

nitelik ve nicelikler biitiinlesik omik teknolojileri ile tanimlanmustir.

Anahtar Kelimeler: Tarhana, Fermantasyon, Metagenomik, Illumina, Metabolomik.
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Tarhana is a traditional product prepared by mixing cereals, dairy products, various
vegetables, and spices, followed by the lactic and alcoholic fermentation of the resulting
dough. Commercially or mostly in households, traditional ingredients varying by region,
along with fermentation, drying, and grinding stages, result in tarhana with specific
characteristics depending on the recipe. In this study, 19 different samples obtained
during the fermentation process of tarhana doughs prepared with recipes from the
provinces of Isparta, Maras, Bursa, Kastamonu, and Usak were evaluated for their
microbiota and relationships between metabolites using chemical, microbiological,
metagenomic, and metabolomic analyses. Chemical analyses determined pH, total
acidity, total fat, protein, ash, and dry matter amounts for the tarhana varieties under
investigation, ensuring the correct progression of the tarhana fermentation process.

Microbiological analyses, conducted using classical cultural methods, identified
i



microbial loads during fermentation processes, and pure cultures were isolated. The
isolated pure cultures were identified using Matrix-Assisted Laser Desorption lonization
Time-of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF) technology. Additionally, high-
throughput sequencing analyses revealed the bacterial and fungal microbiota of the
samples. The amounts of lactic, succinic, acetic, citric, pyruvic, uric, oxalic, and formic
acids in tarhana doughs during the fermentation process were detected using a high-
performance liquid chromatography device (HPLC) with a Diode Array Detector (DAD)
and an InertSustain AQ-C18 column (3 uM, 4.0x 150 mm (UP)). The change in ethanol
content in tarhana doughs during fermentation was determined by gas chromatography
(GC) using a DB-624, 30m x 0.53mm column with a Flame lonization Detector (FID).
To reveal the distribution based on tarhana type and production differences, relationships
between the microbiota and metabolites of all tarhana samples were evaluated using
principal component analyses, heatmaps, and correlation analyses. Bursa variety had the
highest pH values at the beginning (pH 5.41) and end (pH 4.72) of fermentation, while
Kastamonu tarhana had the lowest initial (pH 4.02) and final (pH 3.86) pH values.
Metagenomic analyses indicated the highest relative abundance of Pediococcus
acidilactici in Bursa tarhana, Lactiplantibacillus plantarum in Kastamonu tarhana,
Levilactobacillus namurensis, and Levilactobacillus zymae in Usak tarhana. In the fungal
microbiota, Kluyveromyces in Isparta and Maras varieties, Saccharomyces in Bursa
tarhana, and Issatchenkia in Kastamonu variety were found to have the highest relative
abundance. Usak tarhana contained higher amounts of lactic, succinic, and acetic acids
compared to other varieties, with these three organic acids being major organic acids for
all varieties, respectively. Integrated analyses also demonstrated that tarhana varieties
formed distinct clusters based on the type and production process differences. In this
study, the biocultural fingerprints of Isparta, Maras, Bursa, Kastamonu, and Usak tarhana
varieties were revealed both microbiologically and metabolically, depending on
fermentation time and tarhana type. Statistical comparisons at the end of the study
identified unique qualitative and quantitative characteristics for each type of tarhana

based on fermentation time, utilizing integrated omic technologies.
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1. GIRIS

Insanligin kullandig1 en eski gida isleme tekniklerinden biri olan fermantasyon prosesi
cesitli hayvansal ve bitkisel gidalar1 doniistiiriip, elde edilen {iriinlere orijinal materyalden
daha farkli 6zellikler kazandirmasiyla diinyanin bir¢ok yerinde gida iiretiminde énemli
bir yer teskil etmistir [1]. Fermantasyon prosesinin orijinal amaci gidalar1 korumak olsa
da giinlimiizde bu proses kazandirdigi tat, aroma ve tekstiir 6zellikleri nedeniyle daha ¢ok
tercih edilmektedir. Bunlarin yaninda, fermantasyon islemi raf omriinii uzatmak ve

mikrobiyolojik kaliteyi arttirmak i¢in de gida teknolojileri agisindan 6nemlidir.

Geleneksel bir gida, belirli bir cografik bolgede yasayan insanlarin tarihi kiiltiirel
mirasinin bir pargasidir [2]. Tarhana geleneksel bir Tiirk fermente tahil Giriiniidiir. Tarhana
tiretiminde kullanilan tahil unlari, yogurt, cesitli sebzeler gibi bilesenler vitaminler,
mineraller, organik asitler ve serbest amino asitler gibi onemli besin dgelerinin kaynaklari
oldugundan tarhana her yas grubunun beslenmesinde onemli bir yere sahiptir [3].
Geleneksel olarak farkli bolgelerde farkl tariflerle, farkli fermantasyon siirelerinde ve
sicakliklarinda iiretilen tarhana fermantasyonunda hem laktik asit bakterileri (LAB) hem
de mayalar gorev almakta ve laktik asit ve alkolik fermantasyon ayni anda

gerceklesmektedir.

Geleneksel fermente iriinlerin olusumunda daha ¢ok hammaddeden ya da g¢evreden
kaynaklanan dogal suslar gérev almaktadir [2]. Bu dogal suslar hem starter kiiltiirlerden
hem de starter olmayan laktik asit bakterilerinden olugsmaktadir. Tarhana gibi birgok farkli
bilesen iceren fermente bir gidanin besleyici ve duyusal karakterlerinin olusmasinda
kompleks bir mikrobiyota rol oynayacagindan bu o6zelliklerin degerlendirilmesinde
mikrobiyotanin tam ve net olarak ortaya koyularak fermantasyon siirecinde gerceklesen

iliskilerin incelenmesi 6nem arz etmektedir.

Tarhana fermantasyonu sirasinda hamura uygulanan kimyasal analizlerle pH ve % toplam
asitlik ol¢timlerinin yapilmasi fermantasyon prosesinin takip edilmesini saglamaktadir

[4]. Bunun yaninda incelenen %protein, %toplam yag, %kiil, %kuru madde miktar1 gibi

1



diger kimyasal parametreler ile de bir gida iiriinii olarak tarhana cesitlerinin besinsel

ozellikleri degerlendirilebilmektedir [3].

Fermantasyon siireci boyunca tarhana hamurlariin klasik mikrobiyolojik yontemlerle
takip edilmesi hem proses boyunca mikrobiyolojik iliskilerin incelenmesini hem de saf
kiiltiirlerin izole edilmesini saglamaktadir. Bu saf izolatlarin kiiltiiromik yaklasimlarla
hizl1 ve giivenilir sekilde tanimlanmasi ise kiiltiiromik yaklasimin araglarindan biri olan
Matriks destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon (MALDI) spektrometresi (MS) sistemi ile
gergeklestirilebilmektedir [5].

Cevresel bir 6rnekten izole edilen genetik materyalin analiz edilmesi prensibine dayanan
metagenomik yaklasimlar hem ortamdaki mikrobiyal profilin yiiksek dogrulukta hem de
klasik mikrobiyolojik yontemler kullanilarak izole edilemeyen mikroorganizmalarin
tanimlanmasini saglamaktadir [6]. Bu yaklasim sayesinde bir 6rnekte bulunan yalnizca
dominant mikroorganizmalar degil, ender ya da diisiik yaygmlikta bulunanlar da tespit
edilebilmektedir [7]. Metagenomik analizler kapsaminda birgok uygulama bakteriyel
tiirlerin tanimlanmasinda etkili bir gosterge olan 16S rRNA geninin analizine dayanirken,
fungal tiirlerin tanimlanmasinda 18S rRNA genlerinin ITS2 bdlgesi kullanilmaktadir
[8,9]. Bu yiiksek ¢iktili dizileme yontemleri ile elde edilen verilere gesitli biyoinformatik
analizler uygulanarak gida 6rneginde bulunan mikroorganizmalarin taksonomileri ve

ornekteki bagil varliklari ortaya konmaktadir.

Fermente gidalarda tat ve aroma olusumu organik asitler, serbest amino asitler ve
asetaldehit ve diasetil gibi karbonil bilesikleri sonucu olusmaktadir [10]. Tarhana
hamurunda bulunan organik asitler fermantasyon prosesinin baglangicinda hamurda yer
alan bilesenlerden kaynaklanmakla birlikte, siire¢ boyunca laktik asit bakterileri (LAB)
ve mayalarin metabolik aktiviteleri sonucu olugmaktadir. Tarhana hamurunda dogal
olarak bulunan homofermentatif LAB’1i baslica laktik asit olusumdan sorumluyken; diger
baz1 organik asitler ve etanol de heterofermantatif LAB ve maya aktiviteleri sonucunda
meydana gelmektedir [10]. Gida bilimi kapsaminda metabolomik ise, gida

proseslerindeki ayirict kimyasal uzayin karakterizasyonu igin verilen bir sistemin
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metabolik profillerinin arastirilmasinda kullanilan ¢ok disiplinli bir omik yaklasimdir
[11]. Tarhana hamurunda bu mikroorganizmalarin faaliyetleri sonucu olusabilecek ya da
dogal olarak hammaddelerden kaynaklanabilecegi diisiiniilen laktik, siiksinik, asetik,
sitrik, ptrivik, formik, okzalik ve trik asit varlik ve miktarlar1 da metabolomik
yaklagimlar kullanilarak yiiksek basingli sivi kromatografisi ve etanol varlik ve miktari

gaz kromatografisi sistemlerinde belirlenebilmektedir.

Metagenomik ve metabolomik analizler sonucu elde edilen veriler ¢esitli biitlinlestirici
analizler uygulanarak degerlendirilebilmektedir. Bu biitiinlestirici analizlerden biri olan
Temel Bilesen Analizleri (Pricipal Componenet Analyses, PCA) farkli geleneksel
tariflerle ve yerel hammaddelerle hazirlanan tarhana cesitlerinin bakteriyel ve fungal
mikrobiyotalarinin ~ fermantasyon  siiresince  degisimleri goz Oniine alinarak
siiflandirilmasinda kullanilabilir. Ayrica 1s1 haritalari olusturularak, tarhana gesitlerinde
fermantasyon boyunca olusan degisimler metabolik ve mikrobiyom gibi farkli bagliklarin
ayni anda kiimelenme analizleri ile ger¢eklestirebilir. Tarhana gibi fermente gidalarda yer
alan mikroorganizmalarin ve metabolitlerin kendi iclerinde ve birbirleriyle negatif ve

pozitif yonli degisimleri de korelasyon analizleri ile incelenebilmektedir.

Geleneksel gida fermantasyonunu incelemedeki son teknolojik gelismeler, substrat
secimi ve arzu edilen 6zelliklere yol agan fermantasyon kosullar1 gibi gida fermantasyonu
uygulamasindaki eski bilgelige dair yeni bilgiler saglamaktadir. Bu ¢alisma, geleneksel
fermente bir gida olan tarhananin verimli ve siirdiiriilebilir bir sekilde iiretilmesi igin
fermantasyon siireci ve ilgili mikrobiyomlar1 omik teknolojiler kullanilarak arastirmay:
amaglamaktadir. Sonugta, molekiiler araglar ve entegre coklu omik yaklasimdaki son

geligsmelerin geleneksel bilgi birikimine olas1 katkis1 vurgulanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tahil Fermantasyonlari

Fermantasyon prosesi, bozulabilir hayvansal ve bitkisel gidalari korumak, gida
materyalinin hacmini azaltmak, ¢ig tirtindeki istenmeyen 6zellikleri uzaklastirmak, gida
{iriniin besinsel degerini arttirmak ve daha giivenli bir gida saglamak 6zellikleri ile M.O.
6000 yillarindan bu yana diinyanin birgok yerinde gida iiretiminde 6nemli bir yer teskil

etmistir [1,3,4].

Gida fermantasyonlari, gida materyallerinin stabilizasyonu ve donilisiimi i¢in
mikroorganizmalarin gelisimi ve metabolik aktivitelerini kullanan bir gida isleme
yontemi olarak tanimlanmaktadir [12]. Mikroorganizmalarin fermantasyon prosesindeki
rolii bilinmeden Once, zanaatkarlar tarafindan yerel tariflerle kiiciik komiinitelerde
iretilen fermente gidalar; 19. ylizyilda endiistri devrimi ve mikrobiyoloji alaninda
goriilen gelismelerle daha kontrollii ve etkin bir sekilde iiretilmeye baslanmistir [1,2].
Bdylece bir dnceki mayanin kullanilmasi ya da dogal fermantasyon olmadan fermente
gidalarin biiyiik 6lgekli iiretimi saglanabilmistir [1]. Ancak, tarhana gibi geleneksel
fermente gidalar halen geleneksel tariflerle ve yontemlerle hanelerde tiretilmeye devam

etmektedir.

Diinya niifusunun ticte birinin beslenmesinde yer alan tahil temelli gidalarin en popiiler
olanlar1 ekmek ve bira olarak sayilabilmektedir [13]. Tahillara mikrobiyal fermantasyon
islemi uygulanmasi ile de bu iirlinlerin besinsel degeri, lezzeti, goriinlis 6zellikleri ve
giivenligi artmaktadir [14,15]. Bu yolla fitik asit gibi anti-besleyici 6zellikte bilesenler
azalarak minerallerin biyo-alimi artarken, dogal bir sekilde esansiyel amino asitler ve

vitaminler sentezlenmektedir [15-17].

Mikroorganizmalarin ve bunlarin enzimlerinin aktiviteleri sonucu gerceklesen
fermantasyon islemi, biyokimyasal olarak karbonhidratlarin ve ilgili bilesiklerin harici
bir elektron akseptorii yoklugunda enerji salinimiyla kismen okside olmasi seklinde
tanimlanir [1,18]. Bu durumda son elektron alicilart da karbonhidratlarin par¢alanmasiyla

ortaya c¢ikan organik bilesiklerdir. Depolanmis durumdaki tahil taneleri diisiik su



aktivitesiyle kontrol edilen dinlenme durumunda gida iriinleri oldugundan,
mikroorganizma faaliyetleri agisindan uygun substratlar degildirler. Tahillarda bulunan
fermente edilebilir karbonhidratlarin ortaya ¢ikmasi i¢in ihtiyag duyulan hidrolitik
aktivitelerin yonetilmesinde kullanilan dort temel yaklasim maltlama, koji teknolojisi,
harici enzim kaynaklari ve hamur fermantasyonu olarak sayilabilmektedir [14]. Bu
yontemlerle su aktivitesinin arttirilmasinin etkisiyle solunum ile redoks potansiyeli ve pH
diisecek ve endojen enzim aktiviteleri ve mikroorganizmalarin fizyolojik aktiviteleri
sonucu substratlar kullanilir hale gelecektir [14]. Esas olarak gergeklesen proses boyle
olsa da kullanilan tahilin tiiri, fermente edilen karbonhidratlarin miktar1 ve kalitesi,
nitrojen kaynaklar1 ve mikroorganizmalarin kullandigi diger besin dgelerini
etkilemektedir. Bu a¢idan yaklasildiginda bir hamur fermantasyonu olan tarhana
tiretiminde kullanilan un ve tahil ¢esidinin fermantasyon sonucu elde edilen {iriiniin

ozelliklerini etkileyecegi agiktir.

Dogal fermente tahil temelli gidalarda metabolik aktivite, LAB, mayalar ve kiifler gibi
farkl: tiirler ya da mikrobiyal gruplarin tek tek ya da kompleks metabolik kapasitelerini
ve prosesin teknolojik 0Ozelliklerini yansitarak meydana gelen gidanin duyusal
ozelliklerini etkilemektedir [19,20]. Boyle bir gida iiriiniinde karisik kiiltiirler arasinda
gerceklesen mikrobiyal etkilesimler son iiriiniin 6zellikleri tizerinde ¢ok ¢esitli etkilere

sahip olabilmektedir.

2.2. Tarhana

Tarhana tahillar, siit iirlinleri, g¢esitli sebzeler ve baharatlardan, yogurt bakterileri ve
ekmek mayasi1 kullanilarak elde edilen geleneksel fermente bir gida iirtiniidiir. Tarhana
hamuru un, yogurt, tuz, ekmek mayasi, ¢esitli sebzeler ve baharatlarin karistirilip
yogurulmasindan sonra 1-7 giin arasinda laktik ve alkolik fermantasyona birakilmasiyla
hazirlanir [3,10,21]. Bilesime yogurt eklenmesiyle temelde laktik asit fermantasyonu
gerceklesirken; bazi yorelerde ekmek mayasi ilave edilmesiyle gergeklesen alkolik
fermantasyon ise son iiriinde arzu edilen tarhanaya 6zgii bilesiklerin olusmasini saglar.
Fermantasyon siiresi sonunda elde edilen iiriin ‘1slak tarhana’ olarak adlandirilir ve giines
altinda ya da kurutucularda topak, kiilge ya da ince tabaka haline getirilerek nem igerigi

%6-10 araligma gelecek sekilde kurutulur [13]. Ardindan, 1 mm’den kii¢iik olacak



sekilde toz haline getirilerek saklanir [21]. Ancak, tarhana fermantasyon sonunda
kurutulmadan saklanarak, kurutma sonrasinda toz haline getirmeden ya da toz formunda
corba olarak tiiketilebilir ve asidik ve eksi bir tada sahiptir [10,22]. Tarhana tiretimi akim

semasi genel adimlariyla Sekil 2.1.’de gosterilmistir.

biber gibi)ve bitkisel baharatlarin yikanmasi, dogranmasi ve/veya

Formiilasyonda yer alan sebzelerin (domates, kuru sogan, kirmizi ve yesil
regeteye bagl olarak pisirilmesi

>

diger st ve st »
trtinleri)

Un (ve eksi maya)

Yogurt (ve/veya l

Karistirma

v
—

Yogurma

Fermantasyon

Kurutma

Ogiitme

Eleme

Tarhana

Sekil 2.1. Tarhana iiretimi akim semas.

Tarhana, TS 2282 [23]’ye gore “bugday unu, kirmasi, irmik veya bunlarin karigimi ile

yogurt, biber, tuz, sogan, domates ve tat, koku verici, sagliga zararsiz bitkisel maddelerin



karistirtlip yogurulduktan ve fermente edildikten sonra kurutulmasi, &giitiilmesi ve
elenmesiyle elde edilen bir besin maddesidir’ seklinde tanimlanmistir. Tirk
Standartlari’na gore goce tarhanasi, irmik tarhanasi ve karigik tarhana olmak {izere 4

gruba ayrilan tarhana gesitlerinin sahip olmas1 gereken 6zellikler asagidaki gibidir:

- Protein miktar1 kuru maddede en az %12 olmali,

- Rutubet miktar1 en fazla %10 olmali,

- Tuz miktar1 kuru maddede en fazla %10 olmali,

- %67’lik etil alkole gegen asitlik derecesi en az 15 en fazla 40 olmal,

- Kiiliin %10’luk hidroklorik asitle ¢éziinmeyen kismi, tuz hari¢ en fazla %0,2
olmali,

- Tarhanalar kendine 6zgii saridan kirmiziya degisen renk tonlarinda, koku, tat ve
goriinliste olmali, acilasmis, kokusmus, kiiflenmis olmamali, yabanci bir tat ve

koku icermemelidir [3,23].

Tarhananin Tirk mutfag: agisindan tarihinin Orta Asya’da ‘kurut’ adi verilen, ¢okelek,
tuz, un, kurutulmus et ile hazirlanan kislik bir yiyecege dayandigi belirtilmektedir [24].
Orta Asya’dan Anadolu’ya gelisinin Tiirkler ve Mogollar sayesinde oldugu ve Osmanli
Devleti doneminde ise baska iilkelere ve kiiltiirlere yayildigi kabul edilmektedir [24,25].
Tarhana benzeri iirlinler Misir, Suriye ve Liibnan’da kishk, Irak’da kushuk,
Yunanistan’da trahana ve Macaristan ve Finlandiya’da tahonya/talkuna olarak

siralanabilir [3,26].

Tarhana hamurunun igerigi ve hazirlanmasinda standart bir prosediir olmayip, yorelere
0zgii geleneksel tariflerle liretilmekte; besinsel ve kimyasal 6zellikleri de bu prosediirlere
gore degismektedir [3,27]. Tarhana ile ilgili yapilan bilimsel ¢alismalarda hazirlanan
hamurun bilesimi farklilik gdstermekle birlikte formiilasyonda bugday unu, baklagil
unlari, yogurt, domates ve/veya domates salgasi, kapya biber, kuru sogan, tuz ve baharat
karisimlart kullanildigi goriilmektedir [10,28,29]. Bunun yaninda tarhana hamurunda
genellikle beyaz bugday unu kullanildig1 ve un-yogurt oraninin 1:1 ya da 1:0,5 olarak
tercih edildigi de belirtilmistir [4,30]. Fermantasyon siiresi de ¢aligsmalar arasinda farklilik
gosterse de bu bilesenlerle hazirlanan hamurun, laktik asit miktar1 %1-1.5 olana kadar
bekletilmesi olarak ifade edilmistir [28].



Tarhana son donemlerde ticari olarak iiretilip satisa sunulsa da halen ¢ogunlukla
geleneksel tariflerle ev 6lgekli olarak iiretilmektedir. Coskun [24] tarafindan yapilan
calismada Tirkiye’de hazirlanan farkli tarhana tiirleri derlenmis ve Cizelge 2.1.’de
gosterilmistir. Bu tarhana gesitleri kullanilan un tipine gére de ayrilabilmektedir. Ornegin;
Corum, Amasya, Kahramanmaras, Nevsehir, Gaziantep, Aydin, Afyon, Mugla gibi
sehirlerde kabugu uzaklastirilmayan bugday kirmasi kullanilirken, bir¢ok baska sehirde
bugday unu ile tarhana hazirlanmaktadir [31]. Diger yandan Tekirdag, Edirne, Sinop,
Tokat gibi baz1 sehirlerde hamura siit katilirken, baz1 Ege Bolgesi sehirlerinde hamura un
yaninda bazi kuru baklagiller eklenmekte ve bazi diger sehirlerde de hamura eksi maya

katilmaktadir [31].

Cizelge 2.1. Tirkiye’de tiretilen farkl tarhana tiirleri [24].

Tarhana g¢esidi Bilesenler Tiiketim tipi

Ege tarhanasi Bugday unu, domates, kirmizi Kurutularak
salcalik biber, kuru sogan,

stizme yogurt, baharatlar

Goce tarhanasi (Ankara, Mugla, Bugday yarmasi, torba yogurdu, Kurutularak
Aydin, Maras) nane
Top tarhana (Isparta) Doviilmis bugday, dereotu, tuz, Kurutularak

yogurt, nane, maydonoz

Trakya tarhanasi Un, yogurt, kirmizi tarhanalik Kurutularak
biber, kuru sogan, eksi hamur,
tuz, domates, salga ile bagl
olarak et suyu, tereyagi, peynir
Ak tarhana (Kiitahya) Un, maya, yogurt, kirmizibiber, Kurutularak

nane, tuz, aci biber, domates

Gediz tarhanas1 Kirmizibiber, yogurt, tuz, sogan, Kurutularak
nane, un, eksi maya
Kiymali tarhana (Trakya) Kirmizi salgalik biber, domates, Kurutularak
kuru sogan, siit, kiyma, tuz,
peynir, yogurt, ekmek mayasi,

eksi maya, un

Beysehir tarhanasi Gdce, ayran, tereyagi, siit ve su Taze ya da kurutularak




Kiren tarhanasi (Kastamonu, Un veya goce, kizilcik Kurutularak
Kiitahya, Bolu, Bursa,
Zonguldak)

Gogmen tarhanasi Bugday unu, yogurt, lor, Yas ya da kurutularak
domates, salga, yesilbiber,
yumurta, tuz, ekmek mayasi,

baharatlar

Kastamonu tarhanasi Yesilbiber, sogan, dereotu Yas olarak
tohumu, dogranmamis salatalik,
dogranmamis ayva, bugday unu,

yogurt, tuz

Sivas tarhanasi Domates, yesilbiber, kirmizi Kurutularak
salcalik biber, sogan,
maydonoz, istege bagli olarak
reyhan, dereotu, kimyon,
yumurta, nohut, maya, elma,

armut, havug, ayva
Marag tarhanasi Dovme, yogurt, nane Kurutularak

Salgamli tarhana Marag tarhanasinin salgamla Kurutularak

pisirilmesi ve nohut eklenmesi

Tarhana hamurunda bulunan gida bilesenlerinin ¢esitliligi tarhananin B vitaminleri,
mineraller, organik asitler ve serbest amino asitler agisindan zengin olmasini
saglamaktadir. Bu 6zellikleriyle tarhana yaglilarin ve ¢ocuklarin beslenmesinde 6nemli
ve saglikli bir gida olarak degerlendirilmektedir [3,32]. Ayrica, tarhana liretimi sirasinda
organik asitlerin olusumu ve nem oranmnin %10°nun altina diismesi bakteriyostatik etki
gostermekte ve raf Omriiniin uzamasinm saglamaktadir. Ancak, tarhana {iretimi sirasinda
gida patojenleri hayatta kaldiklarindan, taze 1slak tarhananin tiretimden sonraki ilk 7 giin
igerisinde tiiketilmemesi tavsiye edilmistir [13]. Bunun yani sira tarhananin raf émrii
ceside gore degisse de genel olarak 2-3 yil bozulmadan kaldigi daha 6nceki ¢alismalarda
belirtilmistir [13].



2.2.1. Tarhananin Kimyasal Ozellikleri

Geleneksel bir gida olan tarhananin formiilasyonu ve hammadde se¢imi haneden haneye
degismektedir. Bunun sonucunda ise hazirlanan son driinlerin Kimyasal ve
mikrobiyolojik  Ozelliklerinde  farkliliklar  goriilebilmektedir. Bunun yaninda
fermantasyon prosesinin ardindan uygulanan kurutma isleminin siiresi ve sicakligi da son
tirliniin 6zelliklerini etkilemektedir. Daha Onceki c¢alismalarda tarhananin besinsel
ozellikleri ortalama %10,2 nem, %16 protein, % 60,9 karbonhidratlar, %5,4 yag, %1 ham
fiber, %3,8 tuz, %6,2 kiil olarak belirlenmistir [3,33].

Edirne, Kirklareli ve Tekirdag illerinden alinan tarhana 6rneklerinin illere gore bilesenler
ve fermantasyon siiresi agisindan farkliliklart incelendiginde rutubet miktarlarinin ve pH
degerlerinin iller arasinda p<0,01 diizeyinde, yag miktarlarinin ise p<0,05 diizeyinde
farkli oldugu belirlenmistir [34]. Buna karsin protein ve kiil miktarlari arasindaki farklarin
ise p<0,01 diizeyinde 6nemsiz oldugu bulunmustur. Bu sonuglar tarhanaya 6zgii lezzet
olusumunda etkili bir faktor olan asitligin, kullanilan bilesenlerden etkilendigini ve
yogurt ya da domates, biber, salga gibi asitligi arttirict malzemeler kullanildiginda daha

yiiksek asitlik degerlerine ulasildigini isaret etmistir [34].

Temiz [4], tarhana bilesiminde kullanilan yogurt tipinin ve bilesime maya eklenmesinin
pH ve asitlik iizerine istatistiksel olarak etkisi oldugu ortaya koymus ve torba yogurdu
yerine isletme tipi yogurt kullanilmasinin ve bilesimde mayaya yer verilmemesinin asitlik
acisindan daha olumlu sonuglar verdigini belirlemistir. Baska bir ¢alismada ise inek
siitlinden {iretilen yogurtlarda fermente edilebilir seker miktar1 daha yiiksek oldugundan
(cogunlukla laktoz) daha yiiksek asitlik degerine ulasilirken; hamur bilesiminde bitkisel
slitten (soya siitli) hazirlanan yogurt kullanilsa bile yogurt orani arttik¢a asitlik miktarmin

arttig1 belirlenmistir [35].

Erbas [10], 25°C’de 3 giin fermantasyon uyguladigi tarhana hamurlarinin pH, titrasyon
asitligi, laktik, pirivik, asetik, propiyonik ve sitrik asit dlgimlerinin fermantasyon
siiresinden belirgin sekilde etkilendigini bulmustur. Bagka bir calismada ise aym

kosullarda hazirlanan tarhana hamurlarinda fermantasyon siiresinin asit igerigi ve pH
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tizerine istatistiksel olarak belirgin sekilde etkili oldugu belirlenmistir [36]. Fermantasyon
stiresi ve pH arasindaki iliski degerlendirildiginde de fermantasyon baslangicinda asit
igeriginin belirgin sekilde arttigi, daha sonra asit miktar1 artisinin yavasladigi ve
fermantasyon sonunda neredeyse sabit kaldigi tespit edilmistir [36]. Ege Bolgesi’nde
bulunan 8 farkli noktadan alinan tarhana 6rneklerinde yapilan pH o6l¢iimleri en kisa
fermantasyon siiresine sahip (1 ve 3 giin) 6rneklerin pH degerinin diger 6rneklere gore
daha yiiksek oldugunu géstermistir [37]. Bunun yaninda en diisiik pH degerine sahip 15
ve 21 giinliik fermantasyon siiresine sahip, her giin yeniden yogurt eklenerek yogurulan
tarhana hamurlarinda en diisiik pH degerine ulasilmasi fermente edilebilir substrat
miktari, fermantasyon siiresi ve sicakligmin olusan laktik asit miktarinda Onemli
oldugunu gostermektedir [37]. Ayrica, Erbas [36] fermantasyon siiresinin kuru madde ve
ham fiber miktar1 tizerine etkisi olmadigini belirlemistir. Ticari olarak hazirlanan

tarhanalarin ortalama besinsel igerigi Cizelge 2.2.’de gosterilmistir [32].

Cizelge 2.2. Ticari olarak hazirlanan tarhanalarin ortalama igerigi [32].

Bilesen Miktar
Nem (%) 6-10
Ham protein (%) 12-20
Ham kiil (%) 1.5-4.0
Ham yag(%) 1-9
Ham karbonhidrat (%) 40-75
Titrasyon asitligi (%) 1.5-2.5
pH 3.5-5.0

2.3. Bazi1 Geleneksel Tarhana Cesitleri
2.3.1. Isparta Tarhanasi

Isparta ilinde farkli geleneksel tariflerle hazirlanan tarhana gesitleri bulunmaktadir [38].
Ancak bu ¢alismada, bir goce tarhanasi ¢esidi olan Top tarhana incelenmistir. Top tarhana
hazirlanmasi sirasinda dévme bugday, dereotu ve tuz kaynatilarak pisirilir ve ardindan
sogumaya birakilir. Soguduktan sonra siizme ev yogurdu ile nane ve maydanoz eklenerek

yogurulur. Yumurta boyutunda pargalar hazirlanarak bir bez tizerinde kurumaya birakilir
[24,38].
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2.3.2. Maras Tarhanasi

Farkl: tiiketim sekillerine sahip olan Marag tarhanasi, ¢esitli fonksiyonel ve fizyolojik
Ozellikler iceren tahil bazli fermente geleneksel bir iiriindiir. Maras tarhanasi, yapim
sirasinda uygulanan bazi farkli islem basamaklar1 ve tiiketilme aligkanliklar1 agisindan
tilkemizdeki diger tarhana tiplerinden ayrilmaktadir. Besinsel agidan sahip oldugu 6nemli
ozelliklerle yaygin olarak ¢orba tiiketilen tarhana, Kahramanmarag’ta normalden farkli
sekilde kurumadan ya da yari kurumus olan firik halinde, kurumus halde ¢erez olarak,
corba olarak, et suyuna 1slanarak, yagda kizartilarak, soganla kavrularak ve sac lizerinde
kavrularak tiiketilebilir [39,40]. Bunlarin yaninda cografi isaret tescili alan bir {iriin
olmasi sebebiyle, son yillarda endiistriyel bir boyut ve kimlik kazanmistir [41]. Maras
tarhanasi igin cografi isaret bagvurusu g¢alismalari 2009 yilinda baslamig ve Maras
tarhanas1 Cografi Isaret Tescil Belgesi 2011 yilinda verilmistir [41]. Ayrica Maras
tarhanasinin Avrupa Birligi'nden (AB) cografi isaret tescili aldigi “Korunan menge
isaretleri ve korunan cografi isaretler (Marag tarhanasi (PGI)) kayit defterine bir ismin
girilmesine iligkin 27 Kasim 2023 tarih ve (AB) 2023/2706 sayili Komisyon Uygulama
Tiizig” ile bildirilmistir [42]

Maras tarhanasi iiretiminde yogurt ve dévme ismi verilen bugday yarmasi kullanilir [40].
Once dévme su ile pisirilir, ardindan kekik, ¢orek otu ve yogurt eklenir. Bu sayede yogurt
icerisinde bulunan probiyotik bakteriler zarar gérmemekte ve dovme ile gelen
prebiyotikler ile birlikte aktivite gostermektedir [41,43]. Marag tarhanasina kendine has
ozellik kazandiran faktorlerden birisi de kurutma sirasinda yoredeki sazlik ¢ubuklarla

dokunmus hasir, sergi tiirli ¢1g ad1 verilen sergiler kullanilmasidir [40].

2.3.3. Bursa Tarhanasi

Gogmen tarhanast ya da Muhacir tarhanasi olarak isimlendirilen ve Balkan iilkelerinden
gocen Tirkler tarafindan geleneksel olarak hazirlanan tarhana c¢esidinin formiilasyonu
Balikesir, Bursa ve Trakya yorelerinde farkli sekillerde hazirlanmaktadir [44]. Bu tarhana
cesidi kurutularak toz formda saklanabildigi gibi genellikle fermantasyon sonunda yas
haliyle tiiketilir. Bilesiminde bugday unu ve yogurt disinda; siit, lor peyniri, domates,

salga, yesilbiber, yumurta, tuz, ekmek mayasi1 ve c¢esitli baharatlar yer alabilmektedir

12



[24,44]. Yine kullanilan geleneksel regeteye gore, elde edilen hamur 10-15 giin siireyle

fermantasyona birakilir ve siire¢ boyunca 2 giinde bir yogurulur [44].

2.3.4. Kastamonu Tarhanasi

Kastamonu iline ait geleneksel tarhana ¢esidi olan Yas tarhananin diger ¢esitlerden en
onemli farki, fermantasyon prosesi sonunda kurutma islemi uygulanmadan cam
kavanozlarda saklanmasidir. Yas tarhana hazirlanmasinda kullanilan malzemeler bugday
unu, yogurt, Tarhana otu (Echiophora sibthorpiana), Darak otu (tohumlar1 {izerindeyken
kurutulmus dereotu saplar1 (Anethum graveolens L.)), ¢esitli sebzeler, otlar ve
baharatlardir [45-47]. Kastamonu Yas tarhanasinin formiilasyonunda yer alan sebzeler
ve baharatlar degisebilse de, mutlaka Darak otu kullanilmaktadir [46]. Tarhana tiretimi
sirasinda ise sebzeler yikanip temizlendikten sonra yogurt ile karistirilarak 3-4 giin
fermantasyona birakilir ve siire¢ sonunda siiziiliip un eklenerek hamur hazirlanir. Bu

hamur da her giin karigtirilarak 1 hafta daha fermantasyona birakilir [47].

2.3.5. Usak Tarhanasi

Usak tarhanasi, un tarhanalari simifinda yer alir ve 21 giinliik fermantasyon siiresine
sahiptir. Usak tarhanasinin tasimasi gereken ozellikler Tiirk Patent Ensitiisii’niin 2017
yilinda verdigi Cografi Isaret Belgesi ile belirlenmistir [48]. Buna gére Usak tarhanasi,
iklim kosullar1 nedeniyle fermantasyonun daha diisiik sicaklikta ve daha uzun siirede
gerceklesmesi sonucu fermantasyonda gorev alan mikroorganizma cesitliliginin daha
fazla olmasi ve formiilasyonda diger bolgelere kiyasla daha yiiksek miktarda biber

kullanilmasi dzellikleriyle diger tarhana ¢esitlerinden ayrilmaktadir [48].

Usak tarhanas1 fermantasyonunun ortalama 22°C’de gerceklesmesi sebebiyle LAB ve
mayalarin  gelisimi daha yavas olmaktadir. Bunlarin  yaninda mikroflorada
Lactiplantibacillus plantarum ve Levilactobacillus brevis suslari hakimken, ayirici olarak
Companilactobacillus alimentarius susu ve maya olarak da Saccharomyces cerevisiae ve
Pichia kudriavzevii yer almaktadir [48]. Igerik agisindan bir diger ayiric1 6zellik ise Usak
tarhanasinda %42 oraninda sebze kullanilmasi ve bu sebzelerin pisirilmeden hamura

eklenmesidir [48].
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Usak tarhanasi tiretiminde tam bugday unu, %3.8’den fazla yag iceren tam yagli yogurt,
tarhanalik kirmizibiber, sogan, salgalik domates ve nane kullanilmaktadir [48]. Bu
sebzeler ve kuru nane kiyildiktan sonra tam yagli yogurt ile karistirildiktan sonra bir giin
fermente edilir ve tarhana ezesi elde edilir. Ertesi giinii eksi hamur ve bugday unu
eklenerek yogurulur ve 21 giin fermantasyona birakilir. Baglangigta pH degeri 4.5-5.0
araligindayken fermantasyon sonunda 3.70’e kadar diiger ve titrasyon asitligi degeri 10-

35 araliginda olmalidir [48].

2.4. Tarhana Fermantasyonu

Homo- ve heterofermantatif LAB ile mayalarin birlikte ger¢eklestirdigi fermantasyon ile
hazirlanan tarhananin besinsel 6zellikleri, aroma ve flavoru bu mikroorganizmalarin
metabolik aktiviteleri sonucu olugsmaktadir. Gida zincirleri gibi besinsel etkilesimler
bir¢ok grup organizmanin sinirlt kaynaklar iizerinde bile hayatta kalmasini saglamakta ve
dogal dongiileri yiirliterek komiinitenin gesitliligini arttirmaktadir [49]. Tarhana hamuru
fermantasyonu spontan fermantasyon yolu ile gergeklesmektedir. Bu durumda
fermantasyon silireci hammaddelerde bulunan mikroorganizma ¢esitliligi ve bunlarin ilk
yiikiinden etkilenmektedir. Bu sebeple baz1 yorelerde tarhanalarin iiretiminde bir 6nceki

seneden kalan tarhana hamura eklenerek fermantasyon kontrol edilmeye ¢aligilmaktadir.

Tarhana hamuru mikrobiyotasinda baskin olarak yer alan LAB; Lactiplantibacillus
plantarum, Companilactobacillus alimentarius, Companilactobacillus farciminis,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Streptococcus thermophilus, Pediococcus
acidilactici, Leuconostoc pseudomesenteroides ve Weissella cibaria ve mayalar da
Saccharomyces cerevisiae, Candida humilis, Candida glabrata ve Pichia kudriavzevii
olarak belirlenmistir [21]. Fermantasyon sirasinda mikroorganizmalarin proteolitik,
lipolitik ve amilolitik enzim aktiviteleri sonucu olusan metabolitler meydana gelen gida
tirliniin 6zelliklerini belirlemektedir. Fermantasyon prosesinin baslangicinda tarhana
hamurunda yer alan yogurt ve sebzeler sebebiyle Onemli miktarda organik asit
bulunmakla birlikte, tarhananin flavor ve lezzeti fermantasyon sonucu olusan organik

asitler, serbest amino asitler ve karbonil bilesiklerinden etkilenmektedir [10,21].
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Settanni [50], bugday unu, kirmizibiber, sogan, domates, ¢esitli baharatlar ve ekmek
mayast kullanilarak hazirlanan tarhana hamurlarmin ve 30°C ve 40°C’de 8 giin
fermantasyonu sonunda 40°C’de fermente edilen hamurda Pediococcus acidilactici
varliginin laktobasillere baskin oldugunu ve 30°C’de fermente edilen hamurda ise
Lactiplantibacillus plantarum ve Levilactobacillus brevis suslarinin diger tiirlere baskin
oldugu belirlemistir. Baska bir calismada ise farkli bolgelerden alinan tarhana
hamurlarinda yer alan homofermantatif koklarin, Pediococcus acidilactici, Pediococcus
pentosaceus, Streptococcus thermophilus ve Enterococcus faecium; homofermantatif
rodlarin, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lacticaseibacillus casei ve
Lactiplantibacillus plantarum ve heterofermantatif rodlarin, Limosilactobacillus
fermentum, Leuconostoc pseudomesenteroides, Leuconostoc citreum ve Weissella
cibaria suslart oldugu saptanmustir [37]. Mikroorganizmalarin tanimlanmasi sonucunda
ise tarhanada yer alan LAB gesitliliginin hammadde, fermantasyon siiresi ve tretimde

kullanilan teknikten etkilendigi belirlenmistir [37].

Ev 6lcekli ve endiistriyel olarak iiretilen 8 tarhana orneginden 5 farkli fermantasyon
zamaninda numune alinarak LAB ¢esitliliginin arastirilmasi sirasinda izole edilen 37 grup
mikroorganizmadan 16 tanesi Lactiplantibacillus plantarum, 6 tanesi Levilactobacillus
brevis, 3 tanesi Lactococcus lactis, 3 tanesi Levilactobacillus namurensis, 2 tanesi
Companilactobacillus farciminis, 1 tanesi Leuconostoc mesenteroides, 1 tanesi
Pediococcus acidilactici, 1 tanesi Lactiplantibacillus fabifermentans, 1 tanesi
Companilactobacillus alimentarius, 1 tanesi Lacticaseibacillus casei, 1 tanesi
Companilactobacillus mindensis ve 1 tanesi de Companilactobacillus paralimentarius
olarak tanimlanmustir [16]. Ev tipi ve ticari olarak iiretilen tarhana mikrobiyotasinin
karsilastirildig1 baska bir ¢aligmada ise izole edilen LAB’i Lactococcus lactis spp. lactis,
Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus acidophilus, Enterococcus durans,
Pediococcus spp., Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ve Lacticaseibacillus
paracasei olarak tanimlanirken, mayalar ise Kluyveromyces marxianus, Yarrowia
lipolytica, Pichia  membranafaciens, Pichia  mexicana  (current  name
Yamadazyma mexicana), Pichia angusta (current name, Ogataea angusta),
Debaryomyces hansenii, Candida sorboxylosa, Candida fluviatilis ve Kluyveromyces

marxianus olarak belirlenmistir [51].
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Tarhana mikrobiyotasinin yedi giinliikk fermantasyon siirecinde degisiminin incelendigi
baska bir calismada fermantasyon siiresi boyunca Lactococcus lactis spp. lactis ve
Lactiplantibacillus plantarum florada yer alirken, fermantasyon baslangicinda ortamda
bulunan Lactobacillus acidophilus daha sonraki giinlerde tespit edilememis,
Levilactobacillus brevis suslari ise sadece fermantasyonun birinci ve ikinci giinlerinde
bulunmustur [52]. Pediococcus spp. suslari ise fermantasyonun tiglincii gliniinde ortaya
¢ikmis ve fermantasyon sonuna kadar ortamda yer almistir. Fermantasyonun son giinii
olan yedinci giinde ise Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Leuconostoc
mesenteroides subsp. cremoris tespit edilmistir. Maya florasinin incelenmesi sonucunda
ise fermantasyonun sifirinct giiniinden bitimine kadar Kluyveromyces marxianus ve
Yarrowia lipolytica ortamda tespit edilmistir. Ayrica fermantasyonun besinci giintinden
itibaren Saccharomyces cerevisiae tarhana mikroflorasinda yer almaktadir. Bunlarin
yaninda fermantasyon siireci boyunca Pichia membranifaciens, Pichia mexicana (current
name Yamadazyma mexicana), Pichia angusta (current name Ogataea angusta),
Debaryomyces hansenii, Candida sorboxylosa, Candida fluviatilis ve Geotrichum

terrestre tespit edilmistir [52].

Tarhana benzeri bir iiriin olan ve Yunanistan’da iiretilen “trahana” fermentasyonunda yer
alan LAB’nin Streptococcus faecalis, Streptococcus lactis subsp. lactis, Streptococcus
lactis subsp. diacetylactis, Streptococcus lactis subsp. cremoris, Leuconostoc cremoris,
Lactococcus lactis, Lacticaseibacillus casei, Lactobacillus bulgaricus ve Lactobacillus

acidophilus oldugu belirlenmistir [53].

[ran’a ait tarhana benzeri bir iiriin olan “tarkhineh” iizerine yapilan bir ¢alismada bugday
harci, ‘doogh’ (Iran kokenli yogurttan yapilma fermente icecek), turp, maya ve tuz
eklenerek  hazirlanan hamur mikrobiyotasinda Liquorilactobacillus  nagelii,
Loigolactobacillus bifermentans, Leuconostoc cremoris, Fructobacillus fructosus,
Limosilactobacillus fermentum, Lactobacillus intestinalis, Ligilactobacillus agilis ve
Ligilactobacillus acidipiscis suslart tanimlanirken; izolatlarin yaklasitk %1°de

tanimlanamamustir [54].
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Tahil fermantasyonlar1 en iyi sekilde geleneksel eksi hamur fermantasyonu ile temsil
edilmektedir ve bu proses her zaman LAB ve mayalar tarafindan gergeklestirilir [14]. Bu
proses sirasinda LAB aktivitesi sonucu asitlik olusurken, mayalarin ve laktik asit
bakterilerinin aktiviteleri sonucu gaz olusturma, flavor ve tekstiir olusumu gibi 6zellikler
kazandirilir. Bu acilardan degerlendirildiginde tarhana hamuru fermantasyonuna
benzeyen eksi hamur fermantasyonu mikrobiyotast ayrintili olarak daha Onceki

calismalarda incelenmistir. [55].

Hammes [14], eksi hamur fermantasyonunda gorevli 46 LAB tiirli tespit etmis ve bunlarin
30 tanesinin Lactobacillus tiirii oldugunu belirlemistir. Ayrica, tespit edilen mayalardan
fermente edici Ozellikte olmayanlarin bile yiiksek sayida bulunduklarinda aroma
gelisimine katkida bulundugu ifade edilmistir [14]. Geleneksel olarak {iretilen eksi
hamurlar incelendiginde mikrobiyota, un ve ¢evresel etkenlerden etkilense bile en 6nemli

maya tiirli olarak Candida humilis belirlenmistir [14].

Corsetti [56], 25 farkli eksi hamur 6rneginin mikrobiyotasinin incelenmesi sonucunda
LAB:maya oraninin farkli hamurlar arasinda 1:1000—1:10 arasinda degistigini gormiistiir.
Ayrica LAB profili incelendiginde izolatlarin  %30’u  Fructilactobacillus
sanfranciscensis, %20’si Companilactobacillus alimentarius, %14’i Levilactobacillus
brevis, %]12’si Leuconostoc citreum, %7’si Lactiplantibacillus plantarum, % 6’s1
Lactococcus lactis subsp. lactis, %4t Limosilactobacillus fermentum ve Lactobacillus
acidophilus, %2’si Weissella confusa ve %1’i Lactobacillus delbrueckii subsp.
delbrueckii  olarak tamimlanirken; mikrobiyotada Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces exiguus (current name Kazachstania exigua) ve Candida krusei (current

name Pichia kudriavzevii) tespit edilmistir [56].

2.4.1. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri geleneksel olarak gida ve yem fermantasyonlariyla iliskilendirilmis
olan ve genellikle insan sagligina yararli olarak kabul edilen tiirlerden olugsmaktadir. Orla-
Jensen’in 1919 yilinda hiicre morfolojisi, glukoz fermantasyon sekli, biiyiime sicaklik

araliklart ve seker kullanma yollar1 kriterlerine gore Lactobacillus, Leuconostoc,
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Pediococcus ve Streptococcus cinsleri olarak belirledigi LAB, modern molekiiler

biyoteknoloji teknikleriyle genislemistir.

Laktik asit bakterileri tipik olarak mezofilik, Gram pozitif, katalaz negatif, spor
olusturmayan, mutlak fermentatif, aerotolerant kok ya da cubuk seklinde, zor gelisen,
sitokramlar1 olmayan, aside dayanikli, G+C oram1 %50 mol’den diisiik olan
(Bifidobacteria hari¢) ve karbonhidrat metabolizmasmin ana iiriinii laktik asit olan
bakteriler grubudur [57-59]. LAB genellikle siit, et, icecekler, sebzeler gibi besin dgeleri
acisindan zengin gidalarda bulunmakla birlikte memelilerin agiz, bagirsak ve vajina
normal mikroflorasindan da izole edilmislerdir. Wright [57], LAB cinslerinin
Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Tetrageonococcus, Vagococcus,
Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Fructobacillus, Oenococcus, Weissella,

Lactococcus ve Streptococcus’dan olustugunu belirtmistir.

Hiicre icin gerekli enerji liretimini substrat diizeyinde fosforilasyon ile saglamak zorunda
olan LAB, heksoz metabolizmasi sirasinda homofermentatif ya da heterofermentatif
izyollarindan birini tercih etmektedir. Leuconostoc, Oenococcus, Weissella,
Fructobacillus cinsleri ile Levilactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri,
Limosilactobacillus ~ fermentum, Limosilactobacillus  reuteri  tiirleri  zorunlu
heterofermentatiftir [57]. Pentozlari metabolize edemeyen zorunlu homofermentatif
tirler ise Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus helveticus
ve Ligilactobacillus salivarius’dur [57]. Homofermentatif olarak heksozlar1 ve ayni
zamanda heterofermentatif olarak da pentozlar kullanabilen fakiiltatif heterofermentatif
tirler ise Lacticaseibacillus casei, Latilactobacillus curvatus, Lactiplantibacillus
plantarum ve Latilactobacillus sakei’dir [57]. Tarhana ve eksi hamur gibi tahil
fermantasyonu proseslerinden izole edilen LAB tiirlerinin fermantasyon yollar1 Cizelge

2.3.’de gosterilmistir.

Fermantasyon prosesini yoneterek ve hizlandirarak fermente gidalarin iiretilmesinde
gorev alan ve en az bir mikroorganizmanin bir¢ok hiicresinden olusan mikrobiyal kiitle
starter  kiiltlir olarak adlandirilmaktadir. Starter kiiltiir olarak gorev yapan

mikroorganizmalarin bir¢cogunu bir grup LAB olusturmaktadir. LAB’nin fermantasyon
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prosesindeki islevleri, temel olarak laktik asit olmak iizere organik asit iireterek ham
maddelerin hizli bir sekilde asitlenmesidir. Bunun yani1 sira bu bakterilerin {irettigi asetik
asit, etanol, aroma bilesikleri, bakteriyosinler, ekzopolisakkaritler ve ¢esitli enzimler de
raf Omriinii uzatip mikrobiyal giivenligi saglamak, tekstiirii gelistirmek ve duyusal profile
katkida bulunmak suretiyle fermantasyon islemine katki saglamaktadir [15,19,60].
Ayrica LAB yiiksek-zincirli karbonhidratlarin ve bazi sindirilemeyen poli- ve
oligosakkaritlerin seviyelerini diisiirerek gidalarin daha kolay sindirilebilmesini

saglamaktadir. Bunun yani sira demir, ¢inko ve kalsiyum gibi mikro besin elementlerinin

alinabilirligini artirmaktadir [15].

