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Son yillarda tiiketicinin saglikli beslenme bilincinin artmasiyla birlikte, yeni ve ¢evreci
alternatif olarak goriilen bitki bazli gidalara yonelik talebin de arttig1 goriilmektedir. Bu
talebi karsilamak icin fermantasyon prosesinden sonra postbiyotik ozellikler
kazandirilmig bitki bazli gidalarin gelistirilmesinin 6nli a¢ilmistir. Bu c¢aligmada,
Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae)’nin bir varyetesi olan Saccharomyces
cerevisiae var. boulardii (S. boulardii) kullanilarak soya unu bazli fermente kraker ve

kurabiye triinleri gelistirilmesi amaglanmustir.

Bu amagla ¢alismanin ilk asamasinda, Hacettepe Universitesi Gida Miithendisligi Béliimii
FoodOmics Laboratuvart Kiiltiir Koleksiyonu’nda yer alan ve soya unu bazli hamur
fermantasyonunda kullanilmast planlanan mikroorganizmalarin belirlenmesi i¢in bazi
biyokimyasal testler ve Es Zamanli Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyon (RT-qPCR)
teknigi ile Yiiksek Cozilnirlikli Erime (HRM/High Resolution Melting) analizi
uygulanmigtir. Ardindan fermantasyonda kullanilacak S. cerevisiae ve S. boulardii suslar
belirlenmistir. Referans mikroorganizmalarin (S. cerevisiae ATCC 9763, ATCC 6328 ve
S. boulardii CNCM-I 745) yan1 sira Kiiltiir Koleksiyonunda bulunan HUF16M3H11104

kodlu sus, S. boulardii olarak tanimlanmis ve bu suslar1 igeren soya unu bazli hamur
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ornekleri fermantasyona tabi tutulmustur. Hem kraker ve hem de kurabiye iiretimi i¢in
kullanilan hamurlarin 48 saatlik fermantasyonu boyunca maya sayisi ve pH degerleri
takip edilmistir. Formiilasyonu yapilan son iiriinler olarak kraker ve kurabiye ornekleri

iiretilmistir.

Bu tiriinlerin kimyasal 6zelliklerini belirlemek ve 6rnekler arasindaki degisimi arastirmak
amaciyla son iiriinlere nem, kuru madde, kiil, protein ekstraksiyonu ve Bradford tayini
analizleri ile yag asidi kompozisyonunun ve birincil metabolitlerin belirlenmesinin
ardindan antioksidan aktivite ve toplam fenolik icerigin belirlenmesi i¢in analizler
uygulanmistir. Ayrica elde edilen {iriinlerin sahip olabilecegi duyusal 6zelliklerin

belirlenebilmesi icin renk ve tekstiir analizleri gergeklestirilmistir.

Bu c¢alismanin temel amaci, S. boulardii'min soya bazli fermente gida iiretiminde
kullanilabilirligini arastirmaktir. Calismanin sonuclarina gore S. boulardii kullanilarak
fermente edilen soya unu bazli, protein igerigi yiliksek, yag asit profili zengin ve birincil
metabolit icerigi ile antioksidan aktivite degerleri beslenme 6zelliklerini iyilestirme
potansiyeline sahip postbiyotik, alternatif {irtinler elde edilmistir. Caligmanin bitki bazl

gida endiistrisinde yeni iirlinlerin gelistirilmesine katki saglayacag: diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: S. cerevisiae, S. boulardii, postbiyotik, soya, protein, fermantasyon
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE USE OF
Saccharomyces cerevisiae var. boulardii

IN SOY-BASED FERMENTED FOOD PRODUCTION

Beyza SAYMAN

Master of Science, Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Remziye YILMAZ

January 2024, 165 pages

With the increase in consumer awareness of healthy nutrition in recent years, the demand
for plant-based foods, seen as new and environmentally friendly alternatives, has also
increased. To meet this demand, the progress of creating plant-based meals with
postbiotic characteristics using the fermentation procedure has paved the way. The
objective of this study is to develop fermented cracker and cookie products utilizing soy
flour and Saccharomyces cerevisiae var. boulardii (S. boulardii), a specific variety of

Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae).

For this purpose, the initial phase of the investigation involved conducting biochemical
tests and utilizing high-resolution melting (HRM) analysis with the Simultaneous
Quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR) technique applied to identify the
microorganisms in the FoodOmics Laboratory Culture Collection of Hacettepe
University Department of Food Engineering and planned to be used in soy flour-based
dough fermentation. Subsequently, the strains of S. cerevisiae and S. boulardii were
determined to be used in the fermentation process. Aside from the reference
microorganisms (S. cerevisiae ATCC 9763, ATCC 6328, and S. boulardii CNCM-I 745),
the strain HUF16M3H11104 from the Culture Collection was identified as S. boulardii

and dough samples made with soy flour and containing these strains were then subjected
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to fermentation. The dough's yeast counts, and pH values were continuously monitored
throughout the 48-hour fermentation process for producing crackers and cookies. Cracker

and cookie samples were created as final goods according to the formulated end products.

To ascertain the chemical properties of the products and examine the differences among
samples, the final products were analyzed for moisture, dry matter, ash, protein
extraction, Bradford determination, determination of fatty acid composition and primary
metabolites, antioxidant activity, and total phenolic content. Furthermore, the sensory
characteristics of the products obtained were determined using color and texture

examinations.

The main objective of this study is to investigate the feasibility of using S. boulardii in
soy-based fermented food production. The study's findings indicate that S. boulardii was
used to ferment postbiotic, soy flour-based alternative products with high protein content,
a rich fatty acid profile, a primary metabolite content, and antioxidant activity levels that
may have improved nutritional qualities. The study is expected to enhance the

advancement of novel goods in the plant-based food industry.

Keywords: S. cerevisiae, S. boulardii, postbiotic, soy, protein, fermentation
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1. GIRIS

Gidalarda verimli {iretim arayis1 ve bilingli tiikketimin artmasi sonucunda protein igerigi
acisindan kendi kendine yeterli, mevcut protein kaynaklarmin daha iyi kullanilabilecegi
yeni {irlin arayis1 ortaya ¢ikmistir. Avrupa Birligi tarafindan Haziran 2023’te yayinlanan
AB Protein Stratejisi insan beslenmesinde bitki bazli proteinlerin kullanimina daha fazla
onem verilmesi gerektigini vurgulamaktadir [1]. Ayrica bitki bazli beslenme trendi
ozellikle hayvansal gidalarla karsilastirildiklarinda siirdiiriilebilir ve ¢evreci bir alternatif
olmalar1 sebebiyle yayilim gostermektedir. Olusan bu talepleri es zamanl olarak
karsilayabilmek i¢in protein agisindan zengin yeni gida iiriinlerinin yerli iretiminin tegvik
edilmesinde mikroorganizmalar kullanilarak, fermente bitki bazli gidalarin gelistirilmesi
olduk¢a Onemlidir. Postbiyotik gidalar ise canli mikroorganizmalardan kaynaklanan
bilesenleri iceren gidalar olarak tanimlanabilir. Bu durum, c¢esitli bitki bazli fermente
gidalarin postbiyotik tanimini karsilamasi bakimindan bu kapsamda incelenmeye

baslanmstir [2].

Bu calismada probiyotik aktiviteye sahip oldugu bilinen ve diinya genelinde en sik
kullanilan mikroorganizmalardan biri Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae)’nin
varyetesi olan Saccharomyces cerevisiae var. boulardii (S. boulardii) kullanilarak soya
unu bazli fermente gidalarin elde edilmesi amacglanmistir. Bu amagcla ilk asamada,
Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii FoodOmics Laboratuvari Kiiltiir
Koleksiyonu’nda yer alan ve soya unu bazli hamur fermantasyonunda kullanilmasi
planlanan mikroorganizmalarin belirlenmesi i¢in bazi biyokimyasal testler ve
qPCR-HRM analizi uygulanmistir. DNA tabanli denemelerin sonucunda fermantasyonda
kullanilacak S. cerevisiae ve S. boulardii suslart belirlenmistir. Referans
mikroorganizmalarin (S. cerevisiae ATCC 9763, ATCC 6328 ve S. boulardii CNCM-I
745) yani sira Kiiltiir Koleksiyonunda bulunan HUF16M3H11104 kodlu sus, S. boulardii
olarak tanimlanmis ve bu suslar1 iceren soya unu bazli hamur 6rnekleri fermantasyona
tabi tutulmustur. Hem kraker ve hem de kurabiye iiretimi i¢in kullanilan hamurlarin 48
saatlik fermantasyonu boyunca maya sayisi ve pH degerleri takip edilmistir.

Formiilasyonu yapilan son iirlinler olarak kraker ve kurabiye 6rnekleri tiretilmistir.



Son {irlinlerin kimyasal 6zelliklerini belirlemek, fermantasyon etkisini ve kullanilan
suslardan kaynaklanabilecek degisimleri aragtirmak amaciyla son iiriinlere nem, kuru
madde, kiil, protein ekstraksiyonu ve Bradford tayini analizleri ile yag asidi
kompozisyonunun ve birincil metabolitlerin belirlenmesinin ardindan antioksidan
aktivite ve toplam fenolik icerigin belirlenmesi i¢in analizler uygulanmistir. Ayrica elde
edilen {irlinlerin sahip olabilecegi duyusal 6zelliklerin belirlenebilmesi igin renk ve

tekstiir analizleri gergeklestirilmistir.