Tarhananin mikrobiyolojik stabilitesi de LAB varligindan etkilenmektedir. LAB’i

gosterdikleri  antimikrobiyal aktivite ile fermente irilinlerin mikrobiyolojik

kontaminasyonunun da Oniine gecmektedir. LAB’nin {rettigi antimikrobiyallar laktik
asit, asetik asit, formik asit, fenilalanik asit ve kaproik asit gibi organik asitler,
karbondioksit, hidrojen peroksit, diasetil, etanol, bakteriyosinler ve reuterin sayilabilir

[60].

Cizelge 2.3. Tahil fermantasyonlarin izole edilen bazi LAB tiirlerinin fermantasyon

yollar1 [61].

Zorunlu heterofermentatif

Fakiiltatif heterofermentatif

Zorunlu homofermentatif

Levilactobacillus

acidifarinae
Levilactobacillus brevis

Lentilactobacillus buchneri

Limosilactobacillus

fermentum

Fructilactobacillus

fructivorans

Limosilactobacillus frumenti

Lactiplantibacillus

plantarum
Lactiplantibacillus pentosus

Companilactobacillus

alimentarius

Companilactobacillus

paralimentarius

Lacticaseibacillus casei
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Lactobacillus amylovorus

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus delbrueckii

subsp. bulgaricus

Companilactobacillus

farciminis

Companilactobacillus

mindensis

Lactobacillus crispatus



Lentilactobacillus hilgardii Lactobacillus johnsonii
Limosilactobacillus panis Lactobacillus amylolyticus
Limosilactobacillus pontis

Limosilactobacillus reuteri

Furfurilactobacillus rossiae

Fructilactobacillus

sanfranciscensis
Furfurilactobacillus siliginis
Levilactobacillus spicheri

Levilactobacillus zymae

Tarhanadan izole edilen LAB cinslerinden olan Lactococcus igin bitkiler dogal
ortamlardan biridir. Bu ortamlarda yasayabilmek i¢in Lactococcus cinsi bitkilerde en
yiiksek oranda bulunan seliiloz, siikroz ve nisasta gibi bitki sekerlerini indirgemek ve

bunlari karbon ve enerji kaynagi olarak kullanmak zorundadir [62].

Cogunlukla Lactobacillus ve Leuconostoc cinsleri ile birlikte bitki fermantasyonu
proseslerinden izole edilen Pediococcus spp., tiirlerinden Pediococcus acidilactici ve
Pediococcus pentosaceus olmak iizere yalnizca iki tanesi siit driinleriyle iligkili olarak
bulunmustur [63]. Glukoz ve laktozu fermente edebilen bu tiirlerden Pediococcus

pentosaceus metabolizmasi sonucu esmolar miktarlarda laktat ve asetat olusturmaktadir.

Bitkilerde dogal olarak bulunan Leuconostoc cinsi bakterilerin de iki tiirli, Leuconostoc
pseudomesenteroides ve Leuconostoc mesenteroides tiirleri siitte tespit edilmistir [64].
Stitte gelisme gosterebilmek i¢in, ortamda proteolitik aktivitesi yliksek baska
mikroorganizmalarin peptit metabolitleri {liretmesine ihtiyag¢ duyan bu bakteriler;

metabolizmalart sonucu asetaldehit, asetat ve laktat tiretebilirler [64].
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2.4.1.1. Laktik Asit Bakterilerinin Metabolizmasi

Tiim LAB heksozlardan laktik asit iiretebilmektedir ve ETS zincirine bagli fonksiyonel
bir heme ve fonksiyonel bir Krebs dongiisiine sahip olmadiklarindan substratlart homo-
ve heterofermentatif olarak iki yolla kullanmaktadir [1]. Bakterilerin ilk asama olarak
heksozlar1 hiicreye tasimasi ve bunlarin fosforilasyonu 2 farkli yolla gerceklesebilir.
Bunlardan ilki serbest sekerlerin sitoplazmaya tasinmasi ve ATP’ye bagli bir glukokinaz
(permeaz sistemi) ile fosforilasyonu iken diger yol ise fosfoenolpiriivatin fosforil donorii

oldugu fosfoenolpiriivat: fosfotransferaz sistemi (PTS) kullanilmasidir [65].

Heksoz fermentasyonunda kullanilan ana izyollarindan biri olan homolaktik
fermantasyon Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) izyolu (glikoliz) ile gergeklesmektedir.
Glukozdan olusan fruktoz-1,6-difosfat molekiilii, fruktoz-1,6-difosfat aldolaz enzimi ile
dihidroksiasetonfosfat (DHAP) ve gliseraldehit-3-fosfat (GAP)’a ayrilmaktadir (Sekil
2.2). Hem olusan hem de DHAP molekiiliiniin GAP molekiiliinii déniismesiyle elde
edilen GAP molekiilleri substrat seviyesinde fosforilasyonun gergeklestigi bir dizi
metabolik aktivite sonucu piriivata doniismektedir [59,66]. Normal kosullar altinda,
NAD™a baglh bir laktat dehidrogenaz enzimi ile piriivat laktik aside indirgenmektedir.
Boylece glikolitik yolun 6nceki basamaklarinda olusan NADH molekiilleri yeniden
okside olmaktadir. Bu metabolizma sirasinda son iriin olarak yalmizca laktik asit

tiretilmekte ve kullanilan her mol glukoz i¢in 2 mol ATP {iretilmektedir.
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Meyerhof-Parnas izyolu) [59].
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Heksoz fermentasyonu sirasinda kullanilan diger ana izyolu olan heterolaktik
fermantasyon ise 6-fosfoglukonat/fosfoketolaz (6-PG/PK) izyolu ile ger¢eklesmektedir.
6-PG/PK izyolu sirasinda glukozdan cesitli dehidrogenasyon adimlari ile elde edilen 6-
fosfoglukonat dekarboksilasyona ugramaktadir [59]. Dekarboksilasyon adimi sonucu
olusan pentoz-5-fosfat, fosfoketolaz enzimi ile GAP ve asetil fosfata doniismektedir.
GAP molekiiliinden de glikolitik izyolu ile ayni sekilde laktik asit olusmaktadir (Sekil
2.3). Ortamda bagka bir elektron alicis1 olmadigi durumlarda asetil fosfat molekiilii, asetil
CoA ve asetaldehit araciligi ile etanole indirgenmektedir [59,66]. Heterofermentatif yolda
ara uiriin olarak iretilen asetil fosfat etanole indirgenirse tiiketilen her mol glukoz i¢in 1

ATP iiretilmektedir [57].

Mannoz, galaktoz ve fruktoz gibi glukoz disindaki heksozlar bircok LAB tarafindan
fermente edilebilmektedir. Glukoz disindaki heksoz molekiilleri de ¢esitli izomerizasyon
ve/veya fosforilasyon asamalarindan sonra glukoz-6-fosfat ya da fruktoz-6-fosfat olarak
bu izyollarindan birine girmektedir [59]. Ancak, galaktoz metabolizmasi sirasinda,
galaktozun hiicreye alinmasi sirasinda PTS sistemi kullanilmakta ve PTS tarafindan
olusturulan galaktoz-6-fosfat molekiilli, tagatoz-6-fosfat izyolu ile metabolize
edilmektedir [59]. Sekil 2.4°de goriildiigi gibi tagatoz izyolu GAP seviyesinde glikoliz
izyolunu takip etmektedir [67]. Bunun yaninda, galaktozu fermente edebilen birgok LAB
tiirti galaktozu tagimak i¢in permeazlari kullanir ve galaktoz molekiiliinii glukoz-6-fosfata

dontistirmek i¢in Leloir izyolunu takip eder [57,59].
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Sekil 2.4. Laktik asit bakterilerinde galaktoz metabolizmasi [67].

Pentozlarin LAB tarafindan kullanilmasi sirasinda genellikle spesifik permeazlar
sekerleri hiicre igine tagimak i¢in kullanilir. Hiicre igine alinan pentozlar, epimerazlar ya
da izomerazlar ile fosforlanarak ribuloz-5-fosfat ya da ksiloz-5-fosfata doniistiiriiliir.
Daha sonra Sekil 2.5’de gortildiigii gibi bu molekiiller 6-PG/PK izyolunun son kismu ile
metabolize edilir [59]. 6-PG/PK izyolu heterolaktik LAB tarafindan kullanilsa da, grup 1
laktobasiller diginda kalan tiim LAB’i pentozu metabolize edebilirler [59]. Pentozlarin
heterolaktik fermentasyonu sirasinda karbondioksit ve etanol olusmamaktadir. Bu
izyolunda asetil fosfat molekiiliiniin etanole doniismesi gerekmediginden; asetil fosfat,
asetat kinaz enzimi tarafindan substrat-seviyesinde fosforilasyonda kullanilarak asetat ve

ATP iiretilmektedir. Bu durumda son iiriin olarak laktik ve asetik asit olusmaktadir.

Fermantasyon izyollar1 sirasinda 6nemli bir rolii olan piriivat, laktik asit olusumunda
elektron akseptorii olarak gorev alir ve hiicre igindeki yiikseltgenme-indirgenme

dengesini kontrol eder. Ancak, LAB tiiriine baglh olarak ve baz1 biiyiime kosullar1 altinda
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piriivatin kullanilma yollar1 degisebilir ve laktik asitten farkli maddeler olusabilir. Bu
izyollarindan bir tanesi olan diasetil/asetoin izyolu bir¢ok LAB’de goriilebilir. Bu izyolu,
hiicrede NAD" rejenarasyonu ihtiyaci kadar piriivat fazlaligi olmasi gerekirken, gelisme
ortaminda fermente olan karbonhidrattan baska bir piriivat kaynagi bulunmasi ya da
ortamda elektron alicis1 olarak bagka bir bilesik olmasi nedeniyle, fermantasyon sonucu
olusan pirlivatin fazlalik olarak kalmasi sonucu meydana gelir [59]. Siitte sitratin
parcalanmasi sonucu olusan piriivatin bu gorevi gergeklestirmesi i¢in, sitrat oncelikle
sitrat permeaz enzimi ile hiicreye tasinmaktadir ve sitrat liyaz enzimi ile okzaloasetat ve
asetata dontismektedir. Olusan okzaloasetat da okzaloasetat dekarboksilaz enzimi ile
piriivat ve karbondioksite doniismektedir. Ardindan Sekil 2.5°de goriildigi gibi 2

alternatif yoldan biri kullanilarak piriivat diasetile donlismektedir.

Alternatif izyollarindan biri olan format-liyaz sisteminde piriivat-format liyaz enzimi,
piriivat ve CoA reaksiyonunu katalizleyerek format asetil CoA olusturur. Olusan asetil
CoA elektron alic1 olarak kullanilarak etanol olusumunda ya da asetil fosfat araciligiyla
substrat seviyesinde fosforilasyonda dncii olarak kullanilir (Sekil 2.5). Bu izyolu sinirh
substrat varliginda ve anaerobik kosullarda baz1 LAB’inde homolaktik fermantasyondan
heterolaktik fermantasyona doniige sebep olarak karisik asit fermantasyonuyla sonuglanir

[59]. izyolunun son iiriinleri laktat, asetat, format ve etanoldiir.

Piriivat oksidaz izyolunda, oksijen varligi altinda hiicre piriivati, piriivat oksidaz ile asetat
ve karbondioksite doniistiiriirken hidrojen peroksit olusturmaktadir (Sekil 2.5).
Lactiplantibacillus plantarum suslarinda piriivat oksidaz aerobik solunumda gorev
almakta ve metabolizma sonucunda 6nemli miktarda asetik asit meydana gelmektedir
[57]. Ozellikle laktokoklarda fonksiyonel durumda olan piriivat dehidrogenaz izyolunda
ise piriivat, asetil CoA’ya okside olurken karbondioksit ve NADH olusmakta ve bu

izyolunun son iiriinii genelde asetat olmaktadir (Sekil 2.5) [57].
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Sekil 2.5. Piriivatin alternatif kullanim izyollar1, noktali ¢izgiler enzimatik olmayan
reaksiyonlar1 gostermektedir, enzimler sirasiyla: 1:diasetil sentez, 2:asetolaktat sentez,

3:piriivat format liyaz, 4:piriivat dehidrogenaz, 5:piriivat oksidaz, 6:asetat kinaz [59].

LAB arasinda oksijenin harici elektron alic1 olarak goérev almasimi saglayan NADH
oksidaz enzimleri de yaygin olarak bulunmaktadir. Bu enzimler genellikle oksijen
varliginda wuyarilmaktadir. Elektron transferini yOneten enzimin varligina gore
reaksiyonun son iirtinleri NAD™ ve hidrojen peroksit ya da NAD" olmaktadir [59]. LAB
metabolizmasinda oksijen disinda harici elektron alic1 olarak gorev alan organik bilesikler
de bulunmaktadir. Bu organik molekiillerden birisi olan sitrat, dogrudan elektron alici
olarak kullanilmaz, ancak baska elektron alici molekiillere dnciidiir. ilk adim olarak sitrat
liyaz enzimi ile sitrattan asetat ve okzaloasetat olusurken, farkli LAB’de bu iiriinlerin
farkl1 sekillerde metabolize edildigi goriilmektedir [59]. Ornegin; Lactiplantibacillus
plantarum’da mannitoliin anaerobik olarak fermente edilmesi sirasinda okzaloasetatan

stiksinik asit olugsmaktadir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Heterofermentatif laktobasillerde glukoz ve sitrattan siiksinik asit tiretimi [59].

2.4.2. Mayalar

Mayalar, eseysiz bilylimesi ¢cogunlukla tomurcuklanma veya boliinmeden kaynaklanan
ve ilireme durumlarimi meyve veren bir govde i¢inde veya iizerinde olusturmayan
mantarlar olarak tanimlanabilir [68]. Mayalar tek hiicreli, kiiresel, oval, eliptik, limon,
silindirik ya da ipliksi goriiniimde, 2-8 mikron ¢apinda, optimum gelisme pH’lar1 4,5-5

ve optimum gelisme sicakliklar1 20-30°C arasinda olan mikroorganizmalardir.

Gida iirtinlerinin saklanmasi, korunmasi ve duyusal 6zelliklerinin zenginlestirilmesi i¢in
yiizyillardir kullanilan fermantasyon tekniginde gérev alan mikroorganizmalardan olan
mayalar ¢ogunlukla tek hiicreli organizmalar halinde bulunan, dkaryotik fungilerin
heterojen bir grubudur. Farkli mayalarin belirli sekerleri kullanabilmeleri ve bunlari
kullanma iz yollar1 molekiiler tekniklerin ortaya ¢iktig1 doneme kadar bir siniflandirma
yontemi olarak kullamilmistir. Bu iz yollar1 farkli mayalar arasinda biiyiikk oranda
korunmus olsa da, bu metabolizmalarin regiilasyonunda goriilen farkliliklar tiirler

arasinda 6nemli degisimler gosterebilmektedir.
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2.4.2.1. Mayalarin Metabolizmasi

Mayalar tiim enerji ve karbon kaynagi ihtiyaglarini organik bilesenlerden elde eden
kemohetrotrofik canlilardir. Bilinen biitiin mayalar sekerleri kullanabilirken; alkoller,
organik asitler, amino asitler, n-alkanlar ve lipidler gibi ¢ok ¢esitli karbon kaynaklari

tizerinde gelisebilirler [69,70].

Maya hiicrelerinin  karbonhidrat metabolizmas1 sirasinda ¢esitli  diizenleyici
mekanizmalar goriilmektedir. Bunlardan Crabtree etkisi aerobik kosullar altinda solunum
yerine sekerlerin alkolik fermantasyonunun gergeklesmesidir [71,72]. Pasteur etkisi ise
maya hiicresinin yiiksek seker konsantrasyonlarinda ve aerobik kosullar altinda solunum
gerceklestirirken, glukoz miktar1 6nemli olmaksizin oksijensiz ortamda fermantasyona
donmesidir [72,73]. Diger bir diizenleyici mekanizma olan Custers etkisi ise anaerobisis
ile fermentasyonun inhibe olmasidir [74]. Kluyver etkisi de hiicrenin bazi disakkaritleri
anerobik olarak metabolize etme yetenegi yokken; bu disakkaritleri olusturan

monosakkaritleri ayn1 kosullarda kullanabilmesidir [75].

Karbonhidrat metabolizmasinin ilk adimi olan sekerlerin hiicreye alinmasi sirasinda
plazma membraninda yer alan tasiyict proteinler tamamlayic1 rol oynamaktadir.
Heksozlarin hiicre i¢ine tasinmasi sirasinda Saccharomyces cerevisiae’da kolaylastirilmis
diffiizyon gorev alirken, farkli maya tiirlerinde farkli sistemler goriilebilmektedir.
Disakkaritlerin metabolizmasi sirasinda ise maya tiiriine ve sekerin dogasina bagli olarak
disakkaritin hidrolizi hiicre membraninin diginda, periplazmik boslukta ya da hiicre i¢inde

gergeklesebilir [70].

Hiicre icine alinan heksozlarin glikolitik yola girebilmesi i¢in ilk adim olarak glukoz,
fruktoz ve mannozlarin heksokinazlar tarafindan fosforilizasyona ugramasi
gerekmektedir. Ardindan fosfoglukoz izomeraz, iki glukoz ve friikktoz-6 fosfat1 birbirine
doniistiiriir.  Fosfofruktozkinaz enzimi de fruktoz-6-fosfata ikinci bir fosfat grubu
ekleyerek fruktoz-1,6-bifosfat olusturur. Aldolaz enzimi ile fruktoz-1,6-bifosfat
molekiilii agilarak dihidroksiaseton fosfat ve gliseraldehit-3-fosfat olusur. Bu molekiiller
trioz fosfat izomeraz enzimi ile birbirlerine doniistiiriilebilir. Olusan gliseraldehit-3-

fosfat, NAD" molekiiliiniin indirgenmesi ile aym anda gerceklesen bir reaksiyon ile
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gliseraldehit-3-fosfat enzimi araciligiyla 1,3-bifosfogliserat olusturur. Bu fosforil grubu
fosfogliserat kinaz ile ADP molekiiliine transfer edilerek ATP ve 3-fosfogliserat iiretilir.
3-fosfogliserat molekiilii, fosfogliserat mutaz ile 2-fosfogliserata ve daha sonra enolaz ile
fosfoenolpiriivata doniistiiriiliir. Ardindan bir tane daha fosforil transfer reaksiyonu

pirtivat kinaz ile katalizlenerek piriivat ve ATP olusur [69,70].

Glikoliz sirasinda gergeklesen énemli yan yollardan birisi gliserol biyosentezidir [69].
Aldolaz enzimi ile elde edilmis olan dihidroksiaseton fosfat molekiilii, trioz fosfat
izomeraz enzimi ile gliseraldehit-3-fosfata doniiserek glikolize girebilecegi gibi gliserol-
3-fosfat dehidrogenaz ile gliserol-3-fosfata indirgenebilir. Bu sirada NADH molekiilii
NAD* molekiiliine okside olur. Olusan gliserol-3-fosfat da gliserol-3-fosfataz ile gliserole
dontstiirtiliir. Olusan gliserol, maya hiicrelerini osmotik streslere karst korudugu icin

mayalar i¢in 6nemlidir [76].

Glikolitik yol sonucunda elde edilen piriivatin katabolik olarak kullanilmasi, etanole
fermente edilmesi ya da sitrik asit dongiisii ile karbondioksite okside edilmesi seklinde
iki yolla ger¢eklesmektedir [69]. Fermantasyon sirasinda piriivat, piriivat dekarboksilaz
enzimi ile asetaldehit ve karbondioksite ayrilmaktadir. Olusan asetaldehit alkol
dehidrogenaz enzimi ile etanole indirgenirken NADH molekiilii de okside olmaktadir.
Asetaldehit molekiilii, asetaldehit dehidrogenaz ve asetil-CoA sentez enzimleri ile
lipidlerin ve amino asitlerin biyosentezinde kullanilan sitozolik asetil-koenzim A’ya
doniisebilmektedir [77]. Bunun yaninda maya hiicreleri karbon kaynagi olarak asetati da
kullanabilmektedir. Asetat metabolizmasi sirasinda asetat, asetil-CoA sentez enzimi ile

asetil-CoA’ya dontistiiriilmektedir [70].

Olusan pirtivatin oksidatif yolla katabolize edilmesi, piriivatin mitokondriye tasinmasi ve
ardindan piriivat dehirogenazin katalizlemesiyle NAD* molekiiliiniin indirgenmesi ile
asetil-CoA ve karbondioksite donistiiriillmesi seklinde ger¢eklesmektedir [69].
Saccharomyces cerevisiae’nin metabolik aktivitesi sirasinda piriivat dehidrogenaz
enziminin piriivata olan afinitesi piriivat dekarboksilazdan on kat daha yiiksek olmasina
ragmen hiicre i¢indeki akivitesi oldukg¢a diisiiktiir. Bu yiizden, piriivat distk

konsantrasyonlarda bulundugunda pirtivat dehidrogenaz ile okside olmaya daha
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yatkindir. Maya hiicresi yiiksek konsantrasyonlarda seker igeren ortamlarda
bulundugunda piriivat akisi fazla olmakta ve hiicre fermantasyona kayarak etanol

tiretmektedir [69].

Maya metabolizmasinin trikarboksilik asit dongiisiiniin (TCA) glikoliz ile arasindaki bag
olan asetil-CoA, asetil-CoA sentez enzimi ile etanol ya da asetattan, piriivat dehidrogenaz
enzimi ile piriivattan ya da yag asidi oksidasyonundan olusmaktadir [69,70]. Bu asetil-
CoA, sitrat iiretmek i¢in sitrat sentez enziminin katalizledigi bir reaksiyon ile okzaloasetat
ile tepkimeye girmektedir. Olusan sitrattin izositrata izomerizasyonunun ardindan ise
izositrat molekiilii alfa-ketoglutarat molekiiline doniismektedir [78]. Olusan alfa-
ketoglutarat molekiiliiniin siiksinil-CoA ile siiksinata dekarboksilasyonunun ardindan
fumarata doniistimii ger¢ceklesmektedir. Ardindan, fumaraz enzimi ile fumarattan olusan
malat, malat dehidrogenaz enzimi ile okzaloasetata okside olmaktadir [69]. Olusan
okzaloasetat seviyesinin yetersiz olmast durumunda, TCA dongiisii ara iriinlerinin
biyosentetik amaclarla kullanilmasi (amino asit sentezlenmesi gibi) sebebiyle, TCA
dongiisii gerceklesmemektedir. Maya hiicrelerinde ana anaplerotik reaksiyon piriivat
karboksilaz enzimi aktivitesidir [70,79]. Maya hiicresinin etanol ya da asetat gibi 3 karbon
atomundan az karbon kaynagi igerdigi durumlarda kullandig1 anaplerotik reaksiyon ise
glioksilat dongiisiidir [69,70]. Bu dongiide izositrat liyaz, izositratin glioksilat ve
silksinata doniisiimiinii katalizler. Homotetramer olan bu enzimin sentezini etanol
tetiklerken, glukoz baskilamaktadir. Bu dongiiniin ikinci enzimi olan malat sentez ise

glikozilat molekiiliiniin asetil-CoA iireterek kondensasyonunu saglar [69,70].

Pentoz fosfat izyolu, NADPH molekiiliiniin, riboz iskelet yapilarinin ve aromatik amino
asitlerin sentezi i¢in gerekli eritroz-4-fosfat yapilarinin saglanmasi gibi birgok metabolik

gerekliligin tamamlanmasinda rol oynar [69].

Maya metabolizmas1 sirasinda okzalik asit sentezlenmesi ise tii¢ farkli yolla
gerceklesebilmektedir. Bunlardan ilkinde sitoplazma, piriivat karboksilaz enzimi ile
karbondioksit molekiiliinlin pirivat molekiiliine fiksasyonu gergeklesir ve bdylece
okzaloasetat olusur. Daha sonra ise okzaloasetat asetilhidrolaz enzimi ile bu molekiil

okzaloasetat ve asetat bilesiklerine ayrilir [80]. TCA ve glioksilat izyollarinda ise piriivat
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bu izyollarina girebilmek i¢in ilk olarak pirtivat dehidrogenaz multienzim kompleksiyle
asetil CoA’ya okside olur. Ardindan TCA dongiisiinde, sitoplazmik dongiide oldugu gibi
okzaloasetattan, okzaloasetat hidrolaz enzimi ile okzalik asit iretilirken; glioksilat
izyolunda ize sitratin glioksilat dehidrogenaz enzimi ile glioksilata hidrolizinden elde
edilir [80].

Tarhana hamurlarinda biiyiik oranda tespit edilen Kluyveromyces marxianus ve
Saccharomyces cerevisiae tiirii mayalarin ikisi de solunum-fermantasyon tipi
metabolizma gostermektedir. Bu mayalar oksidatif fosforilasyonu takiben TCA dongiisii
ile enerji iretmenin yaninda sekerleri etanole ¢evirerek fermantasyon da yapabilmektedir.
Ancak, Saccharomyces cerevisiae aerobik kosullar altinda bile olsa yiiksek seker
konsantrasyonlarinda fermantasyonu tercih etmekte ve piriivati etanol {iretimine
yonlendirmektedir. S. cerevisie tliriiniin tercih ettigi bu metabolizma sekline pozitif
Crabtree etkisi denmektedir [81]. Aksine, Kluyveromyces marxianus Crabtree etkisini
pozitiften negatife bir spektrum arasinda gostermekte ve bulundugu prosese gore

kullanacagi metabolizma izyolunu tercih edebilmektedir [82].

Tarhana fermantasyonu sirasinda hamurun regetesi, bu regetede yer alan bilesenlerin
kaynaklari, fermantasyon siiresi ve sicakligi mikrobiyotayr olusturan LAB ve maya
cesitliligini ve miktarim etkileyebilir. Ornegin, De Vuyst [55], diisiik sicakliklarda
gerceklestirilen fermantasyon prosesinde maya gelisiminin desteklenerek etanol {iretimi
ve aroma olusumunun arttiini belirlemistir. Bu sebeplerle, farkli tarhana c¢esitleri
mikrobiyotasinda maya cinslerinin varliint ve bu metabolik yollar1 kullanarak

olusturabilecekleri metabolitlerin son iiriine etkilerini incelemek 6nemlidir.

2.4.3. Fermente Gidalarda Laktik Asit Bakterileri (LAB) ve Mayalar Arasindaki
Etkilesimler

Mayalar ve LAB arasindaki metabolik etkilesimler birgok fermente gida tliretiminde
kullanilmaktadir. Fermente gidalarin mikrobiyotasinda bulunan LAB’i organik asitler
tireterek pH’1 diisiirlip patojen mikroorganizmalarin gelisimini 6nlerken maya gelisimini

ise tesvik etmektedir [83]. Mayalarin ise LAB igin vitaminler ve ¢dzliniir nitrojen gibi
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besin Ogeleri saglamanin yani sira aroma gelisiminde 6nemli olan ¢esitli hiicre dis
enzimler {irettizgi de bilinmektedir. Ornegin, Saccharomyces cerevisiae ve
Lacticaseibacillus casei iiriin mikrobiyotasinda birlikte bulundugunda; Saccharomyces
cerevisiae, Lacticaseibacillus casei gelisimi i¢in elzem olan riboflavini saglamaktadir
[83]. Ayica, Saccharomyces cerevisiae ve Lactiplantibacillus plantarum tiirlerinin asidik
kosullarda  glikoz-sitrat iceren ortamlarda Dbirlikte bulunmast  durumunda
Saccharomyces’lerin Lactobacillus tarafindan tiretilen laktik asit miktarini azaltarak pH’1

stabilize ettigi ve sitrat fermantasyonunu arttirdig belirlenmistir [84].

Gida iriinlerinde mayalar ve laktik asit bakterilerinin etkilesimleri sirasinda maya
tiirlerinin bu etkilesimlere olan katkilari; amino asitler ve vitaminler gibi zorunlu gelisim
metabolitlerini  saglamalari, metabolizma sonucu iretilen toksik son iiriinleri
uzaklagtirmalari, pH’1 distirerek istenmeyen mikroorganizmalart yok etmeleri,
karbondioksit ve alkol iiretmeleri ya da organik asitleri kullanarak pH’1 yiikseltmeleri

sonucu starter kiiltiir gelisimini desteklemeleri olarak sayilabilir [83].

Eksi hamur fermantasyonunda asitlik olusumundan LAB, taneli ve elastik ekmek igi
yapisinin olusumundan homofermentatif LAB, flavor olusumu ve kabarmadan
heterofermentatif LAB ve mayalar sorumludur [55,85]. Eksi hamur {iretiminde
Lactobacillus tiirleri karbonhidratlardan maltozu pargalayarak, maltoz kullanamayan S.
exiguus tiirleri i¢in gerekli glukozu saglarken; maltozu metabolize edebilen S. cerevisiae

tiirleri ile de yarismaktadir [83].

Fermente bir Afrika tahil {irlinii olan ogi fermantasyonunda yer alan mayalar ve bunlarin
tirettikleri enzimler incelendiginde Saccharomyces cerevisiae, Candida krusei,
Candida tropicalis ve Geotrichum candidum suslarinin fitaz {iretme Kkabiliyetleri
degismekle birlikte, fitati parcalayabildikleri belirlenmistir [86]. Diger enzimlerin
aktiviteleri agisindan ise tim Candida sp. izolatlariin test edilen diger mayalardan daha
yiiksek lipolitik aktivite gosterirken; Saccharomyces cerevisiae izolatlarinin ise diger
tirlerden daha yiiksek esteraz aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir [86]. Candida
tirleri i¢in laktik asit iyi bir biiylime faktorii oldugundan, LAB, mayalar i¢in uygun
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gelisme ortamini saglarken; mayalar da Lactiplantibacillus plantarum i¢in gerekli

vitaminleri saglamaktadir [87].

Tahil fermantasyonunun ilk basamaklarinda Leuconostoc ve Lactococcus spp.’nin baskin
oldugu bir ortamda, asir1 organik asit liretimi nedeniyle maya gelisiminin inhibe oldugu;
ancak fermantasyon devaminda besin Ogelerinin azalmasiyla Lactiplantibacillus

plantarum ve Candida spp.’nin siireci devam ettirerek dengeye ulastig1 tespit edilmistir
[88].

Ponomarova [49], Saccharomyces cerevisiae, Lactococcus lactis ve Lactiplantibacillus
plantarum igeren bir model ortamda, LAB tiirlerinin gelisme gostermek i¢in amino asitler
ve vitaminler gibi besin Ogelerine ihtiya¢ duyarken mayalarin daha basit ortamlarda
geligebildigini tespit etmistir. Ayrica, mayalar birlikte ya da yalniz basina iken gelisme
gosterebildigi halde; bu iki LAB’nin de maya varlig1 olmadan gelisme gosteremedigi
saptanmigtir [49]. Calisma sonucunda mayalarin LAB gelisimini destekleyen difiize
olabilir faktorler irettigi, etkilesim i¢in maya ve LAB’nin etkilesim halinde olmasinin
zorunlu olmadigi ve biiylimeyi tesvik eden faktorleri salgilamanin mayalara ait igsel bir

Ozellik oldugu ve gergeklesmesi igin bakterilere ihtiya¢ olmadigi anlasilmistir [49].

Tarhana hamurunda maya kaynagi olarak eksi hamur kullanilmakta ve farkli tarhana
kaliteleri eksi mayanin kompleks mikroflorasindan etkilenmektedir. Tarhana hamuruna
kontrollii maya inokiilasyonunun fermantasyona etkilerinin incelendigi bir calismada, %1
oraninda maya ilavesinin hizl bir asitlik artig1 saglayarak fermantasyon siiresini kisalttig1
ve daha kisa fermantasyon siiresinde daha i1yi duyusal 6zellikler olustugu belirlenmistir
[22]. Benzer bir ¢alismada da maya varliginin tarhana hamurunda duyusal 6zellikleri

arttirdig1 tespit edilmistir [21].

2.5. Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon/iyonizasyon Kiitle Spektrometresi
(MALDI TOF MS)

Mikroorganizmalarin genis ¢esitliligi ve bilimin farkli dallarindaki gelismeler sayesinde

mikrobiyolojik tanimlama analizlerinde farkli tanimlama metotlarinin gelismesi
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saglanmistir. Bu tanimlama metotlari en basta fenotipik olarak mikroskobik/makroskobik
metotlar, kiiltlir temelli metotlar ve fizyolojik/biyokimyasal metotlar olarak
gelistirilmistir. Kiiltiiromik yaklasimin ortaya ¢ikmasiyla ise modern mikrobiyota
arastirmalarindaki yaygin uygulamalar iddiasiz ve karmasik mikrobiyolojik gelenek
yerine genomik ve yapisal ¢alismalara birakmistir [5]. Kiiltiiromik yaklagimin genomik
araglari metagenomik ¢aligmalar alaninda kalirken; yapisal ¢alismalar Matriks destekli
lazer  desorpsiyon/iyonizasyon = (MALDI)  spektrometresi (MS)  cihaziyla
gerceklestirilmektedir [5]. Bu yontemle yapilan c¢alismalarda ise metagenomik
yaklasimlardan farkli olarak besiyeri ortamlarinda gelistirilebilen mikroorganizmalar
kullanildigr i¢in; ¢aligmalar sirasinda makul miktarda saf kiiltiirler elde etmek kritik bir

noktadir.

Mikroorganizmalarin tanimlanmasinda kullanilan metotlar basit, giivenilir, yiiksek
derecede spesifik olmali, ¢esitli mikroorganizma gruplarinin analizinde birlik gostermeli
ve miimkiin oldugunca uygun maliyetli olmalidir [89,90]. Matriks destekli lazer
desorpsiyon/iyonizasyon spektrometresi, bakterilerin hizli ve dogru sekilde tanimlanmasi
icin son yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Gidalarda mikroorganizmalarin
tanimlanmast gidayr bozan bakteriler, patojenler, starter kiiltiirler ve probiyotikler
acisindan Onemlidir. Gida mikrobiyolojisi laboratuvarlarinda rutin olarak yapilan
islemlerde halen geleneksel kiiltiire bagli yontemler kullanilmakta ve bu analizler en
azindan iki giin siirmektedir. Buna karsin yiiksek derecede hassas ve spesifik yontemler
olan genotipik tanimlama analizleri yiiksek maliyetli olmanin yaninda biiyiik 6lgiide
uzmanlik gerektirmektedir. Bu iki farkli yaklasimin arasinda MALDI TOF MS ile
bakteriyel tanimlama hem giivenilirligi hem de rutin analizlere eklenebilmesiyle 6nem

tasimaktadir.

MALDI TOF MS ile tanimlama islemi 6rnekte ¢cok miktarda bulunan proteinlerin parmak
izlerinin olusturulmasi ve bu parmak izlerinin, veri tabaninda bulunan referans spektra ile
karsilastirilmast ile gerceklesmektedir. Biitlin kiitle spektrometresi metotlarinin temel
prensibi noétral bir molekiiliin iyonizasyonu ve olusan birincil iyonlarin ve bunlarin

yiiksek vakumdaki bozulma tirlinlerinin hatasiz tespitine dayanmaktadir [91].
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Tipik bir kiitle spektroskopisi bir iyon kaynagi, bir kiitle analiz edici ve bir detektor olmak
tizere 3 parcadan olusmaktadir. MALDI, biyomolekiilleri bozulmaya ugratmadan, onlari
kiiglik organik bilesiklerin kristallerine gomerek iyonize etmektedir [91]. Analit 6ncelikle
bir matriks i¢erisinde kristalize olmaktadir. Protein analizi i¢in uygun olan matriksler 2,5-
dihidroksibenzoik (DHBA) a- siyano-4-hidroksisinamik asit (CHCA) ya da 3,5-
dimetoksi-4- hidroksisinamik asit (sinapinic acid, SA) olarak siralanabilir. Bu kii¢iik
organik molekiil UV lazerden radyasyonu absorbe eder ve enerjisini proteinlere tasir.
Boylece proteinler bozulmadan iyonize olur. MALDI’deki iyonizasyon asamasi birincil
ve ikincil iyonizasyon olarak 2 adimli bir mekanizma olarak aciklanabilir. Lazer
atisindaki enerji sadece matriks tarafindan absorbe edilirken; matriks buharlagir ve
iyonlar1 analite transfer eder. Bu da analitin desorpsiyonuna neden olur. Bu iyonizasyon
her tiir molekiilden sadece tek yiiklii iyonlar olusturur (Sekil 2.7). Gaz fazina gectikten
sonra, yiiklii molekiiller elektrik alan icerisinde hizlanir ve kiitle/yiik oranina gore kiitle
analiz edicide ayrilir. Son olarak dedektor tarafindan degerlendirilir [91]. Tespit edilen
her molekiil, molekiiler kiitlesi, yiikii, kiitle/yiik orani1 ve sinyalin bagil yogunlugu

acisindan degerlendirilir [92].

\
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analit-

matriks ® e P
kristali

i-'#

Sekil 2.7. MALDI metodu ¢alisma prensibi, analit-matriks kristallerinin lazer 1sinlar ile

elektrostatik alan

uyarilmasi sonucu analit molekiillerinin ve proteinlerin salinmasi [91].

MALDI TOF-MS’de yer alan TOF analizorii aynmi elektrik alaninda hizlandirilan tim
iyonlarin ayni kinetik enerjiye sahip oldugu prensibine dayanmaktadir. Bu iyonlar

elektrik alanini terk ettikten sonra alanin olmadig1 ugus tiipiine girerek kiitlelerine gore
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farkli hizlar kazanmaktadir (Sekil 2.8). Daha biiyiik iyonlar ugus tiipiinii daha uzun siirede
gecmektedir [91].

Elek'lrostatikian ugus tiipii “i
‘@0 2] @ @
elektrotlar Ej dedektor
Lazer Ugus zamani

des-tlzlrps-i\ron_li intensi '
yonizasyon . “ ‘ “ .
Sekil 2.8. Ugus zamani analizotiirii ile MALDI ¢alismasi [91].

Mikroorganizmalarin kiitle spektroskopisine dayanan tanimlanmasi, belirli bir anda bir
hiicrede bulunan proteinlerin tam seti anlamina gelen proteoma bagli olarak
gerceklesmektedir. Bir hiicrenin proteomu farkli biiylime kosullarma gore farklilik
gostermektedir. Bakteriler i¢in ribozomal proteinlerin tanimlanmasina dayali olan bu
yontem inkiibasyon sicakligi, besiyeri ve inkiibasyon siiresine bagli oldugundan tekrar
edilebilir sonuclarin elde edilebilmesi i¢in bu degiskenlerin miimkiin oldugunca sabit
tutulmasi1 gerekmektedir [89,91,93]. Ribozomal proteinlerin farkl kiitleleri, giidiimsiiz
hiyerarsik kiimelenme yaklagimlarinin uygulanmasini ya da model inga metotlarinin
uygulanmasini saglayan spesifik parmak izleri olusturmay1 saglamaktadir [93]. Bunlarin
yaninda ribozomal proteinler besin yetersizliginden ve soguk stresinden etkilendiginden
MALDI TOF MS analizlerinde taze orneklerle calismak 6nemlidir. Ayrica her ne kadar
ribozomal proteinlerin amino asit dizileri biiyiik Olgiide korunmus olsa da alt tiir

seviyesinde ve sus seviyesinde hafif amino asit dizilimi degisimleri olabilmektedir [89].

MALDI TOF MS analizlerinde dogruluk ve tekrarlanabilirligin saglanmasi i¢in 6rnek
hazirlama asamas1 dnem tasimaktadir. On zenginlestirme asamalar1 disinda, MALDI

TOF MS analizi dogrudan tek koloniden gerceklestirilebilmektedir. Etkili bir tanimlama
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yapabilmek igin, protein ekstraksiyon metoduna bagli olmak iizere 10°-10 hiicre
gerekmektedir [93]. Genel olarak hiicrenin pargalanmasi i¢in 3 farkli yaklagim
bulunmaktadir. Bunlar; dogrudan bulastirma, hedef ekstraksiyonu ve etanol ile
saflagtirmanin ardindan asetonitril/formik asit ekstraksiyonu metotlaridir. Kati1 ortamdaki
yapilari nedeniyle siirmenin zor oldugu bazi izolatlar s1vi besiyerinde gelistirilerek etanol-

formik asit ekstraksiyonu uygulanabilir [89,91].

MALDI TOF MS ile 6l¢iim gerceklestirilirken, dnce gelistirici tarafindan tavsiye edilen
E. coli referans suslarindan biri kullanilarak; cihaz veri tabanindaki ortalama kiitlelerle;
analiz edilen kalibrasyonda kullanilan susun ortalama kiitleleri kiyaslanarak cihaz
kalibrasyonu gergeklestirilir. Hedef slayt iizerinde matriks ve analit birlikte kristalize
olduktan sonra hedef slayt cihaz igerisine yerlestirilir. Ornegin kalitesi ve safligina, veri
tabaninin genigligi, veritabani i¢indeki referans spektra sayisina bagli olarak izolatin
tanimlanmasi birkag saniyeden birka¢ dakikaya varan siirede ger¢eklesir [89]. Tanimlama
kiitle/ylik (m/z) oranina gore gerceklestirilir ve m/z degeri elde edilen pikin kiitle
merkezidir [92]. Entegre edilmis olan yazilim, en benzer parmak izlerini logaritmik skor
degerlerine gore siralayarak bir sonug listesi hazirlar. Sonuglarin kesinligini arttirmak igin

sadece belli sayida yiiksek yogunluklu tekrar edilebilir pikler degerlendirilir [91].

Sekil 2.9. MALDI TOF MS hedef slaydinin cihaza yiiklenmesi.

Geleneksel fermente bir iiriinden izole edilen laktik asit bakterilerini tanimlamak igin
MALDI TOF MS ile (GTG)s-PCR parmak izi teknigini karsilastirarak kullandigi bir
caligmada laktik asit bakterilerini tanimlamada MALDI TOF MS’in sus seviyesinde etkin
olarak kullanilabilecegi ve cihazin ayirici giiciiniin taksona bagli oldugu belirtilmistir

[89]. Ayrica bir Fransiz peynirinden izole edilen 197 LAB kolonisinin tanimlanmasinda,
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izolatlarin %80.2’si tiir seviyesinde yiiksek olasilikla, %17.26’s1 cins seviyesinde yliksek
olasilikla ve %2.54°1 tiir seviyesinde muhtemel olasilikla tanimlanmigtir [90]. Duskova
[94] ise gida 6rneklerinden izole edilen 148 bakterinin 138 tanesinin MALDI TOF MS
BioTyper veri tabaninda gilivenilir skorla tanimlandigin1 ve bunlarmm 111 tanesinin
Lactobacillus spp., 20 tanesinin Leuconostoc spp., 3 tanesinin Weissella spp., 2 tanesinin
Enterococcus spp. ve 2 tanesinin Pediococcus spp. oldugunu belirtmistir.

Bu tez ¢alismasinda izole edilen bakteriler, mayalar ve kiiflerin tanimlanmasinda VITEK
MS (Biomerieux, France) Matriks Destekli Lazer Dezorpsiyon Iyonlastirma Ugus
Zaman Kiitle Spektroskopisi sistemi kullanilmistir. Bu cihazin lazer teknik 6zellikleri
degismez odakli 337 nm nitrojen lazeri, saniyede 50 lazer atisi, eksen iistii lazer 1511
numune gelisi ve yazilim kontrollii lazer giicli ve lazer hedeflemedir. Analizor 6zellikleri
ise 1.2 m uzunlugunda dogrusal ugus borusuna sahip olmasi, 2 adet doner destekli turbo
molekiiller pompa ile saglanan emis ve matriks iyonlar1 gibi istenmeyen yiiksek
yogunluklu sinyaller i¢in 151n saptirma 6zelligi olmasidir. VITEK MS sistemi, Hazirlik
Istasyonu ve Toplama Istasyonu olarak iki par¢adan olusmaktadir. Bu iki istasyon da
Myla veritabanina baghidir ve elde edilen spektrumlarin analizi Myla’da gerceklestirilir.
VITEK MS cihazinin onayli veritabani olan Myla yaninda, arastirmacilar tarafindan
gelistirilmekte olan Launchpad ve SARAMIS veri tabani da kullanilabilmektedir. Bu
calismada daha genis bir veritabanina sahip oldugu i¢in SARAMIS yazilimi ile
calisilmistir.
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Ornek + Saf olarak elde edilen izolatlarin uygun ekstraksiyon yontemi
Hazilama kullanilarak hedef slaytlara transfer edilmesi
« Ornek ve slayt bilgilerinin SARAMIS Target Manager sistemine
L yiiklenmesi
_—
MALDI TOF * Uygun E.colisusu kullanilarak cihaz kalibrasyonunun yapiimasi

+ Otomatik él¢iim yapilarak elde edilen verilen SARAMIS uygulamasina
transfer edilmesi

MS Olciimii

+ SARAMIS uygulamasinda SARAMIS veritabani kullanilarak otomatik
Sonuglar tanimlamalarin gergeklestirilmesi

(

Sekil 2.10. MALDI TOF MS Is Akis Semast

2.6. Metagenomik Amplikon Dizileme Analizleri

“Great Plate Count Anomaly” olarak isimlendirilen ve Diinya iizerindeki bakterilerin
yaklasik sadece %1 nin in vitro olarak kiiltiire edilebildigini ifade eden gergek, standart
mikrobiyolojik ekim yoOntemlerinin kompleks bakteriyel komiinitelerin ortaya
konmasinda yetersiz kaldigin1 gostermektedir [95,96]. Metagenom terimi ilk kez 1998
yilinda, daha 6nce tek genomlarin galisilmasinda kullanilan yaklasimlarin ¢evresel toprak
orneklerindeki mikroorganizmalarin toplaminin genomunun ifade edilmesi i¢in
kullanilmistir [6,97]. Bir baska deyisle metagenomik terimi bir 6rnekte bulunan hem
dominant hem de diisiik yogunluktaki biitiin organizmalarin genomik materyalinin ayn1
anda tanimlanmasi i¢in kullanilan dizileme yontemleridir [6,7]. Metagenom verileri
yiiksek c¢iktili dizileme metotlart kullanilarak elde edilir. Yeni nesil dizileme
yontemlerinin gelistirilmesiyle bireysel genomlarin dizilenmesinde goriilen biiyiik artis

metagenomik dizileme ve analizlerde bir doniim noktasi yasanmasini saglamistir.
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Molekiiler kiiltiirden bagimsiz yontemlerin gelistirilmesiyle, ¢cevreden ve hayvanlardan
alinan 6rneklerdeki karisik bakteriyel kompozisyon 6zellikle 16S rRNA genini kodlayan
genlerin PCR ile ¢ogaltilmasi, saflastirma i¢in ¢ogaltilmasi ve tanimlama i¢in dizilenmesi
kullanilarak ortaya ¢ikarilmaktadir. 1985 yilinda Carl Woese’nin rRNA genlerinin
evrimsel kronometreler oldugunu gosteren oncii ¢caligmasinin ardindan Pace [98]’in 5S
ve 16S rRNA gen dizilerini dogrudan analiz etmeleriyle ¢evresel bir 6rnekten kiiltiire
etme yontemleri kullanmadan mikroorganizma ¢esitliligi ortaya konmustur [96]. Bu
caligmalar PCR teknolojisinin ilerlemesi ve neredeyse tiim genin g¢ogaltilmasi igin
primerlerin dizayn edilebilmesiyle ¢cok daha ileri bir noktaya gelmis ve 1990larin
ortalarinda ‘pyrosequencing’ ve ‘parallenmis baglanma aracili ve boncuk-temelli
dizileme’ metotlarinin sirastyla gelisimiyle Yeni Nesil Sekanslama (NGS) teknolojileri
gelistirilmistir [8,96]. Bu teknolojide goriilen ilerlemeler son yillarda mikrobiyal
ekosistemlerin incelenmesinde onemli bir gelisme olan yiiksek ¢iktili dizileme (HTS)

yontemlerinin olusturulmasini saglamistir.

Bircok metagenomik calisma rastgele ¢ogaltilmis DNA parcalarinin dizilenmesinden
ziyade bakteriyel tiirlerin tanimlanmasinda 6nemli bir ara¢ olan 16S rRNA geninin
analizine dayanmaktadir. Gida mikrobiyotasinda 6nemli bir yer tutan mayalar ve kiiflerin
tanimlanmasinda ise kromozomlarda yer alan ribozomal rRNA’larin kiigiik alt birim ve
biiytik alt birim genleri arasinda yer alan ‘internal transcribed spacer (ITS) bolgesi
hedeflenmektedir [8]. Cevresel bir 6rnegin mikrobiyotasi hakkinda derinlemesine bilgi
sahibi olmay1 saglayan bu yontemin gidalarda arastirilmasi ise geleneksel fermente
giudalarin karakterizasyonu, bir gida {riiniinde mikrobiyal komiinitenin gelisim ve
degisiminin gézlenmesi, bakteriyel bozulmanin tespiti ve durdurulmasi olarak sayilabilir.
Yiiksek ¢iktili dizileme yaklagiminin gida iriinlerinde uygulanma metotlart ve elde

edilebilecek ¢iktilar 2.11°de gosterilmistir.
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Sekil 2.11. Yiiksek ciktili dizileme metotlarinin gida tiriinlerinde uygulanma akis semast

[99].

Yeni nesil dizileme yontemleri ¢ok sayida nispeten kii¢iik okuma sonuglarindan biiyiik
miktarda paralel diziler elde etme prensibine dayanmaktadir [100]. Her okuma, yiiksek
¢oziinlirliiklii dedektorler araciligiyla bireysel kiiclik DNA parcalarinin gercek niikleotid

kompozisyonlarinin belirlenmesini saglar.

Ornek hazirlama asamasi herhangi bir metagenomik calismanin ilk ve en 6nemli
asamasidir. Ekstrakte edilen DNA 6rnekte bulunan tiim hiicreleri temsil etmeli ve takip
eden kiitiiphane hazirlama ve dizileme asamasinda kullanilacak yeterli miktarda yiiksek
kalitede niikleik asitler igermelidir [97]. Giliniimiizde ekstraksiyonun yapilacagi ¢evresel
ornek tipine gore farkli ekstraksiyon kitleri bulunmaktadir. Hedef komiinitenin bir bitki
ya da hayvan gibi ev sahibi ile iligkili olma durumuna gore fraksiyonlama ya da secici
lizis islemi uygulanabilmektedir [97]. Boylece ev sahibi genomun genis oldugu

durumlarda, bu genomun mikrobiyal komiiniteyi alt etmesi 6nlenmektedir.

DNA elde edilmesi asamasindan sonra dizileme cihazlari, cihaz tipine bagli olarak

degisen sekilde, uygun bir kiitiiphane igerisine bir DNA 6n isleme adim1 uygulanir. Genel
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olarak ilk once yiiksel molekiil agirlikli DNA, uygun platforma spesifik boyutta kesilir
[101,102]. Daha sonra kor uglu DNA pargalari elde etmek i¢in DNA uglarina bir parlatma
islemi uygulanir ve spesifik adaptorler bu pargalara baglanir. Fonksiyonel bir kiitiiphane
3’ ve 5’ uglarina baglanmis spesifik adaptor dizileri gerektirmektedir [101]. Adaptor
baglama asamasindan sonra kiitiiphane hemen dizileme islemine alinabilecegi gibi PCR

kullanilarak bir 6n ¢ogaltma islemi uygulanabilir.

Sekil 2.13. Tllumina kiitiiphane 6rnegi.