Bu c¢alismada, Saccharomyces cerevisiae var. boulardii ve soya unu bazli fermente
hamurlar kullanilarak postbiyotik aktiviteye sahip olma potansiyeli gosteren; protein,
antioksidan aktivite ve fenolik igerigi zenginlestirilmis kraker ve kurabiye iirlinleri

gelistirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), antik ¢aglardan beri bilinen tek hiicreli
Okaryotik bir organizmadir. Uzun siiredir ekmek, bira ve sarap iiretiminde
kullanilmaktadir. Bu nedenle ekmek mayasi veya bira mayasi olarak da bilinmektedir.
“Saccharomyces” kelimesi Yunanca ‘“seker mantar1” anlamina gelirken “cerevisiae”
kelimesinin kokenleri her ikisi de “bira” anlamima gelen Galce “kerevigia” ve eski
Fransizca “cervoise” kelimesinden gelmektedir [3]. Saccharomyces cerevisiae ilk olarak
1838 yilinda adlandirilmigtir ve morfolojik 6zellikleri 1870 yilinda Reess tarafindan
tanimlanmistir  [4]. S. cerevisiae’ya ait taksonomik smiflandirma basamaklari

Cizelge 2.1°de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. S. cerevisiae'nin Taksonomisi [5]

Ust Alem Eukaryota
Alem Fungi
Sube Ascomycota
Alt Sube Saccharomycotina
Siif Saccharomycetes
Takim Saccharomycetales
Aile Saccharomycetaceae
Cins Saccharomyces
Tir S. cerevisiae

S. cerevisiae haploid veya diploid hiicreler olarak bulunabilmektedir [6]. Ayrica eseyli ve
eseysiz olarak ¢ogalabilmektedir. Eseysiz, yani vejetatif {ireme ana hiicreden yeni bir
hiicrenin ¢ikint1 seklinde olusmasi ile ger¢eklesmektedir. Bu olay tomurcuklanma olarak
isimlendirilir. Ana hiicre genellikle 20-30 tomurcuktan fazlasini olusturmaz. Hem diploid
hem de haploid formdaki maya hiicreleri tomurcuklanarak eseysiz ¢ogalabilmektedir.
Ancak diploid maya hiicreleri karbon ve azot bakimindan zayif olan, iireme i¢in yetersiz
ortam kosullarinda spor olusturmaktadir. Diploid maya hiicresi farkli gametlere sahip (a

veya a) haploidlerin ¢iftlesmesi ile meydana gelmektedir [7]



S. cerevisiae model bir organizma olarak birgok avantaja sahiptir. Bunlardan ilki genetik
yapisinin iyice anlagilmig olmasidir. Saccharomyces cerevisiae, tamamen dizilenen ilk
okaryotik genomuna sahiptir. Genom dizisi 1996'da yaymnlamistir ve Saccharomyces
Genom Veri Tabaninda (Saccharomyces Genome Database, SGD) diizenli olarak
giincellenmektedir. Kisa sayilan bir genoma sahiptir ve genetik yapisinda degisiklik
yapilmasi kolaydir. Hizli iireyebilmesinin yani sira birgok maya ve yiiksek okaryotlarla
arasindaki genetik benzerlik, model bir organizma olarak sahip oldugu Onemli

ozelliklerdendir [4]

Genel olarak ¢cogu susu, % 8-12 etanol (v/v) iceren ortamda gelisebilmekte ve yaklasik
%15 konsantrasyonda hayatta kalabilmektedir. Suslarinin ¢ogu 5 ila 40°C sicaklik
araliginda gelisebilmektedir ve maksimum biiyiime orani i¢in optimum sicaklik,

genellikle 25-35°C arasindadir [4]

S. cerevisiae’nin YPD (Yeast Peptone Dextrose) agar besiyerindeki kolonileri tipik olarak
krem-beyaz renkli, mat, yuvarlak ve piiriizsiiz bir makroskobik morfoloji gostermektedir
[8]. Mikroskobik olarak ise ana hiicre ve tomurcuklardan olusan S. cerevisiae morfolojisi,
Sekil 2.1°de gosterilmistir. Morfolojik 6zellikler susa ve bulundugu biiylime evresine

gore degisim gostermektedir [6].



Sekil 2.1. S. cerevisiae’a ait ana hiicre ve tomucuk hiicresinden olusan temsili morfolojisi
(@1: Ana hiicre cap1, @2: ana hiicre ve tomurcugun toplam ¢ap1) (A) ve mikroskobik

gorlintiisti (B) [9,10] .

2018 yilinda gerceklestirilen bir calismada, S. cerevisiae’nin belirli sicakliklarda
gelisimiyle etkilenen hiicre biiytikliikleri aragtirilmigtir [9]. Calisma sonucunda 10 °C’lik
gelisim sicakliginda ana hiicre ¢ap1 9.02 pm ve tomurcuk ¢ap1 dahil toplam ¢ap 14,32 um
olarak bulunmustur. Optimum gelisim sicak araliginda olan 30 °C’de ise hiicrelerin
sirastyla 8,17 ve 14,42 um capa sahip oldugu belirtilmistir. Ayrica optimum sicakligin
iizerine ¢ikilmasiyla birlikte sicaklik arttik¢a ana ve tomurcuk hiicrelerine ait ¢caplarin

kiigiildiigii goriilmektedir.

Hiicrelerin gelisimini etkileyen bir diger parametre ise pH seviyesidir. S. cerevisiae
hiicreleri belirli bir pH araliginda gelisebilmektedir. Ancak bu aralik ortam sicakligi,
oksijen varlig1 gibi durumlara baglidir. Genel olarak optimum diizeyde gelisim pH 4,5 ila

6,5 seviyesinde goriilmektedir [11].

Gida endiistrisinde S. cerevisiae daha Once bahsedildigi iizere ekmek ve sarapcilik
endiistrilerinde uzun yillardir kullanilmaktadir. Ancak bu iki endiistri disinda bazi
metabolik miihendislik uygulamalar1 sayesinde de bir¢ok alanda kullanimi mevcuttur.

Fermente icecek ve ekmeklerde kullaniminin yani sira; gida atiklarinin prosesi ve



degerlendirilmesi, etanol iiretimi, baz1 katki maddelerinin iiretilmesi ve hatta gidalarin
bozulmasi gibi bir¢ok etkiye sahiptir [4]. S. cerevisiae’nin endiistriyel kullanimina dair

bazi uygulamalar Cizelge 2.2.’de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.2. S. cerevisiae’nin gida endiistrisinde kullanim alanlari [4]

S. cerevisiae’nin Roli Kullanim Alam
Sarapgilik

Bira
Ekmek ve eksi maya hamurlar
Kakao fermantasyonu
Bal
Fermente icecek iiretimi

Fermente Gida Uretimi

Sebze artiklarinin degerlendirilmesi
Gida Atik ve Artiklarmin Islenmesi Narenciye yan iriinleri
Pancar melasi
Peynir alt1 suyu
Islenmis meyve suyu ve piiresi
Meyve igeren firincilik tiriinleri
Bozulmalar Meyveli yogurtlar ve labneler
Bazi tursular
Alkollii i¢ecekler
Tatlandiricilar
D-dekalaton ve feniletanol tiretimi
Maya ekstrakti iiretimi
Gida Bilegenlerinin Eldesi Mannoproteinler
Glukomannanlar
Maya protein konsantreleri
Invertaz

Fruktoz surubu

2.1.1. Metabolitleri ve Yag Asidi Profili

S cerevisiae’ya ait bircok birincil ve ikincil metabolit ¢alismasi gerceklestirilmistir. Bu
mikroorganizma fermantasyonda kullanildiginda ortaya ¢ikan metabolitlerinin yani sira,
biyoteknolojik proseslerle birlikte endiistriyel iirlinlerin de elde edilmesi icin siklikla
kullanilmaktadir. Cizelge 2.3.’te S. cerevisiae’ya ait baz1 metabolitler ve uygulama

alanlar1 6zetlenmistir.



Cizelge 2.3. S. cerevisiae tarafindan tretilen bazi metabolitler ve biyoteknolojik

proseslerdeki kullanim alanlar1 [12]

Metabolit Ad1 Uygulama Alanlar1 Referans
Proteinler Gida endiistrisi, ilag sanayii [13,14]
Gida endiistrisi, yem iiretimi, gida
Karotenoidler takviyeleri, kozmetik ve farmasotik [14,15]
uygulamalar
ol Gl Kiml wadomd,
p-Kumarik asit Tatlandiricilar, kimyasal uygulamalar [16]
Enzimler Endiistriyel prosesler [17]
Likopen Gida endiistrisi [18]
Yag asitleri Biyoyakatlar ve tiirevleri [19]
[zobiitanol Kimyasal uygulamalar [20]
Etanol Kimyasal uygulamalar.,'biyoyakltlar, ilag 21]
sanayii

Artemisin [lag sanayii [22]
Terpen Biyoyakatlar, pse;rrtE;I;iendﬁstrisi, ilag 23]
Dihidrokalkon Kimyasal uygulamalar, ilag sanayii [24]
Benzilizokinolin alkaloidleri [lag sanayii [25]
Triasetik asit lakton Kimyasal uygulamalar [26]
Mool Kimieal i P ol
Kannabidiol Kimyasal uygulamalar, ilag sanayii (28]

Bu maya suslar1 genel olarak basit bir yag asidi profiline sahiptir. S. cerevisiae susunun
bilinyesinde major olarak saptanan yag asitleri palmitoleik asit (C16:1), oleik asit (C18:1),
palmitik asit (C16:0) ve stearik asittir (C18:0). Hiicrelerde bulunan mindr yag asitlerinin

ise miristik asit (C14:0) ve serotik asit (C26:0) oldugu belirtilmistir [29]



Fermantasyon teknolojilerinde siklikla kullanilan S. cerevisiae’nin, elde edilen {irtinler
iizerinde yarattig1 etkiler de biiylikk onem arz etmektedir. S. cerevisiae yalnizca
fermantasyonda alkol iiretmekle kalmaz, aynm1 zamanda iiriin igeriginde bulunan
bilesenlere de farkli sekilde etki edebilmektedir. Tez kapsaminda gelistirilen iirlinlerin

icerigine etkisi, sonuglar boliimiinde ayrintili sekilde agiklanmugtir.