Bu tez caligmasinda kullanilan Illumina Hiseq dizileme sisteminde uygulanan tiim
enzimatik prosesler ve goriintiilleme islemleri bir “akis hiicresi (flow cell)’nde
gerceklesmektedir. Bu sistem Sekil 2.15°de gosterildigi gibi DNA’nin klonal ¢ogaltilmast
sonucu polimer kiimesi liretmek icin ‘kdprii amplifikasyon’ yaklasimini kullanirken

dizileme islemini de ‘sentezleyerek dizileme’ prensibiyle gergeklestirmektedir [101,103].
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Sekil 2.14. Akis hiicresi (Flow cell) 6rnegi.

Kiitiiphane hazirlama agsamasi sirasinda eklenen adaptor dizilerin karsiligi olan ileri ve
geri oligosakkaritler akis hiicresinin tiim i¢ yiizeyine baglanmis durumdadir. Hazirlanan
kiitiphane akis hiicresine yiiklenirken ¢ift zincirli DNA pargalari denatiire edilerek tek
zincirli hale gelir ve akis hiicresi iizerinde bulunan oligoniikleotitlerle hibridize olur.
Bastaki kiitiiphane uzaklastirilir ve kopyalanir. Akis hiicresine bagli olan pargalar ise
essicaklikli amplifikasyon ile 6zdes sablon molekiiller olusturmak igin kullanilir [101].
Bu proses 60°C’de denatiirasyon, baglanma ve uzatma basamaklarini kontrol eden 3 adet
spesifik tamponun halkasal diizenlemeleriyle gerceklesmektedir ve bu esnada
kopyalanan kiitliphane molekiillerinin 3’ uglar1 akis hiicresi lizerindeki tamamlayici
oligosakkaritlerle hibritlesir [101]. Son asamada ise ¢ift zincirli DNA pargalarinin bir
zinciri uzaklastirilir ve dideoksiniikleozit trifosfat (ddNTP) kullanilarak zincirlerde yer
alan tiim 3’uglar1 engellenerek baska kiitiiphane molekiilleri i¢in dizileme primeri olarak

davranmasi Onlenir.

Akis hiicresi tlizerinde gerceklesen her seferinde bir niikleotid okumasi yapilan
dongiilerde floresan olarak etiketlenmis deoksiriboniikleotidler (ANTP) uzayan DNA
zincirine katilir. Bu floresan 6zellikteki baz dedektor tarafindan goriintiilendikten sonra

uzaklastirilir ve sablon zincirler bir sonraki dongii i¢in hazir hale getirilir [101,103].
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Sekil 2.15. Koprii amplifikasyon yaklasimi ile sablon olusumu [101].

Fermente gidalarin mikrobiyotasinin belirlenmesinde yiiksek ¢iktili dizileme yonteminin
kullanilmas1 peynir lizerine yapilan bazi ¢alismalarda ([104-106]) degerlendirilmistir.
Metagenomik analizlerin dizilenen fragmanlarinin uzunluklari, dizileme g¢alismasinin
derinligi ve DNA ekstraksiyonu ve g¢ogaltilmasi asamasinda goriilebilen sapmalardan
kaynaklanan limitleri olmasina ragmen yapilan c¢aligmalarda klasik yontemlerle elde
edilen sonuglardan belirgin farkliliklar géstermis ve metagenomik sonuclar daha genis
bir bakteriyel ¢esitlilik yakalamistir [8]. Silvetti [107] geleneksel bir peynir ¢esidi olan
‘Silter’ peyniri lizerinde yaptiklar1 arastirmada ekstrakte ettikleri genomik DNA
materyalinin 16S rRNA geninin ¢ok degiskenli V3-V4 bolgelerini cogaltarak teleme ve
olgunlagmig peynir agamalarinda hakim olan mikrobiyotalar1 karakterize etmisler ve
sonuclarint klasik yontemlerle karsilastirarak bu iki yontemin birbirleriyle celisen

sonuglar gosterdigini belirlemislerdir.

Metagenomik yontemlerin klasik yontemlere gore sahip oldugu tiim tistiinliiklere karsin
calismalar sirasinda dogru ve gilivenilir sonuglar elde edebilmek i¢in dikkat edilmesi
gereken hususlar bulunmaktadir. Oncelikle, belirli bir gida iiriiniinde yer alan
mikroorganizmalarin ve bunlarin miktarlarinin dogru bir profilini olusturmak i¢in
calisilan numunenin iiriinii dogru sekilde yansittigindan emin olunmalidir. Ornek
alindiktan sonra hem niikleik asit ekstraksiyonundan 6nce hem de sonrasinda tasima,
depolama, aerobik ya da anaerobik saklama kosullarina dikkat edilerek mikroorganizma
miktarlarinin kosullardan etkilenmemesi saglanmalidir. Ayrica analizler sirasinda farkl
mikrobiyal tiirler hiicre duvar1 yapisindaki farkliliklardan dolay: litik ajanlardan farkl
hassasiyette etkilendiginden ekstrakte edilen niikleik asitlerin saflig1 farkli olabilmektedir
[99]. Bunlarin yaninda gida gibi iiriinlerinde matriks olduk¢a kompleks olabildiginden
PCR amplifikasyon asamasini etkileyen safsizliklar analizleri etkileyebilir [99]. PCR
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asamas1 ise amplifikasyon amaciyla analizlerde kullanilmakla birlikte, sonuglarda
taraflilik yaratarak mikroorganizmalarin miktarlarini orijinal o6rnektekinden farkl
gosterebilmektedir [99]. Dizileme asamasinda goz Oniine alinmasi gereken bu konularla
birlikte, elde edilen verilerin uygun biyoinformatik programlarla dogru ve giivenilir bir

sekilde degerlendirilmesi metagenomik ¢alismalarin kritik bir asamasidir.

2.7. Biyoinformatik Analizler

Kullanilan yeni nesil dizileme platformunda yapilan dizileme sonucu elde edilen ham
verilerin kalite kontroliiniin yapilmasi i¢in kullanilan yazilimlardan bir tanesi FastQC’dir
[108,109]. Bu yazilim ile daha ileri analizlere ge¢ilmeden 6nce elde edilen verilerde bu
ileri  analizlerin  uygulanmasim1  engelleyecek  problemler olup  olmadig:
anlasilabilmektedir. FastQC yaziliminin ilk adimi dizileme platformunda “.fastq” dosyasi
seklinde bulunan verilerin aktarilmasini saglamaktir. Daha sonra ana istatistikler, temel
dizi basina kalite, dizi basina kalite skorlari, dizi bagina GC igerigi, dizi basina N igerigi,
dizi uzunlugu dagilimi, kopya dizi seviyeleri, asir1 temsil edilen diziler ve adaptor igerigi
alanlarindan hangilerinde problem olabilecegi ile ilgili hizli genel bakig ve verilerin

degerlendirilmesi igin 6zet grafikler ve tablolar (Sekil 2.16) elde edilir [108,110].

| Fri 11 Mar 2022
QFastQC Report BURSA-D-G-N_rrInerge?ir.fastq

Summary

%) @Basic Statistics
Basic Statistics

Per base sequence qualit
@ a fuaty Filename BURSA-0-G-N_nerged. fastq

@Per sequence quality scores File type Conventional base eslls

@Per base sequence content Sanger / Illumina 1.9

171403
@Per sequence GC content

uality @

@Per base N content B86-42%

Sequence L ength Distribution *ac 54

emuence Duplication Levels

@Overrepresemed sequences
(€ Adapter Content @per base sequence quality

Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)
a2 =

Sekil 2.16. FASTQC yazilim1 ¢aligma ekrani goriintiisii.

Biyoinformatik analizler kisminda kullanilan ikinci yazilim olan MultiQC, FastQC

aracinda elde edilen kalite degerlendirmelerinin ¢oklu ornekler arasinda degisiminin tek
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raporda izlenmesini saglamaktadir. FastQC yazilimi kullanilarak her 6rnek i¢in ayr1 ayr
incelenmis olan parametreler, MultiQC yardimiyla tiim Ornekler i¢in bir araya
getirilmekte ve yaniltici olabilecek faktorler incelenebilmektedir [111]. Calisma

sonucunda elde edilebilen veri 6rnekleri Sekil 2.17°de gosterilmistir.

MultieC M u It i QC:

Merged_reads

A modular tool to aggregate results from bioinformatics analyses across many samples into a single report

© Welcome! N

General Statistics
Sample Name % Dups. “«GC 9!
BURSA-0-G-N_merged 995% 54 wsbp
BURSA-1-G-N_merged 995% 54 405 bp [¥]
BURSA-10-G-N_merged 99.3% bp
BURSA-7-G-N_merged 995% 53 408 bp
ISPARTA-0-G-N_merged 991%

ISPARTA-1-G-N_merged 9% 52 419bp
KASTAMONU-0-G-N_merged 995% 54 08bp

KASTAMONU-1-G-N meraed 996% 54% w07bp

Sekil 2.17. MultiQC yazilimi ¢aligma ekrani goriintiisii.

Dizileme analizlerinin kiitiiphane hazirlama basamaginda her DNA ya da RNA
molekiiliiniin 3’ ucuna eklenmis olan adaptor diziler de proses boyunca cihaz tarafindan
dizilenmektedir. Boylece elde edilen verilerde incelenen molekiille birlikte adaptor dizi
de yer almaktadir. Bu amagla Cutadapt v.1.18. yazilimi1 kullanilmakta ve adaptor dizilere
uzaklastirilarak daha ileri analizlere yalnizca gerekli veriler iletilmektedir [112]. Ayrica
Cutadapt sayesinde primerler, poly-A kuyruklar1 ve diger istenmeyen dizi tipleri de

yiiksek ¢iktili dizileme verilerinden kirpilabilmektedir.

Ileri ve geri yonlii okumalar seklinde iki farkl fastaq dosyasi halinde elde edilen ¢ift uglu
okumalar bir 6rtlismeden yararlanilarak tek bir okuma halinde birlestirilir (Sekil 2.18).
Bu ¢iftin birlestirilmesi sirasinda ileri okuma dizisi, geri okuma dizisinin ters-
tamamlayici dizisine hizalanmaktadir. Usearch yazilimi kullanilarak en az 15 bazlik bir

ortiisme esik degeri belirlenerek birlestirmeler gergeklestirilebilir [113].
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! !
H ! | Geri okuma -
—
! |- Geri primer
[ |
Yeniden inga edilmis dizi

Sekil 2. 18. lleri ve geri yonlii okumalarin birlestirilmesi [114].

Fungal tiirlerin tanimlanabilmesi i¢in molekiiler tanimlama tekniklerinde tercih edilen
“ribozamal internal transcribed spacer (ITS)” bolgesi iki tane olduk¢a degisken bolgeye
sahiptir. Bu ITS1 ve ITS2 bolgeleri genellikle tiirlere spesifiktir. Biiyiik taksonomik ve
cevresel veri setlerinden ITS1 ya da ITS2 bolgelerinin ayrilip tanimlamalarin
yapilabilmesi i¢in ITSx yazilimi kullanilabilmektedir [115]. ITSx dkaryotlara ait toplam
20 adet grubun genis diizenlemelerinden hesaplanan ‘“hidden Markov modellerini
(HMMs)” kullanir ve dizi ekstraksiyonu, dizilerdeki ribozomal genlerin tahmin edilen

pozisyonlarindan elde edilir [115].

Birlestirme islemi tamamlandiktan sonra, kontig ismi verilen bu birlestirilmis diziler, bu
okumalar1 Operasyonel Taksonomik Unite (OTU)’lere kiimeleyen biyoinformatik
araclarla calisilmaktadir. Matematiksel taksonominin en kiigiik birimi olan OTU,
organizmalar1 gozlenen karakteristiklerine (dizi benzerlikleri) gore gruplara ayirarak
siniflandirmak i¢in kullanilan ve bu organizmalar arasindaki evrimsel iligkileri yansitan
bir yaklagimdir. Bu ¢alismada kullanilan UNOISE algoritmasi elde edilen okumalardan
dogru biyolojik verilerin geri kazanilmasini saglayarak tek baza kadar ¢cogunlukla ve iki
ya da daha fazla baz i¢in daima farkli dizilerin ortaya ¢ikmasini saglamaktadir [116].
Okumalarin diizeltilmesi sirasinda hem dizileme isleminde ve PCR nokta hatalar1 hem de
krimeralar uzaklastirilmaktadir [116]. Biyoinformatik analizlerin bir sonraki agsamasi da
PCR islemi sirasinda ortaya ¢ikan hatali DNA kopyalar1 olan krimeralarin
uzaklastirilmasidir. Aksi halde ayn1 DNA pargasinin iki ya da daha fazla kopyas1 siirekli
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olarak birleserek tek bir dizi olugturmasina ve bu dizinin aslinda 6rnekte bulunmayan bir

taksona atanmasina sebep olabilir.

Bir OTU’da en az miktarda bulunan 6rnekler, daha yiiksek miktarda bulunan 6rneklerden
¢ok daha diisik sayilara sahipse bu Ornekler muhtemelen ¢apraz-seslerden
kaynaklanmaktadir ve aslinda sifir degerinde olmalidir. Uygulamalarda nadiren isleme
alinan ve okumalarin yanlis 6rneklere atanmasina sebep olan bu durumun engellenmesi

icin UNCROSS algoritmasi dizileme sonuglarina uygulanmasi gerekir [117].

Yapilan ¢alismalarin sonunda elde edilen dizilerden taksonomik atamalarin yapilabilmesi
icin hem 16S ribozomal RNA geni hem de fungal ITS bdlgesi i¢in USEARCH i¢inde

bulunan Sintax algoritmasi kullanilabilmektedir [118].

Calisilan materyale gore degisen ¢esitlilik dlgiimlerinden olan alfa gesitlilik indeksi bir
habitat i¢cindeki ya da topluluk i¢cindeki ¢esitliligi 6l¢mek icin kullanilmaktadir. Bu 6l¢iim
yontemi tiir zenginligi (richness) ve esitlik (evenness) olarak iki bilesenden olusurken,
heterojenlik indeksleri de bu iki bileseni bir araya getirerek belirlenir [119,120]. Ayni
zamanda cesitlilik indeksi olarak da bilinen tiirlerin zenginligi (richness) bileseni her
birim alan ya da ornekteki bireylerin sayisini ve bu alanin tiir igerigini gosterir. Esitlik
indeksi (evenness) ise bir komiinitedeki farkl: tiirlerin bagil varliklarini dagilimlarinin
esitligi agisindan ifade etmektedir [119]. Bir ortamda farkl: tiirlere ait esit sayida bireyler
varken daha yiliksek bir esitlik indeksi hesaplanirken; bireylerin sayisi agisindan
degerlendirildiginde bu ortam bir ya da birkag¢ baskin tiir iceriyorsa daha diisiik esitlik

indeksi bulunacaktir.

Alfa c¢esitliliginin  hesaplanmasinda ¢esitli indeksler kullanilmaktadir. Bu tez
caligmasinda kullanilan modellerden biri olan Shannon cesitlilik indeksi gdzlenen
OTU’larin varligini 6lgerken hem zenginlik hem de esitlik parametreleri hakkinda bilgi
vermektedir [121,122]. Diger bir parametre olan Simpson indeksi ise bir 6rnekten rasgele
secilen iki bireyin ayni tiire ait olma ihtimalini 6lgmektedir. Shannon indeksi 0’dan

sonsuza kadar deger alabilirken sonucun 0 olarak bulunmasi ortamda sadece bir tiir
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oldugunu gostermektedir. Simpson indeksi ise 0-1 araliginda degerler almakta ve
indeksin 0 olarak hesaplanmasi sonsuz ¢esitlilik oldugunu gosterirken 1 g¢esitlilik
olmadigini ifade etmektedir. Analizler sirasinda hesaplanan son parametre olan “gdzlenen

tirler” (observed species) ise bir 6rnekte bulunan 6zgiin OTU’lar1 géstermektedir [121].

Alfa gesitlilik indeksi karsilagtirmalarinda 6rnekler arasindaki kiitiiphane biiyiikliikleri
arasindaki farkliliklar1 diizenlemek icin kullanilan yaklagima ise “Seyreltme
(rarefaction)” denilmektedir [120,123]. Seyreltme islemi en kiigiik 6rnekte yer alan 6rnek
sayisindan esit ya da daha az sayida olarak belirlenmis bir 6rnek sayisi secip ardindan
daha biiyiik 6rneklerden okumalari rasgele bir sekilde 6rnek sayist bu esik degere esit
olana kadar ¢ikarmay1 igermektedir [120]. Boylece 6rnek biiyiikliikleri farkliliklarindan
bagimsiz olarak c¢alisilan sistemlerin ¢esitlilik Olgiitleri belirlenebilmektedir. Bir
seyreltme egrisi grafigi plato sekline ulastiginda incelenen komiinitenin yeterli ve makul

ornekleme ile temsil edildigi kabul edilebilmektedir [124].

2.8. Metabolomik Yaklagimlar ve Tarhanamin Organik Asit ve Etanol Icerigi

Laktik asit bakterileri karbonhidrat metabolizmasi sirasinda sekerleri kullanarak organik
asit olusturmakta ve olusan gesitli metabolitler bu mikroorganizmalarin gelisimi sirasinda
kullanilmaktadir. Dolayisiyla, LAB fermantasyonu, insan sagligina faydali gida biyoaktif
bilesenlerinin, fonksiyonel ve organoleptik 6zelliklerinin ve biyolojik kullanilabilirliginin
zenginlesmesi i¢in kullanigh bir teknik olarak kabul edilmektedir [125]. Metabolomik ise
biyolojik drneklerde yer alan ¢cok sayida metabolitlerin tespit edilmesi ve karsilastirilmasi

icin kullanilan analitik teknikleri kapsamaktadir [126,127].

Gida iirtinlerinde metabolomik yaklasimlar ¢esitli amaglarla kullanilmaktadir. Bunlar;
genetik se¢cim ve modifikasyonlarin etkisinin incelenmesi, organik ve konveksiyonel
tarimin karsilagtirilmasi, gida iirlinlerinin cografik orijinlerinin tespit edilmesi, et,
yumurta ve balik iirlinlerinin kalitesi iizerine yetistirme kosullarinin etkisinin
belirlenmesi, isleme tekniginin gida kalitesi lizerine etkisinin belirlenmesi ve belirli
gidalarda besin aliminin sindirim iizerine etkilerinin aragtirilmasi olarak siralanabilir
[128]. Bunun yaninda fermente gidalarda bakteriyel aktivite sonucu olusan metabolitlerin

miktar ve degisimlerinin belirlenmesi ig¢inde gesitli ¢alismalar bulunmaktadir [125,129—
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131]. Tarhana fermantasyonu sirasinda LAB ve maya metabolizmalari ve bunlarin
etkisimi sirasinda olugsan metabolitlerin degerlendirilmesi amaciyla; meydana gelen bazi
organik asitler ve etanoliin miktar ve siire¢ boyunca degisimleri analitik tekniklerle

incelenecektir.

Mikrobiyal metabolizmanin tipik bir iiriinii olan organik asitler, yapilar1 karbon iskeletine
dayanan ve dogal olarak cesitli bitkisel ve hayvansal maddelerin yapisinda bulunan
molekiillerdir. Fermente gidalarin flavor ve lezzetinin, gidada olusan organik asitler,
serbest amino asitler, ve asetaldehit ve diasetil gibi karbonil bilesiklerinden kaynaklandigi
diisiniilmektedir [10]. Tarhana benzeri gidalarda enzimatik ve kimyasal reaksiyonlarin
yant sira mikroorganizmalar, bunlarin birbirleriyle olan etkilesimleri ve proteolitik,
lipolitik ya da amilolitik aktiviteleri sonucu son {iriiniin duyusal karakteristiklerini

etkilemektedir [21].

Tarhana hamurunda LAB tarafindan olusturulan laktik asit, asetik asit, propiyonik asit
gibi organik asitlerin antimikrobiyal etkisi oldugu bilinmektedir. Bu antogonistik etki
asitlerin, membran potansiyelinin korunmasi ile etkilesime giren ve aktif transportu
engelleyen bakteriyel sitoplazmik membran tizerindeki aktivitesinden kaynaklanmaktadir
[1]. Asetik asit mayalar, kiifler ve bakteriler i¢in inhibe edici 6zellikte iken, propiyonik
asit mayalar ve bakterilere kars1 antimikrobiyal 6zellik gostermektedir. Bunlara karsin
asetaldehit ve etanoliin fermente gidalarda olusan miktar: antimikrobiyal etki acisindan

minimal degerdedir [1].

Tarhana fermantasyonu sirasinda hamurda yer alan ana organik asitin laktik asit oldugu;
asetik, propiyonik, sitrik ve ve piirivik asitlerin kiiciik miktarlarda bulundugu tespit
edilmistir [10,26]. Tarhana hamurunda yer alan laktik, asetik ve propiyonik asit varligi;
yogurtta yer alan homo- ve heterofermantatif LAB ile unda yer alan laktik, asetik ve
propiyonik asit bakterileri ve olusan laktik asiti substrat olarak kullanan propiyonik asit
bakterilerine baglanmistir. Ayrica LAB’nin laktozdan laktik asit iiretirken, mindr
miktarlarda asetik, biitirik, propiyonik, izovalerik, kaprik ve kaproik asitler meydana

geldigi belirtilmistir.
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2.8.1. Organik Asitlerin Yapisi

Doymus diiz zincirli monokarboksilik asit i¢eren organik asitler i¢erdikleri karboksilik
asitlerin sayisina gore siniflandirilirlar [132]. Bu organik asitlerin tiirevleri de doymamus,
hidroksilik, fenolik ve multikarboksilik asitlerden olusabilir. Fiziksel 6zellikleri agisindan
su icerisinde tamamen disosiye olmayan organik asitlerin ¢ogu, organik c¢oziiciiler
icerisinde oldukca ¢oziiniirdiir. Asitlik 6zellikleri degerlendirildiginde ise; fenol, enol,
alkol, ve tiol gruplar1 igeren organik asitler, karboksilik asitlerden daha zayif asitlerdir
[132].

Bitki ve hayvanlarda dogal olarak iiretilen organik asitler, antimikrobiyal aktiviteleri,
koruyucu ve diizenleyici ozellikleri ile flavor ve kalite lizerine olumlu etkileri sebebiyle
gidalarda dogrudan katki maddesi olarak kullanilmaktadir [133]. Mikroorganizmalarin da
tipik biyokimyasal metabolik proseslerinin {iriinii olan organik asitlerin ¢ogu metabolik
orijinine gére TCA ve glikoliz yollar1 ya da glukozun dogrudan oksidasyonu ile

olugsmaktadir [134].

2.8.1.1. Laktik Asit

Bir hidroksi asit olan laktik asit (Sekil 2.19) kiral bir karbon atomu igerir, C3HsO3
formiiline sahiptir ve iki adet enantiomerik formu vardir [135]. GRAS olarak
siniflandirilan laktik asit orta derecede giiclii bir asittir ve bitter bir tada sahiptir.
Gidalarda dogal olarak bulunmayan ancak fermantasyon sonucu bazi etler, peynirler,
zeytinler ve turslarda olusan laktik asidin gidalarda asitlendirici, flavor ajani, buffer ajani

ve koruyucu olarak islevleri vardir.

Dogal olarak 2 adet optik izomeri olan laktik asit, D(-)-laktik asit ve L(+)-laktik asit
formlarinda bulunabilirken, ayrica bunlarin rasemik karisimi da ¢esitli gidalarda
diizenleyici olarak kullanilabilir [132]. Gidalarda kullanimi tercih edilen form olan L(+)
laktik asit insan metabolizmast ve L-laktat dehidrogenaz enzimi tarafindan

kullanilabilmektedir [133,134].
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Sekil 2.19. Laktik asit stereoizomerlerinin kimyasal yapis1 [135].

2.8.1.2. Siiksinik Asit

Dogal olarak bitki ve hayvan dokularinda bulunan siiksinik asit (Sekil 2.20) dort karbon
atomlu bir dikarboksilik asittir ve molekiil formiilii C4HsO4’dir. Canli organizmalarda
anyon formu siiksinat halinde bulunan siiksinik asit, elektron tasima zincirinde (ETS)
siiksinat dehidrogenaz enzimi tarafindan fumarata ¢evrilerek ve hiicresel metabolik
durumu yansitan bir sinyal molekiilii olarak metabolik ara {iriin gorevleri almaktadir
[136]. Gidalarda kenetleyici, buffer ve nétrlestirme ajani olarak gorev alan bu asit E363

koduyla gida katkis1 olarak piyasada yer almaktadir [133,136].

(0]

HO
OH

(0]

Sekil 2.20. Siiksinik asitin kimyasal yapist [136].

2.8.1.3. Asetik Asit

Bilinen en eski kimyasallardan birisi olan asetik asit (Sekil 2.21) dogal olarak meyvelerin
bozulmasi sirasinda olusur ve yalnizca bir COOH grubuna sahip olan zayif bir asittir ve
C2H40O; formiiliiyle gosterilir. [133]. Genel olarak giivenli (GRAS) kabul edilen asetik
asit, diinya genelinde gida katkis1 ve koruyucusu olarak kullanilmaktadir. Asetik asit gida
tirtiniine gliglii bir aroma profili kazandirmakla birlikte, o iiriinde bulunan diger aroma

maddelerinin etkinligini de arttirmaktadir [133]. Zay1f bir asit olan asetik asit mikrobiyal
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hiicrelere hizli ve kolayca difiize olarak, sitoplazmaya yeterli miktarda proton birakmakta

ve pH’1 6nemli dlgiide etkileyerek antimikrobiyal aktivite gostermektedir [137].

0

PN

HsC OH

Sekil 2.21. Asetik asitin kimyasal yapis1 [138].

2.8.1.4. Sitrik asit

Popiiler bir asitlestirici olan sitrik asit (Sekil 2.22), ii¢ adet COOH grubuna sahip olan bir
hidroksi asittir ve gidalarda ve ilag¢ endistrisinde en yaygin olarak kullanilan organik
asitlerden birisidir. Hidrofobik gruplardan iki kat daha fazla hidrofilik gruba sahip oldugu
icin suya kars1 gii¢lii afinite gosterir. Bu organik asit ortamda bulunan ¢ift degerlikli metal
iyonlarin1 selatlayarak mikroorganizmalarin gelisimini inhibe eden lipofilik, disosiye
olmus bir selatordiir [133]. Biitiin acrobik organizmalarin metabolizmasinda ger¢eklesen
sitrik asit dongiisiinde yer alan bir ara tirlindiir. Fermantasyonun tipik bir {irtinii olan sitrik
asit, hos tadi, flavor zenginlestirici karakteristikleri ve yiiksek derecede ¢oziiniirligii ile

gida endiistrisinde dnemli bir yer teskil etmektedir.

HO OH
OH

Sekil 2.22. Sitrik asitin kimyasal yapis1 [139].

2.8.1.5. Piriivik Asit

Kimyasal formiilii C3H4O3 olan pirtivik asit (Sekil 2.23), bir karboksilik asit ve bir keton
fonksiyonel gruplari iceren en basit alfa-keto asittir [140]. Pirtivik asitin konjuge bazi

olan pirlivat hiicrede gerceklesen birgok metabolik aktivitede ara {iriin olarak
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bulunmaktadir. Piriivik asit glikoliz yoluyla glukozdan olusabilirken, glukoneojenez ile
karbonhidratlara ve asetil-CoA ile reaksiyona girerek yag asitlerine doniigebilir [140].
Ayrica alanin iiretiminde kullanilabilir ve fermantasyon yoluyla etanol ya da laktik asite
doniisebilir [140]. Endistriyel olarak da eczalik iiriinlerinin biyosentezinin baslangi¢
materyaliyken, tohuma koruma ajani, polimerler, kozmetik iiriinleri ve gida takviyelerinin

tiretiminde kullanilir [141].

OH

Sekil 2.23. Piriivik asitin kimyasal yapisi [140].

2.8.1.6. Formik Asit

En kisa zincirli organik asit olan formik asit (Sekil 2.24) CH20; formiilii ile gosterilir ve
ilk olarak kuru distilasyon ile karincalardan elde edilmistir [132]. Aldehidik asitligi ve
indirgen Ozellikleri sayesinde hayvan beslemede kullanilan formik asitin tad1 ve buruk
kokusu nedeniyle yiiksek miktarlarda kullanim olanaklart kisithidir [132]. Formik asit ve
tiirevleri hayvan yemleri ve igme sularinda antimikrobiyal etki i¢in kullanilmaktadir.
Antimikrobiyal etkisi sirasinda mikrobiyal hiicrelere difiize olarak hizli bir sekilde
birikmekte ve mikrobiyal hiicrenin membran pH’n1 disiirerek sitoplazmanin

asitlesmesine sebep olmaktadir [133].

A

H OH

Sekil 2.24. Formik asidin kimyasal yapis1 [142].
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2.8.1.7. Urik Asit

Urik asit (Sekil 2.25) hayvan ve bitkilerde bulunan en 6nemli nitrojen bilesiklerinden
birisidir ve CsHaN4Oz formiilii ile gosterilir. Uygun fizyolojik kosullar altinda karsilik
gelen iirata doniisebilen bir keto-enol tautomerizmi seklinde bulunan bir 2,6,8
trihidroksipiirin igerir [143]. Bitkilerde ve hayvanlarda dogal olarak bulunabildigi gibi
bakteriler ve mayalar tarafindan da iiretilebilir. Zayif bir asit olan {irik asit antioksidan,

giiclii bir peroksinitrit ve reaktif oksijen tiirleri temizleyicisidir [144].

H
HN N 0
O:< ‘
NH
HN
0

Sekil 2.25. Urik asidin kimyasal yapis1 [145].

2.8.1.8. Okzalik Asit

Bitkilerin yesil yapraklarinda yiiksek miktarda bulunan ve zeytin meyvesindeki ana
asitlerden biri olan okzalik asit (Sekil 2.26) en basit dikarboksilik asittir ve CoH204
formiili ile gosterilir [146]. Okzalik asidin en 6nemli kimyasal 6zelligi ¢ok degerlikli
katyonlarla selat olusturabilmesidir [147]. Dogada kayalarda, mikroorganizmalarda,
bitkilerde ve hayvanlarda serbest asit olarak bulunabilen okzalik asit, daha yaygin olarak

ise potasyum ya da kalsiyum tuzu halinde goriilmektedir [80,148].

HO
OH

0

Sekil 2.26. Okzalik asidin kimyasal yapis1 [146].
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2.8.1.9. Etanol

Primer alkollerin ikinci iiyesi olan etanol (Sekil 2.27), CoHsOH formiilii ile gosterilir.
Hem alkan ethandan tiiremis hidrofobik bir kistm hem de polar hidroksil grubu igeren
etanol amfililik o6zellik gostermektedir [149] . Ayrica, hidroksil grubunda bulunan
hidrojen atomu yiiksek derecede elektronegatif bir element olan oksijene baglhdir.
Boylece hidroksil grubu aracilifiyla diger etanol molekiilleriyle hidrojen bagi
yapabilmesi, etanoliin yiiksek bir kaynama sicakligina sahip olmasini agiklamaktadir
[150]. Medikal alanlarda hipnotik, antiseptik ve dezenfektan olarak kullanilan etanol,

ayni zamanda alkollii ickilerin alkoliidiir.

HBC/\OH

Sekil 2.27. Etanoliin kimyasal formiilii [151].

Omik bilimi, kapsadig1 analitik tekniklerin hatasiz ve kesin sonuglar1 sayesinde ¢aligilan
bir biyolojik sistemin fonksiyonlarini anlamamizi saglamaktadir [131]. Bu tez
calismasinin amaci farkli geleneksel tarhana gesitlerinin fermantasyon siirecleri boyunca
mikrobiyotadaki degisimlerinin incelenmesi ve bu degisimlerin olusan metabolitlerle
iligkisinin degerlendirilmesidir. Bu iligkilerin degerlendirilmesinde ¢esitli omik

teknolojilerden yararlanilacaktir.

Calismanin amact dogrultusunda calisma boyunca ulasilmasi gereken hedeflerin ilki
geleneksel recetelere uygun olarak ve yerel hammaddeler kullanilarak tarhana
hamurlarinin  hazirlanmas1 ve fermantasyona birakilmasidir. Ikinci asamada ise
fermantasyon siireglerinin izlenmesi amaciyla pH, titrasyon asitligi ve diger kimyasal
analizler yapilacaktir. Belirlenen gilinlerde hamurlardan O6rnekler alinarak klasik
mikrobiyolojik yontemlerle farkli besiyerlerine ekimler yapilacak ve mikroorganizma
yiiklerindeki degisimler gozlenecektir. Bu ekimler sonucunda elde edilen saf izolatlar
MALDI TOF MS cihaz ile kiiltiiromik yaklagimlarla tanimlanacaktir. Ayrica tarhana
hamurlarinin bakteriyel ve fungal mikrobiyotasindaki degisimlerin fermantasyon prosesi

boyunca degisimi metagenomik yaklasimlarla yiiksek c¢iktili dizileme yontemleri ve
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biyoinformatik analizlerle belirlenecektir. Hamur mikrobiyotalarindaki degisimlerle
paralel olarak bu hamurlarin metabolomik degerlendirmesi icin HPLC ve GC cihazlari
kullanilarak organik asit ve etanol igerikleri tespit edilecektir. Son asamada ise elde edilen
metagenomik ve metabolomik veriler biitiinlestirici analizler kullanilarak birlikte
degerlendirilecektir. Kullanilacak biitiinlestirici analizler; metagenomik verilerin
incelenmesi i¢in temel bilesen analizleri; metabolitlerin tarhana ¢esidi ve 6rnek alinan
zamana gore degisimlerinin degerlendirilmesi ic¢in 1s1 haritalar1 olusturulmasi ve
mikrobiyota-metabolit iligkilerinin ortaya koyulabilmesi i¢in korelasyon analizleridir. Bu
hedeflere ulagilmasi ile geleneksel recete ve hammaddeler kullanilarak hazirlanan tarhana
cesitlerinin kimyasal, mikrobiyolojik ve metabolik agidan karakterizasyonunu ve

incelenen parametrelerin fermantasyon boyunca degisimleri belirlenecektir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Farkh Tarhana Tiplerinin Laboratuvar Ortaminda Uretilmesi
3.1.1. Malzemeler

Farkli illere ait geleneksel regetelerle gerceklestirilen tarhana fermantasyonlari igin
gerekli olan malzemeler, regetenin ait oldugu illerden temin edilirken; baharatlar, tuz ve
un gibi bilegenler ayn1 marka ve parti numarasi olacak sekilde satin alinarak Gida ve Yem
Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii Siit Uriinleri Gen Bankas1 Laboratuvari’na hamur
hazirlama ve fermantasyon prosesleri i¢in uygun saklama kosullari altinda getirilmistir
[152]. Kullanilan malzemeler ve 6zellikleri her tarhana g¢esidine ait {iretim alt bagliginda

verilmistir.

3.1.2. Tarhana Hamurlarimin Hazirlanmasi ve Fermantasyonu

Hazirlanan bu tez ¢alismasinda Isparta, Kahramanmaras, Bursa, Kastamonu ve Usak
illerine ait geleneksel regetelerle tiretimi yapilan 5 farkli tarhana kullanilacaktir. Tarhana
iiretiminden dnce ¢ig sebzelerin istenmeyen kisimlart uzaklastirilmis ve tiim sebzeler
yikanmigtir. Tiim tarhana hamurlar1 oda sicakliginda hazirlanmis ve fermantasyon prosesi
28°C+1’de inkiibatorde gergeklestirilmistir [152]. Bu tarhana hamurlarina uygulanacak

fermantasyon siireleri Cizelge 3.1°de belirtilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada hazirlanacak tarhana gesitlerinin fermantasyon siireleri

Tarhana gesidi Fermantasyon siiresi
Isparta tarhanasi 1 giin

Maras tarhanasi 1 giin

Bursa tarhanasi 10 giin

Kastamonu tarhanasi 15 giin

Usak tarhanasi 21 giin
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3.1.3. Isparta Tarhanas1 Hazirlanmasi ve Fermantasyonu

Isparta tarhanasi iiretimi i¢in dogranmig sogan (1000 g) ve ac1 yesilbiber (500 g) tuz (20
g) eklenerek pisirilmistir. Bu karisim ev tipi blender (Sinbo, SHB 3147, Tiirkiye)
kullanilarak pargalanmis ve siiziilerek sebze pargalart ayrilmistir. Kalan sivi igerisinde
asurelik bugday (1000 g) kaynatilmistir. Yogurt (1000 g), dogranmis maydonoz (100 g),
dereotu (100 g) ve taze nane (100 g) karistirilarak yogurt harc1 hazirlanmistir. Bir avug
bugday bir avu¢ yogurt harci eklenerek tarhana hamuru hazirlanmis ve 24 saat

fermantasyona birakilmistir [24,44].

Sekil 3.1. Isparta tarhanasi.

Cizelge 3.2. Isparta tarhanasi tiretiminde kullanilan malzemeler.

Malzemeler Ozellikleri

Asurelik bugday (Triticum durum) Yerel marketten agikta kilogramlik satilir

sekilde temin edilmistir.

Stizme yogurt Yerel marketten temin edilmistir.

Kuru sogan (Allium cepa) Yerel pazardan temin edilmistir.

Aci yesilbiber (Capsicum frutescens) Yerel pazardan temin edilmistir.
Dereotu (Anethum graveolens) Yerel pazardan temin edilmistir.

Taze nane (Mentha spicata) Yerel pazardan temin edilmistir.
Maydanoz (Petroselinum crispum) Yerel pazardan temin edilmistir.

Tuz Deniz Tuzu, Billur Tuz, Izmir, Tiirkiye
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3.1.4. Maras Tarhanas1 Hazirlanmasi ve Fermantasyonu

Maras tarhanasi hazirlanmasi i¢in Maras dévmesi (1000 g) kaynatilmis ve ardindan

sogumasi i¢in 6 saat oda sicakliginda birakilmistir. Siire sonunda keg¢i yogurdu (2000 g),

tuz (20 g), kekik (100 g) ve Maras dovmesi karistirilip 24 saat boyunca fermantasyona

birakilmistir [24,44,153].

Sekil 3.2. Marag tarhanasi tiretimi.

Cizelge 3.3. Maras tarhanasi iiretiminde kullanilan malzemeler.

Malzemeler

Ozellikleri

Maras dévmesi (Triticum durum)

Keci yogurdu

Tuz

Kekik

Kahramanmaras ilinde haneden temin

edilmistir.

Kahramanmaras ilinde haneden temin

edilmistir.
Deniz Tuzu, Billur Tuz, izmir, Tiirkiye

Kahramanmaras ilinde haneden temin

edilmistir.

3.1.5. Bursa Tarhanasi1 Hazirlanmasi ve Fermantasyonu

Bursa tarhanasi iiretimi igin ilk agsama olarak ticari ekmek mayasi (42 g) ve un (500 Q)

kullanilarak bir kek hamuru hazirlanmis ve her giin yogurularak 3 giin fermantasyona

birakilmistir. Fermantasyonun 3. giinde karigima pastorize siit (1000 g), yesil act biber
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(500 g), poy (25 g), un (500 g) ve tuz (20 g) eklenerek sert bir hamur hazirlanmig ve

karistirmaya her giin devam edilerek fermantasyon 10. giinde tamamlanmistir [24,44].

Sekil 3.3. Bursa tarhanasi iiretimi.

Cizelge 3.4. Bursa tarhanas: tiretiminde kullanilan malzemeler.

Malzemeler Ozellikleri

Ekmek mayast Pakmaya, Yas maya, Kocaeli, Tiirkiye

Bugday unu Besintas A.S., Bursa, Tiirkiye

Inek siitii Cig olarak yerel siithaneden temin edilmistir.

Poy Bulgaristan’a 6zgli baharatlarla hazirlanan toz
karisim

Karabiber Akincilar Baharat, Bursa, Tiirkiye

Tuz Deniz Tuzu, Billur Tuz, Izmir, Tiirkiye

Aci yesilbiber (Capsicum frutescens) Mevsim sebzesidir ve pazardan temin edilmistir.

3.1.6. Kastamonu Tarhanasi1 Hazirlanmasi ve Fermantasyonu

Kastamonu tarhanasi hazirlanmasi i¢in ilk olarak dogranmis kuru sogan (165 g), domates
(250 g), taze nane (7,5 g), maydonoz (7,5 g), dorak otu (15 g), yogurt (1000 g) ve tuz (20
g) karistirtlarak bir yogurt harci hazirlanmis ve her giin karigtirilarak 7 giin fermantasyona
birakilmistir. Fermantasyonun 7. giliniinde karigim siizilmiis ve kalan sivi kisma
dogranmis taze nane (7,5 g), dorak otu (7,5 g) ve un (1000 g) eklenmistir. Elde edilen
hamur her giin karistirilarak 8 giin daha fermantasyona birakilmistir [24,44,47].

62



Sekil 3.5. Kastamonu tarhanasi iiretimi, yogurt harci asamasi bitimi.

Cizelge 3.5. Kastamonu tarhanasi tiretiminde kullanilan malzemeler.

Malzemeler

Ozellikleri

Yogurt

Domates (Solanum lycopersicum)

Kuru sogan (Allium cepa)

Taze nane (Mentha spicata)

Maydanoz (Petroselinum crispum)

Kirmizibiber (Capsicum annum L. Cv.

Kapya)

Yerel pazardan temin edilmistir.

Mevsim sebzesidir ve pazardan
edilmistir.
Mevsim sebzesidir ve pazardan
edilmistir.
Mevsim  sebzesidir ve pazardan
edilmistir.
Mevsim sebzesidir ve pazardan
edilmistir.

Mevsim  sebzesidir ve pazardan

edilmistir.

temin

temin

temin

temin

temin
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Act yesilbiber (Capsicum frutescens) Mevsim sebzesidir ve pazardan temin

edilmistir.
Dorak otu (Anethum graveolens) Mevsim sebzesidir ve pazardan temin
edilmistir.
Tuz Deniz Tuzu, Billur Tuz, Izmir, Tiirkiye
Karabiber Akincilar Baharat, Bursa, Tiirkiye
Pul biber Akincilar Baharat, Bursa, Tiirkiye
Bugday unu Besintas A.S., Bursa, Tiirkiye

3.1.7. Usak Tarhanas1 Hazirlanmasi ve Fermantasyonu

Usak tarhanasi iiretimi i¢in nohut (330 g), dogranmis kuru sogan (650 g), kirmizibiber
(650 g), domates (1000 g) ve kuru nane (30 g) karisimi 2 saat pisirilmistir. Daha sonra bu
karisim stiziilerek kalan sebzeler bir el blender: ile (Sinbo, SHB 3147, Tiirkiye) ile
parcalanmis ve bir 6nceki yilin tarhanasi (50 g), siizme yogurt (330 g) ve un (1000 g)
eklenmistir [154]. Elde edilen hamur her giin karistirilarak 21 giin fermantasyona
birakilmigtir [24,44].

Sekil 3.6. Usak tarhanasi tiretimi.

Cizelge 3.6. Usak tarhanasi iiretiminde kullanilan malzemeler.

Malzemeler Ozellikleri
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Domates (Solanum lycopersicum)

Kirmizibiber (Capsicum annum L. Cv.

Kapya)

Kuru sogan (Allium cepa)
Stizme yogurt

Nohut (Cicer arietinum)
Bir dnceki yilin tarhanasi
Kuru nane

Tuz

Bugday unu

Usak ilinde haneden temin edilmistir.

Usak ilinde haneden temin edilmistir.

Usak ilinde haneden temin edilmistir.
Usak ilinde haneden temin edilmistir.
Usak ilinde haneden temin edilmistir.
Usak ilinde haneden temin edilmistir.
Usak ilinde haneden temin edilmistir.
Deniz Tuzu, Billur Tuz, Izmir, Tiirkiye

Besintas A.S., Bursa, Tiirkiye

3.1.8. Tarhana Hamurlarindan Ornek Alinma Plam

Farkl1 yorelere ait geleneksel tariflerle ve hammaddelerle iiretilen ve farkli fermentasyon

strelerine sahip tarhana hamurlarinin kimyasal ve metabolik 6zellikleri

ile

mikrobiyotalarin belirlenmesi i¢in hazirlanan 6rnek alma plani Sekil 3.7 deki gibidir.

Belirtilen giinlerde paralelli olarak alinan 6rnekler steril numune kaplarinda -20°C’de

saklanmis ve tiim analizler 3 tekrarli olacak sekilde yapilmigtir.

[ Tarhana gesidi

Isparta Tarhanasi

Maras Tarhanasi

Kastamonu Tarhanasi

( J
( J
[ BusaTamanas |
( J
( J

Usak Tarhanasi

Sekil 3.7. Tarhana hamurlarindan 6rnek alma plani.
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3.2. Kimyasal Analizler
3.2.1. pH ve Asitlik Tayini

Orneklerde pH ve asitlik tayini (%67°lik etanol kullanilarak bulunan) analizleri TS 2282
[23]’ye gore gergeklestirilmistir. Orneklerin pH degerlerinin belirlenmesi igin 5 g tarhana
ornegine 25 ml distile su eklenerek stomacher cihazinda homojenize edilmistir. Ardindan
pH degerleri pH metre (WTW Inolab pH 720, Washington DC, ABD) kullanilarak

belirlenmistir.

Asitlik tayini analizleri i¢in, 10 g tarhana tartilarak bir Erlenmeyer igerisine konulmustur.
Uzerine 50 ml (20°C da) % 67 (v/v)’lik nétrlestirilmis etil alkol (Bio-Rad, California,
ABD) koyulup, kapagi kapatilarak 5 dakika kuvvetle ¢alkalandiktan sonra Whatman No.
1004 150, por ¢ap1 20-25 pum filtre kagidindan siiziilmiistiir. Bu siiziintiiden 10 ml alinip,
tizerine damitik su katilarak rengi agilmistir. Birkag damla fenolfitalein belirte¢ ¢cozeltisi
konularak degismeyen pembe renk olusana kadar 0,1 N sodyum hidroksit (Sigma Aldrich
Co., St. Louis, MO, ABD) c¢ozeltisi ile titre edilmistir. Harcanan sodyum hidroksit

¢Ozeltisinin miktar1 5 ile ¢arpilarak tarhananin asitlik derecesi bulunmustur.

3.2.2. Yag Miktan Tayini

Tarhana orneklerinde yag miktari tayini TS EN ISO 659 [155]’a gore Soxhelet cihazi
kullanilarak yapilmistir. Ornegin nem icermemesi gerektiginden 10-15 gram numune (m)
etiivde 105°C’de 1-2 saat kurutulmustur. Analizde kullanilacak balonlar etiivde 105°C’de
sabit tartima gelene kadar bekletildikten sonra sogutulup, tartilarak dara kaydedilmistir
(m31). Balona ve govdeye yeterli miktarda (yaklasik 1.5 sifon yapacak kadar) Petrol Eteri
(40-60°C) ilave edilmistir. Balon, ekstraktor ve geri sogutucu birbirine baglanip isiticilt
tabla {izerine yerlestirilmis ve 6 saat ekstraksiyon uygulanmistir. Balonun igerisindeki

¢oziiciiniin biiyiik bir kism1 damitilarak geri alinmistir.

Geriye kalan az miktardaki ¢oziiciiniin uzaklastirilmasi i¢in cam balon 103+2°C’ye ayarh
etlive alinip ve sabit tartima gelene kadar etiivde bekletilmis ve tartilmistir (m2). Sonuglar

%yag olarak hesaplanmistir.
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% Yag=((m2-mg)/m) x 100

3.2.3. Protein Miktar1 Tayini

Tarhana 6rneklerinde protein miktar1 tayini AOAC 990.03 [156]’e gére LECO FP 528
(Leco Inc., St. Joseph, ABD) cihazinda yapilmistir. Homojen hale getirilmis 6rneklerin
850-950°C sicaklikta saf oksijenle (%99,9) yakilmasi sonucu agiga ¢ikan azot, Helyum
gazi ile 1s1 iletisim detektdriine tasinip Ol¢iilmiis ve protein faktorii 6,25 ile ¢arpilarak

%protein olarak hesaplanmstir.

3.2.4. Kiil Miktar1 Tayini

Tarhana orneklerinde kiil miktar1 tayini TS EN ISO 2171 [157]’e gore yapilmistir.
Yapilan analiz tarhana 6rneklerinin 900+25°C veya 550+10°C sicakliktaki oksitlendirici
bir atmosferde organik maddeler tamamen yanincaya kadar yakilmasi ve daha sonra elde
edilen kalintinin tartilmasi ilkesine dayanir. 900°C’da kullanima uygun kiillendirme
kapsiilleri i¢in, onceden temizlenmis kapstiller 5 dakikaligina yakma firinina konularak
yakma sicakligina getirilmis, desikatdorde sogumaya birakilmis ve daha sonra 0,1 mg
yaklagimla tartilmistir (mo). Tarhana Ornekleri yaklasik 3 g olacak sekilde 0,1 mg
hassasiyette tartilmistir (m). Kapsiillerin i¢indeki tarhana 6rneklerine etanol ile 6n yakma
islemi uygulanmistir. Daha sonra kiil etme islemine gecilmistir. Kalintidaki karbon
parcaciklari dahil biitiin madde yanana kadar yani 900 °C’de en az 1 saat veya 550 °C’de
en az 4 saat devam edilmistir. Kiillendirme tamamlaninca kapsiil kiil firinindan
cikartilmis ve desikatdrde sogumaya birakilmistir. Kapsiil ortam sicakligina ulastiginda

0,1 mg yaklagimla hizlica tartilmistir (my).

Kiil miktar, yilizde agirlik olarak asagidaki formiille hesaplanir:

% Kiil miktari=((m¢-mo) / m) x 100

3.2.5. Kuru madde miktari

Tarhana Orneklerinde kuru madde miktar1 tayini TS EN ISO 712 [158]’ye gore
yapilmistir. Tarhana orneklerinde 130+3°C ’da kurutulmasiyla ortaya ¢ikan Kiitle
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kaybinin tayinidir. Kurutma kabi kapagi ile birlikte 130°C’lik etiivde bir siire
kurutulduktan sonra desikatore alinmistir. Laboratuvar sicakligina getirildikten sonra 0,1
mg hassasiyetle daras1 alinmistir (mo). I¢ine yaklasik 5 g tarhana 6rnegi konup 0,1 mg
hassasiyetle tartilmistir (m) ve 130-133°C+3°C’ de olan etiivde 2 saat kurutulmustur. Siire
tamamlandiginda kurutma kabi {istli kapatilarak etiivden ¢ikartilip desikatoriin igine
koyulmustur. Kurutma kaplart oda sicakligina kadar sogudugunda 0,1 mg hassasiyetle

tartilmigtir (mzy).