2.2. Saccharomyces cerevisiae var. boulardii

Saccharomyces cerevisiae var. boulardii (S. boulardii) Fransiz mikrobiyolog Henri
Boulard tarafindan 1920 yilinda fermantasyon proseslerinde kullanilmak iizere yeni maya
suslar1 arastirmasi sirasinda kesfedilmistir. Kolera salgini sirasinda salgina yakalanmayan
bazi insanlarin 6zel bir ¢ay ictigini fark eden Henri Boulard, tropik meyveler (ligi ve
mangostan) kullanilarak yapilan bu caymn igerigindeki li¢i meyvesinden 6zel bir maya
susu izole ederek “S. boulardii” olarak isimlendirmistir [30]. S. boulardii’ye ait

taksonomik siiflandirma Cizelge 2.4.’te gosterilmistir.

Cizelge 2.4. S. boulardii’nin Taksonomisi [31]

Ust Alem Eukaryota
Alem Fungi
Sube Ascomycota
Alt Sube Saccharomycotina
Siif Saccharomycetes
Takim Saccharomycetales
Aile Saccharomycetaceae
Cins Saccharomyces
Tiir Smiflandirilmamis Saccharomyces

Yapilan caligmalar, S. boulardii'nin hem yetiskinlerde hem de c¢ocuklarda g¢esitli
hastaliklarin tedavisine dair etkinligini gostermistir. S. boulardii, gastrointestinal sisteme
cesitli sekillerde fayda saglamaktadir. Bakteriyel toksinlerin etkisiz hale getirilmesi,
bagirsak hiicre reseptorlerine toksin baglanmasinin engellenmesi ve toksine baglh
iltihabin azaltilmasi gibi etkileri s6z konusudur. Ayrica S. boulardii’nin, besin sindirimini
ve emilimini arttiran bagisiklik sistemlerini ve bagirsak enzimlerini uyardig
belirtilmektedir [32]. Hastalia neden olan organizmalarin sayisin1 azaltirken saglikli

bifidobakteri ve laktobasillerin bagirsaktaki popiilasyonlarint arttirarak gastrointestinal



sisteme yarar saglamaktadir [33]. Ayrica S. boulardii’nin Crohn hastalig1 gibi inflamatuar
bagirsak hastaligi semptomlarini azaltabildigi belirtilmistir [34]. Bu probiyotik maya
bagisiklik eksikligi bulunan viriis bulagmis hastalarda antibiyotikle iliskili ishal, akut
gastroenterit ve kronik ishal hastaliklarin Onlenmesi ve tedavi edilmesi igin
kullanilmaktadir [35]. Birgok in vitro ve bazi in vivo ¢alisma, S. boulardii'nin Salmonella
Typhimurium, Clostridium difficile ve Escherichia coli’nin gastrointestinal sistemin
epitel tabakasina baglanmasindan veya istilasindan kaynaklanan bagirsak
enfeksiyonlarint dnleyebildigini belirtmektedir [36]. Buna ek olarak S. boulardii'nin
bagirsak bagisiklik sisteminin patojenik bakteriler tarafindan {iiretilen toksinlere karsi
antikor iiretmesine yardimci olmada etkili oldugu ortaya koyulmustur. S. boulardii nin
bagirsak bagisikliginda dnemli rol oynayan bir antikor olan intestinal immiinoglobulin

A'y1 (IgA) uyardigi bilinmektedir [37].

S. boulardii bazen elipsoidal, oval veya kiiresel bir hiicre yapisina sahip olabilmektedir
ve spor iretmez. Glukoz, fruktoz, mannoz, siikroz ve maltoz gibi karbonhidratlar
fermente edebilmektedir. Ayrica yapilan ¢alismalar S. boulardii'min 1s1ya ve aside karsi
diren¢li oldugunu ve pH 2 seviyesinde dahi gelisebildigini gostermistir.
S. boulardii i¢in termal 6liim sicakliginin 55 ila 56 °C oldugu ve tolere edebilecegi en
yliksek alkol konsantrasyonunun %20 oldugu gosterilmistir. Bunlara ek olarak,
bagirsaktaki probiyotik rolii i¢in uygun sicakligin yaklasik 37 °C oldugu ortaya
konulmustur [38]. S. boulardii’nin ¢evresel kosullara daha dayanikli olmasi, hiicre

duvarlarmin diger maya tiirlerinden daha kalin olmasuyla iliskilendirilmektedir [39].

S. boulardii saglik acisindan sagladigi faydalar disinda, bir¢ok firiin geligtirme
calismasinda da kullanmilmaktadir [40]. Ozellikle siit ve siit iiriinleri endiistrisinde
S. boulardii uygulamalarina siklikla rastlanmasina karsin, tez kapsaminda gelistirilen
firmcilik iriinleri gibi farkli alanlarda trtinler gelistirilmesi konusunda S. boulardii

kullaniminin daha ayrmtili arastirilmas: gerekmektedir [39].

S.  boulardii genellikle fonksiyonel ve probiyotik 06zellige sahip iirlinlerin
gelistirilmesinde starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir. Mayalar heksoz sekerleri (glukoz,

fruktoz, mannoz gibi) ve disakkaritleri (maltoz ve siikroz gibi) ana karbon kaynagi olarak



kullanip metabolize etmektedir [41]. Gida matrisinde bulunan bir¢ok faktor, mayalarin
gida igerisindeki gelisimini etkiler ve gerceklesen biyokimyasal degisiklikler gidalarin
reolojik, duyusal ve besinsel degerini etkileyebilmektedir [42,43]. Maya suslar1 sekerleri
fermente etmeleri sonucunda karbondioksit, su ve etanol ortaya ¢ikarmaktadir. Ayrica
peptidleri aminositler ve sekerleri organik asitler, aldehit, keton, esterler gibi bilesiklere
doniistiirerek aromatik bilesenler ortaya c¢ikarabilirler [42]. S. boulardii gibi
mikroorganizmalarin starter kiiltiir olarak kullanilmasi, ortaya ¢ikabilen metabolitlerin
gidalarda arzu edilen Ozellikler ortaya c¢ikarmasi amaciyla siklikla kullanilmaktadir

[44,45].

S. boulardii probiyotik aktivitesinin korunmasi amaciyla bazi gida iirlinlerine
enkapsiilasyon teknigi kullanilarak eklenmektedir. Bu sayede tiiketicide olusacak olumlu
saglik etkileri arttirilabilirken, iirtinlerin raf dmrii boyunca gergeklesebilecek istenmeyen
durumlar da en aza indirgenebilir [39]. Ozellikle peynir, yogurt, kefir gibi siit ve siit
iiriinlerinde kullanilan enkapstilasyon teknigi ile S. boulardii hiicrelerinin gidalarda daha

uzun siire canliligini korudugu belirtilmektedir [46,47].

Enkapsiilasyon disinda karigik kiiltlir fermantasyonunda da kullanilabilen S. boulardii,
laktik asit bakteriyle birlikte kullanildiginda ¢ig, pastorize veya UHT siitlerde bakterilerce
olusturulan bilesenleri kullanarak gelisim gosterebilmis ve depolama siirecinde laktik asit
bakterilerinin stabilitesini arttirmistir. Ayrica fermente edilmis son liriinlerde antioksidan

aktivitenin arttig1 da belirtilmektedir [39,48].

Tahil ve baklagillerde ise antiniitrientlerin ortadan kaldirilmas1 ve stabilizasyonu
genellikle enzim deaktivasyonu ile saglanmaktadir. Bu amagcla 1s1l islem kullanilmasiyla
besin degeri kaybi olusabilmesi nedeniyle fermantasyon, 1sil igleme gore avantaj
saglamaktadir. Tahillar ve baklagillerde ana antiniitrient olan fitatlarin azaltilmasi i¢in
literatiirde birgok calisma bulunmaktadir [49,50]. Bu amagla S. boulardii
kullanilabilecegi de belirtilmektedir [39,45].
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S. boulardii’nin kullanildigr bir diger {iiriin grubu ise fonksiyonel igeceklerdir.
S. boulardii’nin probiyotik ve prebiyotik etkileri sayesinde biyoaktif igerigin
gelistirilmesi iizerine caligsmalar yapilmaktadir [39]. Gergeklestirilen bir c¢aligmada
S. boulardii ve S. cerevisiae kullanimiyla turp, havug ve pancar sularinda fenolik igerigin
arttirlldig1 ve antioksidan aktivitenin gelistirildigi belirtilmistir. Ancak bu tiir gidalarda
103 kob/g seviyesinin tizerinde hiicre kullaniminin tekstiir ve istenmeyen tat olusumunda
etkili olabilecegi not edilmistir [51]. Cizelge 2.5.te S. boulardii’nin baz1 kullanim

alanlar1 ve elde edilen sonuclar 6zetlenmistir.