Rutubet miktar1 ylizde agirlik olarak asagidaki formiille hesaplanir:
% Kuru madde miktari=((mz-mo) / m) x 100

% Rutubet miktari=100 — (% Kuru madde miktar)

3.3. Klasik Mikrobiyolojik Yaklagimlar Kullanilarak Tarhana Mikrobiyotasinin

Incelenmesi
3.3.1. Kimyasal Malzemeler

Orneklerden mikroorganizmalarin izolasyonu icin diliisyonlarin hazirlanmasinda
Maximum Recovery Diluent (MRD, pH 6.8-7.2, Merck, Millipore) kullanilmistir
Mikrobiyolojik ekimlerin yapilmasinda toplam mezofilik aerobik bakteri sayimi (TAMB)
icin Plate Count Agar (PCA, pH 7.0, Millipore); laktobasil suslarinin sayimi ve
izolasyonu i¢in de Man, Rogosa and Sharpe agar (MRS, pH 5.5-5.9, Merck, Millipore)
ve broth (MRS, pH 6.0-6.4, Merck, Millipore); laktik streptokoklarin ve laktokoklarin
sayimi ve izolasyonu i¢in M17 agar (M 17, pH 6.9-7.3, Merck, Millipore) ve broth (M17,
pH 6.8-7.2, Merck, Millipore) kullanilmistir. Yine streptokoklarin sayim ve izolasyonu
icin Neutral Red Chalk Lactose agar (NRLC, pH 6.6-7.0, HiMedia) ve enterokoklarin
sayim ve izolasyonu i¢in Kanamycin Aesculin Azide Agar (KAA, pH 6.8-7.2, Oxoid)
besiyerlerine ekim yapilmistir. Maya ve kiiflerin sayim ve izolasyonu i¢in Dicloran Rose
Bengal Chloramphenicol Agar (DRBC, pH 5.4-5.8, Merck, Millipore) besiyeri
kullanilmigtir. Bu suslarin sivi besiyerine alinmasinda Brain Heart Infusion Broth (BHI,
pH 7.2-7.6, Merck, Millipore) kullanilmistir. Ekimlerde kullanilan tim besiyerleri
talimatlara uygun sekilde hazirlanmis ve 121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir. Anerobik
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inkiibasyon kosullart AnaeroPack (Mitsubishi Gas Chemical America, Inc., ABD) ile

saglanmistir.

3.3.2. Tarhana Orneklerinde Mikroorganizmalarin Sayimi ve izolasyonu

Tarhana hamurlarindan 10 g 6rnek alinarak 90 ml steril MRD eklenmis ve stomacher’da
3 dakika parcalanmistir. Daha sonra aseptik kosullar altinda 9 ml MRD igerisinde 10%’e
kadar seri diliisyonlar hazirlanmistir. Ekimler paralelli sekilde gergeklestirilmistir.
Toplam mezofilik aerobik bakteri sayisinin belirlenmesi i¢cin PCA agara dokme plak
yontemi ile ekim yapilarak Petri kutulart 30°C’de 3 giin aerobik olarak inkiibasyona
birakilmistir [36]. Laktobasil suslarmin sayimi ve izolasyonu i¢in MRS agar besiyerine
dokme plak yontemi ile ekim yapilmis ve Petri kutular1 anaeobik jarlarda AnaeroPack
kullanilarak 30°C’de 72 saat inkiibasyona birakilmigtir. Laktik streptokoklar ve
laktokoklarin sayim ve izolasyonu i¢in M17, streptokoklar i¢in NRLC ve enterokoklar
icin KAA besiyerlerine yayma yontemi ile ekim yapilmis 37°C’de 72 saat aerobik olarak
inkiibasyona birakilmistir. Fungal tiirlerin sayim1 ve izolasyonu i¢cin DRBC agar
besiyerine yayma yontemi ile ekim yapilmis ve Petri kutular1 25°C’de 5 giin aerobik

olarak inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siireleri sonunda 30-300 koloni diismiis Petri kutularindan sayim yapilarak
sonuglar degerlendirilmistir. Saf kolonilerin elde edilmesi i¢in, farkli oldugu diisiiniilen
kolonilerden tek koloni segimleri yapilarak, koloninin segildigi besiyerine ¢izme plak
yontemiyle ekim yapilmis ve Sekil 3.8’de her besiyeri i¢in belirtilen kosullarda 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Saf oldugu diisiiniilen koloniler uygun siv1 besiyerine alinarak

MALDI TOF MS ile tanimlama analizleri gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.8. Hedef mikroorganizmalar, kullanilan besiyerleri ve inkiibasyon kosullari.

Sekil 3.9. Mikrobiyolojik ekimler igin kullanilan besiyerleri.

3.4. Kiiltiromik Yaklasimlar (MALDI TOF MS) Kaullanillarak Tarhana

Mikrobiyotasinin incelenmesi
3.4.1. Kimyasal Malzemeler

Mikroorganizmalardan ribozomal protein ekstraksiyonu prosesinde etanol (absolute,
Merck, Almanya), asetonitril (Merck) ve formik asit (%98-100, Merck) kullanilmistir.
Orneklerin hedef slayda yiiklenmesi sirasinda iyonlasmanin gerceklesebilmesi icin
matriks ¢ozeltisi olarak bakteri hiicrelerine VITEK MS CHCA (bioM¢érieux, Fransa) ve
maya-kiif hiicrelerine VITEK MS FA (bioMérieux) uygulanmistir.
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3.4.2. Ribozomal Proteinlerin Ekstraksiyonu ve Mikroorganizmalarin

Tanimlanmasi

izole edilen bakteriler, mayalar ve kiiflerin tanimlanmasinda VITEK MS (bioMérieux)
Matriks Destekli Lazer Dezorpsiyon Iyonlastirma Ugus Zamam Kiitle Spektroskopisi
(MALDI TOF MS) sistemi kullanilmistir.

Sekil 3.10. MALDI TOF MS cihazi.

Mikroorganizmalardan ribozomal proteinlerin ekstraksiyonu i¢in Freiwald [93]
tarafindan gelistirilen yontem bazi modifikasyonlar uygulanarak kullanilmustir. ilk olarak
saf oldugu bilinen bakteriler uygun sivi besiyerlerinden birine (MRS, M17 ya da BHI
Broth) inokiile edilerek bir gece inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 2 ml
ornek bir Eppendorf santrifiij tiipiine alinmis ve 10,000xg'de, oda sicakliginda, 2 dakika
santrifiijlenmis ve ardindan supernatant atilmistir. Kalan pellet 1 ml distile su ile
yikandiktan sonra 10,000xg'de, oda sicakliginda, 2 dakika santrifiijlenmis ve Yyine
supernatant uzaklastirilmistir. Bu yikama islemi tekrarlandiktan sonra kalan pellet iizerine
300 ul gift distile su ve 900 ul etanol eklenmistir. Bu karisim 10,000xg'de, oda
sicakliginda, 2 dakika santrifiijlenmis ve supernatant atilmistir. Ardindan Ornekler
55°C'de en az yarim saat bekletilmistir. Siire sonunda pellet tizerinde kalan etanol-su
karigimi pipet kullanilarak uzaklastirilmistir. Pellete 50 pl %70'lik formik asit ve 50 ul

saf asetonitril eklenmistir. Pipetaj yapilarak pelletin iyice ¢Oziinmesi saglanmistir.
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Coziinen pellet 10,000xg'de, oda sicakliginda, 2 dakika santrifiijlenmis ve supernatant

yeni bir Eppendorf tiipe alinmustir.

Ekstraksiyon sonucu elde edilen ¢ozeltilerden 1 pl alinarak MALDI-TOF MS slaytina
yerlestirilmis, kurumasi beklenmis ve iizerine 1,5 pl matriks ¢ozeltisi CHCA
damlatilmistir. Matriks ¢ozeltisinin iyice kurudugundan emin olduktan sonra hedef slayt

cihaza yerlestirerek okuma baglatilmistir.

Izole edilen maya ve kiiflerin tanimlanmasi isleminde cihazla birlikte saglanan VITEK
MS FA ¢ozeltisi kullamlmustir. Ik asama olarak %30’luk gliserol igerisinde -80°C’de
saklanan maya/kiif izolatlar1 yeniden canlandirilarak DRBC agarda gelistirilmistir. Bu
kolonilerden bir adet secilerek plastik 6ze yardimiyla alinmis ve hedef slayt iizerine
striilmiistir. Koloni iizerine 1 pl VITEK MS FA c¢ozeltisi damlatilip kurumasi
beklenmistir. Kurumanin ardindan koloniler {izerine 0,5 pl CHCA damlatilip

kurudugundan emin olduktan sonra hedef slayt cihaza yiiklenmistir.

“Hedef slayt” cihaza yiiklendikten sonra “Hazirlik Istasyonu” bilgisayarinda “SARAMIS
Hedef Yoneticisi” programi agilarak slayt icerigi, 6rnek ve proje tanimlanarak bu bilgiler
cihaza génderilmistir. Ardindan Toplama Istasyonu bilgisayarma gegilerek “Launchpad”
programi acilmis ve “Acquisiton” segeneginden parametreler belirlenmistir. Her analiz
oncesinde taze pasajlanan E. coli ATCC 8739 susu kullanilarak kalibrasyon
gergeklestirilmis ve yapilan kalibrasyon icin secilen ayarlar, analizin de ayarlar1 olarak
kaydedilmistir. Analiz baslatildiktan sonra “Launchpad” ana penceresinden spektrum
izlenerek analizde bir sorun olup olmadig1 degerlendirilmistir. Ham verilerin islenmesi
ve piklerin tespit edilmesi “Launchpad” yazilimiyla gerceklestirilmistir. Spektrumlar
olusturulduktan sonra sonuglarin goriintiilenmesi, dendogramlarin elde edilmesi,
superspektralarin olusturulmasi, kiitleler ve spektralarin karsilagtirilmas: “Hedef

Istasyonu” bilgisayarinda “SARAMIS” programindan takip edilmistir.

72



LLLLE
LR

denemeidi2

i o | B B

S AEEYER Y EE N REB YGRS

DAIEEITEERGRERGPEDNGDEDET
o] o ]l ol ulw] o] ] af g a] o g afa] o] o afe] o)

e Growih Time o Magm
[T o 0 0 T [omron

- e san
v =l v T [cwsrosn

we
!
i
14}
L]
Le]

[ Fxnartta Fxeal | Print Plate || Save Plate |

Sekil 3.10. MALDI TOF MS Hazrlik Istasyonu, drnek ¢alisma.

Calismada her 6rnek 2 kere analiz edilmistir. Spektralar linear pozitif iyon ekstraksiyon
modunda 2000-20000 Da araliginda elde edilmistir. Her spektra 100 lazer atis1 sonucunda
‘Auto Quality’ segenegi aktif haldeyken olusturulmustur.

Sekil 3.11. MALDI TOF MS cihazinda spektrumlarin elde edilmesi asamasi.

Sonuglarin degerlendirilmesi asamasinda SARAMIS penceresinde verilen sonuglar
%99.9 dogru olanlar koyu yesil renkte, %99.9-%90.0 dogrulukta olanlar acik yesil renkte,
%90.0-%80.0 dogrulukta olanlar sar1 renkte, %80.0-%75.0 dogrulukta olanlar beyaz

renkte ve tartismali olanlar kirmizi renkte gosterilmistir.
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Sekil. 3.11. MALDI TOF MS tanimlama penceresi, renk skorlar1 6rnegi.

3.5. Metagenomik Yaklasimlar Kullamilarak Tarhana Mikrobiyotasinin

Incelenmesi
3.5.1. Kimyasal Malzemeler

Tarhana 6rneklerinden DNA ekstraksiyonu ve izolasyonu i¢in QIAamp® Fast DNA Stool
Mini Kit (Qiagen, Almanya) kullanilmistir. DNA konsantrasyonlarinin belirlenmesi igin
Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
ABD) kullanilmistir. DNA dizileme analizleri Illumina MiSeq Reagent Kit v2, 500 dongii
(Illumina, Inc., San Diego, CA, ABD) ile gergeklestirilmistir.

3.5.2. Genomik DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu yapilacak olan tarhana hamuru 6rnegi bir spatula yardimiyla
karistirilarak 550100 mg hamur alinmis ve 0.1 mm ¢apinda 0.6 g cam boncuk ve 1 ml
Inhibitex DNA ekstraksiyon buffer iceren 2 ml’lik vidal tiip igerisine yerlestirilmistir.
Fastprep24 (MPBiomedicals, California, ABD) cihazi1 hiz 4 ayarinda kullanilarak 45
saniyelik 4 dongii ile boncuk ile par¢alama islemi gerceklestirildikten sonra QIAamp®
Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Almanya) kullanilarak DNA ekstraksiyonu kit

prosediiriine gore gerceklestirilmistir.

Inhibitex Buffer eklenen ve cam boncuklar yardimiyla homojenize edilen 6rnekler

70°C’de 5 dakika 1sitildiktan sonra 15 saniye vortekslenmistir. Cozelti, hamur
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parcalarinin pellet haline gelebilmesi igin oda sicakliginda 20,000xg’de 1 dakika
santrifiijlenmistir. Bagka bir 2 ml santrifiij tiipti alinarak igerisine 15 pl Proteinase K ve
200 pl supernatant eklenmistir. Supernatant iizerine 200 pl Buffer AL eklenmis ve 15
saniye vortekslenmistir. Bu karisim 70°C’de 10 dakika inkiibasyona birakilmistir. Siire
sonunda lizata %96’lik etanolden 200 pul eklenerek vortekslenerek karigtirilmistir. Kit
icerisinden ¢ikan spin kolon igerisine bu lizattan 600 pl alinarak eklenmis ve kapagi
kapatilarak 1 dakika oda sicakliginda 20,0000xg’de santrifiijlenmistir. Bu spin kolon, 2
ml’lik toplama tiipiine yerlestirilerek siizlintiiyii igeren tiip atilmistir. Spin kolonun kapagi
acilarak 500 pl Buffer AW1 eklenmis ve oda sicakliginda 20,000xg’de 1 dakika
santrifiijlenmistir. Ardindan bu spin kolon yeni bir 2 mI’lik toplama tiipiine yerlestirilmis
ve spin kolon igerisine 500 pl Buffer AW2 eklenmistir. Bu karigim oda sicakliginda
20,000xg’de 3 dakika santrifiijlendikten sonra siizlintiiyii igeren toplama tiipii
uzaklastirilarak tekrar 20,000xg’de 3 dakika daha santrifiijlenmistir. Yeni bir 1.5 ml’lik
santrifiij tiipti alinarak spin kolon igerisine yerlestirilmis ve 200 ul Buffer ATE dogrudan
membran iizerine pipetlenmistir. 1 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra DNA
eliisyonu icin 1 dakika santrifiijlenmistir. Ekstraksiyon prosediirii sonucu her tarhana

orneginden 200 pl DNA izole edilmistir.

3.5.3. izole Edilen DNA Orneklerinin Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Izole edilen DNA’larin verimini belirlemek i¢in PicoGreen ile floresan 1s1ma dlgiimii
yapilmistir. Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA Assay Kit i¢erisinde bulunan TE Buffer (10
mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7.5), PicoGreen reaktifinin hazirlanmasinda, DNA
orneginin diliisyonunda ve analizin kendisinde kullanilmistir. Standart DNA egrilerinin
olusturulmasi i¢in TE buffer kullanilarak PicoGreen reaktifinin 200 kat diliisyonu
hazirlanmustir. Kit igerisinde bulunan bakteriyofaj lambda DNA’s1 TE buffer kullanilarak
seyreltilerek 2 pg/ml dsDNA stok ¢ozeltisi hazirlanmis ve konsantrasyonun belirlenmesi
icin 260 nm’de absorbans Ol¢imii yapilmistir. 5 noktali kalibrasyon egrisinin
hazirlanmasinda stok ¢ozelti (1000 pl, 100 pl, 10 ul, 1 pl ve 0 ul) TE buffer ile plastik
kiivetler iginde seyreltilmis ve her kiivete daha dnce hazirlanan 1 mL PicoGreen ¢alisma
¢ozeltisi eklenmistir. lyice karistirilarak 151k gormeyecek sekilde oda sicakliginda 5
dakika inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra 520 nm’de 6l¢iim yapilip kor 6rnek icin

elde edilen 6l¢tim degeri diger 6rneklerden ¢ikarilarak standart egri hazirlanmistir.
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Orneklerden 6lciim yapilirken, kiivet igerisinde son hacim 1 ml olacak sekilde TE buffer
kullanilarak seyreltme yapilmistir. Ardindan kiivetlere 1 ml PicoGreen c¢alisma
cozeltisinden eklenerek 151k gérmeden oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Yine kor 6l¢timiinden elde edilen absorbans degeri drneklerden ¢ikarilmis
ve daha oOnce elde edilen DNA standart egrisinden yararlanarak izole edilen DNA

konsantrasyonu belirlenmistir.

3.5.4. Amplikon Temelli Metagenomik Analizler icin DNA Dizilemesi

Tarhana hamurlarindan elde edilen DNA’larin dizilemesinde amplikon dizileme
yaklagimi kullanilmigtir. Bakteriyel 16S rRNA geninin ¢ogaltilmasi i¢in V3 ve V4
bolgelerinin primer ¢ifti olan 341F (5'- CCT ACG GGN GGC WGC AG -3') ve 802R
(5'- GAC TAC HVG GGT ATC TAA TCC -3'), ve fungal 18S rRNA geninin ITS2
bolgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in ise primer ¢ifti ITS3 (5'- GCA TCG ATG AAG AAC GCA
GC -3") ve ITS4 (5'- TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC -3'), 2-adiml1 Nextera PCR
kiitiiphanelerinin kit prosediirii izlenerek hazirlanmasinda kullanilmistir. Bu PCR
kiitliphanelerinin dizilemesi islemi Illumina Miseq Reagent Kit v2 (500 dongii)
kullanilara Illumina Miseq platformunda Microsynth AG (Balgach, Isvigre) tarafindan
gerceklestirilmistir. Analiz sonucu elde edilen ¢iktilar biyoinformatik analizlerle

degerlendirilmistir.

3.5.5. Biyoinformatik Analizler

Dizileme analizleri sonucunda Illumina’nin ‘chastity filter’indan gegen ¢ift uglu
okumalardan adaptor kalintilarinin uzaklagtirilmas: isleminde Illumina Miseq gercek
zamanl analiz yazilimi kullanilmistir. Kalan verilerin kalite analizleri FastQC (v0.11.8)
yazilimi ile gerceklestirilmistir [108]. Bolgelere spesifik olan bakteriyel DNA igin V3-
V4 primerleri ve mayalar i¢in ITS2 primerleri dizilerden CUTADAPT (v1.18) yazilim1
kullanilarak ¢ikarilmistir [112]. Primerin uzaklastirilamadigi ¢ift uglu okumalar
sonuclardan ¢ikarilmistir. Her ¢ift ug¢lu okumanin kesilmis ileri ve geri okumalari
USEARCH (v11.0.667) yazilimi kullanilarak en az 15 baz g¢akismasi olan molekiiller
degerlendirilerek bilgisayar ortaminda yeniden olusturulmustur [113]. Birlestirilen
diziler, her birlestirilmis dizide en fazla bir beklenen hataya izin verilerek tekrar kalite

filtresinden gecirilmistir. Belirsiz bazlar ve amplikon biiyiikliik dagilimina aykiri degerler
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iceren okumalar da ¢ikarilmistir. 3000°den daha az birlestirilmis okuma sonucu elde
edilen Ornekler istatistiksel degerlendirmenin bozulmamasi i¢in ¢gikarilmistir. 18S rRNA
bolgesine ait okuma sonuglarindan ITS2 yan bolgelerinin elde edilmesinde ITSx yazilimi
(suit v1.0.11) ve bu yazilimda yer alan fungi veritabani kullanilmistir [115]. USEARCH
uygulamasinda yer alan UNOISE algoritmasi kullanilarak kalan okumalardan giiriiltiiler
uzaklagtirilmig ve siirecte yer alan tekiller ve krimeralar atilarak operasyonel taksonomik
tiniteler (OTU) olusturulmustur [117]. Taksonomilerin %60°lik giiven seviyesine gore
belirlenmesinde; en az kesinlik esik degeri 0.5 segilerek, USEARCH yaziliminda yer alan
SINTAX algoritmasindan yararlanilarak OTU’larin referans dizilerle karsilastiriimasinda
(1) bakteriler i¢in RDP 16S veritabani ve (2) ITS i¢in UNITE veritabani olmak iizere iki
strateji kullanilmistir [159].

Alfa gesitlilik hesaplamalar1 richness, Observed, Shannon ve Simpson ¢esitlilik indeksleri
kullanilarak yapilmistir. Seyrelme egrileri (Rarefaction curves) R yazilim paketleri olan

Phyloseq (v1.26.1) ve Vegan (v2.5-5) ile olusturulmustur [160,161].

3.6. Metabolomik Yaklasimlar Kullanilarak Tarhana Orneklerinde Bulunan Bazi

Organik Asitlerin ve Etanol Miktarlarimin Belirlenmesi
3.6.1. Kimyasal Malzemeler

Tarhana hamurlarinda bulunan organik asitlerin miktarlarin1 belirlemek i¢in laktik
(Sigma Aldrich, Isvigre), siiksinik (Sigma Aldrich), asetik (Sigma Aldrich), piirivik
(Sigma Aldrich), okzalik (Sigma Aldrich), sitrik (Sigma Aldrich), formik (Sigma
Aldrich) ve irik (Sigma Aldrich) asit standartlar1 kromatogramlarin olusturulmasinda

kullanilmistir.

3.6.2. Organik Asit Analizleri

3.6.2.1. Ekstraksiyon islemi

Tarhana hamuru 6rneklerinde bulunan laktik, siiksinik, asetik, sitrik, piriivik, iirik, okzalik
ve formik asit miktarlari, Erbas [10]’1in metodunda mindr degisiklikler yapilarak Yiiksek

Performanshi Sivi Kromatografisi (HPCL) sisteminde belirlenmistir. Organik asit
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ekstraksiyonu i¢in 5 g 6rnek igerisine 40 ml su ve cam boncuk eklendikten sonra 20
dakika Multireax ¢oklu tiip ¢alkalayicida (Heidolph, Schwabach, Almanya) homojenize
edilmistir. Homojenizat 4500 g’de 20°C’de 10 dakika santrifiij (Model 3-16 KL, Sigma
Centrifuge GmbH, Osterode am Harz, Almanya) edilmistir. Elde edilen supernatanttan 1
ml alinarak 0.20 pM, 28 mm yarigapinda seliiloz asetat filtreden (Corning Life Sciences,
Massachusetts, ABD) gecirilmistir. Organik asitlerin tespit edilebilmesi i¢in drnekler bir
DAD dedektor (Agilent, G1315A, Santa Clara, California, ABD) ve bir InertSustain AQ-
C18 (3 uM, 4.0x 150 mm (UP)) kolona sahip HPLC (Hewlett Packard Series 1100, Palo
Alto, California, ABD) cihazina enjekte edilmistir. Hareketli (mobil) faz olarak pH degeri
o-fosforik asit ile 2.4’e ayarlanmis olan 0.8 ml/dk akis hizinda 0.02 M KH2POg4
kullanilmistir. Ornegin cihaza enjeksiyon miktar1 5 pl ve her bir analiz siiresi, organik
asit piklerinin ¢ikis siiresine gore 55 dakika olarak ayarlanmistir. Kolon firini ile sicaklik
40°C olarak sabitlenmistir. Kalibrasyon egrilerinin olusturulmasi ile organik asitlere ait

okuma kanallari, maksimum absorbsiyonlar ve gelis zamanlar1 belirlenmistir.

3.6.2.2. Kalibrasyon Egrilerinin Olusturulmasi

Belirlenen yontem ile laktik, stiksinik, asetik, sitrik, piriivik, tirik, okzalik ve formik asit
standartlarinin ayrimi gergeklestirildikten sonra bu asitlerin 6rnekteki miktarlarini tespit
etmek i¢in de bu organik asitlerin 10000 ppm konsantrasyonda ana stok ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiler karistirilarak ana karisim ¢ozeltisi elde edilmistir.
Ardindan kalibrasyon egrisini hazirlamak igin seyreltme yapilarak 1000, 500, 250 ve 100
ppm ana karisim c¢ozeltisi konsantrasyonlart hazirlanmis, cihazda okutulmus ve

kalibrasyon egrisi olusturulmustur.

3.6.3. Etanol Analizleri

Tarhana hamuru orneklerinden etanol ekstraksiyonu Erbas [10] metodunda minor
degisiklikler yapilarak gerceklestirilmistir. Etil alkol analizi, AOAC 984.14 [162]
metodunda modifikasyonlar yapilarak uygulanmistir. Elde edilen ekstrakttan 900 ul
alinarak tizerine i¢ standart olarak kullanilan %5 lik 1-propanoldan 100 pl ilave edilmistir.
Daha sonra Gaz Kromatografisi (Agilent 6890, FID Dedektor) kullanilarak analiz
gerceklestirilmistir. Analiz i¢in DB-624, 30m x 0,53mm kolonu sabit akis modunda, akis
hiz1 1,2 ml/dk olacak sekilde kullanilmistir. Firin baslangi¢ sicakligi 65°C ve dedektor
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sicakligr 265°C’dir. 65°C’de 15 dakika bekleme siiresinin ardindan 20°C’lik artigla
200°C’de 5 dakika bekleyerek analiz 26,75 dakika stirmiistiir. Inlet modu Split 1:50
seklinde inlet sicakligi 250°C olup tastyict gaz Helyum ’dur. Kullanilan gaz kuru hava
450ml/dk ve Hidrojen 40ml/dk seklindedir. Kalibrasyon egrisi %0,5’lik 1-propanol ile

hazirlanmistir.

3.7. Veri Analizi

Tarhana hamuru ¢esitlerinin kalitesinin incelendigi kimyasal analizler, klasik
mikrobiyolojik sayimi sonuglar1 ve metabolit miktarlarinin degerlendirilmesinde JMP
istatistik programi, Versiyon 16 (SAS Institute Inc., Cary, NC, ABD) kullanilarak;
tarhana gesitleri ve fermantasyon giinleri arasindaki farkliliklarin degerlendirilmesi i¢in
tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey testi uygulanmistir. 2 degiskenli
orneklerde Tukey testi yerine Student-t testi uygulanmistir. Analizler gergeklestirilirken

p<0.05 6nem diizeyi se¢ilmistir.

Kiiltiiromik analizler sonucu MALDI TOF MS cihazindan elde edilen veriler SARAMIS

veritabaninda degerlendirilmistir.

Tarhana hamuru fermantasyon siireci sirasinda gergeklesen metagenomik ve
metabolomik etkilesimlerin incelenmesinde  biitiinlestirici  analizler yaklasimi
kullanilmistir. Bu kapsamda, QIIME2 yazilimi kullanilarak PCA ile siniflandirma
analizleri [163], ve Origin (Pro), Versiyon 2022 (OriginLab Corporation, Northampton,

MA, ABD) yazilimi kullanilarak kiimelenme ve korelasyon analizleri gergeklestirilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Fermantasyon, geleneksel olarak eski toplumlar tarafindan zorlu mevsimlerde gidalarin
korunmasi, ritliel ziyafetler icin ve gidanin duyusal kalitesinin arttirilmasi amaciyla
gelistirilmis oldugundan, diinyadaki insan uygarligi kadar eskidir [164]. Ancak insanin
toplumsal gelismesi 1s1¢8inda fermantasyon siirecinin evrimini ve modern biyoteknolojik
araclarin gida fermantasyon siirecinin iyilestirilmesine katkisini tartismay1 amaglayan

arastirmalar son yillarda artmaktadir.

Bu calismada fermantasyon siiresi ve tarhana ¢esidine bagli olarak Isparta, Maras, Bursa,
Kastamonu ve Usak tarhana gesitlerinin temel kimyasal analiz profillerinin yani1 sira hem
mikrobiyal acidan hem de metabolik acisindan biyokimyasal parmak izi ortaya konmasi

amaglanmistir. Bu amagla tez ¢alismasi agsagidaki kisimlardan olugsmaktadir:

i) Belirlenen tarhana ¢esitlerinin geleneksel tariflere uygun olarak hamurlarinin
hazirlanmas1 ve fermantasyona birakilmasi,

i) Fermantasyon siireci boyunca belirlenen zaman araliklarinda alinan
orneklerden klasik kiiltiirel yOntemler 1ile farkli mikroorganizma
poplilasyonlariin belirlenmesi ve bu mikroorganizmalarin izolasyonlarinin
yapilarak saf kiiltiirler elde edilmesi;

iii) Izole edilen saf kiiltiirlerin MALDI TOF MS ile tanimlanmast;

iv) Metagenomik analiz yaklagimiyla tarhana fermantasyonu boyunca
mikrobiyota degisiminin incelenmesi;

V) Tarhana hamurlarinda tespit edilen organik asit ve etanol miktarlarinin
degerlendirilmesi  yaklagimiyla tarhana fermantasyonunun metabolik
karakterizasyonunun gerceklestirilmesi

vi) Tarhana ¢esitlerinin mikrobiyotalarinda ve metabolitlerinde goriilen

degisimlerin biitiinlestirici analizlerle incelenmesi,

seklinde siralanmaktadir (Sekil 4.1). Calisma sonunda yapilan istatistiksel
karsilastirmalar ile her ¢esit tarhana i¢in fermentasyon siiresine bagli olarak kendine 6zgii

nitelik ve nicelikler biitiinlesik omik teknolojileri ile tanimlanmustir.
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Sekil 4.1. Tez calismasinin grafik 6zeti.

4.1. Kimyasal Analiz Sonuclar

4.1.1. pH ve Asitlik Tayini Sonuclar:

Tarhana hamuru ¢esitlerinin pH ve asitlik tayini profilleri ve bunlarin fermantasyon
boyunca zamanla degisimi sirasiyla Cizelge 4.1. ve 4.2°de gosterilmistir. Incelenen iki
parametre icin de tiim cesitlerde fermantasyon siireci boyunca ayni tarhana cesidi i¢inde

istatistiki olarak 6nemli (p<0.05) farkliliklar bulunmustur.

Fermantasyon stiresi 24 saat olan Isparta tarhanasi i¢in pH degeri FO aninda 4,34’den 24
saat sonunda 4,22’ye diismiis ve toplam asitlik %5,55’den %5,77’ye ylikselmistir.
Soyyigit [38] ise Isparta tarhanasi o6rneklerinin pH degerlerinin 3,80-4,86 ve toplam
asitlik degerlerinin %4,92-%27,80 araliginda degistigini belirlemistir. Bunun yaninda

81



Sengiin [27] ise Isparta iline ait tarhana 6rneginin pH degerinin 0. giinde 5,0’dan 24 saat

sonunda 4,8’e diistiiglinii belirlemistir.

Cizelge 4.1. Tarhana hamur ¢esitlerine ait pH analizi sonuglari.

pH Isparta Maras Bursa Kastamonu Usak
0.GUN 4,34+0,028¢ 4,050,014 5,410,014 4,02+0,0% 4,960,014
1.GUN 4,22+0,004¢ 3,83+0,018¢ 5,16+0,0182 4,18+0,02¢ 4,49+0,018°
3.GUN DY DY 4,97+0,01¢ 4,17+0,0%° 3,90+0,005¢
5.GUN DY DY 4,89+0,0202 4,50+0,018> 3,82+0,02F¢
7.GUN DY DY 4,78+0,015 5,39+0,0142 3,79+0,026¢
10.GUN DY DY 4,72+0,02F2 3,89+0,00%° 3,82+0,007¢
15.GUN DY DY DY 3,86+0,07 4,05+0,0002
21.GUN DY DY DY DY 4,11+0,01¢

Farkli biiyiik harfler ayn1 tarhana ¢esidi i¢cindeki farkliliklari ve farkli kiigiik harfler farkli gesitler icin drnek
alma giinleri arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05). “DY” ile gosterilen giinlerde, belirtilen

tarhana cesidinin fermantasyon siiresi bittigi i¢in drnek alinmamustir.

Cizelge 4.2. Tarhana hamur gesitlerine ait asitlik tayini analizi sonuglar

%TA Isparta Maras Bursa Kastamonu Usak

0.GUN 5,55+0,055° 5,77+0,03%  4,50+0,07 5,50+0,05°° 4,77+0,03¢¢
1.GUN 5,77+0,034¢ 7,17+0,03A9  7,48+0,03E0 7,32+0,03E¢ 9,48+0,03F2
3.GUN DY DY 8,100,100 8,020,030 21,17+0,1482
5.GUN DY DY 9,48+0,03¢ 8,87+0,03¢¢ 21,25+0,082
7.GUN DY DY 10,750,080 5,95+0,05 21,63+0,067
10.GUN DY DY 15,57+0,03A°  20,70£0,00"° 20,950,002
15.GUN DY DY DY 20,05+0,05%  12,63+0,06°"
21.GUN DY DY DY DY 12,33+0,03F

Farkli biiylik harfler ayn1 tarhana ¢esidi igindeki farkliliklar: ve farkli kiigiik harfler farkli ¢esitler i¢in 6rnek
alma giinleri arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05). “DY” ile gosterilen giinlerde, belirtilen

tarhana ¢esidinin fermantasyon siiresi bittigi i¢in drnek alinmamustir.
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Maras tarhanasi i¢in pH degeri 24 saatin sonunda baglangicta 4,05’den 3,83’e kadar
diismiistiir. Maras tarhanasinin AB tarafindan 27 Kasim 2023 tarihinde Cografi Isaret
aldig1 ilan edilmis ve iiriin spesifikasyonunda pH degeri 2,79 ile 3,70 arasinda degistigi
belirtilmistir [42]. Ayrica ticari olarak satilan Maras tarhanalari ile yapilan bir ¢alismada
ortalama pH degeri 3,29 ve toplam asitlik degeri %32,14 olarak bulunmustur [41]. Baska
bir ¢alismada ise yine ticari 6rneklerin pH degerleri de 3,76-3,79 arasinda degisirken,
asitlik miktarlar1 %7.63-13.73 arasinda degismistir [165]. Bu c¢alismada ise orneklerin
asitlik miktarlar1 FO’da %5,77 den F1’de %7,17 ye ylikselmistir. Calismalar arasindaki
farkliligin sebebi bu tez calismasinda hamura eklenen tuz miktarinin daha fazla
olmasindan kaynaklanabilir. Tuz miktar1 arttikca ortamda bulunan serbest suyun
azalmasiyla, LAB’nin fermantasyonunun yavaglamasi sonucu pH daha yiiksek bir
degerde kalabilir. Diger bir yandan, Sengiin [27] daha kisa fermantasyon siiresine sahip
tarhana ¢esitlerinin daha yiiksek pH degerine sahip oldugunu bildirmesine karsin, bu
calismada 24 saatlik fermantasyon sonucunda en diisiik pH degeri Maras tarhanasinda
(pH 3,83) bulunmustur. Bu farklilik Maras tarhanasi geleneksel regetesinde inek yogurdu

yerine pH degeri daha diisiik olan ke¢i yogurdu kullanilmasindan kaynaklanabilir.

Bursa tarhanasi pH degeri fermantasyon baslangicinda 5,41°’den 24 saat sonunda 5,16
degerine diismiis ve fermantasyon prosesi boyunca azalarak 10. giinlin sonunda 4,72
olarak ol¢iilmiistiir. Toplam asitlik degerleri de FO aninda %4,50°den 24 saat sonunda
%7,48 e ulagsmis ve fermantasyon sonunda %15,57’ye ulagsmistir. Tim ¢esitler igerisinde
hem FO aninda hem de fermantasyon sonunda en yiiksek pH degerine Bursa tarhanasinin
sahip oldugu goriilmektedir. Yiizde toplam asitlik degeri agisindan da Bursa gesidi
fermantasyon baslangicinda ve fermantasyonun 10. giinleri arasinda en diisiik degere
sahiptir. Bu durumun Bursa tarhanasinin geleneksel regetesinde yogurt yerine inek siitii
kullanilmasindan kaynaklanabilecegi degerlendirilmistir. Daha onceki calismalarda da
tarhana hamuruna eklenen yogurt miktari arttikga fermantasyon sonu pH degerinin

diistiigli goriilmistiir [166].

Kastamonu tarhanasi geleneksel iiretim yontemi iki asamali bir proses oldugu i¢in pH ve
% toplam asitlik degerleri yogurt harci fermantasyonundan hamur fermantasyonuna gegis

asamasinda onemli dalgalanmalar (p<0.05) gostermektedir. Fermantasyon baslangicinda
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pH 4,02 olarak dlglilmiis ve 5. glinde 4,50’ye yiikselmistir. Ardindan, yedinci giinde
hamur hazirlanmasinin ardindan pH 5,39 olarak belirlenirken, onuncu giinde hizlica
3,89’a diismiis; toplam asitlik de F7°de %5,95°den F15°de %20,70’¢ yiikselmistir. Daha
onceki bir ¢alismada Kastamonu tarhanasi iiretim sonrasi pH degerleri 3,64-4,21 ve
asitlik tayini degerleri %3,1-%10,1 araliginda bulunmustur [47]. Ancak, TS 2282 Tarhana
Standardi’na gore liretim sonrasi tarhananin asitlik sayis1 15-40 araliginda olmalidir [23].

Bu acidan, bu tez ¢alismasinda hazirlanan Kastamonu tarhanasi standarda uygundur.

Usak tarhanas1 Cografi Isaret Belgesi’nde tarhana hamuru pH degerinin baslangigta 4,5-
5,0 araligindayken fermantasyon sonunda 3,70’e¢ kadar diistiigli ve titrasyon asitligi
degerinin 10-35 araliginda olmasi gerektigi belirtilmistir [48]. Bu projede hazirlanan
Usak tarhanasi i¢in baslangic pH degeri 4,96 olarak 6l¢iilmiis ve fermantasyonun yedinci
giiniine kadar diismeye devam etmistir. Ancak, fermantasyonunun onuncu giiniinden
itibaren pH tekrar yiikselmeye baslamis ve F21’de pH 4,11 olmustur. Toplam asitlik
Ol¢iimleri ise fermantasyon basinda %4,77°den onuncu giine kadar yiikselmis ve F7’de
%21,63 ve F10°da %20,95 Olgiilmiistiir. Daha sonra yine hizli bir diisiis goriilerek
fermantasyon sonunda %12,33 toplam asitlik belirlenmistir. Tiirtit [167], Usak tarhanasi
orneklerinin pH degerlerini 4,2-4,5 ve asitlik Ol¢timlerini %23,03-24,08 araliginda
bulurken; Simsek [168] klasik Usak tarhanasinin asitlik tayini ol¢timiinii 21 giinliik
fermantasyon sonunda %16,5 olarak belirlenmistir. Bunun yaninda ayni ¢aligmada [168]
klasik tarhana Orneginin asitlik degerlerinin fermantasyonun 15. giiniine kadar arttigi,
daha sonra ise azalan bir trend gosterdigi tespit edilmistir. Usak tarhanasi hamurunun pH
degeri fermantasyonun onuncu giinline kadar keskin bir diislis gostermektedir. Benzer
sekilde Simsek [169] evde hazirlanan tarhana hamurlarinin pH degerlerinin 10. giinden
sonra yiikselmeye bagladigini belirlemistir. Bu tez ¢alismasinda pH ve % toplam asitlik
degerleri degisimi literatiirlerle uygun bir trend gostermekte ancak fermantasyon sonu pH

degeri daha yiiksek ve % toplam asitlik degeri daha diisiik kalmaktadir.

Bes farkli tarhana ¢esidi i¢in fermantasyon baslangicinda pH ve asitlik tayini 6l¢iimleri
benzer bir trend gostermekte ve daha Onceki ¢aligmalarda da ortaya kondugu gibi
[36,170], Kastamonu tarhanasi disindaki ¢esitlerde ilk 24 saatte pH’da keskin bir diisiis

ve toplam asitlik degerlerinde belirgin bir artis gézlenmistir. Yapilan bu caligmada
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tarhana tiretimini etkileyebilecek olan dis ortam kosullar1 ve fermantasyon sicakligi
parametreleri tiim ¢esitler i¢in sabit tutulmustur. Fermantasyon siirecinin ayni giinlerinde
farkli gesitlerin pH degeri karsilastirildiginda, Maras ve Kastamonu ¢esitlerinin istatistiki
olarak onemli farklilik gostermedigi bulunmustur (p>0.05). Daha onceki caligsmalar
fermantasyon siiresinin hem pH hem de % toplam asitlik tizerinde 6nemli bir etkisi ve
tarhana tipinin sadece % toplam asitlik {izerine belirgin bir etkisi oldugunu belirtirken
[10,171], bu tez ¢alismasi her iki parametrenin de tarhana g¢esidinden istatistiki olarak

onemli Olgiide etkilendigini gostermektedir.
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Sekil 4.2. Tarhana hamuru ¢esitlerinde fermantasyon siireci boyunca pH degisimi.
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Sekil 4.3. Tarhana hamuru ¢esitlerinde fermantasyon siireci boyunca % toplam asitlik

degisimi.

4.1.2 Yag Miktar1 Tayini Sonugclar:

Isparta, Marag ve Usak cesitlerinin toplam yag icerikleri fermantasyonun ilk 24 saatinde
onemli 6l¢iide artis (p<0.05) gosterirken, Bursa ve Kastamonu cesitlerinde 6nemli bir
degisim (p>0.05) bulunamamistir. Fermantasyon islemi 24 saatten uzun olan Bursa,
Kastamonu ve Usak c¢esitlerinin toplam yag miktarlar1 siire¢ boyunca artarak,
fermantasyon sonunda FO anindan onemli olglide yiiksek (p<0.05) bulunmustur.

Orneklere ait analiz sonuglar1 Cizelge 4.3.’de gosterilmistir.

Isparta tarhanasi ¢esidinde fermantasyon baslangicinda yapilan analizlerde %1,22 toplam
yag tespit edilirken, 24 saatlik fermantasyon sonunda yag icerigi %2,55’e ylikselmistir.
Soyyigit [38], Isparta tarhanasi Orneklerindeki toplam yag miktari1 %1,35-%7,90

araliginda bulurken, 6rneklerin ortalama %3,40 yag icerdigini tespit etmistir.

Maras tarhanasi’nda FO’da yapilan Olclimlerde ornekler %3,15 toplam yag igerirken,
F1’de bu deger yiikselerek %3,25’¢ ulasmistir. Yoriikkoglu [41], Maras tarhanasi
orneklerinin toplam yag iceriklerininin %1,87-%5,23 araliginda oldugunu belirlerken,
orneklerin ortalama toplam yag igerigini ise %3,90 olarak tespit etmistir. Tamer [172]

kuru tarhana 6rneklerinin ortalama toplam ham yag igeriklerini %5,10 olarak belirlemis
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ve slizme yogurt kullaniminin ham yag oranim arttirdigini gézlemlemistir. Maras
tarhanasi yag igeriginin hem FO aninda hem de fermantasyon sonunda en yiiksek degere
sahip olmasinin formiilasyonda yer alan ve inek siitlinden yapilan yogurttan daha ytiksek

yag icerigine sahip olan ke¢i yogurdundan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Cizelge 4.3. Tarhana oOrneklerinin fermantasyon siiresi boyunca toplam yag miktari

degisimi (%).

%Toplam yag  Isparta Marasg Bursa Kastamonu Usak
0.GUN 1,22+0,028¢ 3,15+0,082 0,43+0,025¢ 0,42+0,02 2,21+0,07
1.GUN 2,55+0,014° 3,25+0,01% 0,430,025 0,45+0,03 2,27+0,035¢
3.GUN DY DY 1,98+0,0P° 0,94-0,0°¢ 3,04+0,0242
5.GUN DY DY 3,010,027 0,88+0,01F¢ 2,95+0,018°
7.GUN DY DY 2,62+0,01¢ 1,56+0,02¢¢ 2,01+0,026P
10.GUN DY DY 2,95+0,0082 2,35+0,07 2,35+0,020P
15.GUN DY DY DY 2,03+0,025° 2,74+0,0¢2
21.GUN DY DY DY DY 3,05+0,0A

Farkli biiyiik harfler ayn1 tarhana ¢esidi igcindeki farkliliklari ve farkli kiigiik harfler farkli gesitler i¢in drnek
alma giinleri arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05). “DY” ile gosterilen giinlerde, belirtilen

tarhana ¢esidinin fermantasyon siiresi bittigi i¢in 6rnek alinmamustir.

Bursa tarhanas: ¢esidinde geleneksel regeteye gore hamura fermantasyonun 3. giiniinde
yeni bilesenler eklenmesi sebebiyle FO’da ve F1’de %0,43 olarak tespit edilen toplam yag
miktar1 F3’de %1,98 e yiikselmistir. Prosesin 5. giiniinde en yiiksek deger olan %3,01°e
ulasan toplam yag icerigi 10. giinde %2,95 olarak belirlenmistir.

Kastamonu tarhanasinin fermantasyon siirecinin baslangicinda hazirlanan yogurt harci
F0’da %0,42 toplam yag igerirken F7°de un eklenmesi ile birlikte %1,56’ya yiikselmistir.
Daha sonra F10’da en yiiksek toplam yag icerigi %2,55 olarak 6l¢iilmiis ve fermantasyon
sonunda bu deger %2,03’e gerilemistir. Daha 6nceki bir ¢aligmada Kastamonu tarhanasi
% toplam yag icerigi %0,74-4,77 aralifinda bulunmus ve bu farkliliklarin kullanilan
yogurdun ozelliklerinden kaynaklandig belirtilmistir [45].
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Usak tarhanasi ¢esidinin fermantasyon baslangicinda %2,21 olan toplam yag igerigi ilk
tic giin boyunca yiikselerek F3’de %3,04 olmustur. Proses boyunca toplam yag miktari
artis ve azaliglar gostermis ve F21°de %3,05’e ulasmustir. Cifci [173] de Usak tarhanasi

orneklerinin toplam yag iceriklerini %2,38-%3,84 araliginda bulmustur.
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Sekil 4.4. Tarhana hamuru ¢esitlerinde fermantasyon siireci boyunca % toplam yag

miktart degisimi.

4.1.3. Protein Miktar:1 Tayini Sonuclar:

Tim tarhana cesitleri icin fermantasyon siirecinin ilk 24 saatinde protein miktarinin
onemli 6l¢iide azaldigr (p<0.05) belirlenmistir. Fermantasyon islemi 24. saatten sonra da
devam eden Bursa, Kastamonu ve Usak cesitlerinin protein icerigi ise siire¢ boyunca
dalgalanmalar gosterse de fermantasyon sonunda FO anindan daha yiiksek degerlere

ulagmistir (Cizelge 4.4).

Isparta tarhanasinda FO’da %4,98 olarak belirlenen protein miktar1 24 saatlik
fermantasyon sonunda %4,10’a dismiistiir. Soyyigit [38] ise Isparta tarhanasi

orneklerinin protein miktarini %12,79-%21,58 araliginda bulmustur.
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Maras tarhanasindan alinan orneklerde fermantasyon baslangicinda protein igerigi
%3,64’den 24 saatlik fermantasyon sonunda %2,52’ye diismiistiir. Ering [165], yogurtla
hazirlanan Maras tarhanasi 6rneklerinin %16,36 protein i¢erdigini belirlerken; Y 6riikoglu
[41], inceledigi orneklerin protein igeriginin %14,49-%18,11 arasinda degistigini tespit

etmistir.

Cizelge 4.4. Tarhana 6rneklerinin fermantasyon siiresi boyunca protein miktar1 degisimi

(%).

%Protein Isparta Maras Bursa Kastamonu Usak
0.GUN 4,98+0,014¢ 3,640,027 6,91+0,01P2 2,27+0,03P¢ 6,19+0,0¢P
1.GUN 4,10+0,018¢ 2,52+0,0189  6,83+0,02F2 2,09+0,02F¢ 5,36+0,02H0
3.GUN DY DY 7,14+0,002 1,82+0,03%¢ 6,23+0,080
5.GUN DY DY 7,28+0,01B2 1,51+0,0¢¢ 5,89+0,015°
7.GUN DY DY 6,92+0,02P2 4,56+0,0¢° 5,8240,016P
10.GUN DY DY 7,97+0,0142 6,07+0,01B° 5,96+0,01°¢
15.GUN DY DY DY 6,51£0,0242 5,85+0,01
21.GUN DY DY DY DY 6,5340,04

Farkli biiyiik harfler ayni tarhana ¢esidi igindeki farkliliklari ve farkl kiigiik harfler farkli gesitler igin rnek
alma giinleri arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05). “DY” ile gosterilen giinlerde, belirtilen

tarhana ¢esidinin fermantasyon siiresi bittigi i¢in 6rnek alinmamustir.

Bursa tarhanasi cesidinin FO’da %6,91 olan protein icerigi 24 saatlik fermantasyon
sonunda %6,83 diismiis ve daha sonra tekrar yiikselmeye baslayarak fermantasyon
sonunda %7,97 olarak belirlenmistir. Oyewole [174], manyok fermantasyonu iizerine
yaptig1 arastirmada protein igeriginin ilk 72 saatten fermantasyon sonuna kadar
yiikseldigini ve fermantasyon sonundaki artisin gidadaki proteinin mikrobiyal proteine

doniismesinden kaynaklandigini belirtmistir.
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Geleneksel hazirlanma metodu sebebiyle fermantasyonun ilk asamasinda yogurt harci
yapisinda olan Kastamonu tarhanasinda baglangi¢c aninda %2,27 protein tespit edilirken
bu miktar 5. giin sonunda %1,51’e kadar diismiis, fermantasyonun 7. giiniinde karigima

un eklenmesiyle protein miktar1 %4,56 ve F15’de %6,51 degerine yiikselmistir.

Usak tarhanasi fermantasyon baslangicinda %6,19 protein igerirken; protein miktari
fermantasyonun ilk giinii sonunda %5,36’ya diismiis ve siire¢ boyunca dalgalanmalar
gostererek fermantasyon sonunda %6,53 degerine ulagmustir. Cifci [173], hazirladigi tez
calismasinda Usak tarhanasi drneklerinin protein igeriginin %11,93-%13,33 araliginda
degistigini bulmustur. Erbas [36] ise 1slak tarhana drneklerinin protein igerigini %16,79

olarak belirlemistir.
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Sekil 4.5. Tarhana hamuru ¢esitlerinde fermantasyon siireci boyunca % protein miktari

degisimi.

Fermantasyon prosesi boyunca protein miktar1 degisimini inceleyen ¢aligmalar deneysel

diizen, calisma siireleri ve gidalarin baslangic protein ya da amino asit igerigi profillerinin
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protein miktar1 degisim egilimlerini etkiledigini belirlemislerdir [175-177]. Bu tez
calismasi da tarhana hamurunda bulunan protein miktarinin geleneksel regeteden

etkilendigini gostermistir.

4.1.4. Kiil Miktar1 Tayini Sonug¢lari

Isparta ve Kastamonu tarhanasi ¢esitlerinin kiil miktar1 fermantasyonun ilk 24 saatinde
artis gosterirken, Marag ve Usak ¢esitlerinde istatistiki olarak dnemli bir azalma (p<0.05)
belirlenmistir. Bursa ¢esidinde ise ilk 24 saatte azalma gozlenmesine ragmen bu azalma
Oonemsiz bulunmustur (p>0.05). Fermantasyon baglangicinda en yiiksek kiil miktar1 Bursa
(%4,56) ve en disiik Kastamonu g¢esidindedir (%2,03). Fermantasyon bitis anlari
karsilastirildiginda ise yine Bursa ¢esidi en yiiksek (F10, %2,03) ve Kastamonu ¢esidi en
disiik (F15, %1,66) kiil miktarina sahiptir. Tarhana ¢esitlerinin kiil miktar1 igerikleri
Cizelge 4.5°de gosterilmistir.

Cizelge 4.5. Tarhana 6rneklerinin fermantasyon siiresi boyunca kiil miktar1 degisimi (%).

%Kil Isparta Maras Bursa Kastamonu Usak

0.GUN 2,190,018 2,99+0,02¢  4,56+0,02P2  2,03+0,03% 3,250,018
1.GUN 2,310,079 2,64+0,08° 4,550,052 2,30+0,08¢ 3,19+0,0¢P°
3.GUN DY DY 4,55+0,03P2 2,34+0,078¢ 3,12+0,01°
5.GUN DY DY 4,62+0,02¢2 2,370,014 2,97+0,02
7.GUN DY DY 4,780,042 1,96+0,020¢ 3,25+0,058CP
10.GUN DY DY 4,71+0,0152 1,97+0,0°¢ 3,18+0,01PP
15.GUN DY DY DY 1,66+0,03F" 3,210,028¢P2
21.GUN DY DY DY DY 3,59+0,02A

Farkli biiyiik harfler ayni tarhana ¢esidi igindeki farkliliklari ve farkli kiigiik harfler farkli gesitler igin drnek
alma giinleri arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05). “DY” ile gosterilen giinlerde, belirtilen

tarhana ¢esidinin fermantasyon siiresi bittigi i¢in 6rnek alinmamustir.
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Isparta tarhanasinda fermantasyon baslangicinda %2,19 olarak belirlenen kiil miktar1 24
saat sonunda %2,31’e yiikselmistir. Soyyigit [38], Isparta tarhanasi orneklerinde kiil
miktariin %1,63-%13,19 araliginda degistigini belirlemistir.

Maras tarhanasi fermantasyon baslangicinda %2,99 kiil icerirken fermantasyon sonunda
bu degerin %2,64 e diistiigii belirlenmistir. Yorikkoglu [41], Maras tarhanasi 6rneklerinin

kiil miktarinin %4,37-%6,47 araliginda degistigini bulmustur.

Fermantasyonun baslangicinda %4,56 kiil iceren Bursa tarhanasinda ilk 24 saatte
istatistiki olarak onemli bir degisim gozlenmezken (p>0.05), 10 giinliik fermantasyon

sonunda bu deger %4,71 e ulasmistir.

Kastamonu tarhanasi orneklerinin kiil miktar1 FO aninda %2,03 olarak belirlenmis ve bu
miktar yogurt harci donemi boyunca artarak F5’de %2,37 6l¢giilmiistiir. Fermantasyonun
yedinci giiniinde hazirlanan hamurda %1,96 olan kiil miktar1 fermantasyon sonunda
%1,66 olmustur. Hendek Ertop [45], Kastamonu tarhanasi {izerine yaptiklar1 aragtirmada

tarhana 6rneklerinin kiil miktarlarinin %1,05-2,65 araliginda degistigini bulmustur.

Usak tarhanasinin fermantasyon baglangicinda %3,25 kiil igerdigi belirlenmistir.
Fermantasyonun ilk 5 giinii boyunca bu deger azalarak F5’de %2,97 olarak 6l¢iilmistiir.
Kiil miktart igerigi yedinci giinden itibaren tekrar ylikselmeye baslayarak fermantasyon
sonunda %3,59 olarak belirlenmistir. Cifci [173] de 21 giin fermantasyon uygulanan Usak
tarhanast Orneklerinin kiil miktarlarinin %1,53-%2,65 araliginda degistigini tespit

etmistir.

Tamer [172] kurutulmus tarhana Srnekleriyle yaptiklar ¢alismada orneklerin ortalama

kiil miktarlarin1 %4,56 olarak belirlerken, hamur formiilasyonunda kullanilan tuz igerigi
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arttikca kiil miktarinin arttigini tespit etmistir. Kivang [52], fermantasyon sonunda
tarhana orneklerinde toplam kiil miktarint %5,65, Ertas [178] %1,51 ve Erbas [36] %8,94
olarak &l¢miistiir. Bunlarin yaninda Ibanoglu [170], standart yontemle hazirlanan
tarhanalarin kiil miktarin1 %7,4 olarak tespit ederken artan yogurt miktariyla birlikte kiil
miktarinin da arttigini ve kullanilan un tipinin de kiil i¢erigini etkiledigini belirtmistir. Bu
tez ¢alismas1 ve daha Onceki arastirmalar degerlendirildiginde; tarhanada bulunan kiil

miktariin kullanilan hammaddelerden etkilendigi goriilmektedir.
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Sekil 4.6. Tarhana hamuru cesitlerinde fermantasyon siireci boyunca % kiil miktar

degisimi.

4.1.5. Kuru Madde Miktar:1 Sonuclari

Tarhana hamuru gesitlerinin kuru madde igerikleri Kastamonu tarhanasi disindaki
orneklerde fermantasyon siireci boyunca dalgalanmalar gosterirken, fermantasyon
sonunda baslangi¢ anina gore azalmistir. Biitiin ¢esitler i¢in ilk 24 saat sonunda ve
fermantasyon sonunda hamurlarin kuru madde igerigi baglangi¢ anina gére dnemli lgiide

farkli (p<0.05) bulunmustur.
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Isparta tarhanasi fermantasyon baslangicinda %29,09 kuru madde igerirken, bu deger 24
saatlik fermantasyon sonunda %27,15’¢ diigmiistiir. Maras tarhanasinin kuru madde
igerigi de fermantasyon baslangicinda %27,39’dan fermantasyon sonunda %24,31°¢
diismiistiir. Bursa tarhanasinda ise fermantasyon baslangicinda %53,53 oraninda Kuru
madde tespit edilmis ve bu miktar siire¢ boyunca degiserek fermantasyonun onuncu

giinde %51,52 olarak belirlenmistir.

Kastamonu tarhanasi hamuru, yogurt harcina fermantasyonun yedinci giiniinde un

eklenmesiyle hazirlandigindan, kuru madde igeriginde Onemli bir degisim

gozlenmektedir. Fermantasyon baslangicinda %6,93 olan kuru madde miktar1 F5’de
%7,21 olarak tespit edilmis ve F7°de hamur formuna ge¢ilmesiyle %46,67 olmustur.

Daha sonra ise kuru madde miktari artarak F15’de %53,36 oranina yiikselmistir.

Cizelge 4.6. Tarhana Orneklerinin fermantasyon siiresi boyunca kuru madde miktari

degisimi (%).

%Kuru madde  Isparta Maras Bursa Kastamonu Usak
0.GUN 29,09+0,08"¢  27,39+0,0°Y  53,53+0,06%*  6,93+0,03F¢ 37,5840,014°
1.GUN 27,15£0,018  24,31+0,018¢  52,03+0,05%  7,21+0,01%¢ 35,32+0,0000
3.GUN DY DY 50,780,052 7,610,0P¢ 35,49+0,02CP
5.GUN DY DY 51,95+0,0282  7,21+0,01E¢ 34,77+0,016P
7.GUN DY DY 50,89+0,01%%  46,67+0,06%°  34,97+0,01%
10.GUN DY DY 51,5240,01%  45,90+0,02%°  35,62+0,038¢
15.GUN DY DY DY 53,36+0,02%2  35,26+0,03E°
21.GUN DY DY DY DY 34,23+0,01"

Farkli biiyiik harfler ayn1 tarhana ¢esidi igindeki farkliliklar: ve farkl kiigiik harfler farkli ¢esitler i¢in 6rnek
alma giinleri arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05). “DY” ile gosterilen giinlerde, belirtilen

tarhana ¢esidinin fermantasyon siiresi bittigi icin 6rnek alinmamugtir.

Usak tarhanasi fermantasyon baslangic aninda %37,58 oraninda kuru madde
icermektedir. Fermantasyon boyunca 6rneklerin % kuru madde miktari istatistiki olarak

onemli derecede farkli (p<0.05) olmakla birlikte silire¢ boyunca artis ve azaliglar
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gbzlenmistir. Fermantasyon sonunda Usak tarhanasinin kuru madde igerigi %34,23

olarak belirlenmistir.

Tarhana cesitlerde % kuru madde iceriginde gozlenen diisiis, fermantasyon kaybi ile
aciklanabilir. Tarhana mikrobiyotasinda yer alan mikrooganizmalarin aktiviteleri sonucu
karbonhidrat miktarinda goriilen azalma ile iliskili olan kuru madde kaybina karsin, kiil

ve protein miktarinda artis gozlenmektedir [179].
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Sekil 4.7. Tarhana hamuru ¢esitlerinde fermantasyon siireci boyunca % kuru madde

miktar1 degisimi.

4.2. Klasik Mikrobiyolojik Yaklasimlar Kullanilarak Tarhana Mikrobiyotasinin

Incelenmesi

Belirlenen 6rnek alma planina gore (Sekil 3.7) tarhana hamurlarindan alinan numuneler
toplam mezofilik aerobik bakteri (TMAB) saymmi icin PCA, laktobasiller icin MRS,
laktik streptokok ve laktokoklar icin M17, streptokoklar icin NRLC, enterokoklar icin
KAA ve maya-kiif sayimi icin DRBC agar besiyerlerine ekilmistir. Sekil 3.8”de belirtilen
inkiibasyon kosullar1 sonunda 30-300 koloni diismiis Petri kutularindan sayim yapilarak

sonuglar degerlendirilmistir.
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4.2.1. Fermantasyon Siiresi Boyunca Toplam Mezofilik Aerobik Bakteri Sayisinda

Goriilen Degisimler

Tarhana Orneklerinde TMAB sayim sonuclari Cizelge 4.7’de gosterilmistir. Isparta
tarhanasi ¢esidinde 24 saatlik fermantasyon sonunda TMAB sayis1 FO’da 8,207 log
kob/g’dan 7,459 log kob/g’a diismiistiir. Daha 6nceki bir ¢alismada ise Isparta ili ve
cevresinden temin edilen 27 adet tarhana 6rneginde TMAB sayis1 1.4x10%-2.1x107 kob/g
araliginda tespit edilmistir [38]. Ayni sekilde 24 saatlik fermantasyon ile hazirlanan
Maras tarhanasinda ise F0’da 7,434 log kob/g TMAB tespit edilirken, fermantasyon
sonunda gelisme goriilmemistir. Daha dnceki ¢alismalarda fermantasyon boyunca TMAB
sayisindaki azalmanin, artan asit miktariyla birlikte karbondioksit, hidrojen peroksit,
diasetil, etanol ve bakteriyosinlerin olugsmasina baglanabilecegi belirtilmistir [36,52].
Maras tarhanasi 6rneklerine ait diger analiz sonuglar1 da birlikte degerlendirildiginde,
Maras ¢esidinde 24 saat sonunda maya varlig1 sayisindaki artig sayimi yapilabilen TMAB

miktarim etkilemis olabilir.

Bursa tarhanasinda bulunan TMAB sayis1 fermantasyon boyunca istatistiksel olarak
onemli (p<0.05) degisim gostermektedir. Geleneksel regeteye gore baslangic aninda
sadece un, maya ve tuzdan olusan bir hamur hazirlanmis ve TMAB sayis1 FO’da 7,472
log kob/g’dan ilk 24 saat sonunda 7,328 log kob/g’a diismiis; ardindan 3. giinde hamura
siit, baharatlar ve un ilave edilmesiyle 7,436 log kob/g’a yiikselmistir. Bu dalgalanmalar
fermantasyon siiresi boyunca siirmiis ve fermantasyon sonunda TMAB sayis1 6,836 log
kob/g olmustur. Bu degisim mikroorganizmalarin fermantasyon boyunca irettigi
metabolitlerin birikiminden kaynaklanabilir. Bunlarin yaninda, Bursa tarhanasinda
bulunan TMAB sayisinin fermantasyon sonunda diger cesitlere kiyasla daha az olmasi
formiilasyonda siit kullanilmasi ile acgiklanabilir. Daha 6nceki calismalarda hamurda
kullanilan yogurt miktar1 ve TMAB sayisinin da dogru orantili olarak degistigi
belirlenmistir [166].

Kastamonu tarhanasi ilk yedi giinliik siirecinde TMAB sayis1 FO’da 6,285 log kob/g’dan
F5°de 8,044 log kob/g’a yiikselmis ve sonuglar arasinda anlamli farkliliklar tespit
edilmistir (p<0.05). Fermantasyonun yedinci giiniinde yogurt harcina un ve diger

malzemelerin eklenmesiyle TMAB sayis1 8,283 log kob/g olarak belirlenmistir.
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Fermantasyon sonunda ise TMAB sayist 7, 569 log kob/g olarak oOl¢iilmiistir. Daha
onceki bir ¢alismada ise Kastamonu tarhanasi 6rneklerinde tiretim sonrasinda TMAB

sayis1 ortalama 4,76 log kob/g olarak belirlenmistir [47].

Cizelge 4.7. PCA besiyerinde glinlere gore Toplam Mezofilik Aerobik Bakteri sayilar
(log10 kob/g).

PCA Isparta Marasg Bursa Kastamonu Usak

0.GUN 8,207+£0,010%  7,434+0,047° 7,472+0,011°°  6,285+0,048%  5,989+0,10F
1.GUN 7,459+0,07182  GY®Bd 7,328+0,0318%  7,167+0,044P¢  7,268+0,070¢°
3.GUN DY DY 7,436£0,019%°  7,531+0,022%°  7,876+0,0594
5.GUN DY DY 6,830+0,016°°  8,044+0,005%  6,884+0,033P"
7.GUN DY DY 7,001£0,054¢¢  8,283+0,035"%  7,675+0,0235P
10.GUN DY DY 6,836+0,063%"  8,360+0,0574%  GYF°

15.GUN DY DY DY 7,569+£0,064%  GYF

21.GUN DY DY DY DY GYF

Farkl1 biiyiik harfler ayni tarhana ¢esidi i¢indeki farkliliklari ve farkli kiigiik harfler farkli ¢esitler igin 6rnek
alma giinleri arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05). “DY” ile gosterilen giinlerde, belirtilen
tarhana ¢esidinin fermantasyon siiresi bittigi i¢in 6rnek alinmamuistir. “GY” ile gosterilen giinlerde gelisme

gozlenememistir.

Usak tarhanasinda TMAB sayimi sonuglar1 FO’da diger cesitlere kiyasla daha diisiiktiir.
Bunun sebebi hammadde kaynakl1 olabilecegi gibi, kullanilan malzeme ¢esidi ve miktari
sebebiyle daha seyreltik hale gelmesinden kaynaklanabilir. Ancak F1’de, literatiirle
benzer sekilde [166], TMAB sayisinda keskin bir artis goriilmektedir. Hamur
orneklerinde 24 saat sonunda laktik asit miktarinin da belirgin sekilde arttig1 bulunmustur.
Erbas [36] da artan asit miktarinin 24 saat sonunda TMAB ve LAB sayisini arttirdigi
belirlemistir. Fermantasyon siireci boyunca ise TMAB sayisinin 3. giinde en yliksek
degere ulasarak daha sonra azaldigi saptanmistir. Yine Settanni [50], TMAB sayisinin en
yiiksek degere fermantasyonun 4. giiniinde ulastigt bulunmustur. Calismada 4. giin
ornekleme yapilmadigindan sonuglarda paralellik oldugu varsayilabilir. Fermantasyonun
devaminda ise yedinci giinde ortamda maya tespit edilmemesiyle birlikte TMAB sayist

tekrar yiikselmis; ancak daha sonraki gilinlerde olusan metabolitlerin etkisiyle TMAB
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tespit edilememistir. Ancak Simsek [168], Usak tarhanast TMAB igerigini
fermantasyonun ilk giinii sonunda 8,48 log kob/g olarak belirlerken fermantasyon

sonunda bu say1 9,39 log kob/g’a ulagsmistir.
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Sekil 4.8. Tarhana hamuru cesitlerinde fermantasyon siireci boyunca TMAB sayist

degisimi (log10 kob/g).

4.2.2. Fermantasyon Siiresi Boyunca Laktobasillerin Sayisinda Goriilen Degisimler

Tarhana cesitlerinde laktobasil sayim sonuglar1 Cizelge 4.8’de gosterilmistir. Isparta
cesidinde fermantasyon baglangicinda 9,082 log kob/g olarak belirlenen laktobasil say1si
24 saat sonunda 8,591 log kob/g degerine diiserken; Maras tarhanasinda 7,499 log
kob/g’dan 7,112 log kob/g degerine ulagsmistir (p<<0.05). Isparta tarhanasinda laktobasil
sayis1 daha &nceki bir ¢alismada ortalama 6,6x10° kob/g olarak tespit edilmistir [38].
Settani [50] ve Simsek [168] fermantasyonun ilk 24 saatinde tarhana Orneklerinde
laktobasil sayisinin arttigini tespit ederken; Sengiin [27] ve Simsek [169] ise farkli tarhana
hamurlarini kiyasladiklarinda bazi ¢esitlerde fermantasyon siiresince laktobasil sayisinda
azalma oldugunu belirlemislerdir. Ancak, bu tez calismasinin diger bir basamagi olan
metagenomik analizler ise iki tarhana ¢esidinde de 24 saatlik fermantasyon sonunda

laktobasil sayilarimin bagil varliginda artis oldugunu gostermektedir. Bu yiizden, bu
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tarhana cesitlerinde bulunan laktobasil tiirlerinin kullanilan besiyerinde yeterli bir

gelisme gosteremedigi ve bu nedenle sayilamadigi diisiiniilebilir.

Bursa tarhanasinda FO anindan (7,789 log kob/g) F3’e (8,093 log kob/g) kadar laktobasil
sayisinda artis gozlenmistir. Settani [50] ve Sengiin [27] de bu tez ¢alismasinda elde
edilen sonuglara paralel sekilde fermantasyonun 4. giiniinden sonra laktobasil sayisinda
azalma oldugunu bulmuslardir. Laktobasil sayisindaki degisime uygun sekilde besinci ve
yedinci giinleri arasinda pH ve maya sayisi diiserken, laktik asit miktar1 artmistir. Ancak,
metagenomik analiz sonuglar1 yedinci giinde laktobasil sayisinin daha onceki giinlere
gore oldukega yiiksek oldugu gostermektedir. Bu durum yine hamurda bulunan tim
laktobasil tiirlerinin standart MRS agar besiyerinde optimum gelismeye uygun

olmamastyla agiklanabilir.

Cizelge 4.8. MRS Agar besiyerinde giinlere gore laktobasil sayilari (logl0 kob/g)

MRS Isparta Maras Bursa Kastamonu Usak

0.GUN 9,082+0,028"2  7,499+0,039”° 7,789+0,044%°  6,990+0,011F¢  6,524+0,144F¢
1.GUN 8,591+0,0708°  7,112+0,0148¢ 8,078+0,068"°  7,180+0,0935¢ 8 ,854-+0,04852
3.GUN DY DY 8,093+0,0814°  7,683+0,072°°  9,101+0,139/
5.GUN DY DY 7,495+0,162°  8,991+0,0098  8,597+0,050°
7.GUN DY DY 7,564+0,0148¢¢  9,029+0,01282  8,386+0,082¢P
10.GUN DY DY 7,518+0,113°°  9,298+0,089%%  7,011+0,063°°
15.GUN DY DY DY 8,704+0,018%®  8,388+0,044¢P
21.GUN DY DY DY DY 8,363+0,019¢

Farkli biiyiik harfler ayn1 tarhana ¢esidi igindeki farkliliklar ve farkli kiigiik harfler farkli gesitler igin 6rnek
alma giinleri arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05). “DY” ile gosterilen giinlerde, belirtilen

tarhana ¢esidinin fermantasyon siiresi bittigi i¢in drnek alinmamustir.

Kastamonu tarhanasi1 Orneklerinde fermantasyon baslangicinda 6,990 log kob/g olan
laktobasil sayis1 artarak 24 saat sonunda 7,180 log kob/g’a ulagmistir. Buna karsin,
fermantasyonun besinci ve yedinci giinlerinde istatistiksel olarak 6nemli bir fark

bulunmazken (p>0.05), yedinci giinde un eklenmesiyle artis gériillmeye devam etmistir
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(p<0.05). Siire¢ boyunca degisimler gozlenerek, 15. giliniin sonunda laktobasil sayisi
8,704 log kob/g degerine ulasmistir (Cizelge 4.8). Ozdemir [47], Kastamonu tarhanasinda
liretim sonrasi yaptig1 arastirmada orneklerde bulunan ortalama laktobasil sayisini 4,28

log kob/g olarak belirken, Hendek-Ertop [45], anaerobik LAB sayisinin 6,892-7,602 log
kob/g araliginda degistigini tespit etmistir.
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Sekil 4.9. Tarhana hamuru ¢esitlerinde fermantasyon siireci boyunca laktobasil sayis1

degisimi (log10 kob/qg).

Usak tarhanasi 6rneklerinde fermantasyon baglangicinda laktobasil sayis1 6,524 log kob/g
olarak belirlenmis ve bu say1 birinci giin (8,854 log kob/g) ve ti¢iincii giinlerde (9,101 log
kob/g) hizl bir artis gostermistir. Benzer sekilde Erbas [36] ve Temiz [4] ¢calismalarinda
tarhana hamuru 6rneklerde bulunan laktobasil sayisinin fermantasyonun ilk {i¢ giiniinde
hizla ytikseldigini bulmuslardir. Daha sonra F5, F7, F15 ve F21°de tespit edilen laktobasil
sayilar1 arasinda istatistiksel olarak belirgin bir fark (p>0.05) bulunamamis ve 21. giin
sonunda 8,363 log kob/g degerine ulasmustir. Sengiin [27], Usak tarhanasi hamuru
orneklerinde yaptig1 ¢alismada ise fermantasyon baslangicinda laktobasil sayisini 7,5 log
kob/g olarak belirlerken, dordiincii giine kadar bu sayida azalma tespit etmis,

fermantasyon sonunda ise laktobasil sayisinin 7,7 log kob/g oldugunu bulmustur.

100



4.2.3. Fermantasyon Siiresi Boyunca Laktik Streptokoklarin ve Laktokoklarin

Sayisinda Goriilen Degisimler

Orneklerde bulunan laktik streptokok ve laktokok sayim sonuglar1 Cizelge 4.9°da
gosterilmistir. Isparta tarhanasi fermantasyon siirecinde laktik streptokok ve laktokok
sayis1 FO aninda 6,786 log kob/g’dan 24 saatlik fermantasyon sonunda 7,055 log kob/g’a
ulagsmustir. Soyyigit [38], Isparta tarhanasinda laktik streptokok sayisinin 3,204 log kob/g
-7,0 log kob/g araliginda degistigini tespit etmistir. Sengiin [27] ise Isparta bolgesinden
temin edilen ancak 3 giinliik fermantasyon siiresine sahip olan 6érneklerden M17 agara
yapilan ekimler sonucunda mikroorganizma yiikiiniin sifirinci giinde 6,6 log kob/g’dan
24 saat sonunda 6,4 log kob/g’a diistiigiiniii fermantasyon sonunda ise 7,0 log kob/g’a

ulastigin1 bulmustur.

Maras tarhanasi ¢esidinde fermantasyon baslangicinda 6,220 log kob/g olarak belirlenen
laktik streptokok ve laktokok sayisi fermantasyon sonunda 6,306 log kob/g’a yiikselmis;

ancak istatistiki olarak anlamli bir fark bulunamamaistir (p>0.05).

Bursa tarhanasi ¢esidinde fermantasyon baslangicinda bu mikrooganizmalarin sayisi
8,610 log kob/g olarak belirlemis ve sayilar1 5.giine kadar azalma gdstermistir. Settani
[50] ve Sengiin [27] tarafindan yapilan c¢alismalarda da M17 agarda gelisen
mikroorganizmalarin sayist sirasiyla dordiincii ve ikinci giinlerden sonra azalmaktadir.
Bursa tarhanasinda ise fermantasyonun iigiincii glinlinde hamura geleneksel recete geregi
yeni malzemeler eklenmesinin etkisiyle LAB metabolizmasinin artmaya devam etmesi
sonucu bu mikroorganizmalarin sayisinin  tekrar yiikseldigi  distiniilmektedir.
Fermantasyonun yedinci ve onuncu giinlerinde sayim sonuglari istatistiksel olarak benzer

(p>0.05) bulunmustur.

Kastamonu tarhanasi drneklerinde yapilan sayim sonuglart fermantasyon siireci boyunca
istatiski olarak 2 gruba ayrilmistir. Aranan mikroorganizmalarin varligi FO aninda 6,372
log kob/g sayisindan 24. saat sonunda 7,579’a ulasmis (p<0.05), ii¢lincii giin sonunda
azalmis ve besinci giinden itibaren artarak fermantasyon sonuna kadar istatistiki olarak

ayni grup iginde kalmistir (p>0.05). Fermantasyon bitisinde ise laktik streptokok ve
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laktokoklarm varligi 7,865 log kob/g sayisina ulasmistir. Ozdemir [47] Kastamonu
tarhanas1 6rneklerindeki laktokok sayisini ortalama 4,33 log kob/g olarak belirlemigken,
Hendek-Ertop [45], acrobik LAB sayilarini 4,041 log kob/g ve 7,041 log kob/g arasinda

bulmustur.

Usak tarhanasindan alinan 6rneklerde laktik streptokoklar ve streptokoklarin sayisi FO
(7,212 log kob/g) ve F1(7,371 log kob/g) anlarinda istatistiki olarak ayni grupta yer
alirken (p>0.05), fermantasyonun yedinci giiniine kadar énemli bir degisme goriilmemis
(p>0.05) ve daha sonra 7. giinde belirgin bir azalma kaydedilmistir. Fermantasyonun
onuncu ve onbesinci giinlerinde mikroorganizma sayisinda artig gdzlenmis ancak F21°de
mayalarin ortama hakim olmasiyla sayim yapilamamistir. Buna paralel olarak F21’de
laktik asit miktarinda da 6nemli bir diisiis belirlenmistir. Sengiin [27] de Usak tarhanasi
orneklerinde M17 agar besiyerinde F0’da 7,6 log kob/g bakteri tespit ederken, bu sayida
6. giine kadar azalma tespit etmis, daha sonra tekrar artis gozlenmesine ragmen

fermantasyon sonunda 6,1 log kob/g degeri saptanmustir.

Cizelge 4.9. M17 Agar besiyerinde giinlere gore laktik streptokoklarin ve laktokoklarin

sayilar1 (log10 kob/g).

M17 Isparta Maras Bursa Kastamonu Usak

0.GUN 6,786+0,0438¢  6,220+0,2924¢ 8,610+0,006%*  6,372+0,0288¢  7,212+0,0534°
1.GUN 7,055+0,033A°  6,306+0,0534¢ 7,420+0,030°P®  7,579+0,02372  7,371+0,1114°
3.GUN DY DY 7,615£0,016%%  6,881+0,5958%  6,616+0,0268"
5.GUN DY DY 7,980+0,0038°  8,230+0,05242  6,625+0,1288¢
7.GUN DY DY 7.216+0,254P%0  8,142+0,0917%  5,999+0,202¢¢
10.GUN DY DY 7,023+0,0825°  8,023+0,134%%  6,392+0,0208°
15.GUN DY DY DY 7,865+0,076"%  7,353+0,0294°
21.GUN DY DY DY DY GYP

Farkli biiylik harfler ayn1 tarhana ¢esidi igindeki farkliliklari ve farkli kiigiik harfler farkli ¢esitler i¢in 6rnek
alma giinleri arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05). “DY” ile gosterilen giinlerde, belirtilen
tarhana ¢esidinin fermantasyon siiresi bittigi i¢in 6rnek alinmamustir. “GY” ile gosterilen giinlerde gelisme

gozlenememistir.
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Sekil 4.10. Tarhana hamuru ¢esitlerinde fermantasyon siireci boyunca laktik streptokok

ve laktokok sayisi degisimi (log10 kob/g).

4.2.4. Fermantasyon Siiresi Boyunca Streptokoklarin Sayisinda Goriilen Degisimler

Tarhanada kullanilan siit ve yogurt gibi hammaddelerden kaynaklanabilecek
streptokoklarin tespiti i¢cin NRLC besiyerinde yapilan sayim sonuglar1 Cizelge 4.10°da
gosterilmistir. Isparta tarhanasi 6rneklerinde FO aninda 8,268 log kob/g olan streptokok
sayis1 24 saatlik fermantasyonun sonunda 7,918 log kob/g degerine gerilemistir. Bunun
yaninda fermantasyon baslangicinda bu ¢esitte tespit edilen streptokok varligi diger
tarhana cesitlerinden daha yiiksek bulunmustur. Bu durum, geleneksel regetede yer alan
siizme ev yogurdu ve bu yogurdun diger ¢esitlere kiyasla hamurda oransal olarak daha
fazla bulunmasi olabilir. Fermantasyon prosesinin devaminda diisen pH degeri ile birlikte
streptokok sayisinin azaldigi goriillmektedir. Benzer sekilde metagenomik calismalar da

24. saat sonuna streptokok varliginda azalma gostermektedir.

Maras tarhanasi drneklerinden yapilan mikrobiyolojik ekim sonuglarina goére FO aninda
6,243 log kob/g olan streptokok sayisi 24. saatin sonunda 6,315 log kob/g olmustur.

Ancak iki 6l¢lim arasinda istatiski agidan 6nemli bir fark goriilmemistir (p>0.05).
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Bursa tarhanasi 6rneklerinden fermantasyon baglangicinda sadece ekmek mayasi ve un
kullanilarak hazirlanan karisimdan yapilan ekimlerde Petri kutularinda maya
gelisiminden dolay1 sayim yapilamamustir. Prosesin ilk 24 saati sonunda 6,744 log kob/g
streptokok tespit edilirken 3. gilin analizlerinde yine mayalar ortama hakim olmus ve
sayim yapilamamistir. Fermantasyon siirecinin devaminda hamura yeni bilesenler
eklenmesiyle F5’de 6,372 log kob/g olan streptokok sayis1 F10 6rneklerinde 6,066 log

kob/g’a gerilemistir.

Cizelge 4.10. NRLC Agar besiyerinde giinlere gore Streptokoklarin sayilart (loglO

kob/qg).

NRLC Isparta Maras Bursa Kastamonu Usak

0.GUN  8,268+0,060%*  6,243+0,019°7  MayaP® 7,942+0,052A80 7,400+0,0714¢
1.GUN  7,918+0,01388  6,315+0,217A%  6,744+0,079%°  7,614+0,011¢° 7,627+0,0134
3.GUN DY DY MayaP* 7,876+0,15748%  6,165+0,2365C°
5.GUN DY DY 6,372+0,0478°  7,792+0,0182BC2  5133+0,580P¢
7.GUN DY DY 6,589+0,111%°  7,698+0,0045C2 5,783+0,078C¢P¢
10.GUN DY DY 6,066+0,042¢¢  8,003+0,22342 6,725+0,0468°
15.GUN DY DY DY 7,595+0,017¢ 7,499+0,0214
21.GUN DY DY DY DY 7,491+0,178A

Farkli biiyiik harfler ayni tarhana ¢esidi igindeki farkliliklari ve farkl: kiigiik harfler farkli gesitler igin 6rnek
alma giinleri arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05). “DY” ile gosterilen giinlerde, belirtilen

tarhana ¢esidinin fermantasyon siiresi bittigi i¢in 6rnek alinmamustir.

Kastamonu tarhanasi hazirlanmasiin ilk asamasi olan sivi yogurt harcinda FO aninda
7,942 log kob/g streptokok tespit edilmistir. Bu ¢esitte tespit edilebilen Streptokok varligi
fermantasyon siireci boyunca artis ve azaliglar gostermekle birlikte istatistiki olarak
benzer gruplanmalar olusturmustur. Fermantasyon sonunda ise 7,595 log kob/g olan

streptokok sayis1 baslangi¢ anina gore azalmistir.

Usak tarhanas1 hamurlarinda fermantasyon baslangicinda 7,400 log kob/g olan streptokok

sayis1 24 saatlik fermantasyon sonunda azalma gosterse de istatistiki olarak belirgin bir
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farklilik bulunamamistir (p>0.05). Streptokok varliginda fermantasyon boyunca
dalgalanmalar olmakla birlikte 5. giinde en diisiik say1 (5,133 log kob/g) tespit edilirken,
fermantasyon baslangict ile sonu arasinda istatistiki agidan Onemli bir fark

bulunamamustir (p>0.05).
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Sekil 4.11. Tarhana hamuru ¢esitlerinde fermantasyon siireci boyunca Streptokok sayisi

degisimi (log10 kob/g).

4.2.5. Fermantasyon Siiresi Boyunca Enterokoklarin Sayisinda Goriilen Degisimler

Kanamycin Aesculin Azide agar, Ozellikle hayvan orijinli gida {irlinlerinden
enterokoklarin izolasyonu ve identifikasyonunda kullanilan bir besiyeridir. Orneklerin
enterokok sayim sonuclar1 Cizelge 4.11°de gosterilmistir. Isparta tarhanasinda F0’da
2,242 log kob/g olan enterokok sayisi 24 saat sonunda 6,922 log kob/g degerine
ulagmistir. Soyyigit [38] ise Isparta tarhanasit ornekleriyle yaptigi caligmada biitiin
orneklerde Enterococcus cinsi varliginit <10 log kob/g olarak belirlemistir. Sengiin [27]
ise Isparta tarhanasi ¢esidinin enterokok varligin1 FO aninda 2,3 log kob/g olarak dl¢erken

fermantasyon sonunda 1,8 log kob/g’a diistiiglinii tespit etmistir.
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Maras tarhanasi ¢esidinde FO aninda 5,525 log kob/g olan enterokok sayisi 24 saatlik
fermantasyon sonunda 5,820 log kob/g sayisina ulasmis ve iki dl¢lim istatistiki olarak

farkli (p<0.05) bulunmustur.

Bursa tarhanasi hamurlarinda enterokok varligi FO aninda yapilan ekimlerde 6,553 log
kob/g olarak belirlenmis ve tiglincii giine kadar bu sayida istatiski olarak 6nemli bir fark
(p>0.05) bulunamamuistir. Fermantasyon siirecinin devaminda enterokok varliginda artis

ve azalmalar tespit edilerek onuncu giin sonunda bu say1 5,874 log kob/g olmustur.

Cizelge 4.11. KAA Agar besiyerinde giinlere gore enterokoklarin sayilari (log10 kob/g).

KAA Isparta Maras Bursa Kastamonu Usak

0.GUN  2,242+0,1338¢  5525+0,0528°  6,553+0,1218° 4,070+0,111P¢ 4,175+0,121F¢
1.GUN  6,922+0,209%%  5,820+0,072”°  6,531+0,0335°  6,401+0,174° 5,075+0,073P¢
3.GUN DY DY 7,037+0,080%°  7,392+0,02752 5,301+0,008¢°
5.GUN DY DY 6,370£0,073%>  7,966+0,04342 5,185+0,033¢P¢
7.GUN DY DY 6,748+0,0848>  7,867+0,114" 5,466+0,0378¢
10.GUN DY DY 5,874+0,114P°  7,859+0,025% 6,290+0,0754°
15.GUN DY DY DY 7,208+0,08552 2,884+0,033¢0
21.GUN DY DY DY DY 4,579+0,126F

Farkli biiyiik harfler ayni tarhana ¢esidi igindeki farkliliklari ve farkli kiigiik harfler farkli gesitler igin 6rnek
alma giinleri arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05). “DY” ile gosterilen giinlerde, belirtilen

tarhana ¢esidinin fermantasyon siiresi bittigi i¢in 6rnek alinmamustir.

Kastamonu tarhanasi ¢esidinde en diisiik enterokok sayis1 fermantasyon baslangicinda
belirlenirken (4,070 log kob/g) bu say1 5. giine kadar artis gostermistir. Fermantasyonun
besinci, yedinci ve onuncu giinlerinde enterokok sayilar1 arasinda istatiski olarak 6nemli
bir fark (p>0.05) tespit edilememistir. Fermantasyon siireci sonunda hamurda tespit

edilen enterokok sayis1 7,208 log kob/g diizeyindedir.

Usak tarhanasi orneklerinde FO aninda belirlenen enterokok sayisi 4,175 log kob/g

olurken bu say1 F5’e kadar artig gostermistir. Fermantasyon boyunca artis ve azalislar
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gerceklesirken en yiiksek enterokok varligi 10. glinde (6,290 log kob/g) ve en diisiik
F15°de (2,884 log kob/g) tespit edilmistir. Fermantasyon sonunda ise bu say1 4,579 log
kob/g olarak belirlenmistir. Sengiin [27], ise 21 giinliik fermantasyon uygulanan Usak
tarhanas1 orneklerinde enterokok sayisinin FO’da 5,9 log kob/g’dan F21°de 5,1 log kob/g

degerine diistiigiinii belirlemistir.
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Sekil 4.12. Tarhana hamuru ¢esitlerinde fermantasyon siireci boyunca enterokok sayisi

degisimi (log10 kob/qg).

4.2.6. Fermantasyon Siiresi Boyunca Maya ve Kiif Sayisinda Goriilen Degisimler

Tarhana hamuru ¢esitlerinde maya-kiif sayisi tespiti icin DRBC agar besiyerine ekimler

yapilmis ve sayim sonuclar1 Cizelge 4.12°de gosterilmistir.

Isparta tarhanasi1 6rneklerinde FO aninda 6,502 log kob/g olan maya sayis1 24 saatlik
fermantasyon sonucunda 8,211 log kob/g olarak belirlenmistir. Soyyigit [38], Isparta
tarhanalarinda yaptig1 ¢alismada ortalama maya-kiif sayisin1 6,204 log kob/g olarak tespit
ederken, en yiiksek fungal yiike sahip drnekte 7,518 log kob/g degeri dlglilmiistiir. Marag
tarhanasi ¢esidinde fermantasyon baslangicinda 6,117 log kob/g olan maya sayist 1

giinliik fermantasyon sonunda 7,100 log kob/g sayisina ulagsmistir.
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Fermantasyonun baglangicinda maya kiif sayis1 7,505 log kob/g olarak tespit edilen Bursa
tarhanasi, tim 6rnekler iginde baslangi¢c aninda en yiiksek maya-kiif i¢eren gesittir. Bu
durumun geleneksel recetede ekmek mayast kullanilmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Fermantasyonun besinci giiniine kadar bu sayida azalma gézlenirken,
F1 ve F5 arasinda istatistiki agidan 6nemli bir degisim gézlenememistir (p>0.05). Bu
egilimin aksine Kivang [52] ve Erbas [36] ise fermantasyonun ilk 5 giiniinde maya-kiif
sayisinin  siirekli arttigin1  belirlemislerdir. De Vuyst [180], daha diisik pH ile
fermantasyona baslanan eksi hamurlarda maya gelisiminin desteklendigini belirlemistir.
Bursa tarhanasinda diger gesitlere kiyasla basglangic pH degerinin yiiksek olmasi bu
egilimin sebebi olabilir. Prosesin devaminda F7’de en diisiik sayim gozlenirken (6,897

log kob/g) fermantasyon sonunda 7,230 log kob/g maya-kiif varligi tespit edilmistir.

Cizelge 4.12. DRBC besiyerinde giinlere gore maya sayilar1 (1og10 kob/g).

DRBC Isparta Maras Bursa Kastamonu Usak
0.GUN  6,502+0,174%  6,117+0,1008 7,505+0,08142 6,162+0,0775¢ 5,728+0,142F
1.GUN  8211+0,047%  7,100+0,139%° 7,091+0,0208®  7,194+0,0435° 7,110+£0,0678°
3.GUN DY DY 7,076+0,0608>  7,591+0,01942 6,730+0,012¢¢
5.GUN DY DY 7,111£0,2508°  7,659+0,015%2 6,11120,0605°
7.GUN DY DY 6,897+0,089¢P 7,139+0,0958¢2 GYCe
10.GUN DY DY 7,230+0,082482  6,625+0,1285° 6,301+0,022P¢
15.GUN DY DY DY 6,911+0,0117¢2  GY®
21.GUN DY DY DY DY 7,512+0,0474

Farkli biiyiik harfler ayni tarhana ¢esidi igindeki farkliliklari ve farkl kiigiik harfler farkli gesitler igin 6rnek
alma giinleri arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05). “DY” ile gosterilen giinlerde, belirtilen
tarhana ¢esidinin fermantasyon siiresi bittigi icin 6rnek alinmamustir. “GY” ile gosterilen giinlerde gelisme

gozlenememistir.

Kastamonu tarhanas1 hamurunda bulunan maya sayis1 FO aninda 6,162 log kob/g olarak
belirlenirken ilk 5 giin boyunca artis gostermis ve besinci giinde 7,659 log kob/g
Ol¢iilmiistiir. Metagenomik analiz sonuglar ile birlikte degerlendirildiginde bu artigin
kaynagimin Dipodascaceae ailesi tiyeleri oldugu goriilmektedir. Bu aile liyeleri yaygin bir

dagilim gosterse de genellikle bozulan bitki dokularinda bulundugundan; ilk 7 gilinde
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hazirlanan yogurt harci yapisinda bulunan bitkilerden kaynaklandig diistiniilebilir. Bu
say1 fermantasyonun yedinci giiniinden itibaren azalmaya baslamis ve fermantasyon
sonunda 6,911 log kob/g degerine diismiistiir. Hendek-Ertop [45], Kastamonu ¢esidinde
maya sayilarii 4,477-7,477 log kob/g araliginda belirlerken; I¢li [181], bu degisimi 5,0-
6,342 log kob/g araliginda bulmustur.

Usak tarhanasi ¢esidinde fermantasyon baslangicinda maya-kiif sayis1 5,728 log kob/g
olarak tespit edilmis ve 24 saatlik fermantasyon sonunda bu say1 7,110 log kob/g degerine
ulagmistir. Fermantasyonun devaminda maya-kiif varligi azalma gostermis ancak 7.
giinde Petri kutularinda gelisme gozlenememistir. Prosesin 10. giiniinde 6,301 log kob/g
maya-kiif sayis1 belirlenmis ancak 15. giinde yine Petri kutularinda gelisme olmamustir.

Fermantasyon sonunda ise 7,512 log kob/g maya-kiif tespit edilmistir.
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Sekil 4.13. Tarhana hamuru cesitlerinde fermantasyon siireci boyunca maya-kiif sayisi

degisimi (log10 kob/g).

4.3. Kiiltiromik Yaklasimlar (MALDI TOF MS) Kullamlarak Tarhana

Mikrobiyotasinin incelenmesi

Farkli besiyerlerine yapilan mikrobiyolojik ekimler sonucu elde edilen saf kolonilere

formik asit ile protein ekstraksiyon islemi uygulandiktan sonra MALDI TOF MS ile
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tanimlama yapilmistir. Her saf 6rnek MALDI TOF MS hedef slaytina iki kez siiriilerek

okumalar ve degerlendirmeler gerceklestirilmistir.

Klasik mikrobiyolojik ekimler sonucunda Petri kutularinda farkli oldugu diisiiniilen
suslar izole edilerek saflastirilmistir. Saflagtirma islemleri sonucunda elde edilen 513 adet
izolatin %11°i Isparta, %8’i Maras, %19’u Bursa, %33’ti Kastamonu ve %29’u Usak
tarhanas: cesitlerine aittir (Sekil 4.14). Izolatlarin elde edildigi besiyeri orijinleri
incelendiginde ise en yiiksek sayida izolat MRS besiyerinden elde edilen laktobasiller
olmustur. Ayrica 84 adet streptokok oldugu diisiiniilen izolat NRLC besiyerlerinden, 82
adet laktik streptokok ve laktokok M17 besiyerlerinden, 62 adet enterokok KAA
besiyerinden ve 77 adet maya-kiif DRBC besiyerinden saflastirilmistir (Cizelge 4.13).
Ancak, izolatlarin yalnizca 199 tanesi SARAMIS dogruluk skoru degerlendirmesinde
%99.9-%75.0 araliginda tanimlanabilmistir. Bu durumun cihaz yazilimi veri tabaninda
tanimli bulunan LAB cesitliliginin sinirhiligindan kaynaklandig: diistiniilmektedir. Daha
once yapilan bir ¢alismada da farkli bolgelerden toplanan evsel ve ticari 55 tarhana
orneginden izole edilen 210 adet LAB’nin 86 adedi (%41) MALDI TOF MS ile
tanimlanabilmistir [182].

Usak Isparta
11%

S Maras
\\\ 8%
4 Bursa

19%

= |Isparta ~ Maras ' Bursa - Kastamonu = Usak

Sekil 4.14. MALDI TOF MS ile analiz edilen izolatlarin tarhana ¢esitlerine gore dagilimai.
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Cizelge 4.13. Tarhana 6rneklerinden saflagtirilan izolatlarin besiyeri ve fermantasyon

giintine gore dagilimu.

Ornek kodu MRS M17 NRLC KEA DRBC Toplam
Isparta FO 9 6 7 3 2 27
Isparta F1 11 6 5 2 3 27
Maras FO 4 2 5 1 9 21
Maras F1 10 2 2 1 4 19
Bursa FO 11 2 0 1 3 17
Bursa F1 8 4 6 4 2 24
Bursa F3 9 2 0 1 2 14
Bursa F5 4 3 3 2 1 13
Bursa F1 5 3 1 3 3 15
Bursa F10 6 1 2 5 2 16
Kastamonu FO 3 7 6 4 4 24
Kastamonu F1 4 4 4 2 3 17
Kastamonu F3 7 5 5 3 4 24
Kastamonu F5 8 4 5 5 2 24
Kastamonu F7 9 6 5 5 1 26
Kastamonu F10 9 3 4 1 3 20
Kastamonu F15 19 2 4 2 7 34
Usak FO 10 3 2 4 4 23
Usak F1 9 3 3 2 2 19
Usak F3 9 2 3 1 2 17
Usak F5 7 4 4 4 2 21
Usak F7 9 2 3 3 0 17
Usak F10 8 2 1 1 8 20
Usak F15 9 3 1 1 0 14
Usak F21 11 1 3 1 4 20
TOPLAM 208 82 84 62 77 513
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Kiiltiromik yaklasimlar kullanilarak MALDI TOF MS cihaz ile yapilan analizlerin
tanimlama sonuglar1 bakteriler i¢in Cizelge 4.14’de ve maya-kiifler i¢in Cizelge 4.15°de
gosterilmistir. Tanimlanabilen tiim izolatlar arasinda Lactiplantibacillus plantarum
(%63,87) en yiiksek oranda tespit edilmistir. Tanimlanabilen diger bakteriyel tiirler ise
Levilactobacillus brevis (%10,32), Lactobacillus delbrueckii (%5,16), Bacillus cereus
(%2,58), Enterobacter faecium (%2,58), Pediococcus pentosaceus (%1,94), Providencia
rettgeri  (%1,94), Micrococcus luteus (%1,94), Lactobacillus helveticus (%1,29),
Enterobacter cloacae (%1,29), Serratia fonticola (%1,29), Stenotrophomonas
maltophilia (%1,29), Lacticaseibacillus rhamnosus (%0,64), Siccibacter turicensis
(%0,64), Escherichia coli (%0,64), Acinetobacter lwofii (%0,64), Bacillus circulans
(9%0,64) ve Klebsiella oxytoca (%0,64)’dir. Ates [182] tarafindan yapilan ¢aligmada ise
calisilan 6rneklerin %50’si Pediococcus pentosaceus, %?24,4’i Enterococcus faecalis,
%6,98’1 Enterocoocus faecium, %9,3’0 Limosilactobacillus fermentum, %3,4’i
Levilactobacillus brevis ve %35,81°1 Lactiplantibacillus

pentosus/plantarum/paraplantarum olarak belirlenmistir.

Tanimlanan izolatlarin tarhana ¢esitleri arasindaki dagilimi incelendiginde ise
Lactiplantibacillus plantarum tiirii bakterilerin %350’si Usak tarhanasi 6rneklerinden
izole edilmistir. Kalan Lactiplantibacillus plantarum suslar1 ise Isparta, Maras ve
Kastamonu cesitlerinden elde edilmistir. Izole edilen diger LAB’den Lactobacillus
delbrueckii suslar1 yalnizca Maras ve Usak c¢esitlerinde tespit edilmisken,
Levilactobacillus brevis tiirii Maras, Kastamonu ve Usak tarhanalarinda bulunmustur.
Ayrica Maras ve Usak tarhanalarinda Lactobacillus helveticus ve Usak tarhanasi F21
orneginde Lacticaseibacillus rhamnosus tespit edilmistir. Enterobacter cinsi bakterilerin
ise Isparta, Marag, Bursa ve Kastamonu cesitlerinden izole edildigi goriilmiistiir. Maras,
Bursa, Kastamonu ve Usak ¢esitlerinde Bacillus cinsi bakteriler gézlenmistir. Soyucok
[29] da tarhana hamurlarmin fermantasyon siirecinde ve son iirlinde Bacillus cinsi

mikroorganizmalar tespit edildigini rapor etmistir.

Tanimlanan bakteriyel izolatlarin Ulusal Siit Uriinleri Gen Bankasi’nda depolanmasi

sirasinda verilen kodlama sistemi asagidaki gibidir:
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Siit Uriinleri Gen Tarhana Cesidi Fermantasyon izolat Numaras1
Bankasi Glinii
TSGB MT FO 001

Cizelge 4.14. Tarhana orneklerinden izole edilen bakteri suslarinin MALDI TOF MS ile

tanimlama sonuglart.

Ornek kodu Mikroorganizma 1.Tanimlama (%) 2.Tanimlama (%)
TSGB/IT/F0/001 Enterococcus faecium 99.9 99.9
TSGB/IT/F0/002 Enterococcus faecium 99.9 99.9
TSGB/IT/F0/003 Lactiplantibacillus plantarum 99.9 99.9
TSGB/IT/F0/004 Lactiplantibacillus plantarum 99.9 99.9
TSGB/IT/F0/005 Lactiplantibacillus plantarum 99.9 99.9
TSGB/IT/F0/006 Siccibacter turicensis 92.8 99.9
TSGB/IT/F1/001 Lactiplantibacillus plantarum 99.9 99.9
TSGB/IT/F1/002 Lactiplantibacillus plantarum 99.9 99.9
TSGB/IT/F1/003 Lactiplantibacillus plantarum 99.9 99.9
TSGB/IT/F1/004 Lactiplantibacillus plantarum 99.9 80.0
TSGB/IT/F1/005 Enterobacter cloacae 79.4 775

TSGB/MT/F0/001 Lactiplantibacillus plantarum 96.9 99.9
TSGB/MT/F0/002 Lactiplantibacillus plantarum 93.8 99.9
TSGB/MT/F0/003 Lactiplantibacillus plantarum 75.1 99.9
TSGB/MT/F0/004 Lactiplantibacillus plantarum 99.9 99.9
TSGB/MT/F0/005 Lactiplantibacillus plantarum 99.9 99.9
TSGB/MT/F0/006 Lactiplantibacillus plantarum 99.9 99.9
TSGB/MT/F0/007 Lactiplantibacillus plantarum 99.9 99.9
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TSGB/MT/F0/008

TSGB/MT/F0/009

TSGB/MT/F0/010

TSGB/MT/F0/011

TSGB/MT/F0/012

TSGB/MT/F1/001

TSGB/MT/F1/002

TSGB/MT/F1/003

TSGB/MT/F1/004

TSGB/MT/F1/005

TSGB/MT/F1/006

TSGB/MT/F1/007

TSGB/MT/F1/008

TSGB/MT/F1/009

TSGB/MT/F1/010

TSGB/MT/F1/011

TSGB/MT/F1/012

TSGB/MT/F1/013

TSGB/MT/F1/014

TSGB/MT/F1/015

TSGB/MT/F1/016

TSGB/MT/F1/017

TSGB/MT/F1/018

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactobacillus delbrueckii

Enterococcus faecium

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactobacillus delbrueckii

Lactobacillus delbrueckii

Lactobacillus delbrueckii

Lactobacillus delbrueckii

Lactobacillus delbrueckii

Lactobacillus delbrueckii

Stenotrophomonas maltophilia

Levilactobacillus brevis

Levilactobacillus brevis

Levilactobacillus brevis

Levilactobacillus brevis

Levilactobacillus brevis

Escherichia coli

Bacillus cereus

Acinetobacter lwoffii

99.9

99.9

99.9

99.9

79.3

75.7

81.4

87.2

80.0

80.0

86.1

89.4

86.1

89.4

78.0

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

91.8

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

92.8

84.0

84.4

84.3

88.0

80.0

89.5

86.1

82.0

86.1

84.0

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

84.5
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TSGB/MT/F1/019

TSGB/MT/F1/020

TSGB/BT/F1/001

TSGB/BT/F3/001

TSGB/BT/F5/001

TSGB/BT/F5/002

TSGB/BT/F7/001

TSGB/KT/F0/001

TSGB/KT/F0/002

TSGB/KT/F0/003

TSGB/KT/F1/001

TSGB/KT/F1/002

TSGB/KT/F3/001

TSGB/KT/F3/002

TSGB/KT/F10/01

TSGB/KT/F10/02

TSGB/KT/F10/03

TSGB/KT/F10/04

TSGB/KT/F10/05

TSGB/KT/F10/06

TSGB/KT/F10/07

TSGB/KT/F10/08

TSGB/KT/F10/09

Lactobacillus helveticus

Stenotrophomonas maltophilia

Enterobacter cloacae

Bacillus circulans

Pediococcus pentosaceus

Pediococcus pentosaceus

Pediococcus pentosaceus

Providencia rettgeri

Providencia rettgeri

Serratia fonticola

Enterobacter sp.