Cizelge 2.5. S. boulardii’nin fermantasyonda kullanildig1 bazi ¢aligmalar [52]

Uriin Kiiltiirler Formiilasyon Referans
. S. boulardii ve bazi
Yogurt Laktik asit bakterileri Fermente [53]
Peynir alt1 S. boulardi'i V.e laktaz Fermente [54]
suyu enzimi
S. boulardii ve bazi
Dondurma ik asit bakterileri Fermente 53]
Bira S. boulardii Fermente [56-58]
M kaj
eyve ve kaju S. boulardii Fermente edilmemis [59]
suyu
Cikolata S. boulardii Fermente edilmemis [60]
S. boulardii ve bazi
Kahve Laktik asit bakterileri Fermente [61,62]
Cay S. boulardii, Fermente [63,64]

Cizelgede 0zetlenen ¢alismalara gore, S. boulardii kullaniminin gidalara fonksiyonel bir
ozellik kazandirdigr soylenebilir. Ayrica bu mikroorganizmanin antioksidan aktivite,
fenolik icerigin gelistirilmesi, probiyotik aktivite gibi olumlu etkilerinin yani sira
iirinlerde pH stabilizasyonu, asitlik diizenleyici ve raf omriinii arttiric1 etkisinin de

bulundugu belirtilmektedir [39].

Probiyotikler, ilk olarak Lily ve Stillwell tarafindan tanimlanmistir. Kelime anlamu latince
“’pro’” ve “’bios’’ kokenlerinden gelmektedir ve bu kelimeler “’yasam i¢in’’ anlamini
tasimaktadir [65]. Gida ve Tarim Orgiitii (Food and Agriculture Organization, FAO),
Diinya Saglhk Orgiitii (World Health Organization, WHO) uzmanlarinca probiyotikler;
2001 y1linda ’Gidanin bir pargasi olarak ve yeterli sayida tiikketildigi takdirde, konak¢inin
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saglig1 tlizerinde olumlu etki yaratan canli mikroorganizmalar’’ olarak tanimlanmigtir
[66]. Probiyotik olarak kullanilip gidaya eklenen mikroorganizmalar genellikle
laktobasiller, enterokoklar ve bifidobakterilerdir. Probiyotik 6zellik gosterdigi bilinen, en
cok kullanilan probiyotik maya ise S. boulardii’dir [65,67]. Probiyotik
mikroorganizmalar mide ve bagirsak ortamlarinda zarar gérmeden canli kalabilmeleri
acisindan yiiksek asitli ortamlara ve safra tuzlarina direnglidirler. Probiyotik 6zellige
sahip gidalarin diizenli tiiketimiyle birlikte, insan viicudunda sagladigi bazi faydalar
ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar mikrobiyal dengenin iyilestirilmesi, vitamin iiretimi, kolon
kanserine karsi etkiler, serum kolesterol seviyesinin diisiiriilmesi, ishale kars1 etkiler, bazi
patojenik bakterilerin viicutta gelisimini inhibe edici, kanser karsiti ve anti alerjen

etkilerdir [68].

Prebiyotik terimi ise ilk olarak 1995 yilinda Glenn Gibson ve Marcel Roberfroid
tarafindan  ortaya  cikarilmistir  [69].  Prebiyotikler, = “kolonda  bulunan
mikroorganizmalarin biiylimesini ve/veya aktivitesini segici olarak uyararak konakgiya
yarar saglayan, boylece konak¢mnin sagligini iyilestiren, sindirilmeyen gida bilesenleri”
olarak tanimlanmaktadir [70]. Bu bilesenlerin parg¢alanma {irtinleri genellikle kisa zincirli
yag asitleridir ve bu yag asitleri kan dolagimina katilarak intestinal saglik disinda diger
organlar iizerinde de olumlu etkiler yaratabilmektedir. Galakto- ve frukto-oligosakkaritler

en Onemli prebiyotik bilesenlerden birkacidir [70].

Uluslararas1 Probiyotikler ve Prebiyotikler Bilimsel Dernegi (ISAPP) 2019 yilinda,
probiyotik ve prebiyotik terimlerinin taniminin yani sira postbiyotik terimi tanimini ve
kapsamini gézden gec¢irmistir [1]. 'Postbiyotik' terimi, bilimsel literatiirde ve ticari
iriinlerde giderek daha fazla yer almasi nedeni ile ISAPP, bir postbiyotigi “konak¢iya
saglik yarar1 saglayan cansiz mikroorganizmalar ve/veya bu mikroorganizma bilesenleri
ile hazirlanan iriinler” olarak tanimlanmistir. Buna gore, postbiyotik terimi, “canli
organizmalarla ilgili veya bunlardan kaynaklanan™ olarak tanimlanan “biyotik” ve
“sonra” anlamina gelen bir 6n ek olan “post” un bir bilesimi olarak secilmistir. Cesitli
bitki bazli fermente gida iirlinleri postbiyotik tanimini karsilamasi bakimindan bu
kapsamda incelenmeye baslanmistir [2]. Postbiyotiklerin en 6nemli etkileri obezitenin

engellenmesi, lipid metabolizmasinin diizenlenmesi, hidrasyon, kronik hastaliklara ait
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semptomlarin azaltilmasi, immiin sistemin diizenlenmesi ve intestinal sagligin

gelistirilmesidir [71].

S. boulardii’ye spesifik bir yag asidi profili ¢aligmasi bulunmamakla birlikte, intestinal
mikroflorada bulunan S. boulardii suslarinin yag asitlerine etkisiyle ilgili ¢aligmalar
literatiirde siklikla yer almaktadir [72,73]. Ayrica soya bazli yogurt {iriiniiyle
gerceklestirilen bir c¢alismada, Lactiplantibacillus plantarum (L. plantarum) ve
S. boulardii’nin {iiriin icerigindeki oleik, linoleik, a-linolenik ve eikosenoik asit

miktarlarini arttirdig belirtilmistir [74].

2.2.1. Metabolitleri ve Yag Asidi profili

S. boulardii, probiyotik aktivitesi nedeniyle 6zellikle son yillarda siklikla ¢aligilan bir
mikroorganizma haline gelmis ve &nem kazanmstir. Ozellikle ortaya cikardig
metabolitler sayesinde patojenik toksinlerin salinimini engellemesi, fermantasyonda
kullanilmasiyla antioksidan aktivitenin, fenolik igerigin ve mineral biyoyararlaniminin
arttirtlmas1 gibi etkileri s6z konusudur [75]. Cizelge 2.6.’da S. boulardii’ye ait bazi

metabolitler ve bu metabolitlere ait islevler gosterilmistir.
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Cizelge 2.6. S. boulardii’ye ait bazi metabolitler ve islevleri [75]

Metabolit

Islev

N-Akriloilglisin
N6-Asetil-1-lisin
N-Asetilhistidin

N-Metilalanin

p-Aminobenzoik asit

Tirosol

Gliserofosfokolin
1-Aminosiklopropanekarboksilik asit

2-Hidroksi-4-metilpentanoik asit
L-3-Fenillaktik asit
Fenillaktik asit

v-Aminobiitirik asit
Nikotinik asit

Harmane

Gidalarda lezzetin arttirilmasi

Tlimdr hiicrelerinin gelisiminin engellenmesi ve
bagisikligin giiclendirilmesi

Antibakteriyel ve anti-timor etki

Antioksidan aktivite ve gida patojenlerinin
inhibisyonu

Lipid metabolizmasinin gelistirilmesi

Noron korunumu

Antibakteriyel etki

Uykusuzluk (insomnia) ve depresyon tedavisi
Vitamin

Antitlimor, antioksidan ve antibakteriyel aktivite

S. boulardii hiicreleri tarafindan iiretilen birgok metabolit, S. cerevisiae’ya benzer ve

farkl1 olmak tiizere bircok yolak kullanilarak iiretilmektedir. S. boulardii hiicrelerince

kullanilan 6nemli yolaklardan birkag1 Sekil 2.2°de gosterilmistir.
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Sekil 2.2. S. boulardii’ye ait baz1 metabolitlerin elde edilmesinde kullanilan ana yolaklar

[75]

Yukarida verilen ¢aligma sonucunda, fermantasyonda kullanilan ve fermantasyona tabi
tutulmamis ortamlarda, S. cerevisiae ve S. boulardii hiicrelerine ait metabolitlerin ortaya
cikmasinda kullanilan yolaklar gdsterilmistir [75]. Calismada fermantasyonla birlikte

S. boulardii hiicrelerinde birgok metabolitin yukar1 ve agagi regiile oldugu goriilmektedir.

2.3. Saccharomyces ceverisiae ve Saccharomyces cerevisiae var. boulardii Arasindaki

Farkhliklar

S. boulardii’nin ilk kez izole edilmesinden bu yana taksonomik siniflandirmasi1 hakkinda
bircok arastirma yapilmistir. Genetik olarak %99 oraninda S. cerevisiae ile yakinligi
bulunmasina ragmen aralarinda bazi farkliliklar bulunmaktadir. S. boulardii’nin 6zellikle
probiyotik Ozellik gostermesi bu mikroorganizmay1 diger S. cerevisiae suslarindan
ayirmaktadir. Ayrica optimum gelisim sicakliklar1 da farklihik gdstermektedir.