Serratia fonticola

Providencia rettgeri

Klebsiella oxytoca

Enterococcus faecium

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Levilactobacillus brevis

Levilactobacillus brevis

90.0

78.0

81.1

86.4

75.2

91.8

85.0

98.6

99.9

80.9

83.8

86.5

99.9

99.9

99.9

81.2

81.3

84.5

75.2

87.5

99.9

89.6

89.7

90.0

84.0

82.9

86.4

79.9

88.4

88.4

99.9

99.9

89.8

83.7

86.4

99.9

99.9

99.9

81.2

84.2

78.3

81.3

84.4

99.9

79.7

87.5
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TSGB/KT/F15/001

TSGB/KT/F15/002

TSGB/KT/F15/003

TSGB/KT/F15/004

TSGB/KT/F15/005

TSGB/KT/F15/006

TSGB/KT/F15/007

TSGB/KT/F15/008

TSGB/KT/F15/009

TSGB/KT/F15/010

TSGB/KT/F15/011

TSGB/KT/F15/012

TSGB/KT/F15/013

TSGB/KT/F15/014

TSGB/KT/F15/015

TSGB/KT/F15/016

TSGB/KT/F15/017

TSGB/KT/F15/018

TSGB/KT/F15/019

TSGB/KT/F15/020

TSGB/KT/F15/021

TSGB/KT/F15/022

TSGB/KT/F15/023

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

99.9

87.4

81.3

81.3

84.3

81.2

90.5

84.4

90.7

81.3

93.8

99.9

96.9

78.0

87.5

93.7

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

97.0

90.5

81.5

87.5

84.4

84.4

84.6

96.9

90.8

90.7

90.5

99.9

99.9

90.5

87.4

87.5

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9
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TSGB/KT/F15/024

TSGB/KT/F15/025

TSGB/KT/F15/026

TSGB/KT/F15/027

TSGB/KT/F15/028

TSGB/UT/F0/001

TSGB/UT/F0/002

TSGB/UT/F0/003

TSGB/UT/F0/004

TSGB/UT/F0/005

TSGB/UT/F0/006

TSGB/UT/F1/001

TSGB/UT/F1/002

TSGB/UT/F1/003

TSGB/UT/F1/004

TSGB/UT/F1/005

TSGB/UT/F7/001

TSGB/UT/F7/002

TSGB/UT/F10/001

TSGB/UT/F10/002

TSGB/UT/F10/003

TSGB/UT/F10/004

TSGB/UT/F10/005

Lactiplantibacillus plantarum

Levilactobacillus brevis

Levilactobacillus brevis

Levilactobacillus brevis

Bacillus cereus

Lactobacillus helveticus

Lactobacillus delbrueckii

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Micrococcus luteus

Lactiplantibacillus plantarum

Micrococcus luteus

Micrococcus luteus

Bacillus cereus

Levilactobacillus brevis

Levilactobacillus brevis

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

93.1

85.8

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

93.7

99.9

99.9

78.2

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

96.9

93.1

86.1

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9
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TSGB/UT/F10/006

TSGB/UT/F10/007

TSGB/UT/F10/008

TSGB/UT/F15/001

TSGB/UT/F15/002

TSGB/UT/F15/003

TSGB/UT/F15/004

TSGB/UT/F15/005

TSGB/UT/F15/006

TSGB/UT/F15/007

TSGB/UT/F15/008

TSGB/UT/F15/009

TSGB/UT/F15/010

TSGB/UT/F15/011

TSGB/UT/F15/012

TSGB/UT/F15/013

TSGB/UT/F15/014

TSGB/UT/F15/015

TSGB/UT/F15/016

TSGB/UT/F15/017

TSGB/UT/F15/018

TSGB/UT/F15/019

TSGB/UT/F21/001

Levilactobacillus brevis

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Bacillus cereus

Levilactobacillus brevis

Levilactobacillus brevis

Levilactobacillus brevis

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lacticaseibacillus rhamnosus

93.0

96.8

99.9

91.8

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

90.5

96.9

99.8

81.3

87.6

78.3

99.9

96.2

93.8

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

90.5

99.9

96.9

90.5

93.7

87.6

99.9
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TSGB/UT/F21/002

TSGB/UT/F21/003

TSGB/UT/F21/004

TSGB/UT/F21/005

TSGB/UT/F21/006

TSGB/UT/F21/007

TSGB/UT/F21/008

TSGB/UT/F21/009

TSGB/UT/F21/010

TSGB/UT/F21/011

TSGB/UT/F21/012

TSGB/UT/F21/013

TSGB/UT/F21/014

TSGB/UT/F21/015

TSGB/UT/F21/016

TSGB/UT/F21/017

TSGB/UT/F21/018

TSGB/UT/F21/019

TSGB/UT/F21/020

TSGB/UT/F21/021

TSGB/UT/F21/022

TSGB/UT/F21/023

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

96.9

90.4

93.8

90.6

93.8

78.0

97.1

90.6

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

84.2

84.1

81.1

90.7

87.5

90.7

96.9

97.0

93.7

99.9
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Tarhana orneklerinden izole edilen fungal tiirlerin MALDI TOF MS ile tanimlama
analizleri sonuglar1 Cizelge 4.16’da gosterilmistir. Tanimlanabilen 44 adet izolatin
%50’si Candida krusei (heterotipik esanlamlist Pichia kudriavzevii ve heterotipik
esanlamlis1 Issatchenkia orientalis, [183]), %31,81°’i Saccharomyces cerevisiae,
%11,36’u Candida kefyr (heterotipik esanlamlis1 Kluyveromyces marxianus, [184]) ve
%6,81’1  Geotrichum candidum/klebahnii’dir. Tanimlanabilen Candida krusei
(Pichia kudriavzevii) suslarinin %54,54’i Usak tarhanasi orneklerinden ve %40,9’u
Kastamonu orneklerinden izole edilmistir. Bunun yaninda Saccharomyces cerevisiae
suslar1 ise Maras, Bursa ve Kastamonu orneklerinden izole edilmistir. Tanimlanabilen
Geotrichum candidum/klebahnii suslar1 Kastamonu F5 ve F15 orneklerinden elde
edilmistir. Bir Fin igecegi olan “viili” fermantasyonunda da gorev alan Geotrichum
candidum tiirti kiifler, fermantasyon sirasinda igecek yiizeyine yiikselen yag tabakasinin

tizerinde geliserek iirline kadife rengini vermektedir [185].

Tanmimlanan fungal izolatlarin Ulusal Siit Uriinleri Gen Bankasi’nda depolanmasi

sirasinda verilen kodlama sistemi asagidaki gibidir:

Siit  Uriinleri Tarhana Cesidi Fermantasyon Izolat Numaras1 Fungi
Gen Bankasi Glinu
TSGB MT FO 001 F

Cizelge 4.15. Tarhana 6rneklerinden izole edilen maya ve kiiflerin MALDI TOF MS ile

tanimlama sonuglart.

Ornek kodu Mikroorganizma 1.Tanimlama 2. Tanimlama
TSGB/MT/F0/001/F Saccharomyces cerevisiae 99.9 99.9
TSGB/MT/F0/002/F Saccharomyces cerevisiae 99.9 99.9
TSGB/MT/F0/003/F Saccharomyces cerevisiae 99.9 99.9
TSGB/MT/F0/004/F Saccharomyces cerevisiae 99.9 99.9
TSGB/MT/F0/005/F Saccharomyces cerevisiae 99.9 99.9
TSGB/MT/F0/006/F Saccharomyces cerevisiae 99.9 99.9
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TSGB/MT/F0/007/F

TSGB/MT/F0/008/F

TSGB/MT/F0/009/F

TSGB/MT/F0/010/F

TSGB/MT/F1/001/F

TSGB/MT/F1/002/F

TSGB/MT/F1/003/F

TSGB/MT/F1/004/F

TSGB/BT/F5/001/F

TSGB/BT/F7/001/F

TSGB/BT/F7/002/F

TSGB/BT/F7/003/F

TSGB/KT/F0/001/F

TSGB/KT/F5/001/F

TSGB/KT/F5/002/F

TSGB/KT/F7/001/F

TSGB/KT/F10/001/F

TSGB/KT/F10/002/F

TSGB/KT/F15/001/F

TSGB/KT/F15/002/F

TSGB/KT/F15/003/F

TSGB/KT/F15/004/F

TSGB/KT/F15/005/F

TSGB/KT/F15/006/F

TSGB/KT/F15/007/F

TSGB/UT/F10/001/F

TSGB/UT/F10/002/F

TSGB/UT/F10/003/F

TSGB/UT/F10/004/F

TSGB/UT/F10/005/F

Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Candida kefyr*
Saccharomyces cerevisiae
Candida kefyr*
Candida kefyr*
Candida kefyr*
Candida krusei**
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae

Candida krusei**

Geotrichum candidum/klebahnii

Candida krusei**
Candida kefyr*
Candida krusei**
Candida krusei**
Candida krusei**
Candida krusei**
Candida krusei**
Candida krusei**

Candida krusei**

Geotrichum candidum/klebahnii

Geotrichum candidum/klebahnii

Candida krusei**

Candida krusei**

Candida krusei**

Candida krusei**

Candida krusei**

99.9

76.7

99.9

99.9

93.1

99.9

99.9

99.9

99.9

96.4

99.9

99.9

99.9

99.9

96.7

99.9

78.6

85.1

99.9

92.7

88.9

80.7

88.5

93.9

99.9

99.9

84.6

96.8

80.7

76.5

99.9

99.9

99.9

99.9

90.0

90.0

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

84.5

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

99.9

88.8

87.5

99.9

99.9

99.9

97.0

88.8

97.0

97.0

80.0
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TSGB/UT/F10/006/F Candida krusei** 99.9 80.5

TSGB/UT/F10/007/F Candida krusei** 99.9 99.9
TSGB/UT/F10/008/F Candida krusei** 80.5 76.5
TSGB/UT/F15/001/F Candida krusei** 96.7 99.9
TSGB/UT/F15/002/F Candida krusei** 99.9 99.9
TSGB/UT/F15/003/F Candida krusei** 76.6 99.9
TSGB/UT/F15/004/F Candida krusei** 80.5 99.9

*Candida kefyr (Beij.), (Uden & H.R. Buckley ex S.A. Mey. & Ahearn, 1983), NCBI Taksonomi
veri tabaninda Kluyveromyces marxianus ((E.C. Hansen) Van der Walt, 1971)’un heterotipik
esanlamlisidir [184]

**Candida krusei ((Castell.) Berkhout, 1923), NCBI Taksonomi veri tabaninda Pichia
kudriavzevii Boidin, Pignal & Besson, 1965) ve Issatchenkia orientalis Kudryavtsev, 1960)’1n

heterotipik esanlamlisidir [184]

Cesitli bilimsel c¢alismalar MALDI TOF MS cihazinin mikrobiyolojik tanimlama
laboratuvarlart i¢in altin bir standart metot oldugunu ortaya koymustur [186-188]. Ancak,
bu cihazin baz1 bakteriyel tiirleri tanimlama ve birbirlerinden ayirma da eksiklikler
gosterdigi  bilinmektedir. Ornek olarak Jussiaux [186], MALDI TOF MS’in
Streptococcus salivarius suslarinin tamamini hatasiz bir sekilde tanimlarken, formik asit
ekstraksiyonu metodu kullanilsa bile, laktobasil tiirlerinin tanimlanmasinda zorluklar
gosterdigini belirtmistir. Buna ragmen elde edilen analiz sonuglar1 tarhana 6rnekleri
mikrobiyotasinin anlasilmasi ve daha ileri analizlerle incelenmesinde yol gosterici

olmustur.

4.4. Metagenomik Yaklasimlar Kullamlarak Tarhana Mikrobiyotasinin

Incelenmesi
4.4.1. Genel Bakis

Farkli geleneksel yontemlere ait recetelerle hazirlanmig 5 adet tarhana hamurundan

fermantasyonun belirlenen giinlerde alinan toplam 19 adet 6rnegin Illumina MiSeq
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platformunda yapilan 16S rRNA ve 18S rRNA dizileme analizlerine ait 6zet istatistik
verileri sirasiyla Cizelge 4.16 ve 4.17°de gosterilmistir. Bakteriyel tiirlere ait 16S
dizilemesi sonucunda ortalama 344 bp uzunlugunda diziler elde edilirken ortalama Q
degeri 39 (Sekil 4.15) bulunmustur. Filtreden gecen toplam okuma sayis1 2,784,270 ve
filtreden gecen toplam baz sayis1 949,276,697 olmustur. Phred kalite skoru (Q skoru) ile
Olciilen “baz cagirma (base calling)”, bir dizileme platformunun kesinligini 6lgmenin en
yaygin metodudur. Q skoru degerlerinden baz ¢agirma dogrulugunun %99,9 oldugunu
ifade eden Q30 skoru bu analiz i¢in belirlenebilmistir. Fungal tiirlerin belirlenmesi i¢in
gerceklestirilen dizileme analizlerinde ise ortalama 250 bp uzunlugunda diziler elde
edilmis ve ortalama Q degeri 37 (Sekil 4.16) olarak tespit edilmistir. Filtreden gecen
toplam okuma sayis1 da 57,403 olurken filtreden gecen toplam baz sayis1 14,321,334

olmustur.

Cizelge 4.16. Metagenomik ¢alismaya ait 6zet istatistik verileri (Bakteriyel DNA).

Dizi uzunlugu GC%

Ornek Toplam dizi sayis1 (16S rRNA)
(16S rRNA) (16S rRNA)

Isparta FO 26,233 112-428 %53
Isparta F1 54,018 88-428 %52
Maras FO 79,734 88-428 %51
Maras F1 56,907 89-428 %51
Bursa FO 171,403 86-429 %54
Bursa F1 177,701 86-428 %54
Bursa F7 130,903 86-428 %53
Bursa F10 95,026 86-430 %53
Kastamonu FO 82,111 112-428 %54
Kastamonu F1 99,660 112-430 %54
Kastamonu F7 56,925 84-430 %53
Kastamonu F10 43,719 114-428 %52
Kastamonu F15 66,036 86-429 %52
Usak FO 87,912 133-430 %54
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Usak F1
Usak F7
Usak F10
Usak F15

Usak F21

26,009
37,113
22,413
27,483

15,278

84-434

84-430

84-430

84-428

84-430

%51

%51

%51

%51

%50

Cizelge 4.17. Metagenomik calismaya ait 6zet istatistik verileri (Fungal DNA).

) Dizi uzunlugu GC%
Ornek Toplam dizi sayis1 (18S rRNA)
(18S rRNA) (18S rRNA)

Isparta FO 119,858 132-416 %53
Isparta F1 143,623 99-405 %48
Maras FO 186,631 91-432 %55
Maras F1 176,029 91-430 %49
Bursa FO 127,367 99-424 %47
Bursa F1 139,892 91-417 %46
Bursa F7 148,485 99-416 %45
Bursa F10 170,857 91-427 %43
Kastamonu FO 145,435 170-394 %55
Kastamonu F1 135,233 132-415 %53
Kastamonu F7 160,531 99-392 %42
Kastamonu F10 179,258 99-392 %42
Kastamonu F15 159,172 132-397 %48
Usak FO 112,468 91-427 %51
Usak F1 125,501 99-424 %46
Usak F7 133,738 125-400 %46
Usak F10 81,442 205-398 %50
Usak F15 150,667 239-398 %54
Usak F21 188,083 205-398 %55
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FastQC: Mean Quality Scores

45

35

400

Position (bp)
Created with MultiQC

Sekil 4.15. 16S rRNA dizilemesine ait ortalama Q skoru grafigi (MultiQC raporundan

alinmustir).

FastQC: Mean Quality Scores

45
40
35

30

400

Position (bp)
Created with MultiQC

Sekil 4.16. 18S rRNA dizilemesine ait ortalama Q skoru grafigi (MultiQC raporundan

alinmustir).
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Elde edilen okuma sonuglarinda ham verilerin kalite kontrol analizlerinde FastQC
yazilimi kullanilmistir. Uygulanan biyoinformatik analizler sonucunda ana istatistikler,
baz dizisi basina kalite, dizi basina kalite skorlari, dizi basina GC igerigi, dizi bagina N
igerigi, dizi uzunlugu dagilimi, kopya dizi seviyeleri, asir1 temsil edilen diziler ve sorun
teskil edebilecek adaptor icerikleri hakkinda bilgi sahibi olunmustur. FastQC raporundan
elde edilen baz dizisi basina kalite grafikleri Bursa FO 6rnekleri i¢in Sekil 4.17 ve 4.18°de

gosterilmistir.

@Per base sequence quality

Quality scores across all bases (Sanger [ lllumina 1.9 encoding]

1234567509 2020 3059 8088 120-128 160-169 200-209 240-249 280-289 320-329 360-369 400-409
Position in read {bp}

Sekil 4.17. Bursa FO 6rnegi i¢in bakteriyel mikrobiyotaya ait baz dizisi basina kalite
grafigi (FastQC raporundan alinmistir).
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@Per base sequence quality

Quality scores across all bases {Sanger / lllumina 1.9 encoding)

J

42

123456786 2029 5059 80-86 120129 160-169 200208 240-249 280289 320-329 360-369 400-409
Position in read {bp}

Sekil 4.18. Bursa FO 6rnegi icin fungal mikrobiyotaya ait baz dizisi basina kalite grafigi

(FastQC raporundan alinmistir).

FastQC yazilimi ile yapilan analizler sonucu her 6rnek icin elde edilen veriler MultiQC
kullanilarak tek pencerede incelenebilmistir. MultiQC analizleri sonucu elde edilen genel
istatistikler tablosu bakteriyel tiirler igin Cizelge 4.18 ve fungal tiirler i¢in Cizelge 4.19°da
gosterilmistir. Bunun yaninda yine FastQC raporunda tiim ornekler i¢in ayri ayri elde
edilen kalite sonuclarinin tiim 6rnekler icin bir arada gosterildigi sonug grafikleri Sekil

4.19 ve 4.20°de verilmistir.

Cizelge 4.18. MultiQC raporu sonucu bakteriyel tiirlere ait genel istatistikler tablosu.

Ornek ad % Dups % GC Length M Segs
ISPARTA/FO_merged 99.1% 53% 413 bp 0.0
ISPARTA/F1_merged 99.4% 52% 419 bp 0.1
MARAS/FO_merged 99.5% 51% 420 bp 0.1
MARAS/F1_merged 99.4% 51% 421 bp 0.1
BURSA/FO_merged 99.5% 54% 405 bp 0.2
BURSA/F1_merged 99.5% 54% 405 bp 0.2
BURSA/F7_merged 99.5% 53% 408 bp 0.1
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BURSA/F10_merged
KASTAMONU/FO_merged
KASTAMONU/F1_merged
KASTAMONU/F7_merged
KASTAMONU/F10_merged
KASTAMONU/F15_merged
USAK/FO_merged
USAK/F1_merged
USAK/F7_merged
USAK/F10_merged
USAK/F15_merged

USAK/F21_merged

99.3%

99.5%

99.6%

98.9%

99.0%

99.1%

99.3%

98.9%

99.3%

99.2%

99.1%

98.8%

53%

54%

54%

53%

52%

52%

54%

51%

51%

51%

51%

50%

412 bp
408 bp
407 bp
413 bp
421 bp
418 bp
409 bp
420 bp
423 bp
423 bp
424 bp

424 bp

0.1

0.1

0.1

0.1

0.0

0.1

0.1

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

Cizelge 4.19. MultiQC raporu sonucu fungal tiirlere ait genel istatistikler tablosu.

Ornek ad1 % Dups % GC Length M Segs
ISPARTA/FO_merged 99.5% 47% 374 bp 0.1
ISPARTA/F1_merged 99.6% 46% 377 bp 0.1
MARAS/FO_merged 99.7% 43% 379 bp 0.2
MARAS/F1_merged 99.6% 45% 374 bp 0.1
BURSA/FO_merged 99.7% 53% 380 bp 0.1
BURSA/F1_merged 99.7% 48% 390 bp 0.1
BURSA/F7_merged 99.7% 55% 367 bp 0.1
BURSA/F10_merged 99.6% 53% 368 bp 0.1
KASTAMONU/FO_merged 99.8% 42% 227 bp 0.2
KASTAMONU/F1_merged 99.7% 48% 256 bp 0.2
KASTAMONU/F7_merged 99.7% 42% 231 bp 0.2
KASTAMONU/F10_merged 99.7% 55% 366 bp 0.2
KASTAMONU/F15_merged 99.7% 49% 382 bp 0.2
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USAK/FO_merged 99.5% 51% 371 bp 0.1

USAK/F1_merged 99.7% 46% 379 bp 0.1
USAK/F7_merged 99.7% 50% 339 bp 0.1
USAK/F10_merged 99.8% 54% 315 bp 0.2
USAK/F15_merged 99.9% 55% 308 bp 0.2
USAK/F21 merged 99.8% 46% 373 bp 0.1

FastQC: Status Checks

BURSA-0-G-N_merged
BURSA-1-G-N_merged
BURSA-10-G-N_merged
BURSA-7-G-N_merged
ISPARTA-0-G-N_merged

ISPARTA-1-G

Sekil 4.19. MultiQC raporu sonucu 16S rRNA dizilemesi i¢in kalite kontrol analizleri
sonuglari, yesil renk: tamamen normal, turuncu: hafif anormal, kirmizi: oldukca

beklenmedik.
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FastQC: Status Checks

BURSA-0-G-N_merged
1-G-N_merged

BURSA-10-G-N_merged

BURSA-7-G-N_merged

KASTAMONL- 15-G-N_mer
KASTAMONL-7-G-N_merg

MARA-0-G-N_merged

MARA-1-G-N_n

Sekil 4.20. MultiQC yazilim1 ile 18S rRNA dizilemesi i¢in kalite kontrol analizleri
sonuclari, yesil renk: tamamen normal, turuncu: hafif anormal, kirmizi: oldukca
beklenmedik.

Diisiik kaliteli okumalarin, adaptorlerin, barkodlarin ve primerlerin uzaklastirilmasi ve
kimerik yapilarin belirlenmesi sonucunda ortalama 71,853 okuma/6rnek 16S rRNA
taksonomik analizlerde kullanilmig %97 benzerlik oranina dayanarak 188 adet OTU
tespit edilmistir. 18S rRNA dizileme calismalari sirasinda ise ortalama 147,073
okuma/drnek kullanilarak %97 benzerlik oranina dayanarak 62 OTU tespit edilmistir.
Okumalardan olusturulan OTU’lara ait 1s1 haritasi analizleri bakteriyel mikrobiyota igin
Sekil 4.21 ve fungal mikrobiyota i¢in Sekil 4.22.°de gosterilmistir. Eksi hamur
mikrobiyotasinin metagenomik analizine yonelik daha onceki ¢alismalarda, De Angelis
[189], ortalama 465 bp uzunlugunda 68,216 okuma/6rnek sonucuna ulasirken; Lhomme
[190], ortalama 571 bp uzunlugunda 42,748 okuma/6rnekten toplam 20 OTU elde

etmistir.
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oTu

Sample

Sekil 4.21. Bakteriyel mikrobiyota i¢in OTU 1s1 haritasi tablosu.

131



Abundance
65536
4096
256
16
1

Sample

Sekil 4.22. Fungal mikrobiyota i¢in OTU 1s1 haritasi tablosu.

Yapilan analizler sonucunda tespit edilen OTU’larin alfa ¢esitlilik degerlendirmesi igin
Gozlenen degerler (Observed species), Shannon [191] ve Simpson [192] indeksleri
hesaplanmistir. Bu parametrelerden Shannon indeksi ¢evresel bir érnekteki belirsizligin
Ol¢iilmesine dayanmaktadir. Buna gore ise belirsizligin diisiik oldugu durumlarda
ornekteki ¢esitliligin de az olacag ve ratgele secilen bir tiiriin de baskin tiirlerin bir liyesi
olacagi degerlendirilmektedir [124]. Bunun yaninda Simpson indeksi ise bir 6rnekten
ratgele ¢ekilen iki bireyin aym tiirden olma olasiligimi 6lgmektedir. Buna gore ise
Simpson indeksi diisiik degerler aldikca ¢esitlilik artarken, yiiksek degerler aldikg¢a
cesitlilik azalmaktadir [124]. Calisilan 6rnekler arasinda bakteriyel mikrobiyota agisindan
en yliksek Shannon indeksi Kastamonu F10 (3,00) ve en diisiik Kastamonu F1 (0,909)’de
tespit edilmistir. Tarhana ¢esitleri kendi fermantasyon siireclerinde degerlendirildiginde
ise Isparta ¢esidinde Shannon indeksi FO (1,38)-F1 (1,48) ornekleri arasinda
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yiikselmektedir. Ancak, Maras tarhanasinda tersi bir durum goézlenmis ve FO aninda 1,73
olan indeksin 24 saatlik fermantasyon sonunda 1,60’a diistiigli belirlenmistir. Bursa
tarhanas1 Orneklerinde ilk 24 saatlik siirecte g¢esitlilik indeksinde bir degisme
gbzlenmezken fermantasyon boyunca artis tespit edilmistir. Tim gesitler arasinda
fermantasyon sirasinda hem en diisik hem de en yiiksek indekslerin tespit edildigi
Kastamonu 6rneklerinde FO aninda 1,04 olarak 6lgiilen Shannon indeksi 24 saat sonunda
0,909 olurken, F7 6rneklerinde yiikselme goriilmiis ve F10 6rneklerinde en yiiksek deger
saptanmustir. Usak ¢esidinde ise fermantasyonun ilk 24 saatinde artis gozlenirken F7
orneklerinde Shannon indeksinin 1,58’e¢ gerileyip F0’dan daha diisiik oldugu
saptanmistir. Fermantasyonun 10. giiniinde tekrar yiikselmeye baslayan indeks degeri 15.
ve 21. giinlerde 2,41 olarak tespit edilmistir. Soyugok [29], tarhana fermantasyonunu
inceledigi bir caligmasinda en yiiksek Shannon ¢esitlilik indeksi degerini fermantasyonun
4. giiniinde 1,235 olarak tespit ederken De Angelis [189] de eksi hamur igin gesitlilik

indeksini 0,42 olarak belirlemistir.

Cizelge 4.20. Tarhana orneklerinde bulunan bakteriyel popiilasyonlarin varlik ve

cesitlilik indeksleri.
Ornek Okumalar Gozlenen Simpson Shannon
(Observed)
Isparta FO 25707,0 24,0 0,346 1,38
Isparta F1 53448,0 19,0 0,272 1,48
Maras FO 79172,0 85,0 0,240 1,73
Maras F1 56562,0 70,0 0,277 1,60
Bursa FO 167761,0 163,0 0,296 1,73
Bursa F1 174388,0 154,0 0,298 1,73
Bursa F7 128855,0 153,0 0,193 2,06
Bursa F10 92787,0 150,0 0,162 2,14
Kastamonu FO 81158,0 21,0 0,537 1,04
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Kastamonu F1 99014,0 30,0 0,614 0,909

Kastamonu F7 54873,0 153,0 0,122 2,80
Kastamonu F10 42116,0 146,0 0,0926 3,00
Kastamonu F15 64893,0 150,0 0,156 2,61
Usak FO 86494,0 118,0 0.221 1,82
Usak F1 24918,0 72,0 0,152 2,25
Usak F7 36499,0 36,0 0,384 1,58
Usak F10 22036,0 32,0 0,271 1,81
Usak F15 26761,0 33,0 0,117 2,41
Usak F21 14356,0 26,0 0,125 2,41

Fungal mikrobiyota dizileme sonuglarinda ise en yiiksek Shannon indeksi Kastamonu
F10 6rneginde (2,22) belirlenirken en diisiik deger Usak F15 (0,319) 6rneginde tespit
edilmistir. Isparta tarhanasi 6rneklerinde fermantasyon baslangicinda 1,48 olan ¢esitlilik
indeksi 1,17 degerine diiserken; Maras ¢esidinde 24 saatlik fermantasyon siirecinde
Shannon indeksi 0,657°den 1,16 degerine yiikselmistir. Bursa tarhanasi orneklerinde
indeks 6l¢timii ilk 24 saatte azalma gosterirken 7. giinde artmis, ardindan fermantasyon
sonunda baglangic anindan daha diisiik bir indeks Sl¢iilmiistiir. Kastamonu 6rneklerinde
fermantasyonun ilk 24 saatinde indekste artig oldugu tespit edilmis, bu artig 10. gliniinde
2,22 degerine ulasmis ve en yiiksek Shannon degeri hesaplanmistir. Usak tarhanasinda
ise FO aninda 1,76 olarak belirlenen Shannon indeksi fermantasyon siireci boyunca

azalma gostermis ve fermantasyon sonunda 1,10 olarak 6l¢tilmiistiir.

Gozlenen tiirler parametresinin analiz sonuclarina gore bakteriyel komiinitelerin 6zgiin
OTU varhig1 19 (Isparta F1)-163 (Bursa F0) araligindadir. Fungal tiirler i¢in ise bu OTU
varliklar1 7 (Usak F0)-44 (Maras FO ve F1) araliginda tespit edilmistir. Her derinlikte
ekstrakte edilen dizi sayist ve bunlara karsilik gelen OTU sayilar1 kullanilarak ¢izilen

seyreklestirme egrileri (Rarefaction curves), calisilan Ornekte ulasilan dizileme
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derinliginin 6rnekte yer alan mikrobiyal cesitlili§i yansitmakta yeterli olup olmadigini

gostermektedir [193]. Seyreklestirme egrilerinin (Sekil 4.23 ve 4.24) platoya ulagsmasi ve

doygunluga yakin bir noktada olmasi 6rnekleme derinliginin tiim bakteriyel ve fungal

komiinitelerin yeterli diizeyde yansittigin1 gostermektedir. Ancak yine de daha fazla

dizileme yapilmasiyla az miktarda baska tiirler de tespit edilme ihtimali bulunmaktadir.

Cizelge 4.21. Tarhana orneklerinde bulunan fungal popiilasyonlarin varlik ve gesitlilik

indeksleri.
Ornek Okumalar Gozlenen Simpson Shannon
(Observed)

Isparta FO 125504,0 40,0 0,432 1,48
Isparta F1 138696,0 42,0 0,552 1,17
Maras FO 169357,0 44,0 0,782 0,657
Maras F1 145838,0 44,0 0,593 1,16
Bursa FO 119141,0 26,0 0,251 1,60
Bursa F1 143364,0 16,0 0,568 0,921
Bursa F7 130954,0 31,0 0,320 1,57
Bursa F10 126800,0 26,0 0,506 1,29
Kastamonu FO 179034,0 29,0 0,651 0,651
Kastamonu F1 158930,0 35,0 0,454 0,971
Kastamonu F7 160197,0 37,0 0,649 0,868
Kastamonu F10  181835,0 37,0 0,169 2,22
Kastamonu F15  173991,0 32,0 0,394 1,33
Usak FO 109752,0 39,0 0,287 1,76
Usak F1 124139,0 36,0 0,416 1,27
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Usak F7

Usak F10

Usak F15

Usak F21

81129,0

150439,0

187684,0

132731,0

9,00

7,00

14,0

19,0

0,397

0,772

0,874

0,411

1,09

0,517

0,319

1,10
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Sekil 4.23.Tarhana 6rneklerine ait seyreklesme egrileri (bakteriyel komiinite i¢in Observed, Shannon ve Simpson)
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Sekil 4.24. Tarhana 6rneklerine ait seyreklesme egrileri (fungal komiinite i¢cin Observed, Shannon ve Simpson).
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Calisma sonucunda elde edilen OTU’lara >%60 esik degeri temel alinarak yapilan
taksonomik atamalar sonucunda cins ve tiir diizeyinde tanimlamalar ger¢eklestirilmistir.
Toplam 19 adet 6rnegin tamami birlikte degerlendirildiginde bakteriyel metagenomun
%38 kloroplast, %26 Proteobacteria ve %35 oraninda Lactobacillales’den olustugu
belirlenmistir (Sekil 4.25). Fungal tanimlamalar sonucunda ise metagenomda %20
oraninda Plantea ve %80 oraninda Fungi geni bulundugu saptanmistir (Sekil 4.26).
Tarhana fermantasyonu, son iiriinii olusturmak i¢in bir ¢ok kiiltiire edilebilir ve kiiltiire

edilebilir olmayan mikroorganizmanin katildig bir acik fermantasyon prosesidir.
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Sekil 4.25. Bakteriyel mikrobiyotaya ait cins ve tiir seviyesinde Krona grafigi.
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Sekil 4.26. Fungal mikrobiyotaya ait cins ve tiir seviyesinde Krona grafigi.

4.4.2. Mikroorganizmalar: Cins ve tiir seviyesinde

Tarhana hamuru 6rneklerinin amplikon dizileme analizleri sonras1t OTU bolgelerinin
olusturulmasi ve bu OTU bdélgelerinin referans dizilerle karsilastirilmasi sonucunda her

tarhana ¢esidinin fermantasyonun gelisme siireci boyunca bakteriyel ve fungal

mikrobiyotasi ortaya koyulmustur.

4.4.2.1. Isparta Tarhanasi

Geleneksel yontemle 24 saatlik fermantasyon prosesi ile tiretilen Isparta tarhanasinda
Lactobacillus cinsi bakterilerin bagil varligi fermantasyon baslangicinda %26’dan 24
saatin sonunda % 44,1’e yiikselirken, Streptococcus varligt %19,9°dan 9%31,3’e
ulagsmistir (Sekil 4.27). Bagil varligi %]1’in altinda olan Enterobacter, Pantoea,
Pseudomonas ve Raoutella cinsleri FO zamaninda hamurda tespit edilirken; Enterobacter

ve Raoutella fermantasyon sonunda ortamda bulunamamustir. Isparta tarhanasi ¢esidinde
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tir diizeyinde yalnizca Pantoea agglomerans ve Raoultella ornithinolytica bagil varligi

%1’in altinda olmak tizere F0’da tespit edilebilmistir.

Fungal mikrobiyota agisindan ise Kluyveromyces bagil varligi FO’da %26,1’den F1’de
%75,4’¢ ulasirken; Saccharomyces varligi FO’da %2,54’den F1’de %1,45’e gerilemistir
(Sekil 4.27). Bagil varligi %1’in altinda olmak {izere; Alternaria, Aureobasidium,
Cladosporium, Clavispora, Filobasidium, Mycosphaerella, Neodeightoniella ve
Symbiotaphrina cinsleri FO Orneginde tespit edilmistir. Bu cinsler arasindan
Aureobasidium, Filobasidium ve Neodeightoniella 24 saatlik fermantasyon prosesinin
sonunda ortamda bulunamamustir. Ayrica yalnizca Kluyveromyces marxianus tiiriiniin FO
(%26,1) ve F1 (%75,4) oOlciimlerinde %1°den fazla bagil varliga sahip oldugu
belirlenmistir. Ancak, Alternaria alternata, Alternaria hordeicola,
Alternaria metachromatica, Aureobasidium pullulans, Cladosporium flabelliforme,
Clavispora lusitaniae, Filobasidium magnum, Mycosphaerella tassiana (giincel ismi
Cladosporium herbarum), Neodeightoniella phragmiticola ve Symbiotaphrina buchneri
fermantasyon baslangi¢ aninda hamur mikrobiyotasinda tespit edilmistir. Bu tiirlerden
Alternaria hordeicola, Alternaria metachromatica, Aureobasidium pullulans,
Filobasidium magnum ve Neodeightoniella phragmiticola fermantasyon sonunda

ortamda bulunamamustir.
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Sekil 4.27. Isparta tarhanasi bakteriyel ve fungal mikrobiyotasina ait Krona grafikleri a) FO (bakteriyel), b) F1 (bakteriyel), ¢) FO (fungal)ve d) F1

(fungal).
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4.4.2.2. Maras Tarhanasi

Geleneksel iiretim yontemine gore 24 saatlik fermantasyon iglemi ile hazirlanan Marag
tarhanasinda F0°da Streptococcus (%11,9) ve Lactobacillus (%69,6) cinsi bakteriler
bulunurken; 24 saatin sonunda bunlarin bagil varligi ilki i¢in %14,7 ve ikincisi i¢in %73,7
olmustur (Sekil 4.28). Bu tarhana ¢esidinde bulunan ve bagil varligi %1’in altinda olan
diger cinsler ise Citrobacter, Cronobacter, Enterobacter, Klebsiella, Lactococcus,
Pantoea, Providencia, Pseudomonas ve Sphingomonas’tir. Bunlarin arasindan
Lactococcus, Providencia ve Pseudomonas cinsleri F1 6rneklerinde tespit edilememistir.
Tiir diizeyinde ise Lactobacillus helveticus bagil varligr %22,6’dan (F0) %22,3’¢e (F1)
dismistiir. Ayrica, ortamda Levilactobacillus zymae tirii hem fermantasyon

baslangicinda hem de fermantasyon sonunda %1°den diisiik oranda tespit edilmistir.

Fungal mikrobiyota agisindan ise baskin cins olarak tespit edilen Kluyveromyces’lerin
ortamdaki varliginin %16,2’den (F0) 9%:58,8’e (F1) yikseldigi belirlenmistir.
Saccharomyces bagil varligi da %2,54’den (F0) %1,45’¢ (F1); Cladosporium %2,75’den
(FO) %1,64’¢ (F1); Didymella %1,63’den (F0) %0,376’ya (F1) ve Mycosphaerella
%2,20°den (FO) %1,21°¢ (F1) dismiistiir. Bagil varligt %1’in altinda olmak {izere
Alternaria, Ascochyta, Aureobasidium, Candida, Clavispora, Filobasidium, Pichia ve
Stemphylium tespit edilmistir. Tiir diizeyinde ise Kluyveromyces marxianus (%16,2, FO
ve %58,5, F1), ve Cladosporium flabelliforme (%2,75, FO ve %1,64, F1), Didymella
chenopodii (%1,63,F0), Mycosphaerella tassiana (%2,20, FO ve %1,21, F1) gibi bitki
patojenleri ve dis ortam kiifleri hamur mikrobiyotasinda saptanmistir. Bagil varligi %1’in
alinda olan fungal tiirler ise Alternaria alternata, Alternaria hordeicola,
Alternaria hungarica (FQ), Alternaria infectoria (F0), Alternaria metachromatica,
Ascochyta herbicola, Aureobasidium microstictum, Aureobasidium pullulans, Candida
tropicalis, Clavispora lusitaniae, Filobasidium magnum, Pichia kluyveri (F1) ve
Stemphylium herbarum olmustur.
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Sekil 4.28. Maras tarhanasi bakteriyel ve fungal mikrobiyotasina ait Krona grafikleri a) FO (bakteriyel), b) F1 (bakteriyel), ¢) FO (fungal)ve d) F1
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4.4.2.3. Bursa Tarhanasi

Bursa tarhanasi 10 giinliik bir fermantasyon siireciyle hazirlanmakta ve bu siirecin igiincii
giinlinde hamur yapisina yeni malzemeler eklenmektedir. Fermantasyonun baslangic
aninda alinan Orneklerde higbir bakteriyel cins %1 bagil varhigin {izerinde tespit
edilememistir. F1 6rneklerinde dominant cins olan Pediococcus bagil varligi %1,12’den
F7°de %11,2 ve F10’da %21,2’ye yiikselmistir. Ayrica Lactobacillus cinsinin bagil
varhigi da artarak F7°de %9,69’dan F10°da %19,0’a yiikselmistir (Sekil 4.29). Bursa
cesidinde bagil varligi %]1°den az olarak tespit edilen cinsler ise Acetobacter,
Acinetobacter, Buttiauxella, Citrobacter, Cronobacter, Enterobacter, Enterococcus,
Erwinia, Escherichia-Shigella, Hafnia (F0), Klebsiella, Lactococcus, Leuconostoc,
Pantoea, Providencia, Pseudomonas, Raoultella, Sphingomonas, Stenotrophomonas ve
Weissella’dir. Bursa tarhanasi gesidi, ¢alisilan diger geleneksel ¢esitlere kiyasla daha
yiiksek pH degerine sahiptir ve eksi hamur tizerine yapilan baska bir ¢alismada [194], bu
durumun hamur mikrobiyotasinda Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Streptococcus ve Weissella cinslerinin - gelisimini  tegvik ettigi

belirlenmistir.

Bursa tarhanasinda FO aninda hi¢bir bakteriyel tiriin %1’den fazla bagil varlik
gostermedigi saptanmigtir. F1 6rneklerinde ise sadece P. pentosaceus %1,04 oraninda
tespit edilmistir. Ayrica, P. pentosaceus bagil varligr F7°de %10,5’den F10°da %20,1’e
yiikselmistir. Bunlarin yaninda, ikinci en yogun bakteri tiirii olan Lactiplantibacillus
plantarum’un  bagil varligi F7’de 7,98’den F10°’da %16,8’e yiikselmistir.
Levilactobacillus brevis, Limosilactobacillus fermentum, Lactobacillus helveticus,
Lentilactobacillus  kisonensis, Limosilactobacillus panis, Companilactobacillus
paralimentarius, Limosilactobacillus pontis, Lactobacillus sp. , Paucilactobacillus
vaccinostercus, Leuconostoc citreum ve Pediococcus acidilactici tiirleri de fermantasyon
siiresi boyunca ortamda tespit edilmistir. Bagil varligi %1 in altinda bulunan diger tiirler
ise Buttiauxella ferragutiae, Enterococcus italicus, Erwinia persicina, Hafnia alvei (FO0),
Pantoea agglomerans, Raoultella ornithinolytica (FO ve F10), Raoultella planticola (FO
ve F1) ve Weissella ghanensis’dir. Bursa tarhanasi ¢esidinde diger gesitlere kiyasla daha
genis bir LAB c¢esitliligi bulunmasi, formiilasyonda ekmek mayasi kullanilmasi ile

aciklanabilir. Clinkii LAB tarafindan olusturulan asidik ortamin maya gelisimini arttirdig
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ve buna Kkarsin da ortamdaki maya varliginin vitaminler ve azotlu bilesikler gibi

bilesenleri tireterek bakterilerin biiylimesini stimiile ettigi belirtilmistir [195,196].

Bursa tarhanasina ait fungal mikrobiyotada ise formiilasyona dogrudan ilave edilen
ekmek mayasinin etkisi ile baskin cins Saccharomyces olmus ve bagil varligi FO’da
%64,3 iken Fl’de %73,5, F7°de %76,6 ve F10°da %88,4 olarak belirlenmistir.
Fermantasyonun yedinci gilintinde Issatchenkia (1,46%), Pichia (1,18%) ve Alternaria
(1,08%) cinslerinin %1’den fazla bagil varliga sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.30).
Minervini [197] eksi hamur ¢esitlerinde maya hiicresi yogunlugu ile ekmek mayasi
kullanim yiizdesinin paralel oldugunu belirlemistir. Ortamda %21’den az bagil varliga
sahip olarak tespit edilen fungal cinsler ise Alternaria (FO, F1, F10), Ascochyta,
Aureobasidium, Candida, Cladosporium, Clavispora (FO, F7, F10), Didymella (F7, F10),
Filobasidium, Hanseniaspora, Issatchenkia (FO, F1, F10), Kazachstania, Kluyveromyces
(FO, F1, F7), Mycosphaerella, Pichia (FO, F1, F10) ve Stemphylium’dur. Tir diizeyinde
ise, Pichia kluyveri ve Issatchenkia orientalis’in yedinci giin drneklerinde %1°den fazla
bagil yogunluga sahip oldugu saptanmistir. Bagil varligi %1’in altinda bulunan fungal
tirler ise Alternaria alternata, Alternaria hordeicola, Alternaria hungarica,
Alternaria infectoria, Alternaria metachromatica, Ascochyta herbicola, Aureobasidium
pullulans, Candida tropicalis, Cladosporium flabelliforme, Clavispora lusitaniae,
Didymella chenopodii (F7, F10), Filobasidium magnum, Hanseniaspora opuntiae,
Issatchenkia orientalis (FO, F1, F10), Kazachstania humilis, Kluyveromyces marxianus
(FO, F1, F7), Mycosphaerella tassiana, Pichia kluyveri (FO, F1, F7), Pichia mandshurica
(F1) ve Stemphylium herbarum’dur.
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Sekil 4.29. Bursa tarhanasi bakteriyel mikrobiyotasina ait Krona grafikleri a) FO, b) F1, ¢) F7 ve d) F10.
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Sekil 4.30. Bursa tarhanasi fungal mikrobiyotasina ait Krona grafikleri a) FO, b) F1, ¢) F7 ve d) F10.
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4.4.2.4. Kastamonu Tarhanasi

Kastamonu tarhanasi ¢esidi 15 giinliik bir fermantasyon periyoduna sahiptir. Bu siirecte
FO ve F1 anlarinda baskin cins olan Streptococcus’larin bagil varligi FO’da %12,6’dan,
F1’de %10,3 ve F7’de %8,55’e diismiistiir. Boylece F7 anindan itibaren Lactobacillus
cinsi baskin hale gelmis ve bagil varligi F7°de %13,3’e, F10°’da %31,5’e ve F15°de
%40,1’e ylikselmistir. Ayni siirecte Streptococcus cinsi F10°da %10,2 ve F15°de %3,71
oraninda tespit edilmistir. Fermantasyonun yedinci giliniinde yogurt harcindan tarhana
hamuru hazirlanmasi basamagindan sonra Citrobacter (%6,30), Providencia (%3,92),
Enterobacter (%4,06), Raoultella (%1,22) ve Escherichia/Shigella (%4,15) cinslerinin
bagil varliklar1 %1’in tizerine ¢ikmistir. Prosesin devaminda Citrobacter varligi %8,53
(F10) ve %4,43 (F15) olurken, Enterobacter %6,2 (F10) ve %4,13 (F15); Escherichia-
Shigella %5,01 (F10) ve %2,02 (F15), Providencia %16,6 (F10) ve %11,2 (F15), ve
Raoultella %1,58 (F10) oranlarinda tespit edilmistir. Tiir diizeyinde ise yedinci giine
kadar %1’in tlizerinde bagil varliga sahip bir tanimlama yapilamazken; yedinci giinde
Levilactobacillus brevis %3,01 ve Lactiplantibacillus plantarum %7,48 diizeyinde
belirlenmistir. Bu bakterilerden Levilactobacillus brevis’in varligi %5,88 (F10) ve
%6,61°¢ (F15) yiikselirken; Lactiplantibacillus plantarum’un bagil varligi %23,0 (F10)
ve %32,7’ye (F15) ulasmis ve fermantasyon sonunda en baskin bakteri tiirii olmustur.
Ayrica Lactobacillus sp. varligi onuncu giinde %1,0 oraninda tespit edilmistir. Hamur
ornekleri mikrobiyotasinda bagil varligi %1’in altinda tespit edilen diger bakteri tiirleri
ise Buttiauxella ferragutiae (F7, F10, F15), Erwinia persicina (F7, F10, F15), Hafnia
alvei (F7, F10, F15), Levilactobacillus namurensis (F15), Lactobacillus sp. (F7, F15),
Paucilactobacillus vaccinostercus (F7, F10, F15), Levilactobacillus zymae (F15),
Leuconostoc citreum (F1, F7, F10, F15), Pantoea agglomerans (F1, F7, F10, F15), P.
pentosaceus (F7, F10, F15), Raoultella ornithinolytica (F7, F10, F15) ve
Raoultella planticola (F7, F10, F15)’dir. De Vuyst [180] eksi hamur fermantasyonu
sirasinda LAB’nin Gram negatif enterobakterileri hizlica baskiladigini, LAB arasinda ise

homofermentatif laktobasillerin daha dominant oldugunu belirlemistir.
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Sekil 4.31. Kastamonu tarhanasi bakteriyel mikrobiyotasina ait Krona grafikleri a) FO, b) F1, ¢) F7, d) F10 ve e) F15.
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Kastamonu tarhanasi fermentasyonu sirasinda mikrobiyotada tespit edilen fungal tiyeler
arasinda Cladosporium (2,46%), Mycosphaerella (1,15%), Neodeightoniella (3,09%) ve
Symbiotaphrina (49,0%) fermantasyon baslangicinda bagil yogunlugu %1’den fazla olan
cinslerdir. Fermantasyonun ilk 24 saatinin sonunda ise Cladosporium varligi %2,0,
Kluyveromyces %2,80, Neodeightoniella %2,39 ve Symbiotaphrina %70,70 olmustur.
Fermantasyonun yedinci giiniinde ortamda bagil varligi %1’in {izerinde olan cinsler
Issatchenkia (%11,1) ve Kluyveromyces (%2,16) olarak bulunmustur. Issatchenkia cinsi
mayalarin bagil varligit F10’da %1,94’e gerilemis ve daha sonra F15°de %43,10’a
yiikselmistir. Mikrobiyotada belirlenen diger tiyeler ise Alternaria, Ascochyta,
Aureobasidium (FO, F1, F7), Candida (F7, F15), Cladosporium, Clavispora,
Filobasidium (FO, F1, F7, F15), Hanseniaspora (F0), Kazachstania (F15),
Kluyveromyces, Mycosphaerella, Neodeightoniella, Pichia (F10, F15), Saccharomyces,
Stemphylium (FO, F1, F7, F10) ve Symbiotaphrina olmustur. Tiir diizeyinde yapilan
tanimlamalar sonucunda ise fermantasyon baslangicinda ortamdaki bagil varligi %1’in
tizerinde belirlenen tiirler Cladosporium flabelliforme (%2,46), Mycosphaerella tassiana
(%1,15), Neodeightoniella phragmiticola (%3,09) ve Symbiotaphrina buchneri
(%49,0)’dir. Bu tiirlerden Cladosporium flabelliforme varligi 24 saat sonunda %2,0,
Kluyveromyces marxianus %2,80, Neodeightoniella phragmiticola %2,39 ve
Symbiotaphrina buchneri %70,7 olarak tespit edilmistir. Fermantasyonun yedinci
giinlinde Issatchenkia orientalis baskin tiir (%11,1) olurken; Kluyveromyces marxianus
bagil varhig da %2,16’ya dismiistiir. Issatchenkia orientalis (giincel ismi
Pichia kudriavzevii) bagil varligi F10’da %19,4 ve F15°de %43,1’e ulasmistir.
Mikrobiyotada tespit edilen diger tiirler ise Alternaria alternata, Alternaria hordeicola,
Alternaria infectoria (FO, F7, F10, F15), Alternaria metachromatica (FO, F7, F10, F15),
Ascochyta herbicola (FO, F7, F15), Aureobasidium pullulans (FO, F1, F7), Candida
tropicalis (F7, F15), C. flabelliforme, Clavispora lusitaniae, Filobasidium magnum (FO,
F1 F7, F15), Hanseniaspora opuntiae (FO), Kazachstania humilis (F15), Kluyveromyces
marxianus, Mycosphaerella tassiana, Neodeightoniella phragmiticola, Pichia kluyveri
(F10, F15), Pichia manshurica (F15), Stemphylium herbarum (FO, F1, F7, F10) ve
Symbiotaphrina buchneri’dir.
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Sekil 4.32. Kastamonu tarhanasi fungal mikrobiyotasina ait Krona grafikleri a) FO, b) F1, ¢) F7, d) F10 ve e) F15.
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4.4.2.5. Usak Tarhanasi

Usak tarhanasinin 21 giinliik fermantasyonu sirasinda ornek alinan tiim gilinlerde
Lactobacillus cinsi baskin olarak tespit edilmistir. Fermantasyon baslangicinda %24,1
olarak bulunan Lactobacillus varligi, F1°de %70,70, F7’de %92,0, F10°da %90,50,
F15’de %93,1 ve F21’de %94,0 olmustur. Usak tarhanasi g¢esidinde Lactobacillus
cinsinin bagil varliginin fermantasyon siireci boyunca arttig1 tespit edilirken, baska bir
calismada ise bu cinsin hamurdaki yogunlugunun fermantasyonun ilk dort giiniinde
%75,24’den %85,54 e yiikseldigi, daha sonraki siirecte azalan bir trend gosterdigi ifade
edilmistir [29]. Lactobacillus cinsi disinda Streptococcus varligi da FO aninda %2,71,
Fl’de 9%9,0, F7°de %4,51, F10’da %4,03, F15’de %5,84 ve F21°’de %5,88 olarak
belirlenmistir. Mikrobiyotada tespit edilen diger bakteri cinsleri ise Acetobacter (FO, F7),
Acinetobacter (FO), Buttiauxella (F0), Citrobacter (F0), Cronobacter (FO), Enterobacter
(F0), Enterococcus (F0), Erwinia (FO, F1, F7, F10, F15), Hafnia (F0), Klebsiella (F0),
Leuconostoc (FO, F1, F7, F10, F15), Pantoea, Pseudomonas (F0) ve Weissella’dur.