S. cerevisiae’nin optimum gelisim sicaklig1 30°C iken S. boulardii’nin 37°C’dir. Yapilan
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caligmalar sonucu gozlenen bir diger farklilik ise pH’ya gosterdikleri direng miktaridir.
S. boulardii, S. cerevisiae’ya kiyasla diisiik pH’ya karst daha direnc¢lidir. Tiim bu
farkliliklara ek olarak S. boulardii’nin etanole dayaniklilik seviyesi %20’ye kadar
cikabilirken S. cerevisiae’nin gelisimi etanol %14 oranindayken durmaktadir [33,76].
Ayrica DNA - RNA hibridizasyon c¢alismalart sonucunda S. cerevisiae’nin tim Ty
elementlerini (maya transposon elementleri) bulundurdugu ancak S. boulardii’nin Ty
1/3/4 elementlerinin eksik oldugu belirtilmistir [77]. S. boulardii ve S. cerevisiae arasinda

bulunan bazi farkliliklar Cizelge 2.7.’de gosterilmistir.

Cizelge 2.7. S. boulardii ve S. cerevisiae arasindaki bazi farklar [76,77]

S. boulardii S. cerevisiae
Optimum gelisim sicakligi 37°C’dir Optimum gelisim sicakligi 30°C’dir
Gastrik pH’ya direnglidir Gastrik pH’ya daha diisiik diren¢ gosterir
Galaktoz kullanim1 sinirhdir Galaktozu fermente edebilir
0.1% (w/v) oraninda safra asidine 0.15% (w/v) oraninda safra asidine
dayaniklidir dayaniklidir

Hem diploid hem haploid hiicre yapisinda

Yalnizca diploid hiicre yapisinda bulunur bulunabilir

Ty 1/3/4 elementleri eksiktir Ty elementleri tamdir

2017 yilinda Khatri ve arkadaslar tarafindan S. cerevisiae ve S. boulardii kullanilarak
gerceklestirilen bir calismada bu iki mikroorganizma arasinda bulunan genetik farkliliklar
incelenmistir. Calisma sonucunda S. boulardii’nin S. cerevisiae ile karsilastirildiginda
bazi genlerinin eksik veya baskilanmis olabilecegi ortaya koyulmustur. Bu genler

Cizelge 2.8.’de ayrintili bi¢gimde listelenmistir.
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Cizelge 2.8. S. boulardii genomundaki eksik veya baskilanmig genler [78]

Sistematik Ad Gen Fonksiyon
YOL165C AADIS5 Aril-alkol dehidrogenaz
YNRO74C AIF] Mitokondriyal .}.n.l.cre Oliimii

efektorii
YHL047C ARN2 Tastyici
YLRI155C ASP3-1
YLR157C ASP3-2
Asparajin yikimi
YLR158C ASP3-3
YLR160C ASP3-4
YLL063C AYTI Asetiltransferaz
YOL164W BDS1 Siilfataz
YLR465C BSC3 Stop Kodon
YNRO75W COS10
Bilinmeyen protein islevi
YGR295C COoS6
YOL158C ENBI Endozomal ferrik enterobaktin
tasty1cisi
YOL156W HXT11
Hekzos tastyicist
YJL219W HXT9
YOL157C IMA2
YIL172C IMA3 Izomaltaz
YJL221C IMA4
YGR289C MALII Yiiksek afiniteli maltoz tasiyicisi
YGR288W MALI3 MAL-aktivasyon proteini
YIR041W PAUIS
Seripauperin
YKL224C PAUI6
YIL217TW REE] .Enola% (ENO 1_) dﬁzenlgmesmdg
islev gosteren sitoplazmik protein

YALO064C-A TDAS Topoizomeraz |
YORO068C VAMI10 Koful morfojenisi
YIL173W VTHI

Membran glukoproteini
YJL222W VTH2

17



S. boulardii gibi farkli mikroorganizmalarla yiiksek oranda benzerlige sahip olan
mikroorganizmalar, genotipleme ve c¢esitli noktasal mutasyonlarin saptanmasinda
kullanilan, qPCR (Quantitative Polymerase Chain Reaction)’da yiiksek ¢oziintirliiklii
erime (High-Resolution Melting, HRM) tekniginin kullanilmasiyla ayirt edilebilmektedir
[79]. Bu teknik kullanilarak gerceklestirilen bir ¢aligmada, eksi maya igeriginde bulunan
baz1 S. cerevisiae suslarinin tiir ve cins diizeyinde tanimlamasi gerceklestirilmistir [80].
Bu calisma kapsaminda IT2 veya 26S ribozomal RNA bolgeleri iizerinde arastirma
yapilarak bazi suslarin ayrimi saglanmistir. Tez ¢alismasinin ilerleyen boliimlerinde
qPCR-HRM teknigi kullanilarak S. boulardii suslarinin ayirt edilmesi ayrintili bigimde

incelenmistir.

2.4. Soya ve Soya Uriinleri

Soya fasiilyesi (Glycine max L.) baklagiller familyasina ait, besleyici degeri yliksek,
hayvansal gidalar i¢in ¢ogunlukla ikame edici olarak kullanilabilen bitkisel bir gidadir

[81].

Farkli soya genotiplerinde gergeklestirilen calismalar sonucunda, soya fasiilyelerinin
ortalama ylizde protein (39,4— 45) yag (14,0-25), nisasta (4,3—6,7), toplam seker (5,6—
7,9), indirgen seker (0,21-0,33) ve siikroz (5,6—11,8) igerigine sahip oldugu belirtilmistir
[81-83]. Ayrica karbonhidrat igeriginin %33 seviyelerinde oldugu belirtilmektedir.
Aminoasit igerigi konusunda lizin igermesi, nemli bir parametre olarak ele alinmaktadir
[84]. Soya yagi ise oleik ve linoleik asit icerigi ve i¢erdigi E vitamini sayesinde iyi bir
bitkisel yag kaynagi olarak goriilmektedir [85,86]. Soya fasulyesi ile yapilan yag asidi
profili calismasinda major yag asitlerinin sirasiyla; linoleik (C18:2), oleik (C18:1),
palmitik (C16:0), linolenik (C18:3) ve stearik asit (C18:0) oldugu belirtilmistir. Soyanin
icerdigi yag asidi profili sayesinde diisikk yogunluklu lipoprotein (LDL) ve kandaki
kolesterol seviyelerinin dengelenmesi konusunda iyi bir kaynak oldugu belirtilmektedir
[87]. Ayrica genel olarak bazi kanser tiirlerine kars1 etkili, kardiyovaskiiler sagligi olumlu
etkileyen; kemik, cilt, bobrek, mental sagligin gelistirilmesi gibi etkileri bulundugu da

not edilmistir [81,88].
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Soya fasiilyesi, igerdigi besinsel 6geler ele alindiginda besleyici bir bitkisel kaynak olarak
gosterilebilir ancak ayn1 zamanda bazi antiniitrient faktorler de icerebilmektedir. Bunlar
baz1 fenoller, fitik asit ve tripsin inhibitdrleridir. Ozellikle fitik asit, baz1 minerallerin
viicuttaki biyoyararlaniminin azalmasina neden olur [82]. Ancak soya icerigi ¢evresel
faktorlere bagl olarak degisebilmektedir. Wijewardana ve ark. gergeklestirdigi calisma
sonucunda, soya fasulyelerinin kimyasal kompozisyonunun ¢evre sartlar1 ve yetistirilen
topragin dzelliklerine gore degisebilecegi belirtilmistir [89]. Icerdigi en dnemli besinsel

Ogelerden biri ise izoflavonlardir [90].

Izoflavonlar baklagillerin igeriginde bulunabilen, yiliksek antioksidan aktivite saglayan
ikincil metabolitlerdir [81,91]. Soya igeriginde cogunlukla genistein, daidzein ve glisitein

bulunmaktadir [81,92]. Soyada bulunan izoflavonlar Sekil 2.3’te gosterilmistir.

OH OH
HO

HO
2' Gemsteln Daldzeln Glyclteln

O
5 1
OCH3 OCH3 OH
Isoflavone M M M
HO HO

Formononetin Biochanin A Equol

Sekil 2.3. Soya iceriginde bulunan izoflavonlar [81]

Daha Once soya fasulyesinin sagladigi belirtilen bir¢ok olumlu etki, izoflavonlar
sayesinde ortaya c¢ikmaktadir. Cogunlukla fitodstrojen olarak adlandirilan soya
izoflavonlari, 6zellikle viicutta Gstrojen benzeri rol alarak, bu hormon kaynakli kanser
cesitlerine karsi etki gostermektedir. Ayrica anti-fungal ve anti-mutajenik etkileri

bulundurdugu da bildirilmistir [81,93].
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En bilinen fitodstrojenik maddelerden biri olan genistein, viicutta dstrojen reseptorlerine
baglanabilir. Kontrolsiiz hiicre bdliinmesini etkileyen faktorlerle iliskilendirilen bu

izoflavon, soyaya ait anti-kanser etkinin ortaya ¢ikmasinda rol iistlenmektedir [81].