Fermantasyon baglangicinda higbir bakteri tiirii %1 bagil yogunlugun {iizerinde tespit
edilememistir. ilk 24 saatlik fermantasyon siiresi sonunda Levilactobacillus namurensis
varhigt %10,8 olurken Levilactobacillus zymae %25,9 oraninda bulunmustur.
Levilactobacillus namurensis varligi F7°de %59,8’¢ yiikselirken F10’da %46,8’¢, F15’de
%17,1’e ve fermantasyonun sonunda %3,87 e gerilemistir. Buna karsin Levilactobacillus
zymae varlig1 F7°de %24,9°a gerilerken; F10°da %37,2’ye yiikselmis ve ardindan F15°de
%29,6 ve F21°de %21,4’e diismiistiir. Ayrica Limosilactobacillus pontis tiiriiniin oran1 da
F15’de %6,89 ve F21’de %5,89 olurken, Companilactobacillus paralimentarius varligi
F15°de %3,10 ve F21°de %3,48’¢ yiikselmistir. Bunlarin disinda fermantasyon sonunda
Lentilactobacillus  kisonensis  %1,10, Limosilactobacillus panis %1,08 ve
Lactiplantibacillus plantarum %211,20 oranlarinda tespit edilmistir. Usak tarhanasi
¢esidinde tespit edilen diger bakteriyel tiirler ise Buttiauxella ferragutiae (FO, F10),
Erwinia persicina (FO, F1, F7, F10, F15), Hafnia alvei (F0), Levilactobacillus brevis (FO0),
Lentilactobacillus  kisonensis ~ (F15, F21), Levilactobacillus  namurensis,
Limosilactobacillus panis (F15, F21), Companilactobacillus paralimentarius,
Lactiplantibacillus plantarum (F15, F21), Limosilactobacillus pontis, Lactobacillus sp.
(F7), Levilactobacillus zymae, Leuconostoc citreum (FO, F1, F7, F10, F15) ve Pantoea

agglomerans’dir.
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Sekil 4.33. Usak tarhanas1 bakteriyel mikrobiyotasina ait Krona grafikleri a) FO, b) F1, ¢) F7, d) F10, e) F15 ve f) F21.
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Usak tarhanasinda tespit edilen fungal cinslerden Saccharomyces’lerin bagil varlig
fermantasyon baglangicinda %48,1°den 24 saatin sonunda %58,3’e yiikselmistir. Yedinci
giinden itibaren Saccharomyces varligi azalmaya baslayarak F7’de %56,2, F10’da
%26,50, F15’de %3,77 oranlarinda Ol¢iilmiis, fermantasyon sonunda %]1’in altinda
bulunmugtur. Kazachstania cinsi maya tiirlerinin bagil varligi fermantasyon
baslangicinda %1’in altindayken F1°de %31,50, F7°de %33,70, F10°da %18,70, F15°de
%7,91 ve F21°de %2,12 olmustur. Buna karsin Issatchenkia cinsi FO ve F1’de ortamda
tespit edilemezken F7°de %9,82 bagil varlikta bulunmus; bu oran F10’da %54,80, F15°de
%87,50 ve F21°de %93,40°a ulasmistir. Ayrica Alternaria cinsi (%1,91) F0’da,
Kluyveromyces (%1,32) F1°de ve Pichia cinsi (%3,78) F21’de %1’den fazla bagil varlikta
bulunmustur. Usak tarhanasi ¢esidinde tespit edilen diger fungal cinsler ise Alternaria
(FO, F1, F7, F10, F21), Ascochyta (FO, F1), Aureobasidium (FO, F1), Candida (F0),
Cladosporium (FO, F1), Clavispora (F1), Filobasidium (FO, F1), Hanseniaspora,
Kluyveromyces (FO, F1, F7), Mycosphaerella (FO, F1), Pichia, Stemphylium (FO) ve
Symbiotaphrina (F0)’dur.

Bu tarhanada tespit edilebilen fungal tiirlerden Kazachstania humilis F1°’da %31,50,
F7’de %33,70, F10°da %18,70, F15’de %7,91 ve F21°de %2,12 bagil varliga sahiptir.
Issatchenkia orientalis tiiriiniin de F7°de %9,82, F10°da %54,80, F15’de %87,50 ve
F21’de %93,40 oraninda hamurda yer aldig: tespit edilmistir. Ayrica Kluyveromyces
marxianus tiri F1’de %1,34 ve Pichia mandshurica tiri de F21’de %3,78 oraninda
saptanmistir. Bagil varligi %]1’in altinda olarak bulunan diger tiirler ise Alternaria
alternata (FO, F1), Alternariahordeicola (FO, F1, F7, F10, F21),
Alternaria infectoria (FO, F1), Alternaria metachromatica (FO, F1, F7, F10, F21),
Ascochyta herbicola (FO, F1), Aureobasidium pullulans (FO, F1), Candida tropicalis
(F0), Cladosporium flabelliforme (FO, F1), Clavispora lusitaniae (F1), Filobasidium
magnum (FO, F1), Hanseniaspora opuntiae, Kazachstania humilis, Kluyveromyces
marxianus (FO, F1, F7, F21), Mycosphaerella tassiana (FO, F1), Pichia kluyveri (FO, F1,
F7, F21), Pichia mandshurica (F10, F15, F21), Symbiotaphrina buchneri (FO) ve
Stemphylium herbarum (F0)’dur.
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4.4.3. Farkh Tarhana Cesitleri Mikrobiyotasinin Genel Degerlendirmesi

4.4.3.1. Bakteriyel Mikrobiyota

Bu tez calismasinda tiim tarhana hamurlar1 bakteriyel mikrobiyotasi biitiin olarak
degerlendirildiginde fermantasyon prosesinde baslica yer alan mikroorganizma
cinslerinin Lactobacillus, Enterobacter, Citrobacter, Pediococcus, Streptococcus,
Pseudomonas, Providencia ve Enterococcus oldugu bulunmustur (Sekil 4.35).
Fermantasyon siirecinde laktik asit bakterilerinin varlig tiir diizeyinde incelendiginde ise
bunlarin baslica zorunlu heterofermentatif (Levilactobacillus brevis (%0,5),
Limosilactobacillus  fermentum (%0,5), Levilactobacillus namurensis (%0,5),
Limosilactobacillus panis (%0,5), Limosilactobacillus pontis (50,5), Levilactobacillus
zymae (%2,1)) ve fakiiltatif heterofermentatif (Companilactobacillus paralimentarius
(%0,5), Lactiplantibacillus plantarum (%1,1), Leuconostoc citreum (%0,5), Pediococcus
acidilactici  (%2,7), Pediococcus pentosaceus (%1,1)) bakterilerden olustugu

goriilmektedir.
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Sekil 4.35. Farkli tarhana cesitlerinin fermantasyon siirecinde tespit edilen bakteri

cinsleri.
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Tarhana fermantasyonunda gorev alan laktik asit bakterilerinin arastirildigi bir calismada
Lactiplantibacillus plantarum tiiriiniin yedi giinlik fermantasyon siireci boyunca
mikrobiyotada baskin olarak bulundugu belirlenmistir [52]. Fermantasyon baslangicinda
Lactococcus lactis spp. lactis, Lactiplantibacillus plantarum ve Lactobacillus
acidophilus tiirleri tarhana hamurunda tespit edilirken, fermantasyon sonunda ortamda
Lactobacillus delbrueckii sp. delbrueckii, Lactococcus lactis spp. lactis, Leuconostoc
mesenteroides sp. cremoris, Pediococcus sp., Enterococcus durans, Lacticaseibacillus
paracasei ssp. paracasei ve Lactiplantibacillus plantarum bulunmustur. Ayrica
Levilactobacillus brevis tiiriiniin de fermantasyonun birinci giiniinde ortaya ¢iktigi ve

tiglincii gliniinde ortamdan kayboldugu gézlenmistir [52].

Sicaklik ve pH degisimlerinin tarhana fermantasyonuna etkilerinin arastirildigi bir
calismada  Lactiplantibacillus  plantarum, Levilactobacillus  brevis  and
Companilactobacillus alimentarius tiirlerinin farkli fermantasyon kosullarinda (25°C ve
30°C) ortak baskin tiirler oldugu ve Lacticaseibacillus casei ve Lactiplantibacillus
fabifermentans tiirlerinin de degisen fermantasyon kosullariyla ortamda bulundugu
gozlenmistir [198]. Ayni ¢alisma kapsaminda yapilan metagenomik analizler de tarhana
fermantasyonunda  Streptococcus, Leuconostoc, Lactococcus, Carnobacterium,
Weissella ve Enterococcus tiirlerinin hakim oldugunu, sadece bazi ¢esitlerde de
Pediococcus varligiin belirlendigini gostermistir [198]. Settanni [50] de fermantasyon
sicakliginin tarhana hamuru mikrobiyotasina etkilerini incelediginde daha yiiksek
sicakliklarda (40°C) uygulanan fermantasyon isleminde Pediococcus acidilactici tiirii
baskinken, daha disiik sicakliklarda (30°C) Lactiplantibacillus plantarum ve

Levilactobacillus brevis tiirlerinin baskin oldugunu belirlemistir.

Sengiin [27] geleneksel tarhana gesitlerinin mikrobiyotasinin Pediococcus acidilactici
(%27), Streptococcus thermophilus (%19), Limosilactobacillus fermentum (%19),
Enterococcus faecium (%12), Pediococcus pentosaceus (%8), Leuconostoc
pseudomesenteroides  (%5), Weissella  cibaria  (%4), Lactiplantibacillus
plantarum/paraplantarum (%3), Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus (%2),
Leuconostoc citreum (%2) and Lacticaseibacillus casei (%0.5)’den olustugunu
bulmustur. Basgka bir ¢alismada ise geleneksel ev yapimi tarhana hamurlarinin

fermantasyonu sirasinda  Lactiplantibacillus  plantarum, Lactococcus lactis,
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Levilactobacillus namurensis, Levilactobacillus brevis, Companilactobacillus farciminis,
Leuconostoc mesenteroides ve Pediococcus acidilactici farkli hamur orneklerinde
gozlenirken, Lactobacillus crispatus galisilan 6rneklerin yalnizca bir tanesinde tespit
edilmistir [16].

Bu calismada yalnizca Bursa tarhanasi g¢esidinden izole edilmis olan Pediococcus
acidilactici tiirii, daha once Sengiin [27] tarafindan tarhana hamurunda kullanilan
yogurttan izole edilmistir. Ancak, Sengiin [27] tarafindan da belirtildigi gibi Pediococcus
acidilactici tiirintin siit iriinlerinden izole edildigi ¢alismalar oldukg¢a kisitli olmakla
birlikte genellikle bitkilerden, fermente bitki materyallerinden, gida ve yemlerden, ve
insan ve hayvanlarin bagirsak yollarindan izole edilir [199]. Ayrica, diger ¢esitlere gore
daha yiiksek bir baslangi¢ pH degerine (5,41) Bursa tarhanasi1 Pediococcus acidilactici

tiiriniin gelisimi i¢in uygun bir ortam saglamis olabilir [200].

Simsek [16], tarhana fermantasyonu sirasinda Levilactobacillus namurensis,
Companilactobacillus mindensis, Lactobacillus crispatus, Companilactobacillus
farciminis, Fructilactobacillus sanfranciscensis ve Lactiplantibacillus fabifermentans
tirlerini mikrobiyotada belirlemistir. Bu tez c¢alismasinda ise Levilactobacillus
namurensis tiirii Usak tarhanasinda fermantasyonun yedinci giiniinde baskin tiir olarak
tespit edilmistir. Daha onceki bir c¢alismada Limosilactobacillus  pontis,
Companilactobacillus paralimentarius, Levilactobacillus namurensis ve
Levilactobacillus zymae tiirlerinin eksi hamur mikrobiyotasinda bulundugu belirlenmistir
[201]. Ayrica, Belgika tipi eksi hamurlarda [202] ve Kimchi’de de [203] tespit edilen
Levilactobacillus zymae tiirii bu ¢calismada Maras tarhanasinda bulunmustur. Ayrica, yine
Maras tarhanasinda tespit edilen Lactobacillus helveticus tiirii, Isve¢ tipi ve
olgunlastirilmis Italyan tipi peynirler, ve fermente siit iiriinleri iiretiminde kullanilan
homofermentatif, termofilik bir laktik asit bakterisidir. Bu bakteri tiirii sahip oldugu
proteolitik sistem ile siit fermantasyonu sirasinda biyoaktif bilesenlerin hizli ve etkin bir
sekilde ortaya ¢ikmasini saglayarak tiretilen gida iirliniin insan sagligi lizerine olumlu

etkiler gostermesine katki saglamaktadir [204].
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Soyugok [29], tarhana hamuru fermantasyonu siirecini metagenomik yaklagimlarla
inceledigi bir arastirmada, baslangi¢c aninda hamur ortaminda Bacillus, Enterococcus,
Escherichia/Shigella, Lactobacillus, Serratia, Streptococcus ve Weissella cinsleri
baskinken, fermantasyonun dordiincii giiniinden itibaren baskin olan cinslerin azalarak
Bacillus ve Clostridium cinslerinin sensu stricto oldugunu belirlemistir. Omeroglu [205]
ise 96 adet kurutulmus tarhana cesidinde cins seviyesinde en yliksek bagil varlikta
bulunan mikrooganizmalarin Bacillus, Enterococcus ve Paenibacillus oldugunu tespit
etmistir. Soyugok [29] ve Settanni [50], bu ¢alismada da tarhana hamuru 6rneklerinde
tespit edilen Lactobacillus, Streptococcus ve Enterococcus cinsi bakterilerin hamur
formiilasyonunda kullanilan yogurt ve siit kremasindan kaynaklandigini belirtmistir.
Buna karsin, Minervini [206], tohum mikrobiyotasinin undaki LAB varligini etkilemesi
sonucu Bacillus, Exiguobacterium, Paenibacillus, Staphylococcus, Lactobacillus,
Streptococcus, Enterococcus ve Lactobacillus cinslerinin bugday unundaki g¢ekirdek
floray1 olusturdugunu belirlemislerdir. Ayrica, cins diizeyinde undaki baskin LAB

cinsinin Enterococcus oldugu goriilmistiir [206].

Cig tahillarin mikroflorasini olusturan bakteriler, mayalar ve kiifler, bu tahillardan dogal
fermantasyonla hazirlanan gidalarda da bulunmaktadir. Bu mikrobiyotada belirlenen
bakteriler Pseudomonas gibi Gram negatif aeroblar ve Enterobacteriaceae gibi fakiiltatif
anaeroblarin yaninda Gram pozitif laktik asit bakterilerinden homofermentatif rodlar
(Lacticaseibacillus casei, Loigolactobacillus coryniformis, Latilactobacillus curvatus,
Lactiplantibacillus plantarum ve Ligilactobacillus salivarius), heterofermentatif rodlar
(Levilactobacillus brevis ve Limosilactobacillus fermentum), homofermentatif koklar
(Enterococcus faecalis, Lactococcus lactis, Pediococcus acidilactici, Pediococcus
parvulus ve Pediococcus pentosaceus) ve heterofermentatif koklar (Leuconostoc ve
Weissella) olmaktadir [180].

4.4.3.2. Fungal Mikrobiyota

Tarhana hamuru fungal mikrobiyotasint metagenomik yaklagimlarla inceleyen bu
calismada, fungal tiirlerin tarhanadaki ¢esitliliginin ve bunlarin miktarlariin geleneksel
formiilasyona ve fermantasyon siiresine gore farkliliklar gosterdigi belirlenmistir (Sekil

4.36).
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Daha onceki ¢aligmalarda Settanni [50], tarhanadaki baskin fungal tiiriin Saccharomyces
cerevisiae oldugunu belirlerken; Ozel [211], Pichia kudriavzevii tiiriiniin en yiiksek
miktarda bulundugunu tespit etmistir. Ancak, bu tez ¢alismasinda Bursa ¢esidinde
Saccharomyces cinsi, Isparta ve Maras c¢esitlerinde Kluyveromyces marxianus,
Kastamonu ve Usak c¢esitlerinde Issatchenkia orientalis tiirleri baskin olarak
belirlenmistir. Literatiirde ise tarhana hamurunda tespit edilen diger maya tiirleri
Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus, Pichia kudriavzevii, Candida
humilis, Candida  glabrata, Kazachstania barnettii, Kazachstania exigua,

Kazachstania servazzii ve Kazachstania unispora olmustur [50,211].

Eksi hamur mikrobiyotasinda tespit edilen mayalar Saccharomyces cerevisiae,
Kazachstania exigua, Candida humilis, Issatchenkia orientalis’dir [180]. Baska bir
calismada ise farkl tipte eksi hamur 6rneklerinden Saccharomyces cerevisiae, Candida
humilis, Kazachstania barnettii ve Kazachstania exigua tiirii mayalar izole edilmistir
[197]. De vuyst [180], eksi hamur hazirlanmasinda kullanilan tahillarda Candida,
Cryptococcus, Pichia, Rhodotorula, Torulaspora, Trichosporon, Saccharomyces ve
Sporobolomyces cinsi fungal tiirlerin tespit edildigini belirtmistir. Ayrica, bu
hammaddelerde tespit edilemeyen Saccharomyces cerevisiae tiiriiniin ekmek mayasi ile

hamur yapisina girdigi diisliniilmektedir.

Tomurcuklanan bir maya tiirii olan Saccharomyces cerevisiae, aerobik ortamlarda da
glukozu fermente ederek karbondioksit ve etanol olusturmasi agisindan fermente ickiler
ve ekmek tliretiminde 6dnemli bir yere sahiptir. Tarhana cesitlerinde 6nemli bagil varlikta
tespit edilen Saccharomyces cerevisiae cinsi mayalar, mikrobiyotada bulunan LAB ile
etkilesim halinde yasamaktadir. Bunun yaninda Saccharomyces cerevisae laktozu karbon
kaynag1 olarak kullanamazken; LAB metabolizmasi sonucu olusan laktik asiti metabolize
edebilmektedir ve laktik asit tiretimi sonucu siirekli ylikselen asitligin kontrol altinda

tutulmasini saglamaktadir [212].

Tarhanadan izole edilen maya cinslerinden biri olan Kluyveromyces, 26S rDNA
dizilemesine gore 6 tane tiir icerir ve hemiaskomiset6z mayalar arasinda yer alir [82]. Bu

cinsin en 6nemli liyelerinden olan Kluyveromyces marxianus tiiriiniin laktoz ve {inilin de
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dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli sekerleri kullanilabilme, yiiksek sicaga dayaniklilik, litik
enzimler tiretebilme, diger 6karyotlara kiyasla hizli gelisme gosterme ve fermantasyonla
etanol tiretebilme 6zellikleri bulunmaktadir [213,214]. Bu tiir mayalarin siit, kefir, peynir
ve yogurt gibi geleneksel siit iirlinleri ile iligskisi oldugu bilinmektedir [82,213]. Bu
calisma kapsaminda hazirlanan ve bilesiminde yogurt kullanilan Isparta ve Marag
cesitlerinde %1 bagil varliktan yiiksek oranda ve formiilasyonunda siit kullanilan Bursa
tarhanasinda %1 bagil varliktan diisiik olmak {izere fermantasyon sonuna kadar
Kluyveromyces marxianus tiirii tespit edilmistir. Bunun yaninda formiilasyonlarinda
yogurt bulunan Kastamonu tarhanasinda fermantasyonun yedinci ve Usak tarhanasinda
birinci glinde %1 bagil varliktan yiiksek olarak Kluyveromyces marxianus tiirii tespit
edilmistir. Daha 6nceki ¢alismalarda da Kluyveromyces marxianus’un laktozu fermente
edebilmesi ve sitrik ve siiksinik asiti kullanabilme 6zellikleriyle siit iirlinlerinde canli
kalabildigi tespit edilmistir [82,213,215]. Bu yiizden, Boliim 4.6.2’de goriildiigii gibi
orneklerin sitrik ve siiksinik asit igeriklerindeki kiimelenme bigimlerinin de

Kluyveromyces marxianus metabolizmasindan etkilendigi diistiniilebilir.

Tarhana ¢esitlerinde ve eksi hamur mikrobiyotasinda bulunan Candida tiirii ise, bitkiler,
cliriiyen bitki ortiisii, yaprak yiizeyleri, meyveler ve toprak ile iliskilidir. Bu yiizden tahil
kokenli fermente gidalarin mikrobiyotasinda da yer alan Candida anaerobik gelisme
gosteremez. Candida proteolitik, glikozidik ve pektinolik aktivite gosterirken, ikincil

metabolitler de iiretir ve lipolitik ve iireaz aktivitesi de gosterir [216].

Mayalar fermantasyon ve glikoliz aracilifiyla tarhana hamurunda bulunan
karbonhidratlar1 etanol ve karbondioksite fermente ederler. Bunun yaninda, aminoasit
metabolizmalart sonucunda da hamur flavorunun olusumunda 6nemli rol oynayan

bilesiklerin liretimini saglarlar.
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Sekil 4.36. Farkl1 tarhana ¢esitlerinin fermantasyon siirecinde tespit edilen fungal cinsler.

Tarhana ve eksi maya hamuru benzeri ortamlarda otantik maya tiirlerinin tespit edilerek
izole edilmesi ve kullanilmasi istenilen karakterde son tiriinlerin elde edilmesi i¢in 6nem

arz etmektedir.

4.5. Metabolomik Yaklasim ile Tarhana Orneklerinde Bulunan Bazi Organik

Asitlerin ve Etanol Miktarlarinin Belirlenmesi

Geleneksel yontemlerle hazirlanan bes farkli tarhana cesidinin fermantasyon siireci
boyunca icerdikleri organik asit miktarlarinin tespit edilmesi i¢in analizler yapilmistir.
Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) cihazi ile yapilan analizlere ait
kalibrasyon egrisi Sekil 4.37’da gosterilmistir. Analizlerde yer alan standart organik
asitlere ait okuma kanallar1 ve gelis zamanlar1 Sekil 4.38’de yer almaktadir. Analizler
sonucu elde edilen kromatogramlardan laktik asite ait Usak FO, Usak F1 ve Usak F21

orneklerinin sonuglar1 Sekil 4.39°de gosterilmistir.
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Sekil 4.38. Organik asit standartlarina ait gelis zamanlar1 ve okuma kanallar1.
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Sekil 4.39. Usak FO (a), Usak F1 (b) ve Usak F21 (c) 6rneklerinin laktik asit iceriklerine ait kromatogramlar.
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45.1. Laktik asit

Tarhana fermantasyonunda bulunan major organik asit laktik asittir ve kullanilan tahil
ununda ve siit iiriinlerinde bulunan fermente edilebilir karbonhidratlardan iiretilir [10].
Fermantasyon baslangi¢ aninda Kastamonu tarhanasi en yiiksek (0,681 g/100 g) ve Bursa
tarhanas1 en diisik (0,085 g/100 g) laktik asit igerigine sahiptir (Cizelge 4.22).
Fermantasyon bitis anlar1 karsilastirildiginda ise yine Kastamonu ¢esidinin en yiiksek
(F15, 1,364 g/100 g) ve Bursa ¢esidinin en diisiik (F10, 0,218 g/100 g) miktarda laktik
icerdigi tespit edilmistir.

Isparta tarhanasi laktik asit icerigi fermantasyon baslangicinda 0,542 g/100 g’dan 24 saat
sonunda 0,628 g/100 g’a ulasirken; Maras tarhanasi ¢esidinin laktik asit icerigi de FO
aninda 0,646 g/100 g’dan 24 saatlik fermantasyon sonunda 0,813 g/100 g’a ylikselmistir
(Sekil 4.40). Arslan-Tontul [171], tarhana hamurlarinin ortalama laktik asit miktarinin
fermantasyonun ilk 24 saatinde 0,331 g/100 g’dan 0,424 g/100 g’a yiikseldigini tespit

etmistir.

Bursa ¢esidinin FO’da laktik asit igerigi 0,085 g/100 g’dir. Fermantasyon siirecinde laktik
asit miktar1 artarak F7°de 0,227 g/100 g olmus, daha sonra fermantasyon bitisinde 0,218
g/100 g’a diigmiistiir (p>0.05). Sekil 4.40°da goriildiigii gibi Bursa tarhanasinin laktik asit
icerigi fermantasyon boyunca diger cesitlerden daha azdir. Bu durumun hamur
formiilasyonunda yogurt yerine siit kullanilmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
Bununla birlikte, fermantasyonun yedinci giiniinde LAB grubu igerisinde en yiiksek
miktarda laktik asit ireticisi oldugu bilinen Lactiplantibacillus plantarum ([217])

varliginin yiikselmesiyle Bursa c¢esidinin laktik asit igceriginin arttig1 gérilmiistiir.

Kastamonu tarhanasinin yogurt harci halinde olan baslangic aninda igerdigi laktik asit
miktart 0,681 g/100 g’dir. Fermantasyon prosesinin ilk 24 saatinde bu miktar yiikselerek
0,893 g/100 g olmus; F7°de hamur formu i¢in yeni malzemeler eklenmesiyle ise 0,329
g/100 g’a diismiistiir. Kastamonu tarhanasinda en yiiksek laktik asit miktar1 F10’da 1,460
2/100 g olarak belirlenirken; F15°de 1,364 g/100 g’a diisse de istatistiki olarak énemli bir

fark bulunamamistir (p>0.05). Metagenomik analiz sonuglari Kastamonu g¢esidinde
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fermantasyonun onuncu giiniinden itibaren Lactiplantibacillus plantarum tiiriiniin baskin
oldugunu gostermektedir. Lactiplantibacillus plantarum laktik asit fermantasyonunun

homofermentatif oldugu ve birincil olarak biiyiime ile iliskili oldugu belirtilmistir [218].

Usak tarhanasi ¢esidinde fermantasyon baglangicinda 0,328 g/100 g olarak belirlenen
laktik asit miktar1 24 saatin sonunda 1,023 g/100 g olmustur. Fermantasyonun onuncu
giinline kadar artan laktik asit igerigi, onuncu giinden itibaren diismeye baglayarak
fermantasyon sonunda 0,751 g/100 g olmustur. Yazici [219] ev tipi Usak tarhanasi
orneklerinin ortalama laktik asit igerigini 0,994 g/100 g bulurken; hamurlarin
fermantasyon sonu laktik asit iceriklerinin 0,703 g/100 g—1,151 g/100 g aralifinda
degistigini tespit etmistir.

Cizelge 4.22. Tarhana Orneklerinin fermantasyon siiresi boyunca laktik asit igerigi

degisimi (g/100 g).
Laktik asit Isparta Maras Bursa Kastamonu Usak
FO 0,542+0,018%%  0,646+0,030°%  0,085+0,0338¢  0,681+0,11482  (,328+0,034Cbc
F1 0,628+0,0437%  0,813+0,133%%  0,104+0,02078>  (0,893+0,003/82 1,023+0,308BC2
F7 DY DY 0,227+0,030"°  0,329+0,0558°  2,121+0,3594
F10 DY DY 0,218+0,028%"  1,460+0,110%  1,431+0,028AB2
F15 DY DY DY 1,364+0,2217%  1,234+0,1414BC2
F21 DY DY DY DY 0,751+0,0878¢

Farkli biiyiik harfler ayn1 tarhana ¢esidi igcindeki farkliliklari ve farkli kiigiik harfler farkli gesitler i¢in drnek
alma giinleri arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05). “DY” ile gosterilen giinlerde, belirtilen

tarhana ¢esidinin fermantasyon siiresi bittigi i¢in 6rnek alinmamustir.

Arslan-Tontul [171], islak tarhana hamuru orneklerinin ortalama laktik asit igerigini
0,632 g/100 g olarak saptamis ve 3 giinliik fermantasyon sonucunda laktik asit miktarinin
0,331 g/100 g’dan 1,082 g/100 g’a yiikseldigini belirlemistir. Erbas [10] ise yine 3 giinliik
fermantasyon uygulanan tarhana hamurlarinda laktik asit miktarinin 1,368 g/100 g’dan
2,125 g/100 g’a yiikseldigini ve siire¢ sirasinda laktik asit miktarinda yaklasik %50
oraninda artiy oldugu bulmustur. Bunlarin yaninda Magala [220], 144 saatlik

fermantasyon sirasinda tarhana 6rneklerinin laktik asit i¢eriginin 0,18 g/100 g’dan 0,81
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g/100 g’a yiikseldigini saptanmistir. Hamurlardaki karbonhidrat metabolizmasinin ana
metaboliti olan laktik asit flavouru dogrudan etkilemektedir. Geleneksel tarhana
cesitlerinin fermentasyon silireci boyunca laktik asit igeriklerindeki degisimler,
hamurlardaki laktik asit miktarlarinin kullanilan hammaddelerden ve geleneksel

recetelerden etkilendigini gostermektedir.
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Sekil 4.40. Tarhana gesitlerinin fermantasyon siiresi boyunca laktik asit i¢erigi degisimi.

4.5.2. Siiksinik asit

Orneklerin fermantasyon boyunca siiksinik asit igeriklerinin degisimi Cizelge 4.23de
gosterilmistir. Fermantasyon baslangi¢ anlar karsilastirildiginda en diisiik siiksinik asit
igerigi Kastamonu tarhanasi (0,015 g/100 g) ve en yiiksek siiksinik asit icerigi Bursa
tarhanast (0,299 g/100 g) Orneklerinde bulunmustur. Fermantasyon bitisleri
karsilastirildiginda ise en diistik stiksinik asit iceren 6rnek Maras ¢esidi (0,109 g/100 g)
iken; en yiiksek Kastamonu ¢esididir (1,129 g/100 g).

Isparta tarhanas1 hamuru 6rneklerinde FO’da 0,047 g/100 g olarak tespit edilen siiksinik
asit miktar1 F1°de 0,225 g/100 g’a yiikselmistir. Maras ¢esidinde ise FO’da 0,044 g/100 g
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olarak o6lgiilen siiksinik asit miktarinin, 24 saatlik fermantasyon sonunda 0,109 g/100 g’a

yiikseldigi bulunmustur.

Bursa tarhanasi orneklerinde F0’da 0,299 g/100 g siiksinik asit tespit edilmistir.
Fermantasyonun ilk 24 saati sonunda siiksinik asit miktarinda istatistiki olarak 6nemli bir
fark bulunmamistir. Ancak, F7’de hamurun siiksinik asit miktar1 0,462 g/100 g’a
yiikselirken fermantasyon sonunda 0,389 ¢g/100 g’a diismiistiir.

Kastamonu tarhanas1 FO’da 0,015 g/100 g siiksinik asit i¢erirken fermantasyon siiresi
boyunca bu organik asitin hamurdaki varligi artmistir. Fermantasyonun yedinci giiniinde
formiilasyona un eklenmesinin ardindan F10 6rneginde 0,915 g/100 g ve F15 6rneginde

1,129 g/100 g siiksinik asit tespit edilmistir.

Usak tarhanasi orneklerinin FO’da 0,036 g/100 g siiksinik asit igerdigi belirlenmistir.
Fermantasyonun ilk 24 saatinden itibaren siiksinik asit igeriginde hizli bir artis tespit
edilmis ve F10°da 1,057 g/100 g siiksinik asit 6l¢iilmistiir. Ancak F15’den itibaren
siiksinik asit miktar1 azalarak F21 Orneklerinde 0,614 g/100 g siiksinik asit tespit

edilmistir.

Bursa tarhanasi digindaki tiim ¢esitlerde siiksinik asit miktarinin fermantasyonun ilk 24
saatinde arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.41). Bunun yaninda yine hamurlarin hazirlandigi
anda alinan 6rneklerde Bursa tarhanasi disindaki 6rnekler siiksinik asit igerigi agisindan
istatiski olarak benzer bulunmustur (p>0.05). Orneklerin yiiksek miktarda siiksinik asit
icermesi fermantasyon sirasinda bakterilerin piriivat oksidasyonu ya da mayalarin
glikosilat dongiisiinden kaynaklanabilir [21]. Daha onceki bir caligmada tarhana
hamurlarinin  fermantasyon siirecinde siiksinik asit iceriklerinin, fermantasyon
baslangicinda 0-0,473 g/100 g araligindan fermantasyon sonunda 0,702-1,434 g/100 ¢
araligina degistigini belirlenmistir. Magala [26], ise 144 saatlik fermantasyon sonunda
tarhana hamurlarinin 1,286-1,384 g/100 g araliginda siiksinik asit igerdigini tespit
etmistir. Eksi hamurlarda ise siiksinik asit igerginin 0,08-1,11 g/100 g arasinda degistigi
bulunmustur [221].
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Cizelge 4.23. Tarhana Orneklerinin fermantasyon siiresi boyunca siiksinik asit icerigi

degisimi (g/100 g).

Siiksinik asit  Isparta Maras Bursa Kastamonu Usak

FO 0,047+0,00028°  0,044+0,0028° 0,299+0,026%® 0,015+0,0005° 0,036+0,003°
F1 0,225+0,017%°  0,109+0,0014°  0,269+0,001°  0,127+0,004%° 0,717+0,08752
F7 DY DY 0,462+0,0017°  0,325+0,008%¢ 1,152+0,026"2
F10 DY DY 0,389+0,0128¢  0,915+0,0095°  1,0570,04342
F15 DY DY DY 1,12940,002”%  0,615+0,0165°
F21 DY DY DY DY 0,614+ 0,0098

Farkli biiyiik harfler ayn1 tarhana ¢esidi i¢cindeki farkliliklar1 ve farkli kiigiik harfler farkli gesitler icin drnek
alma giinleri arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05). “DY” ile gosterilen giinlerde, belirtilen

tarhana ¢esidinin fermantasyon siiresi bittigi i¢in 6rnek alinmamustir.
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Sekil 4.41.

degisimi.

Tarhana cesitlerinin fermantasyon siiresi boyunca siiksinik asit icerigi
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4.5.3. Asetik asit

Tarhana hamurlarindan alinan orneklerin asetik asit igerikleri Cizelge 4.24’de
gosterilmistir. Fermantasyon baslangi¢ anlari karsilagtirildiginda Isparta tarhanasinda hig
asetik asit tespit edilememisken; Kastamonu tarhanasi en yiiksek (0,385 g/100 g) asetik
asit i¢erigine sahiptir. Fermantasyon bitig anlarina gore ise asetik asit miktar1 en diisiik
olan 6rnek Maras tarhanasiyken (0,035 g/100 g), en yiiksek olan 6rnek Kastamonu
tarhanasidir (0,661 g/100 g). Fermente iirlinlerin asetik asit igerigi iiriinde bulunan
karbonhidratlarin konsantrasyonu, nitrojen kaynagi ve pH ile iliskiyken, seker igeriginin

fazla oldugu kosullarda da alkolik fermantasyon sirasinda belirgin sekilde yiikselir [222].

Isparta tarhanasinda fermantasyon baslangicinda hi¢ asetik asit tespit edilemezken, 24
saatlik fermantasyon sonunda 0,053 g/100 g asetik asit bulunmustur. Ancak istatistiki
olarak onemli bir farklilik yoktur (p>0,05). Maras c¢esidinde ise fermantasyon
baslangicinda 0,009 g/100 g olan asetik asit i¢erigi fermantasyon sonunda artarak 0,035
2/100 g olmustur (p>0,05).

Bursa tarhanasi Ornekleri fermantasyon baslangicinda 0,157 g/100 g asetik asit
icermektedir. 11k 24 saatte asetik asit icerigi artmis, ancak daha sonraki siirecte azalarak
F10°da 0,167 g/100 g olmustur. Ancak fermantasyon boyunca asetik asit igeriginde

istatistiki olarak énemli bir farklilik bulunamamaistir (p>0,05).

Kastamonu tarhanasindan fermantasyon baglangicinda alinan 6rneklerin 0,385 g/100 g
asetik asit igerdigi belirlenmistir. Ik 24 saatlik fermantasyon siiresinde bu miktar 0,025
g/100 g’a diismiis, ardindan yiikselmeye baslayarak F15 6rneklerinde 0,661 g/100 g’a
ulagmistir. Ancak siire¢ boyunca sonuclar arasinda istatistiki olarak énemli bir farklilik

bulunamamastir (p>0,05).

Usak tarhanasi drneklerinde fermantasyon baslangicinda 0,142 g/100 g asetik asit tespit
edilmistir. Fermantasyon prosesinin ilk 24 saati sonunda bu miktar 0,181 g/100 g olmus,

F7 orneklerinde ise ortamda hi¢ asetik asit bulunamamistir. Fermantasyonun onuncu
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giiniinde ise orneklerde 0,522 g/100 g asetik asit oldugu tespit edilirken, F15 ve F21

orneklerinin hi¢ asetik asit igermedigi goriilmiistiir.

Cizelge 4.24. Tarhana oOrneklerinin fermantasyon siiresi boyunca asetik asit igerigi

degisimi (g/100 g).

Asetik asit  Isparta Maras Bursa Kastamonu Usak

FO 0,000+£0,000%%  0,009+0,0094 0,157+0,117%%  0,385+0,224%%  (,142+0,07272
F1 0,053+0,053%%  0,035+0,018%%  0,249+0,157"%  0,025+0,025"%  0,181+0,09142
F7 DY DY 0,233+0,180%%  0,153+0,153%  0,000+0,0007
F10 DY DY 0,167+£0,127%%  0,810+£0,193%%  0,522+0,2624
F15 DY DY DY 0,661+0,160%%  0,000::0,000"
F21 DY DY DY DY 0,000+ 0,0004

Farkl1 biiyiik harfler ayni tarhana ¢esidi i¢indeki farkliliklari ve farkli kiigiik harfler farkli ¢esitler i¢in 6rnek
alma giinleri arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05). “DY” ile gosterilen giinlerde, belirtilen

tarhana ¢esidinin fermantasyon siiresi bittigi i¢in 6rnek alinmamustir.

Magala [26], tarhana hamurlarinin 144 saatlik fermantasyon sonunda 0,19-0,26 g/100 g
asetik asit icerdigini belirlerken; Bozkurt [223], fermantasyon baslangicinda &rneklerde
0,25 g/100 g olan asetik asit miktarinin 96 saatlik fermantasyon sonunda 0,46 g/100 g’a
yiikseldigini tespit etmistir. Tasdelen [224] de fermantasyon sonunda tarhana
hamurlarinda ortalama 0,08 g/100 g asetik asit tespit ederken; Isparta, Maras, Bursa ve
Kastamonu c¢esitlerinde oldugu gibi hamurlarda fermantasyon sonunda baglangi¢ anindan
daha fazla asetik asit oldugunu belirlemistir. Ozdemir [21], tarhana hamurlarinda
fermantasyonun besinci giiniinde asetik asit olusumunu tespit etmis ve asetik asitin
fermantasyon siirecinin bir {iriinii oldugunu ifade etmistir. Benzer sekilde, eksi hamurda
asetik asit olusumunun LAB metabolizmasinin sonucu oldugunu belirten Vernocchi
[225], eksi hamur Orneklerinin asetik asit igeriginin 0,126-0,259 g/100 g araliginda
degistigini belirlemistir.

Bunun yaninda metagenomik analiz sonuglarmin da isaret ettigi gibi tarhana

mikrobiyotasi ¢ogunlukla zorunlu ve fakiiltatif heterofermentatif LAB’den olusmaktadir.
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Gobbetti [85] de eksi hamurlarda asetik asit olusumunun baslica heterofermentatif LAB

aktiviteleri sonucu gergeklestigini belirtmistir.

1
- £ FO
> 0,8
o = F1
=
\9 0,6 1 F7
-% = F10
X 04 #F15
3 F21
< 0,2

Sekil 4.42. Tarhana ¢esitlerinin fermantasyon siiresi boyunca asetik asit icerigi degisimi.

4.5.4. Sitrik asit

Tarhana hamuru Orneklerinin fermantasyon siireci boyunca sitrik asit igeriklerinde
goriilen degisimler Cizelge 4.25°de gosterilmistir. Fermantasyon baglangi¢ anlari
kiyaslandiginda Maras ¢esidinde sitrik asit tespit edilemezken; en ytiksek sitrik asit igerigi
Kastamonu tarhanasinda (0,263 g/100 g) bulunmustur. Hamurlarin fermantasyon
sonundaki sitrat icerikleri karsilastirildiginda ise Usak tarhanasi 6rneklerinde sitrat tespit
edilemezken, Kastamonu 6rneklerinin en yiiksek miktarda (0,172 g/100 g) sitrat icerdigi
bulunmustur. Sekil 4.43°de goriildiigii gibi Bursa, Kastamonu ve Usak cesitlerinde

fermantasyonun ilk giiniinden sonra sitrik asit i¢eriginde azalma oldugu belirlenmistir.

Isparta tarhanast FO’da 0,123 g/100 g sitrik asit igermektedir. Fermantasyon siiresi
sonunda sitrik asit igerigi artarak 0,147 g/100 g olmus ve 24 saatlik siirecteki artig

istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

177



Maras ¢esidinde fermantasyon baslangicinda sitrik asit tespit edilememistir. Bir giinliikk
fermantasyon siiresi sonunda ise drneklerde 0,014 g/100 g sitrik asit 6l¢iilmiis; ancak bu

degisim istatistiki olarak anlamli bulunamamustir (p>0,05).

Bursa tarhanasina ait ornekler fermantasyon baslangicinda 0,172 g/100 g sitrik asit
icermektedir. Ilk 24 saatte sitrik asit iceriginde artis ve ilerleyen giinlerde azalma
gozlenerek hamur orneklerinde F10°da 0,159 g/100 g sitrik asit oldugu belirlenmistir.
Ancak, tiim siire¢ boyunca gozlenen degisimler istatistiki olarak anlamli bulunamamustir

(p>0,05).

Kastamonu tarhanasi 6rneklerinin FO’da 0,236 g/100 g sitrik asit igerdigi ve F7’ye kadar
sitrik asit miktarinin arttig1 tespit edilmistir. Fermantasyonun yedinci giliniinde hamur
formunun olusturulmasiyla sitrik asit miktar1 0,144 g/100 g’a diismiis, prosesinin

devamin sitrik asit miktar1 yine artarak 0,172 g/100 g olmustur.

Usak tarhanasi orneklerinde fermantasyon baslangicinda 0,180 g/100 g sitrik asit
bulundugu belirlenmistir. Hamurun sitrik asit i¢erigi ilk 24 saatte azalarak 0,148 g/100 g

olmus, prosesin devaminda ise orneklerde sitrat tespit edilememistir.

Magala [26], tarhana hamurlarinda fermantasyon baslangicinda 0,134-0,132 g/100 ¢
araliginda tespit edilen sitrik asit miktarinin 144 saatlik fermantasyon sonunda 0,055-
0,007 g/100 g’a diistiigiinli ve bu azalmanin sitrik asitin fermantasyon sirasindaki ikincil
reaksiyonlarda kullanilmasindan kaynaklandigint belirtmistir. Sitrat metabolizmasi
sonunda olusan tirtinler karbondioksit, asetat, diasetil, asetoin ve 2,3-biitandiol’diir [195].
Eksi hamurda ise, De Luca [221], ¢alisilan 6rneklerden yalnizca iki tanesinde sitrik asit
tespit ederken; bu 6rneklerin sitrik asit icerikleri de 0,1402 g/100 g ve 0,1417 g/100 g
olarak Ol¢iilmiistiir. Erbas [10], tarhana hamurlarinin sitrik asit igeriginin FO’da 0,649
0/100 g’dan fermantasyon sonunda 0,364 g/100 g’a diistiiglinii tespit etmistir. Yine ayni
calismada, tarhanada tespit edilen sitrik asitin 6zellikle domates olmak iizere, kullanilan

sebzelerden kaynaklandigi ifade edilmistir.
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Cizelge 4.25. Tarhana oOrneklerinin fermantasyon siiresi boyunca sitrik asit igerigi

degisimi (g/100 g).
Sitrik Isparta Marasg Bursa Kastamonu Usak
asit
FO 0,123+ 0,001Bb  0,000+£0,000Ac  0,172+0,045Aab 0,236+0,005Aa 0,180+0,000Aab
F1 0,147+0,002Aab  0,014+£0,001Ab 0,182+0,057Aab 0,290+0,063Aa 0,148+0,000Bab
F7 DY DY 0,125+0,061Aa  0,144+0,058Aa 0,000+0,000Ca
F10 DY DY 0,159+0,096Aa  0,148+0,007Aa 0,000+0,000Ca
F15 DY DY DY 0,172+0,001Aa  0,000+0,000Cb
F21 DY DY DY DY 0,00040,000C

Farkli biiyiik harfler ayni tarhana ¢esidi icindeki farkliliklari ve farkli kiigiik harfler farkli gesitler icin drnek

alma giinleri arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05). “DY” ile gosterilen giinlerde, belirtilen

tarhana ¢esidinin fermantasyon siiresi bittigi i¢in 6rnek alinmamustir.
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Sekil 4.43. Tarhana gesitlerinin fermantasyon siiresi boyunca sitrik asit i¢erigi degisimi.

4.5.5. Piruvik asit

Tarhana hamuru ¢esitlerinin igerdigi pirtivik asit miktarlarinin fermantasyon prosesi

boyunca degisimi Cizelge 4.26’de gosterilmistir. Buna gore Isparta, Bursa ve Usak

cesitlerinde fermantasyon baslangicinda pirtivik asit tespit edilememistir (Sekil 4.44).
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Maras ve Kastamonu cesitleri arasinda ise istatistiki olarak Onemli bir farklilik
goriilmemistir (p>0,05). Fermantasyon sonunda ise Isparta ve Kastamonu ¢esitlerinin

piriivik asit igermedigi belirlenmistir.

Isparta tarhanasina ait drneklerde 24 saatlik fermantasyon siireci boyunca piriivik asit
tespit edilememistir. Marag tarhanasinda ise fermantasyon baslangicinda 0,002 g/100 g
olan piriivik asit miktar1 24 saatin sonunda 0,001 g/100 g olmustur. Bursa ¢esidinde FO
ve F1’de piriivik asit tespit edilemezken, F7°de 0,009 g/100 g ve F10’da 0,011 g/100
piriivat saptanmistir. Kastamonu tarhanasi ise baslangi¢ aninda 0,004 g/100 g piriivat
igerirken, bu deger 24 saatlik fermantasyonun sonunda 0,007 g/100 g olmustur. Ancak,
F15°de hamur Orneklerinde hi¢ piriivat saptanamamistir. Usak tarhanasi g¢esidinde
fermantasyon baslangicindan fermantasyonun son giiniine kadar hi¢ piriivat tespit
edilemezken; F21°de 0,089 g/100 g piriivat bulunmustur. Ayni tarhana ¢esidinin farkl
fermantasyon giinlerinde ve farkli ¢esitlerin ayn1 fermantasyon anlarinda istatiski olarak

Oonemli bir farklilik bulunamamustir.

Cizelge 4.26. Tarhana Orneklerinin fermantasyon siiresi boyunca piriivik asit igerigi

degisimi (g/100 g)

Pirtivik asit  Isparta Maras Bursa Kastamonu Usak

FO 0,000£0,000%  0,002+0,000%  0,000+0,000%  0,004+0,002Aa 0,000+0,000Aa
F1 0,000£0,000%  0,001+£0,000%2  0,000+0,000%%  0,007+0,004"2  0,000+0,000Aa
F7 DY DY 0,009+0,004%¢  0,001£0,001Aa  0,000+0,000Aa
F10 DY DY 0,011+0,006%  0,000+0,000Aa 0,000+0,000Aa
F15 DY DY DY 0,000+0,000%  0,000+0,000Aa
F21 DY DY DY DY 0,089+ 0,089A

Farkli biiyiik harfler ayn1 tarhana ¢esidi igindeki farkliliklar ve farkli kiigiik harfler farkli gesitler igin drnek
alma giinleri arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05). “DY” ile gosterilen giinlerde, belirtilen

tarhana ¢esidinin fermantasyon siiresi bittigi i¢cin 6rnek alinmamugtir.

Erbas [10], tarhana hamuru Orneklerinin pirlivik asit igeriginin fermantasyon
baslangicinda 0,017 g/100 g’dan taze yas tarhanada 0,059 g/100 g’a ulastigini

belirlemistir. Bozkurt [223] da 96 saatlik fermantasyon sirasinda hamur 6rneklerinin
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piriivik asit iceriginin ortalama 0,20 g/100 g’dan 0,38 g/100 g’a yiikseldigini tespit
etmistir. Piriivik asit EMP izyolunun bir yan iiriinii oldugundan bazi 6rneklerde hamur

ortaminda birikmis oldugu diistiniilmektedir.
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Sekil 4.44. Tarhana ¢esitlerinin fermantasyon siiresi boyunca piirivik asit i¢erigi degisimi.