Soya igeriginde bulunan bir diger madde ise daidzeindir. Genellikle soya iceriginde
genisteinden daha az bulunmaktadir. Tiiketiminden sonra bagirsakta bulunan bakteriler

tarafindan bir baska izoflavon olan ekuole ¢evrilebilir [81].

Glisitein metoksi grubu icermesi nedeniyle oldukca Ozeldir. Bu sayede diger
izoflavonlardan daha yiiksek biyoyararlilik gosterebilmektedir. Ayrica stabilitesi daha

yliksektir. Soya igeriginde bulunan izoflavonlarin yaklasik %5 ila 10’unu olusturur [81].

Soya fasiilyesi genellikle fermente edilmis veya edilmemis formlarda tiiketiciye
sunulmaktadir. Fermente edilmeyen soya iiriinleri genellikle soya siitii, tofu, soya keki
gibi Ttrlinlerdir. Ancak fermantasyon prosesi kullanilarak bircok soya bazli gida
gelistirilmistir. Ozellikle soya sosu, natto ve tempeh en bilinen fermente soya iiriinleridir.
Cizelge 2.9’da soya bazli iirlinlerde gerceklestirilen fermantasyon islemi ile ortaya

cikabilen baz etkiler 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.9. Soya iiriinlerinde fermantasyon sayesinde gelistirilen bazi etkiler

Amag Fermantasyon ve Etkisi Referans

Lactiplantibacillus

plantarum* kullanilarak soya
Protein sindirilebilirliginin
proteinlerinin sindirilebilirlik [94]
arttirilmasi
diizeyi %92 oraninda

arttirilmistir

. Laktik asit fermantasyonu
Mineral yararlaniminin

sayesinde demir ve ¢inko [95]
arttirilmasi o
yararlanimi gelistirilmistir
Lacticaseibacillus casei*
Fitik asit miktarinin kullanilarak soya iceceginde [96]
azaltilmasi fitik asit miktar1 %90

oraninda azaltilmigtir
Lactiplantibacillus plantarum

kullanilarak tripsin
Tripsin inhibitorleri [97]
inhibitorleri minimize

edilmistir
Lactiplantibacillus plantarum

Lektinler, Saponinler ve kullanilarak lektin, saponin ve [97-99]
taninler tanin miktarlar etkili bigimde

azaltilmistir

Lactobacillus acidophilus*
kullanilarak elde edilen soya
Anti-obezite bazli fermente i¢cecegin [100]
tiketimiyle istahin
diizenlenlenebilecegi
gosterilmistir
Probiyotik karigimli soya
iiriinleriyle bagirsakta enzim
Anti-kanser aktiviteleri diizenlenerek [101]
kolon kanseri hiicrelerinin
aktivitesi azaltilmigtir

*[saretli mikroorganizmalarin orijinal kaynaktaki isimleri BacDive (https://bacdive.dsmz.de)

veritabamndaki giincellenmis isimleri ile degistirilmistir.
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Son yillarda bitki bazli gida tiikketiminin artmasi, soyanin sagladigi bircok olumlu etki de
géz Onilinde bulunduruldugunda soya igerikli {irlinler tiizerine yapilan calismalar

artmaktadir [89,102].

Bu tez caligmasinda, probiyotik bir maya olan S. boulardii’nin varolan kiiltiir
koleksiyonunda bulunan S. cerevisiae suslar1 arasindan se¢imi ve belirlenen suslarin soya
unu bazli hamur fermantasyonunda kullanilarak postbiyotik etki gosterebilecek

potansiyele sahip fermente gida {iretimi hedeflenmistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Mikroorganizmalar, Canlandirma ve Stok Eldesi

Gergeklestirilen tez ¢alismasinda FoodOmics Laboratuvari kiiltiir koleksiyonunda (HUF)
bulunan S. cerevisiae suslar1 kullanilmigtir. Kullanilan mikroorganizmalarin
canlandirilmasi, izolasyonu ve stok kiiltiir eldesi sirasinda igerisinde %1 (w/v) maya
ekstrakti, %2 (w/v) pepton ve %2 (w/v) glukoz igeren YPD (Yeast Peptone Dextrose)
Broth (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri/ABD, fiiriin kodu: Y1375) besiyeri
kullanilmistir. Ayrica kati besiyeri olarak icerisinde %1 (w/v) maya ekstrakti, %2 (w/v)
pepton, %2 (w/v) glukoz ve %1,5 (w/v) agar iceren YPD (Yeast Peptone Dextrose) Agar
(Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri/ ABD, iiriin kodu: Y1500) kullanilmistir. Tiim
besiyerleri kullanilmadan &nce 121 °C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Inkiibasyon
boyunca kiiltiirler etiivde (Memmert GmbH, Schwabach/Almanya, iiriin kodu: TypB30)
tutulmustur. Elde edilen kiiltiirler, igerisinde YPD Agar bulunan tek kullanimlik steril
petrilerde (ISOLAB GmbH, Eschau/Almanya, iiriin kodu: 081.02.161) +4 °C’de
saklanmistir. Ayrica gelistirilen tiim suslar igerisinde %50 oraninda gliserol ve %50
oraninda besiyeri bulunduran tiipler kullanilarak kriyojenik olarak stoklanmistir. Stok

mikroorganizmalar -80 °C’de muhafaza edilmistir.

Tez g¢alismas1 boyunca kullanilan suslara ait kaynak, izolasyon kod ve bdlgelerine ait

bilgiler Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan HUF kodlu S. cerevisiae suslari

No Kaynak [zolasyon Bélgesi Izolasyon Kodu
1 Ticari S. cerevisiae var. boulardii CNCM 1-745 745
2 Ticari S. cerevisiae ATCC 9763 9763
3 Ticari S. cerevisiae ATCC 6328 6328
4 Ankara, Toprak 16M2K 10007
5 Kirikkale, Uziim 16M3B11017
6 Kirikkale, Uziim 16M3B11021
7 - Kirsehir, Uziim 16M3C11031
8 g Kirsehir, Uziim 16M3C11032
9 2z Kirsehir, Uziim 16M3C11033
10 5 Nevsehir, Uziim 16M3D11047
11 fz Eskisehir, Uziim 16M3G11088
12 3 Cankir1, Uziim 16M3H11101
13 ;: Cankir1, Uziim 16M3H11104
14 % = Kirikkale, Toprak 17M3B32047
15 s E Kirsehir, Uziim 17M3C31063
16 £ Kirsehir, Uziim 17M3C31065
17 :é’ Kirsehir, Uziim 17M3C31066
18 2 Nevsehir, Uziim 17M3D31086
19 g Nevsehir, Uziim 17M3D31088
20 3 Nevsehir, Uziim 17M3D31089
21 @/ Aksaray, Uziim 17M3E21112
22 Aksaray, Uziim 17M3E21113
23 Aksaray, Uziim 17M3E21114
24 Ankara, Uziim 17M3F21122
25 Ankara, Uziim 17M3F21126
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26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52

HUF
(FoodOmics Laboratuvar Kiiltlir Koleksiyonu)

Ankara, Toprak
Ankara, Uziim
Eskisehir, Toprak
Karaman, Uziim
Karaman, Uziim
Ankara, Toprak
Adana, Toprak
Adana, Toprak
Adana, Toprak
Adana, Toprak
Adana, Toprak
Kirikkale, Uziim
Kirikkale, Toprak
Kirsehir, Uziim
Kirsehir, Uziim
Kirsehir, Toprak
Nevsehir, Uziim
Nevsehir, Uziim
Nevsehir, Uziim
Aksaray, Uziim
Ankara, Uziim
Ankara, Uziim
Eskisehir, Uziim
Sivas, Uziim
Konya, Uziim
Yozgat, Uziim
Yozgat, Uziim

17M3F21134
17M3F31136
17M3G32157
17M3H21208
17M3H21209
18M2Y 10013
18M2710001
18M2Z710009
18M2710014
18M2710021
18M2710026
18M3B21008
18M3B21010
18M3C21001
18M3C21008
18M3C21010
18M3D21001
18M3D21006
18M3D21008
18M3E21007
18M3F21010
18M3F21012
18M3G21009
18M3J21008
18M3K21007
18M3L.21008
18M3L21010
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Tez calismasi kapsaminda kontrol olarak kullanilan S. cerevisiae var. boulardii
CNCM I-745 susu ticari olarak satin alinan BIOCODEX Reflor 250 mg kapsiil tirtiniinden
izole edilmis ve Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 ve ATCC 6328 suslari ticari

olarak satin alinmistir.

Kullanilan S. cerevisiae suslari sivi besiyerine inokiile edildikten sonra 48 saat boyunca
30 °C’de, S. boulardii susu ise 37 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon periyodunun
ardindan s1v1 besiyerinden, icerisinde agarli besiyeri bulunan petrilere tek koloni diistirme
yontemiyle ekim yapilmis ve ardindan 48 saat boyunca ilgili sicakliklarda inkiibasyon
saglanmistir. Kat1 besiyerinde gozlenen makroskobik morfolojilere gore saf oldugu

belirlenen kiiltiirler +4 °C’de depolanmustir.