4.5.6. Urik asit

Calismada yer alan tarhana gesitlerinden Marag tarhanasi fermantasyon baslangicinda en
diisiik (0,088 g/100 g) ve Kastamonu tarhanasi en yiiksek (0,251 g/100 g) miktarda {irik
asit icerigine sahiptir (Cizelge 4.27). Fermantasyon bitis anlar1 agisindan tarhana gesitleri
karsilastirildiginda ise en diistik iirik asit igcerigi Usak tarhanasi 6rneklerinde (F21, 0,058
9/100 g) tespit edilirken, en yiiksek Isparta 6rneklerinde (F1, 0,162 g/100 g) bulunmustur.
Urik asit icerigi Isparta, Kastamonu ve Usak cesitlerinde fermantasyon sonuna dogru
azalma gosterirken Maras ve Bursa ¢esitlerinde artma egilimindedir (Sekil 4.45). Ayrica
Isparta ve Usak disindaki gesitlerde fermantasyon prosesinin ilk 24 saatinde iirik asit

icerigi istatistiki olarak 6nemli farkliliklar gostermistir.

Isparta tarhanasi hamurunda fermantasyon baslangicinda 0,172 g/100 g olan iirik asit
miktar1 24 saatlik fermantasyon siirecinde azalarak 0,162 g/100 g olmustur (p>0,05).
Maras tarhanasi 6rneklerinde ise iirik asit icerigi F0’da 0,088 g/100 g olarak olgiilmiis,
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fermantasyon sonunda 0,115 g/ 100 g’a yiikselmistir. Ancak iki 6rneklem giinii arasinda

istatiski agidan 6nemli bir fark bulunamamustir.

Bursa tarhanasi orneklerinde fermantasyon baslangicinda 0,125 g/100 g olan iirik asit
miktari ilk 24 saatlik siirecte azalma gosterirken, fermantasyonun yedinci giiniinde 0,155

2/100 g olmus, onuncu giinde ise 0,154 g/100 g olarak belirlenmistir (p>0.05).

Kastamonu tarhanasinin yogurt harci halinde oldugu FO orneklerinde iirik asit miktari
0,251 g/100 g olarak belirlenmistir. Hamurun {irik asit icerigi fermantasyonun yedinci
giiniine kadar azalmis ve yedinci giinde hamur formunun olusturulmasiyla 0,102 g/100 g
olarak Olciilmiistiir. Ancak, onuncu giinde tirik asit miktar1 tekrar yiikselmeye baglamis
(0,137 g/100 g) ve fermantasyon sonunda iirik asit miktart 0,157 g/100 g’a ulasmuistir.

Bununla birlikte giinler arasinda istatistiki olarak dnemli bir fark bulunamamistir.

Usak tarhanasinda fermantasyon baslangicinda iirik asit icerigi 0,109 g/100 g olarak
Olciilmiistiir. Hamurda bulunan iirik asit miktar1 fermantasyonun onuncu giiniine kadar
yiikselmis, ancak onuncu giinde yine azalmaya baglayarak fermantasyon sonunda 0,058

g/100 g tirik asit tespit edilmistir.

Sigirlarin normal biyomedikal prosesleri sonucunda olusan iirik asit siit ve siit tirlinlerinde
bulunabilmektedir. Navder [226], yogurtta 0. giinde 20,06 ppm olan iirik asit miktarinin
3 giin sonunda 20,36 ppm oldugunu tespit etmis ve iirik asit igeriginin fermantasyon
prosesinden etkilenmedigini belirtmistir. Buna karsin, Hafez [143], Saccharomyces sp.
metabolizmas1 sonucu birada iirik asit birikimi oldugunu bildirmistir. Ayrica
mikroorganizmalarin piirin katabolizmas1 sonucu olusan iirik asit, mikroorganizmaya
bagli olarak daha ileri son iirlinlere pargalanmakta ya da {irik asit olarak salgilanmaktadir

[143].
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Cizelge 4.27. Tarhana 6rneklerinin fermantasyon siiresi boyunca iirik asit igerigi degisimi

(9/100 g)

Urik asit Isparta Maras Bursa Kastamonu Usak

FO 0,172+0,003A  0,088+0,01149  0,125+0,00148¢  0,251+0,0134  0,109+0,0028%
F1 0,162+0,0032°  0,115+0,002"¢  0,117+0,0018¢  0,236+0,002%%  0,158+0,0184°
F7 DY DY 0,155+0,0034%  0,102+0,001°  0,1550,00342
F10 DY DY 0,154+0,016%%  0,137+0,0018%  0,128+0,002482
F15 DY DY DY 0,157+0,0038%  0,109+0,0018°
F21 DY DY DY DY 0,058+0,001¢

Farkli biiyiik harfler ayn1 tarhana ¢esidi icindeki farkliliklari ve farkli kiigiik harfler farkli gesitler icin drnek

alma giinleri arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05). “DY” ile gosterilen giinlerde, belirtilen

tarhana ¢esidinin fermantasyon siiresi bittigi i¢in 6rnek alinmamustir.

Urik asit (g/100 g)
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Sekil 4.45. Tarhana ¢esitlerinin fermantasyon siiresi boyunca tirik asit icerigi degisimi.

45.7. Okzalik asit

Bu tez c¢alismasinda yer alan tarhana hamuru orneklerinin fermantasyon siirecleri

boyunca okzalik asit igerigi degisimleri Cizelge 4.28’da gosterilmistir. Fermantasyon

baslangic anlar1 kiyaslandiginda en diisiik okzalik asit i¢erigi Maras tarhanasinda (0,079
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9/100 g) tespit edilirken, en yiiksek miktarda Bursa tarhanasinda (0,206 g/100 g)
belirlenmistir. Maras, Bursa ve Usak ¢esitlerinde fermantasyonun ilk 24 saatinde okzalik
asit i¢eriginin arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.46). Fermantasyonun ayni giinlerinde farkli
tarhana cesitlerinin okzalik asit icerigi karsilastirildiginda; FO’da Kastamonu ve Usak
disinda, ve F1’de Maras ve Kastamonu disindaki orneklerin istatistiki olarak 6nemli

sekilde farkli oldugu goriilmektedir.

Isparta tarhanasi 6rneklerinde fermantasyon baslangicinda 0,108 g/100 g okzalik asit
tespit edilmistir. Bir giin siiren fermantasyon prosesi sonunda okzalik asit miktar1 azalarak

0,099 g/100 g olarak belirlenmistir.

Maras tarhanasi ¢esidinin fermantasyon baglangicinda 0,079 g/100 g okzalik asit icerdigi
ve 24 saatlik fermantasyon sonucu okzalik asit miktarinin artarak 0,126 g/100 g oldugu

bulunmustur.

Bursa tarhanasi fermantasyon baslangicinda 0,206 g/100 g okzalik asit icermektedir.
Fermantasyonun ilk 24 saatinde okzalik asit igerigi artsa da istatistiki olarak énemli bir
fark bulunamamistir. Siirecin yedinci giiniinde hamur 6rneklerinin okzalik asit miktar
0,314 g/100 g olmustur. Ardindan F10’da bu miktar 0,290 g/100 g’a diigse de F7’ye gore
istatistiki olarak 6nemli bir fark gériilmemistir. Bir¢ok fungal tiir tarafindan iiretilmesinin
yaninda, iirik asitin de pargalanma {irlinii olan okzalik asitin Bursa ¢esidinde yiiksek
miktarda tespit edilmesi bu c¢esidin fungal tiirler agisindan zengin olmasindan

kaynaklanabilir.

Kastamonu tarhanas1 6rneklerinde FO’da 0,157 g/100 g okzalik asit tespit edilmistir.
Fermantasyonun yedinci giintinde 0,089 g/100 g’a diisen okzalik asit i¢erigi F10’da tekrar
yiikselmeye baglamistir (0,118 g/100 g). Fermantasyon sonunda ise hamur 6rneklerinde

0,133 g/100 g okzalik asit tespit edilmistir.

Usak tarhanasi orneklerinin FO’da 0,162 g/100 g okzalik asit igerdigi belirlenmistir.
Fermantasyonun ilk 24 saatinde hamurlarin okzalik asit icerigi artsa da (0,270 g/100 g)
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stirecin devaminda 6rneklerdeki okzalik asit miktar1 azalmig ve F21°de 0,133 g/100 g

olarak dl¢lilmiistiir.

Cizelge 4.28. Tarhana oOrneklerinin fermantasyon siiresi boyunca okzalik asit igerigi

degisimi (g/100 g).

Okzalik asit  Isparta Maras Bursa Kastamonu Usak

FO 0,108+0,001¢  0,079+0,0008¢  0,206+0,00182 0,157+0,004%°  0,162+0,002¢P
F1 0,099+0,0028¢  0,126+0,000%°  0,217+0,002%° 0,132+0,000%°  0,270+0,00842
F7 DY DY 0,314+0,013%2  0,089+0,001°°  0,183+0,0055°
F10 DY DY 0,290+0,0274%  0,118+0,0004%*  0,165+0,0025¢P
F15 DY DY DY 0,133+ 0,001%  0,150+0,001¢P2
F21 DY DY DY DY 0,133+0,001P

Farkl1 biiyiik harfler ayni tarhana ¢esidi i¢indeki farkliliklari ve farkl: kiigiik harfler farkli ¢esitler igin 6rnek

alma giinleri arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05). “DY” ile gosterilen giinlerde, belirtilen

tarhana ¢esidinin fermantasyon siiresi bittigi i¢in 6rnek alinmamustir.

Okazalik asit (g/100 g)
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Sekil 4.46. Tarhana ¢esitlerinin fermantasyon siiresi boyunca okzalik asit i¢erigi degisimi.
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4.5.8. Formik asit

Tarhana hamuru orneklerinde fermantasyon siireci boyunca tespit edilen formik asit
miktarlar Cizelge 4.29°da gosterilmistir. Fermantasyon boyunca Isparta, Maras ve Usak
cesitlerinde formik asit tespit edilemezken, Bursa F10 6rneginin 0,004 g/100 g ve
Kastamonu F1 6rneginin 0,003 g/100 g formik asit icerdigi belirlenmistir. Ancak hamur

ornekleri arasinda istatistiki olarak belirgin bir farklilik bulunamamuistir.

Tarhana fermantasyonu sirasinda bazi 6rneklerde formik asit tespit edilemezken bazi
orneklerde de goriilen diizensiz artis Ve azalislar sonucu tarhana fermantasyonu ile formik
asit iiretiminin iligkisi olmadigi belirlenmistir. Ayrica Ozdemir [21], formik asit
olusumunun tarhana fermantasyonu sirasinda degil, mikroorganizmalarin metabolik

izyolu sirasinda bir ara metabolit olarak olustugunu ifade etmistir.

Cizelge 4.29. Tarhana orneklerinin fermantasyon siiresi boyunca formik asit igerigi

degisimi (g/100 g).

Formik asit  Isparta Maras Bursa Kastamonu Usak

FO 0,000+0,000%  0,000+0,000%  0,000+0,000%%  0,000+0,00043 0,000+0,0004
F1 0,000£0,000%%  0,000+0,000%%  0,000£0,000%%  0,003+0,0032%  0,000+0,0002
F7 DY DY 0,000+0,000%%  0,000+0,00042 0,000+0,0004
F10 DY DY 0,004£0,004%%  0,000+0,00042 0,000+0,0004
F15 DY DY DY 0,000+0,0004 0,000+0,0004
F21 DY DY DY DY 0,000+ 0,000

Farkli biiyiik harfler ayni tarhana ¢esidi igindeki farkliliklari ve farkli kiigiik harfler farkli gesitler igin rnek
alma giinleri arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05). “DY” ile gosterilen giinlerde, belirtilen

tarhana ¢esidinin fermantasyon siiresi bittigi i¢in 6rnek alinmamustir.
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Sekil 4.47. Tarhana ¢esitlerinin fermantasyon siiresi boyunca formik asit igerigi degigimi.

4.5.9. Etanol

Calisilan farkli tarhana 6rneklerinin fermantasyon siireci boyunca etanol igeriklerinin
degisimi Cizelge 4.30’da gosterilmistir. Etanol mayalarin ana metabolitiyken,
heterofermentatif LAB’nin de metabolizma iiriinlerinden biridir. Fermantasyon
baslangicinda etanol igerigi en diisiik olan 6rnek Usak tarhanasiyken, en yiiksek olan
ornek Bursa tarhanasidir. Fermantasyon sonunda hamurlarda olusan etanol miktarlar
degerlendirildiginde ise en diisiik etanol Usak tarhanasinda (0,022 g/100 g) ve en yiiksek
etanol Bursa tarhanasinda (0,225 g/100 g) tespit edilmistir.

Isparta tarhanasi fermantasyon baslangicinda 0,040 g/100 g etanol icermektedir. Bir
giinliik fermantasyon siiresi sonunda hamurdaki etanol miktar1 0,068 g/100 g’a
yiikselmistir. Marag tarhanasi hamurunda fermantasyon baslangicinda 0,019 g/100 g
etanol tespit edilmistir. Fermantasyon sonunda etanol miktar1 artarak 0,031 g/100 g

olmustur.

Bursa tarhanasi 6rneklerinde fermantasyon baslangicinda 0,135 g/100 g etanol bulundugu
saptanmistir. Prosesinin ilk 24 saati sonunda hamurun etanol igerigi 0,266 g/100 g’a

yiikselmis ve ardindan F7’de 0,225 g/100 g’a diismiistiir. Fermantasyon sonunda ise
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hamurdaki etanol miktar1 degismemistir. Bursa tarhanasinin diger ¢esitlere kiyasla daha
yiiksek miktarda etanol igermesinin formiilasyonda ekmek mayas1 kullanilmasindan

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Kastamonu tarhanast FO o6rnegi 0,065 g/100 g etanol i¢ermektedir. Fermantasyon
prosesinin ilk giinii sonunda etanol miktar1 0,220 g/100 g’a ulagsmistir. Yogurt harcindan
yedinci glinde hamur formunun olusturulmasi sonucu etanol miktar1 F7°de 0,093 g/100 g
olarak ol¢iilmiistiir. Fermantasyonun devaminda etanol miktar1 tekrar artmaya baslamis

ve F15°de 0,150 g/100 g olarak saptanmustir.

Usak tarhanasinda fermantasyon baglangicinda 0,016 g/100 g etanol bulundugu
Olciilmiistiir. Hamur 6rneklerinde bulunan etanol miktar1 F7°de 0,136 g/100 g’a ulagmus,

ancak daha sonra yine azalmaya baglayarak F21’de 0,022 g/100 g olarak belirlenmistir.

Kumral [227], bugday unundan yapilan tarhana hamurlarinin etanol igeriklerinin
fermantasyonun baslangi¢ aninda 1,63 g/100 g’dan 3 giinliik proses sonunda 2,31 g/100
g’a yiikseldigini belirlemistir. Ancak, baska bir calismada da eksi hamur 6rneklerinin

etanol igerigi 0,0208 g/100 g olarak bulunmustur [228].

Cizelge 4.30. Tarhana orneklerinin fermantasyon siiresi boyunca etanol icerigi degisimi

(9/100 g).

Etanol Isparta Maras Bursa Kastamonu Usak

FO 0,040+0,008%%  0,019+0,000°%  0,135+0,0158%  0,065+0,0532®  0,016+0,001"
F1 0,068+0,01242 0,031£0,00842 0,266+0,005%  0,220+0,1114 0,121+0,0274
F7 DY DY 0,225+0,029%4  0,093+0,056"°  0,136+0,004A%
F10 DY DY 0,225+0,014%%  0,191+0,1097 0,080+0,01 1482
F15 DY DY DY 0,150+0,106%  0,026+0,0018Ca
F21 DY DY DY DY 0,022+0,0065¢

Farkli biiylik harfler ayn1 tarhana ¢esidi igindeki farkliliklari ve farkli kiigiik harfler farkli ¢esitler i¢in 6rnek

alma giinleri arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05). “DY” ile gosterilen giinlerde, belirtilen

tarhana ¢esidinin fermantasyon siiresi bittigi i¢in 6rnek alinmamustir.
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Sekil 4.48. Tarhana ¢esitlerinin fermantasyon siiresi boyunca etanol igerigi degisimi.

4.6. Biitiinlestirici Analizler: Sitmflandirma, Kiimeleme ve Korelasyon Analizleri

Tarhana hamurlarina uygulanan metagenomik ve metabolomik analizler sonucunda elde
edilen veriler, smiflandirma, kiimelenme ve korelasyon analizleri uygulanarak
biitlinlestirici yaklagimlarla degerlendirilmistir. Bu kapsamda, smiflandirma analizleri
igin temel bilesen analizi (PCA), kiimelenme analizleri igin 1s1 haritalar1 olusturulmus ve

korelasyon analizleri uygulanmistir.

4.6.1. Siniflandirma Analizleri

Farkli tarhana gesitlerinin fermantasyon siireglerinde tespit edilen bakteriyel ve fungal
OTU’lara cins seviyesinde siniflandirma analizleri uygulanmasi sonucunda elde edilen
PCA grafikleri Sekil 4.49 ve 4.50°de gosterilmistir. Buna gore analizde 3 bilesen su

oranlarda tanimlanmustir:

e Bakteriyel mikrobiyota i¢in; PC1 %35,41, PC2 %25,11, PC3 %16,22 ve fungal
mikrobiyota i¢in PC1 %37,54, PC2 %21,68 ve PC3 %16,99 bulunmustur.
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Bakteriyel mikrobiyota agisindan incelendiginde; Isparta FO ve Kastamonu FO
orneklerinin birbirine yakin bir mesafe bulundugu; ancak bu iki ¢eside ait drneklerin
F1’de farkli komponentlere yaklastigi belirlenmistir. Metagenomik analiz verileri
incelendiginde de, 24 saatlik fermantasyon sonucunda Kastamonu g¢esidinin diger
tarhanalardan farkli bir mikrobiyota yapis1 gosterirken Isparta tarhanasinin, diger ¢esitlere
yaklagtigi goriilmektedir. Isparta ve Maras cesitlerinin formiilasyonlarinda bugday
dovmesi kullanildigindan mikrobiyal yapilarinin benzer olmasi beklenmistir. Ancak bu
iki tarhana gesidinin farkli komponenetlere yaklastigi tespit edilmistir. Bu durumun daha
onceki caligmalarda [201,229] da belirlendigi gibi, kullanilan tahil unu tipi ve kalitesinin,
eksi hamurda dogal olarak LAB’ni belirleyerek fermantasyon sirasinda gelisen

mikrobiyal yapiy1 belirlemesiyle iligkili olabilecegi diisliniilmektedir.

Bursa FO ve F1 orneklerinin mikrobiyotalariin benzerligi Sekil 4.49°da goriilmektedir.
Bununla birlikte fermantasyon siirecinin ti¢lincii giiniinde hamura sebzelerin ve
baharatlarin eklenmesiye Lactobacillus ve Pediococcus cinslerinin bagil varliklar
yiikselmis ve F7 ve F10 6rneklerinde mikrobiyota yapisi degisim gdstermistir. Ayrica,
Bursa ¢esidinin yogurt icermemesi sebebiyle Streptococcus varligi bakimindan diger

orneklerden farkliligi komponenetlere yansimistir.

Kastamonu tarhanas1 FO ve F1 6rnekleri ikinci bilesene yakin olarak tespit edilmisken,
formiilasyonunun F7°de un eklenmesiyle hamur formuna doniismesi sonucu, F7, F10 ve
F15 orneklerinde mikrobiyota diger un tarhanalarina ait 6rneklerin (Bursa ve Usak)
komponentlerine yaklagsmaktadir. Uygulanan PCA analizi Kastamonu F7 Ornegi
bakteriyel mikrobiyotasinin Bursa F7, Bursa F10 ve Usak FO 6rnekleri komponentleri

arasinda oldugunu isaret etmektedir.

Usak tarhanasi ¢esidinin baslangi¢ anindaki mikrobiyotasi, fermantasyon siirecinin
ilerlemesiyle birlikte Lactobacillus cinsi varligindaki artis sebebiyle komponenetler
arasinda Dbelirgin farkliliklar gdstermektedir. Fermantasyonun yedinci giinlinde
mikrobiyotadaki degisim devam etmesine ragmen, Usak tarhanasi hamurunun F10’daki
mikrobiyal yapist F1 Orneginin komponentlerine yaklagsmaya baglamaktadir. Usak

c¢esidinin fermantasyon baslangicindaki mikrobiyotasi, Bursa ve Kastamonu ¢esitlerinin
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fermantasyon siireclerinin ilerleyen asamalari ile yakin mesafede bulunmasina ragmen;
siire¢ boyunca gelisen ve degisen mikrobiyal iligkiler F1 ve F21 6rneklerinin benzer

yapilar gostermesine sebep olmustur.

PC2 (25.11 %)

PC3 (16:22-%) PC1435.41 %)

Sekil 4.49. Farkli tarhana gesitlerinin bakteriyel OTU’larinin fermantasyon siirecinde cins
seviyesinde degisimi, kiire:F0, karo:F1, halka:F7, koni:F10, yirmiyiizlii:F15, yildiz:F21;

mavi:Isparta, yesil:Maras, kirmizi:Bursa, turuncu:Kastamonu, mor:Usak.

Tarhana orneklerinde tespit edilen fungal mikrobiyotalarin bakteriyel yapidan daha
dagimik bir yapr gosterdigi Sekil 4.50°de goriilmektedir. Fermantasyonun 24 saatlik
stirecinde Isparta tarhanasinin fungal mikrobiyotasinin ayni grup i¢inde kaldigi temel
bilesenlere yansimistir. Bunun yaninda Maras tarhanasit FO ve F1 6rnekleri de ayri bir
grup olusturarak 24 saatlik fermantasyon siirecinde birbirine yakin komponentlerde

kalmistir.
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Isparta, Maras ve Kastamonu cesitlerinden belirgin sekilde farklilik gosteren Bursa
tarhanasinin mikrobiyotasinda, formiilasyona eklenen ekmek mayasi nedeniyle
Saccharomyces cinsi baskindir ve fungal mikrobiyota fermantasyon siireci boyunca yakin
komponentlerde kalmistir. Bunun yaninda F1 ve F7 Orneklerinde tespit edilen fungal
OTU’lar FO ve F10 6rneklerine kiyasla birbirlerine daha yakindir. Ciinkii, Saccharomyces
bagil varlig fermantasyon boyunca artsa da; F1 ve F7 giinleri arasinda LAB sayisinda bir
artis gézlenirken Saccharomyces birikiminde bir azalma belirlenmistir. Sonug olarak bu
egilim LAB ve mayalar arasindaki etkilesim sonucu LAB’nin yarattig1 asidik ortamin
mayalarin yayilimini arttirirken; mayalarin da vitaminler ve ¢oziiniir azotlu bilesikler gibi
besin 6geleri saglayarak LAB gelisimini desteklemesinden kaynaklanmaktadir [195,196].
Dahasi, Bursa tarhanasinin diger cesitlere kiyasla daha genis bir LAB cesitliligine sahip

olmasi formiilasyonda kullanilan ekmek mayasindan kaynaklanabilir.

Kastamonu tarhanasinin fungal yapisinin Isparta FO ve F1 ornekleri ile benzerlik
gosterdigi PCA analizlerinde belirlenmistir. Fermantasyonun yedinci giiniine kadar
yogurt harct formunda olan Kastamonu ¢esidi ile Isparta tarhanasi yalnizca bitkisel
bilesenler agisindan benzerlikler gostermektedir. Formiilasyona un eklendikten sonra ise
hamur ortaminda Issatchenkia baskinligi fungal yapiy1 belirgin sekilde degistirmistir.
Kastamonu ¢esidine ait Orneklerine ait komponenetlerin fermantasyon boyunca
farklilastig1 Sekil 4.50°de goriilmektedir.

Fermantasyonun ilk 7 giinii boyunca Usak ve Bursa tarhanalar1 mikrobiyotalar
Saccharomyces cinsi varligi agisindan benzerlikler gostermektedir. Onuncu giinden
itibaren ise Issatchenkia ve Kazachstania varliklarinda goriilen belirgin artislar sebebiyle
mikrobiyota ve bunlari yansitan komponentler degismeye baglamistir. Bu 2 fungal cinsin
baskinlig1 Usak tarhanasi F10, F15, ve F21 o6rneklerinin diger cesitlerden ayrilmasina

neden olmaktadir.
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Sekil 4.50. Farkl tarhana ¢esitlerinin fungal OTU’larinin fermantasyon siirecinde cins
seviyesinde degisimi, kiire:F0, karo:F1, halka:F7, koni:F10, yirmiyiizlii:F15, yildiz:F21;

mavi:Isparta, yesil:Maras, kirmizi:Bursa, turuncu:Kastamonu, mor:Usak.

4.6.2. Kiimeleme Analizleri

Tarhana orneklerinde tespit edilen metabolitlerin kiimelenme analizleri sonuglart Sekil
4.51.'de gosterilmistir. Tiim metabolitler arasinda tarhana hamurlarinda sirasiyla en
yiiksek miktarlarda laktik, siiksinik ve asetik asitler bulunmustur. Calisilan 19 adet 6rnek
2 ana kiimeye ayrilmistir. Bu ana kiimelerden ilki de 2 alt kiimeden olusmaktadir. Alt
kiimelerden ilkini olusturan Usak F7 6rnegi en yiiksek miktarda laktik ve siiksinik asit
igermektedir. Ikinci alt kiimede yer alan Usak F10 ve Kastamonu F15 6rnekleri de ayri
bir kiime olustururken; Kastamonu F10 6rnegi onlardan farkli bir kiimede yer almistir.
Ikinci alt kiimede yer alan bu ii¢ 6rnek gdrece olarak diger 6rneklerden daha yiiksek laktik
asit igerirken; Usak F7 Orneginden daha az laktik ve daha fazla asetik aside sahiptir.
Ayrica Kastamonu F10 6rneginin ¢alisilan tiim 6rneklerden daha fazla asetik asit igerdigi
goriilmektedir. De Vuyst [180], heterolaktik fermantasyonun énemli bir son {iriinii olan

asetik asidin, eksi hamur aromasi olusumunda 6nemli bir yeri oldugunu belirtmistir.
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Sekil 4.51. Tarhana hamuru 6rneklerinin 1s1 haritasi olusturulmasi yontemiyle elde edilen

kiimeleme analizi sonuglart.

Olusan ana kiimelerden ikincisi 2 alt kiimeye ayrilmistir. Bu alt kiimelerden ilki Usak
F21, Usak F15, Usak F1 ve Kastamonu F7 6rneklerini igermektedir. Bu kiimede yer alan
Usak F15 ve F1 Ornekleri, diger orneklere kiyasla daha fazla miktarda laktik asit
igcerirken; Usak F1 6rnegi tespit edilen okzalik asit miktari nedeniyle de diger 6rneklerden
ayrilmaktadir. Kalan 6rnekler ikinci alt kiimenin iginde yer almakla birlikte bunlar da 2
ayr1 kiimeye ayrilmigtir. Bursa ¢esidine ait orneklerin hepsi bir kiime olusturmustur.
Ayrica Bursa tarhanasi ornekleri diger tiim orneklerden daha az miktarda laktik asit ve
daha yiiksek miktarda siiksinik asit igermektedir. Bunun yaninda Bursa F10 ve F7
ornekleri, baska bir kiimede bulunan Usak F1 6rnegiyle benzer sekilde diger 6rneklerden

daha fazla miktarda okzalik asit icermektedir.

Olusan son alt kiime Kastamonu F1, Kastamonu FO, Usak FO, Maras F1, Isparta F1,
Maras FO ve Isparta FO 6rneklerinden olusmaktadir. Bu 6rnekler bir iist kiimede yer alan

Bursa tarhanasindan daha yiiksek miktarda laktik asit igerirken, siiksinik asit miktarlar
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diger tiim orneklerden daha diisiik 6l¢iide saptanmistir. Bununla birlikte Kastamonu FO
Orneginin asetik asit ve Kastamonu F1 6rneginin sitrik asit icerigi bu alt kiimede yer alan

diger tiim 6rneklerden daha fazladir.

4.6.3. Korelasyon Analizleri

Tarhana orneklerinin bakteriyel ve fungal mikrobiyotalar1 ile igerdikleri metabolik
bilesenler arasindaki iligkileri incelemek i¢in korelasyon analizi uygulanmistir (Sekil
4.52). Bu analiz sonucunda Lactobacillus cinsi ile sitrik asit olusumu arasinda giiglii
negatif korelasyon bulunmustur. Daha 6nceki bir calismada da tarhanada sitrik asit
varligimin fermantasyon prosesi sonucu olusmadigi, formiilasyonda yer alan
bilesenlerden kaynaklandigi bulunmustur [230]. Diger yandan Lactobacillus cinsinin
laktik asit, siiksinik asit ve piirivik asit metabolitleriyle ve Streptococcus, Aureobasidium,
Didymella, Kazachstania, Kluyveromyces ve Pichia cinsleri arasinda pozitif
korelasyonlar belirlenirken; Filobasidium ve Mycosphaerella cinsleri arasinda herhangi
bir iliski bulunamamistir. Ancak, bunlar disinda kalan metabolitler ve mikroorganizma

cinsleri ile Lactobacillus cinsi arasinda degisen olgiilerde negatif korelasyonlar vardir.

Isparta, Maras ve Kastamonu cesitlerinde en yliksek bagil varlikta tespit edilen bakteri
cinslerinden olan Streptococcus’lar ile yalnizca Kluyveromyces cinsi arasinda giiglii bir
pozitif korelasyon saptanirken; Acetobacter, Acinetobacter, Leuconostoc, Pantoea,
Weissella, Candida, Hanseniaspora ve Saccharomyces cinsleri arasinda negatif
korelasyonlar belirlenmistir. Ayrica siiksinik, asetik, piriivik, formik, ve okzalik asitler,

ve etanol ile de negatif korelasyonlar bulunmaktadir.

Bursa tarhanasi c¢esidinde en yiiksek oranda tespit edilen bakteri cinsi olan
Pediococcus’lar formik asit, okzalik asit ve etanol ile pozitif korelasyonlara sahiptir.
Pediococcus cinsinin pozitif korelasyon gosterdigi mikroorganizma cinsleri de
Acinetobacter, Sphingomonas, Candida, Hanseniaspora, Saccharomyces ve daha az
oranlarda olmak iizere Issatchenkia, Acetobacter, Lactobacillus, Leuconostoc, Pantoea
ve Weissella olmustur. Pediococcus cinsinin diger fungal tiirlerle ise zayif negatif

korelasyonlar gosterdigi belirlenmistir.
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Kastamonu ¢esidinde yiiksek oranda tespit edilen Citrobacter cinsi, Buttiauxella,
Cronobacter, Enterobacter, Enterococcus, Escherichia/Shigella, Hafnia, Klebsiella,
Lactococcus, Providencia, Pseudomonas, Raoultella, Stenotrophomonas ve Clavispora
cinsleri ile giiclii pozitif korelasyonlar gostermektedir. Buna karsin, okzalik asit ve
Saccharomyces cinsi ile de negatif korelasyonlar tespit edilmistir. Kastamonu
tarhanasinda yiiksek bagil varlikta tespit edilen diger bir cins olan Enterococcus’lar,

Citrobacter cinsi ile pozitif korelasyon gostermektedir.

Isparta, Maras ve Usak ¢esitlerinde yiiksek bagil varlikta belirlenen Kluyveromyces cinsi
mayalar tiim metabolitlerle ve bakteriyel cinslerin ¢ogu ile negatif korelasyon
gosterirken; analiz edilen tiim parametreler icinde en giiclii pozitif korelasyonu
Streptococcus’lar ile gostermistir. Bursa ve Usak cesitlerinde yiiksek miktarda tespit
edilen Saccharomyces cinsi ise okzalik asit, Acinetobacter, Leuconostoc, Pantoea,
Pediococcus, Weissella, Candida ve Hanseniaspora cinsleri ile giicli pozitif
korelasyonlara sahiptir. Saccharomyces cinsi ile Streptococcus cinsi arasinda giiglii

negatif korelasyon goriilmektedir.

Tarhana hamurlarinda laktik ve siiksinik asit olusumu ve Kazachstania cinsi mayalarin
varlig1 arasinda giiclii pozitif korelasyonlar saptanmistir. Bunun yaninda laktik asit
olusumu ile asetik, piirivik ve trik asitler, ve Buttiauxella, Citrobacter, Cronobacter,
Enterobacter, Escherichia/Shigella, Hafnia, Klebsiella, Providencia, Raoultella,
Stenotrophomonas, Streptococcus, Clavispora cinsleri arasinda pozitif korelasyonlar
saptanmistir. Ancak, sitrik asit ile Acetobacter, Acinetobacter, Leuconostoc, Pantoea,
Pediococcus, Weissella, Alternaria, Candida ve Hanseniaspora cinsleri arasinda negatif

korelasyonlar oldugu goriilmiistiir.

Orneklerde siiksinik asit olusumu ile laktik asit, asetik asit, Lactobacillus, Providencia,
Stenotrophomonas ve Kazachstania cinsleri arasinda pozitif korelasyonlar oldugu
saptanmuistir. Negatif korelasyonlar incelendiginde ise; sitrik asit, Alternaria, Ascochyta,
Cladosporium, Filobasidium, Mycosphaerella ve Stemphylium cinsleri ile iliskiler
saptanmistir. Dahasi, siiksinik asit olusumu bakteriyel tiirlerin varligi arasinda gogunlukla

pozitif korelasyonlar saptanirken; fungal tiirler tersi bir egilim gdstermistir.
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Tarhana hamurunda tespit edilen metabolitlerden olan asetik asitin, Buttiauxella,
Citrobacter, Cronobacter, Enterobacter, Escherichia/Shigella, Hafnia, Klebsiella,
Providencia, Pseudomonas, Raoultella ve Stenotrophomonas cinsleri ile pozitif
korelasyonlar gosterdigi belirlenmistir. Buna karsin, Lactobacillus, Streptococcus,
Kluyveromyces, Mycosphaerella, Kazachstania, Pichia, Filobasidium, Didymella,
Cladosporium, Ascochyta ve Aureobasidium cinsleri ile asetik asit olusumu arasinda

diisiik diizeyde negatif korelasyonlar belirlenmistir.

Calisilan Orneklerde tespit edilen sitrik asit; {irik asit ve etanol metabolitleri ve
Cladosporium, Neodeightoniella ve Symbiotaphrina cinsleri pozitif korelasyonlar
gostermektedir. Piriivik asit varligt da mikrobiyotanin birgok iiyesi ile negatif
korelasyonlara sahipken; Pichia cinsi mayalar ile pozitif korelasyona sahiptir. Formik asit
ise etanol ve Acinetobacter, Pediococcus, Sphingomonas ve Symbiotaphrina cinsleri ile
pozitif korelasyonlar gostermektedir. Urik asit metabolitinin de Neodeightoniella cinsi ile
giiclii bir pozitif korelasyona sahip oldugu belirlenmistir. Ancak, iirik asit olusumu

Lactobacillus varligi arasinda negatif korelasyon tespit edilmistir.

Okzalik asit; etanol ve Acetobacter, Acinetobacter, Leuconostoc, Pantoe, Pediococcus,
Weissella, Candida, Hanseniaspora ve Saccharomyces cinsleri ile pozitif korelasyonlart
saptanmistir. Buna karsin, okzalik asit ile Streptoccous cinsi arasinda belirgin bir negatif

korelasyon saptanmaistir.

Etanol olusumu ile pozitif korelasyona sahip olan mikroorganizma cinsleri Acetobacter,
Acinetobacter, Leuconostoc, Pediococcus, Weissella, Candida, Hanseniaspora ve
Saccharomyces olarak belirlenmistir. Etanol ile belirgin negatif korelasyonlar ise

Lactobacillus, Streptococcus ve Kluyveromyces cinsleri arasinda bulunmustur.
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Sekil 4.52. Tarhana hamuru 6rneklerinin korelasyon analizi sonucu elde edilen pozitif ve negatif yonlii iliskiler; beyazdan kirmiziya dogru pozitif

yonlii artan ve beyazdan maviye dogru negatif yonlii artan korelasyonlar.
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Eksi hamur ortaminda LAB ile mayalar arasindaki besleyici iligkiler antagonistik bir
etkilesimden sorumludur [231]. Bu iki popiilasyon arasindaki istikrarli iliskiler besin
rekabeti eksikliginden kaynaklanmaktadir [231]. Eksi hamur mikrobiyotasi ile iliskili
yapilan daha 6nceki ¢alismalar [55,85,232,233], eksi hamur tipine, hammaddeye, orijin
iilkeye, fermantasyon sicakligi ve siiresine gore mikrobiyota iiyelerinin, bu iiyelerin
birbirleriyle etkilesimlerinin ve son iirlinde olusan metabolitlerin farkli oldugunu ortaya
koymuslardir. Eksi hamur ve benzeri ekosistemlerde sicaklik, pH, redoks potansiyeli,
iyonik gii¢, hamur verimi, laktat, asetat, karbondioksit, etanol gibi mikrobiyal iirlinler,
tahil fraksiyonu ve, endojen ve mikrobiyal enzimatik reaksiyonlar gibi ekolojik
faktorlerin mikrooganizmalarin gelisme orani ve verimlerini etkiledigi tespit edilmistir
[180]. Bu galismanin sonuglari da tarhana mikrobiyotasinin geleneksel regeteden

etkilendigini belirlemistir.
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5. YORUM

Gida fermantasyonlar1 tahillar, meyveler, sebzeler, et, siit ve balik gibi dayaniksiz gida
materyallerinin muhafazas1 amaciyla yiizyillardir kullanilmaktadir.  Giinlimiizde
fermantasyonda gorev alan laktik asit bakterileri ve mayalarin, ve bunlarin
metabolitlerinin saglik iizerine etkilerinin anlasilmasiyla geleneksel fermente {iriinlerin
tilketimine olan ilgi artmaktadir. Saglig1 tesvik eden fermente gidalar hakkinda bilimsel

gelismeler 15181nda yeni firsatlar ortaya ¢ikmaktadir.

Diger geleneksel fermente gidalar gibi, 6nemli bir geleneksel Tiirk fermente iiriinii olan
tarhananin formiilasyonu ve fermantasyon prosesi de uzun fermantasyon tarihinin bir
sonucudur. Laktik asit bakterileri ve maya fermantasyonlarinin birlikte gerceklestigi
tarhana hamuru fermantasyonu, proses sirasinda bu iki grup mikroorganizma arasinda
gerceklesen karmagik iliskiler agisindan Onemlidir. Ylriitilen bu proje ile farkli
geleneksel tarhana cesitlerinin karakterizasyonu kimyasal, klasik mikrobiyoloijik,
kiiltiiromik, metagenomik ve metabolomik analizlerle gerceklestirilirken; fermantasyon

slirecinin arastirma konusu olan tarhana ¢esitleri i¢in etkileri de incelenmistir.

Proje kapsaminda Isparta, Kahramanmaras, Bursa, Kastamonu ve Usak illerine ait
geleneksel recetelerle, ilgili illerden temin edilen hammaddeler kullanilarak laboratuvar
kosullarinda tarhana hamurlar1 hazirlanmis ve fermantasyon siiregleri her tarhana cesidi
i¢cin ayr1 ayri takip edilmistir. Proje kapsaminda elde edilen 6nemli sonuglar asagidaki
gibidir:

a) Kimyasal analizler kapsaminda pH, asitlik tayini, yag, protein, kiil ve kuru madde
miktar1 analizleri gergeklestirilmistir. Uygulanan pH ve % toplam asitlik analizleri
sonuclarina gore hem pH hemde % toplam asitligin tarhana ¢esitliligine bagh
olarak onemli farkliliklar gosterdigi belirlenmistir. Elde edilen sonuglar literatiir
bilgileri ile karsilastirildiginda ise bu farkliliklarin, ¢eside bagli olmak iizere,
tutarli oldugu goriilmiistiir. AB cografi isaret tescili Marag tarhanasi temel veri
seti incelendiginde pH ve asitlik degerleri iirlin tanimlamasi igin 6nem arz
etmektedir. Bu durumda diger tarhana ¢esitleri i¢in de iiriin karakterizasyonu

amactyla bu ¢alismada elde edilen veriler dikkate alinabilir.
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b)

d)

Klasik kiiltiirel yontemler kullanilarak ¢alismaya konu tarhana 6rnekleri arasinda
en yliksek laktobasil sayisi fermantasyon siiresinin hem baslangict ve hem de
sonunda Isparta tarhanasinda tespit edilmistir. Ayrica toplam maya-kiif
sayimlarina gore en yiiksek fungal yiik fermantasyon baslangicinda Bursa
cesidinde tespit edilirken, fermantasyon sonunda Isparta tarhanasinda

belirlenmistir.

Tarhana hamurlarindan klasik kiiltiirel yontemler ile izole edilen 513 adet farkli
mikroorganizma susunun 199 adedi 6rneklerdeki suslari veya tiirleri kapsamli bir
sekilde tanimlamay1 amaglayan yiiksek verimli bir teknik olan MALDI TOF MS
kullanilarak tanimlanmistir. Burada elde edilen tanimlama dogruluk skorunun
%75.0 ve %99.9 araliginda oldugu belirlenmistir. MALDI TOF MS cihaz yazilimi
veri tabaninda tanimli bulunan LAB ¢esitliliginin sinirli olmasi yaklasik 300 adet
mikroorganizma susunun tanimlanamamasma yol a¢mistir. Kiiltiiromik
yaklagiminin, mikroorganizmalarin tanimlanmasi i¢in yalnizca proteine dayali
tanimlama yontemleri ile degil ayn1 zamanda DNA ve/veya RNA’ya dayali
yontemlerle de desteklenmesi gerektigi bilinmektedir. Proteine dayali kiiltiiromik
yaklagim ile tanimlanabilen 199 izolat i¢inde tiim tarhana cesitlerinde en yiiksek
miktarda tespit edilen tir %63,87 oraniyla Lactiplantibacillus plantarum
olmustur. Lactiplantibacillus plantarum disindaki LAB gesitliligine tarhana
tirlerine bagl olarak bakildiginda Lactobacillus delbrueckii suslar1 yalnizca
Maras ¢esidinde tespit edilmisken, Levilactobacillus brevis tiiri Maras,
Kastamonu ve Usak tarhanalarinda bulunmustur. Ayrica Marag tarhanasi1 F1
orneginde Lactobacillus helveticus ve Usak tarhanast F21 Orneginde
Lacticaseibacillus rhamnosus tespit edilmistir. Calismada, tanimlanabilen
bakteriyel ve fungal tiirlere ait stok kiiltiirler Tarim ve Orman Bakanlig1 Gida ve
Yem Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii Siit Uriinleri Gen Bankasi’nda

muhafaza edilmektedir.

Bu calismada ayrica metagenomik analizler gergeklestirilmistir. Buradan elde
edilen sonuglara gore Illumina MiSeq platformunda yapilan dizileme analizleri

sonunda ortalama 71,853 okuma/6rnek 16S rRNA taksonomik analizlerde
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f)

kullanilmis %97 benzerlik oranina dayanarak 188 adet OTU tespit edilmistir. 18S
rRNA dizileme c¢alismalar1 sirasinda ise ortalama 147,073 okuma/0rnek
kullanilarak %97 benzerlik oranina dayanarak 62 OTU tespit edilmistir. Alfa
cesitlilik degerlendirmelerine gére hem bakteriyel hem fungal mikrobiyota
acisindan Kastamonu F10 6rnegi en yiliksek Shannon indeksine sahiptir.
Olusturulan seyreklestirme egrilerinin platoya ulagmasi ve doygunluga yakin bir
noktada olmasi ornekleme derinliginin tiim bakteriyel ve fungal komiinitelerin
yeterli diizeyde yansittigini gostermektedir. Ancak yine de daha fazla dizileme
yapilmasiyla az miktarda baska tiirler de tespit edilme ihtimali bulunmaktadir.
Olusturulan OTU’lara >%60 esik degeri temel alinarak yapilan taksonomik
atamalar sonucunda bakteriyel metagenomun %38 kloroplast, %26 Proteobacteria
ve %35 oraninda Lactobacillales’den olustugu belirlenmistir. Fungal
tanimlamalar sonucunda ise metagenomda %20 oraninda Plantea ve %80
oraninda Fungi geni bulundugu saptanmistir. Bu sonuglar genel olarak
degerlendirildiginde Bursa tarhanasinda diger tarhana cesitlerine kiyasla daha

genis bir LAB c¢esitliligi oldugu goriilmiistiir.

Usak tarhanasi fermantasyonunda 6rnek alinan tiim giinlerde Lactobacillus cinsi
baskin olarak tespit edilmis ve F21’de bagil varlig1 %94 olmustur. Fermantasyon
sonunda Levilactobacillus namurensis, Levilactobacillus zymae,
Limosilactobacillus pontis, Companilactobacillus paralimentarius,
Lentilactobacillus kisonensis, Limosilactobacillus panis ve Lactiplantibacillus
plantarum belirlenmistir. Fungal mikrobiyotada ise FO’da Saccharomyces baskin
cinsi olustururken; fermantasyon sonunda %?2,12 Kazachstania ve %93,4

Issatchenkia tespit edilmistir.

Bazi tarhana hamurlarinda fermantasyon sonunda patojen Ozellik gosteren
Pantoea ve Raoutella cinsi bakteriler %1 bagil varliktan az olmak {izere tespit
edilmistir. Ancak hem bu mikroorganizmalarin diisiik bagil varlikta tespit
edilmeleri, hem de ilgili besiyerlerine yapilan klasik mikrobiyolojik ekimler
sonucu patojen bakterilerin tespit edilmemesi sebepleriyle yas tarhananin
fermantasyondan sonraki ilk 7 giin iginde tiiketilmemesini tavsiye eden daha

onceki ¢aligmalardan farkli sonuglar elde edilmistir.
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9)

h)

Tarhana hamurunda bulunan fungal tiirlerin cesitlili§inin ve miktarlarinin
geleneksel formiilasyona ve fermantasyon siiresine gore farkliliklar gosterdigi

belirlenmistir.

Calismada metabolomik analizler kapsaminda bazi organik asitler ve etanol
miktarlar tayin edilmistir. Kastamonu tarhanasi hem fermentasyon baglangicinda
hem de sonunda en yiiksek laktik asit igerigine sahiptir. Hamur formiilasyonunda
yogurt yerine siit kullanilmasi sebebiyle Bursa tarhanasinin laktik asit igerigi
fermantasyon boyunca diger ¢esitlerden daha disiiktiir. Bunun yaninda
Lactiplantibacillus plantarum varliginin Bursa ¢esidinde F7’de yiikselmesiyle
birlikte, hamurun laktik asit iceriginin arttig1 belirlenmistir. Etanol icerigi hem
fermentasyon baslangicinda hem de sonunda en yiiksek olan c¢esit Bursa
tarhanasidir. Bu durumun formiilasyonda ekmek mayas1 kullanilmasindan

kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

Calismada gerceklestirilen biitiinlestici analizler sonucunda ise Oncelikle
simiflandirma analizlerine gore Bursa cesidinin yogurt icermemesi sebebiyle
Streptococcus varligi bakimindan diger orneklerden farkli oldugu temel
bilesenlere yansimistir. Yine siniflandirma analizlerine gore fermantasyonun ilk
7 gini boyunca Usak tarhanast ve Bursa tarhanast mikrobiyotalar
Saccharomyces cinsi varligi agisindan benzerlikler gostermektedir. Tarhana
cesitlerinin metabolomik bilesenlerinin kiimelenme analizlerine goére tiim
bilesenler arasinda laktik, stiksinik ve asetik asitler sirasiyla en yliksek miktarlarda
bulunurken; calisilan 19 adet 6rnek 2 ana kiimeye ayrilmistir. Korelasyon
analizlerine gore ise Lactobacillus cinsi ile sitrik asit olusumu arasinda giiglii
negatif korelasyon bulunmustur. Isparta, Maras ve Kastamonu ¢esitlerinde en
yiiksek bagil varlikta tespit edilen bakteri cinslerinden olan Streptococcus’lar ile
yalnizca Kluyveromyces cinsi arasinda giiglii bir pozitif korelasyon saptanmustir.
Bursa tarhanasi ¢esidinde en yiiksek oranda tespit edilen bakteri cinsi olan
Pediococcus’lar formik asit, okzalik asit ve etanol ile pozitif korelasyonlara
sahiptir. Etanol olusumu ile belirgin negatif korelasyonlar ise Lactobacillus,

Streptococcus ve Kluyveromyces cinsleri arasinda bulunmustur.
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J) Bu tez caligmasi kapsaminda geleneksel tariflerde yer alan malzemeler ilgili
illerden temin edilerek Gida ve Yem Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii, Bursa
laboratuvarlarina ulastirilmis ve tarhana iiretimleri laboratuvar ortaminda
gerceklestirilmistir. Analiz sonuglart orijinal geleneksel iiriin 6zelliklerinin
yansitildigini gostermektedir. Bu durum geleneksel tarifin ait oldugu ilden temin
edilen triinler kullanildiginda iiretim bagka bolgelerde de yapilsa geleneksel

tirlinlin hazirlanabilecegini gostermektedir.

Bu ¢alisma ile geleneksel fermente bir gida olan tarhananin omik teknolojiler kullanilarak
karakterizasyonu i¢in yoresel malzemeler kullanilarak farkli tarhana cesitleri iiretilmis ve
fermantasyon siireci izlenmistir. Bu fermantasyon siirecinin izlenmesi i¢in uygulanan
Kimyasal analizler yaninda kiiltiiromik, metagenomik ve metabolomik yaklasimlardan
yararlanilmigtir. Cesitli molekiiler araglar ve omik yaklagimlarin biitiincil sekilde
geleneksel bir {irliniin arastirilmasinda kullanilmasiyla her tarhana cesidi i¢in kendine
0zgll parmak izi olusturabilecek ve fermantasyon siirecini kimyasal, mikrobiyolojik ve
metabolik acidan tanimlayan veriler elde edilmistir. Bu verilere gore sagliga yararl
oldugu 6nceden bilinen mikroorganizmalarin metabolik siireglerinden elde edilen organik
asitler gibi biyoaktif maddeleri igeren tarhana Orneklerinin postbiyotik olarak
tanimlanmasi i¢in olanak vardir. Geleneksel fermente bir {irlinlimiiz olan tarhana
gesitlerinin tamami i¢in postbiyotik tanimmin1 destekleyen ve saglik etkisinin

mekanizmalarini arastiran kapsamli ¢aligsmalar yapilmasi gereklidir.

Geleneksel fermente gidalar, Tiirkiye’de tiiketicilerin sosyo-ekonomik biiylimesi, gida
giivenligi, beslenmesi ve postbiyotik 6zellikleri nedeniyle saglig1 acisindan biiyiik 6nem
tasimaktadir. Ayrica geleneksel fermantasyon siiregleri, gidanin korunmasi, raf dmriiniin
uzatilmasi ve gida driinlerindeki besin degerlerinin arttirilmasi i¢in  bir arag
saglamaktadir. Herhangi bir fermente gidada oldugu gibi, farkli tarhana gesitlerine ait
kimyasal 6zellikler, mikrobiyota, metabolik profilin ortaya ¢ikarilmasi ve karsilastirmali
analizleri biiyiik 6nem arz eder. Gelecek galismalar ile fermente gidalarin 6zellikleri ve
bu gidalarin ve insan saghigi gelistirme potansiyeline katkisinin arastirilmasina ihtiyag

bulunmaktadir.
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