3.2. Mikroorganizmalara Uygulanan Biyokimyasal Testler
3.2.1. Belirlenen Sicakhklarda Gelisim

Canlandirilan ve stoklanan kiiltiirlerin farkli sicakliklarda gelisiminin izlenebilmesi
amaciyla YPD Broth besiyeri (Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri/ABD, iiriin kodu:
Y 1375) kullanilmistir. Bu amagla 30, 37 ve 45 °C’de gelisim testi gerceklestirilmistir
[6,103,104]. Mikroorganizmalardan her biri 2 6ze olacak sekilde 10 mL siv1 besiyerine
inokiile edilmistir. Ardindan 48 saat boyunca bulaniklik gelisimi not edilmistir.
Bulaniklik olusumuna bagli olarak suslarin belirtilen sicakliklardaki gelisimi pozitif veya
negatif seklinde ortaya konmustur. Denemeler iki paralel olacak sekilde

gerceklestirilmistir.

3.2.2. Glukoz ve Galaktoz Kullanimi

Mikroorganizmalarin glukoz ve galaktoz kullaniminin belirlenmesi i¢in igerisinde tek
seker kaynagi olacak sekilde glukoz veya galaktoz barindiran bazal besiyerleri
hazirlanmistir [103,104]. Bazal besiyerinin hazirlanmasinda 2,25 g/L toz maya ekstrakti
(Merck KGaA, Darmstadt/Germany, iiriin kodu: 103753) ve 3,75 g/L. pepton (Merck
KGaA, Darmstadt/Germany, iriin kodu: 107214) kullamilmigtir. Ayrica seker
kullanimiin fiziksel olarak gdzlenebilmesi amaciyla, renklendirici ajan olarak 50 g/75

mL bromtimol mavisi (Merck KGaA, Darmstadt/Germany, iiriin kodu: 103026)
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eklenmistir. Seker kaynagi olarak ise 20 g/l +-(D) glukoz (Merck KGaA,
Darmstadt/Germany, {riin kodu: 108337) veya D-galaktozdan (Merck KGaA,
Darmstadt/Germany, iiriin kodu: 3455) yararlanilmistir. icinde Durham tiipleri bulunan
15 mL hacimdeki besiyerlerine stok kiiltiirlerin tamamindan, her sus i¢in iki 6ze olacak
sekilde inokiilasyon gergeklestirilmistir. Deney silireci 15 giin  boyunca
37 °C’de inkiibasyonla devam etmistir. Bu siiregte besiyerlerinde gerceklesen renk
degisimleri ve gaz olusumlar kayit altina alinarak suslarin seker kullanim yetenekleri

ortaya konulmustur.

Deney sonuglarinin yorumlanabilmesi igin gerceklesebilecek renk degisimi, gaz
olusumuna dair anlamli sonuglara 6rnek resimler Sekil 3.1°de yer verilmistir. Tim

deneyler iki paralel olacak sekilde gerceklestirilmistir. Negatif kontrol olarak steril

besiyerleri inkiibasyon boyunca izlenmistir.

Sekil 3.1. Glukoz ve galaktoz kullanim1 testi muhtemel sonuglari

(Sirastyla kontrol (renk yesil, gaz olusumu yok), pozitif (renk degisimi sar1, gaz olusumu var),
negatif (renk degisimi mavi, gaz olusumu yok))

Glukoz ve galaktoz kullanim testine dair muhtemel sonuglar, besiyerinde ilgili sekerlerin
kullanim1 ile eklenen indikatér sayesinde ortaya g¢ikan renk degisimleri {izerinden
yorumlanmistir. Besiyerinde seker kaynaklarinin mikroorganizmalar tarafindan

kullanilmas: durumunda yesilden sariya dogru bir degisim kaydedilmektedir. Ayni

27



zamanda mikroorganizmalarin gelisimi sirasinda gerceklesen gaz olusumu Durham
tiipleri sayesinde gozlenebilmektedir. Ancak ilgili sekerlerin karbon kaynagi olarak
kullanilamamas1 durumunda besiyeri ortaminda bulunan aminoasitler, inkiibasyon
siirecinde besiyeri rengini yesilden maviye doniistiirmektedir. Bu durumun yaninda

Durham tiiplerinde gaz olusumu gozlenmesi beklenmemektedir [104].

3.2.3. Farkh pH’da Gelisim

Biyokimyasal testlerin son agsamasinda, farkli pH’da gelisim analizi i¢in kullanilan YPD
broth besiyeri pH’lar1 2N HCI (Hidroklorik Asit, Sigma Aldrich, St.
Louis/Missouri/ABD, {iriin kodu: 30721) kullanilarak 1.5, 2.0, 2.5 ve 3.0 degerlerine
ayarlanmistir. Deney siiresince 50 mL hacimli santrifiij tiipleri (ISOLAB GmbH,
Eschau/Almanya, iiriin kodu: 078.02.001) kullanilmistir. Spektrofotometrik 6l¢timler tek
kullanimlik spektorofotometrik kiivetlerde (ISOLAB GmbH, Eschau/Almanya, iirlin
kodu: 098.02.002), Genesys 10S UV-VIS Spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific,
Waltham/Massachusetts/ABD, iiriin kodu: 840-208100) ile gerceklestirilmistir.

Bu asamada suslarin 1.5, 2.0, 2.5 ve 3.0 pH degerlerine sahip besiyerlerinde canli
kalabilme yetenekleri test edilmistir. Bu analizde biyokimyasal testler boyunca 37 ve
45 °C’de gelisim gosteren ve 15 giinliik siiregte galaktoz kullanimi gozlenmeyen suslar
kullanilmistir. Bu amagla stok durumundaki suslarin 24 kuyulu, igerisinde 2 mL sivi
besiyeri bulunduran steril hiicre kiiltiirii petrilerine (Greiner Bio-One International
GmbH, Kremsmiinster/Avusturya, iirlin kodu: 662160) her sustan iki 6ze olacak sekilde
inokiilasyon gerceklestirilmistir. Tiim petriler 48 saat boyunca 37 °C’de inkiibasyona
birakilmistir. Canlandirilan suglar, igerisinde belirtilen pH degerlerinde 25 mL sivi
besiyeri bulunduran santrifiij tiiplerine (ISOLAB GmbH, Eschau/Almanya, iiriin kodu:
078.02.001) aktarilmistir. Deneyin baglatilmasi amaciyla santrifiij tiiplerine %1 inokulum
eklenmistir. Suslarin gelisiminin gézlenebilmesi amaciyla 0, 4, 8, 12 ve 16. saatlerde 600

nm’de tiirbidimetrik Sl¢timler alinmigtir [105].
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Kontrol olarak her bir mikroorganizmanin, igerisinde normal pH’ya sahip besiyeri
bulunduran tiiplerdeki gelisimleri, deneyle es zamanli olarak izlenmistir. Tiim ¢aligmalar
iki biyolojik tekrar ve iki teknik tekrar olacak sekilde gerceklestirilmistir. Absorbans
degerleri kaydedilmis ve suslarin 600 nm’deki standart egri denklemi kullanilarak
gelisimleri log (kob/mL) cinsinden hesaplanmistir. Kullanilan standart egri denklemi

asagidaki gibidir:

y=0,0949x-0,0068 (3.1)

y= 600 nm’deki absorbans degeri (A°)

x= Logaritma cinsinden hiicre konsantrasyonu (kob/mL)

3.3. AAD15 genine spesifik qPCR-HRM Analizi

Daha 6nce farkli sicakliklarda gelisim, glukoz/galaktoz kullanimi ve farkli pH’da gelisim
testlerine tabi tutulan suslar arasindan seg¢ilen mikroorganizmalara, Aril-Alkol
Dehidrogenaz (4ADI15) genine spesifik qPCR-HRM analizi uygulanmistir. HRM
analizinin gercgeklestirilebilmesi i¢in suglar dncelikle YPD Broth besiyeri (Sigma Aldrich,
St. Louis/Missouri/ABD, iiriin kodu: Y1375) kullanilarak canlandirildiktan sonra, EURX
markasina ait GeneMATRIX Bacterial & Yeast Genomic DNA Purification Kit (EURX
Sp., Gdansk/Polonya, iiriin kodu: E3580) kullanilarak DNA izolasyonu yapilmstir. Lizis
asamasinda B-merkaptoetanol (Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri/ABD, firiin kodu:
M3148) kimyasal1 eklenmistir. Ayrica hiicre duvarlarinin pargalanma veriminin
arttirllmas1  amaciyla litikaz  enzimi (=500 U/mL, Sigma Aldrich, St.
Louis/Missouri/ABD, iiriin kodu: SAE0098) ve RNA kalintilarinin 6niine gecilmesi
amaciyla kit icerigindeki RNase A enzimi kullanilmistir. Deney boyunca santirfiij (Niive,
Ankara/Tirkiye, NF 800) ve mikroplaka santrifiij (Hangzhou Miu Instruments,
Zhejiang/Cin, MiniP-2500) ile inkiibasyon agamalarinda blok 1siticidan (Major Science
Co., Ltd, Taoyuan City/Tayvan, MD-01N) yararlanilmistir. Ayrica DNA konsantrasyon
ve saflik degerlerinin belirlenmesi i¢in NanoDrop 2000/2000c¢ (Thermo Fisher Scientific,
Waltham/Massachusetts/ ABD, ND-2000) cihaz1 kullanilmigtir. HRM analizinde qPCR
karisimlarinda PCR Grade Water (BioShop Canada Inc., Ontario/Kanada, {iriin kodu:
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WAT333), 5x HOT FIREPol EvaGreen® HRM Mix (Solis BioDyne, Tartu/Estonya,
iirin  kodu: 08-31-00001) ve LightCycler 96 qPCR cihaz1 (Roche Diagnostics,
Basel/Isvicre, iiriin kodu: 5815916001) ile analizler gergeklestirilmistir.

Izolasyon asamalari iki basamakli olarak gerceklestirilmistir. Prosediir kapsaminda ilk
olarak gerceklestirilen liziz agamasidir. Liziz asamasinda izole edilecek DNA’larin ait
oldugu mikroorganizmalar sivi besiyerinde 1 gece boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun ardindan besiyerleri 2 mL hacmindeki mikrosantrifiij tiiplerine alinarak
13000 g’de 5 dakikalik santrifiij uygulanmigtir. Bu basamak pellet agirliklar1 50 mg olana
dek tekrarlanmigtir. Santriflij islemi sonrasinda siipernatant tamamen uzaklastirilmis ve
pellete kit icerisindeki, i¢inde %0,001 (v/v) B-merkaptoetanol bulunan 350 pL Lyse BG
cozeltisi eklenmigtir. 13000 g’de 1 dakikalik santrifiijiin ardindan tekrar Lyse BG ve
B-merkaptoetanol karisimi pellete eklenerek pipetleme yoluyla karigtirma saglanmigtir.
Ardindan hiicre karisimina 10 pL (20 mg/mL) litikaz ve 3 pL (10 mg/mL) RNase A
eklenmistir. Enzim eklenmesinin ardindan tiipler iki dakika boyunca vortekslenerek kuru

inkiibatorde 30°C’de 1 saat boyunca inkiibe edilmistir.

Suslarin Canlandirilmasi Hiicrelerin
9763 Toplanmam
6328
745
16M3H11104 @ -
16M3B11021
17M3D31089
Santrifiij Santrifiij

RNase ve
Litikaz

Inkiibasyon
_ 30°C
1 saat

Sekil 3.2. DNA izolasyonu sirasinda uygulanan lizis asamasina ait akis semast
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Ikinci asamada ise, inkiibasyon basamagmin ardindan elde edilen drneklere 20 pL
Proteinaz K eklenmistir. Enzim eklemesinin ardindan 15 saniye vorteks islemi
gerceklestirilmistir. Ornekler kuru inkiibatérde 55 °C’de 1 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon periyodu boyunca 10 dakika araliklarla tiipler calkalanmistir.
Ardindan tiiplere kit i¢eriginde bulunan 350 pL Sol BG kimyasali eklenmis ve 3 saniye
vorteks uygulanmistir. Ornekler 55 °C’de 15 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra 15
saniye daha vorteks uygulanmasmin ardindan 13000 g’de 5 dakika santrifiij islemi
uygulanmistir. Islem sonunda elde edilen siipernatant DNA baglama kolonuna
aktarilmistir. Kolonlar bu islemden en az 15 dakika 6ncesinde kit icerigindeki 30 pL
Buffer BG kimyasali ile 1slatilmigtir. Stipernatant igeren kolonlar 13000 g’de 1 dakikalik
santrifiijiin ardindan 450 pL Wash BGX kimyasali eklenmis ve tekrar santrifiijlenmistir.
Ayni islem iki kez tekrarlanmis ve herhangi bir kimyasal ilavesi yapilmadan bos sekilde
santrifiijlenmistir. Ardindan kolonlar steril 2 mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine
aktarilmistir. Kolonlara baglanan DNA’larin elde edilebilmesi i¢in 50 puLL Elution Buffer
kullanilarak 10 dakikalik inkiibasyon sonrasinda aynmi kosullarda santrifiij isleminin

ardindan DNA izolasyonu tamamlanmaigtir.

Proteinase K

Sol BG
inkiibasyon — Inkiibasyon
- ¥ — ﬁ T —_— 55°C S
1 saat U 15 dakika
g“"""“] Sdnll‘llllj Wash BGX
[”‘ o ) T F’, O e O = ﬁ
[ @) O/
od” o oS
e
Santrifiij Santrifiij
- Elution
0 O O\\ o . Inkiibasyon O ) (O)
f‘lo 0\ e _— Oda Sicakligt — | O ‘)) —
o e O reakl O e O
\ @) o/ 10 dakika \O o/
pelelerg X000

NanoDrop

Sekil 3.3. DNA izolasyonu asamasina ait akis semasi
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Elde edilen DNA 6rnekleri -20 °C’de depolanmistir. Ayrica niikleik asit konsantrasyonu
(ng/pL) ve saflik degerleri 260 ve 280 nm’de, faktor birimi 50 olacak sekilde 6l¢iilmiistiir.
Deney boyunca S. cerevisiae kontrol olarak 9763 ve 6328 kullanilirken
S. boulardii kontrol olarak ise 745 numarali sus kullanilmistir. DNA izolasyonuna ait tiim

ornekler ii¢ paralel olacak sekilde gerceklestirilmistir.

Tez calismasi kapsaminda secilerek kullanilan HUF kodlu S. cerevisiae suslaria
uygulanacak olan HRM analizinde kullanilmak {izere onceki ¢alismalarda S. boulardii

genomunda eksik oldugu belirtilen A4D15 genine spesifik primerler tasarlanmigtir [78].

Bu amagla, oncelikle niikleotid sekanslart NCBI [106] veritabanindan elde edilmistir.
Ilgili gene ait ozellikler Sekil 3.4°te yer almaktadir. Primerler, Primer3web 4.1.0
kullanilarak amplikon uzunluklarinin 100 ila 200 bp arasinda olmasina dikkat edilerek

tasarlanmigtir. Primerlere ait 6zelliklerin tamami Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Chromosome XV - NC_001147.6
[sssp [8115p

YOL166MH-A AADLS YOL164M-A BDS1

Sekil 3.4. AAD15 geninin genetik icerigi [106]

Cizelge 3.2. HRM caligmasi i¢in tasarlanan 44D 15 primerine ait 6zellikler

Sistematik Amplikon m*
Gen GenID  Fonksiyon Primerler Uzunlugu
Adi % °O)
(bp*)
: F:ggatgtcatgggaggtggaa 59.08
Aril Alkol ggaigicalgggaggigg
YOL165C AADI5 853999 ' O 150
Dehidrogenaz R:actcagtgccatgttcctea 58.94

*bp: Baz cifti, Tm: Erime sicaklifi, F: forward (ileri) ve R: reverse (geri) primerleri temsil

etmektedir.
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Kullanilan HRM Mix’in igeriginde DNA polimeraz, tampon, MgCI2, dNTP’ler
(Niikleozid Trifosfat), EvaGreen boya ve Bovine Serum Albumin bulunmaktadir.
Analizler icin AAD15 ileri ve geri primer konsantrasyonlart 100 nM; HRM mix hacmi 4
puL, PCR Grade Water hacmi 11,6 pL, DNA konsantrasyonlar1 2 ng/uL olacak sekilde
ayarlanmigtir. DNA Ornekleri haricindeki tiim bilesenler mikrosantrifiij tiiplerine
koyularak pipetleme yoluyla karistirilmistir. Ardindan hazirlanan karigimdan 6rnek
basina 16 pL alinarak 96 kuyulu PCR plakalarina eklenmistir. Toplam deney hacmi 20
pL’dir. Her bir kuyuya DNA Ornekleri eklendikten sonra plakalar, herhangi bir kopiik
olusumuna kars1 santrifiijlenmistir. Son agsamada plakalar qPCR cihazi kullanilarak HRM
analizine tabi tutulmustur. Analiz i¢in kullanilan parametreler Cizelge 3.3’te

gosterilmistir.

Cizelge 3.3. qPCR-HRM analizinde kullanilan parametreler

Asama Sicaklik Stire Dongii Sayist
[k Denatiirasyon 95 °C 15 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 15 saniye
Baglanma 60-65 °C 20 saniye 40
Uzama 72 °C 20 saniye
HRM 65-95°C 1
Sogutma 4°C Belirsiz 1

qPCR-HRM analizi sonucunda elde edilen fark ve erime egrilerinin yanisira erime
sicakliklart (Tm) ve dongii sayilart (Cq) da dikkate alinarak, S. boulardii suslarinin

S. cerevisiae suglarindan ayrimi saglanmistir.

3.4. Soya Unu Bazh Hamur Fermantasyonu ve Uriinlerin Elde Edilmesi

Uriin gelistirme asamasinda gidaya inokiile edilecek secilen suslar YPD Broth besiyeri
(Sigma  Aldrich, St. Louis/Missouri/ABD, iiriin kodu: Y1375) kullanilarak
canlandirilmistir. Hiicre sayisinin belirlenmesi amaciyla spektrofotometrik dl¢timler i¢in
tek kullanimlik kiivetler (ISOLAB GmbH, Eschau/Almanya, iiriin kodu: 098.02.002) ile
Genesys 10-S UV-VIS Spektrofotometre Genesys 10S UV-VIS Spektrofotometre
(Thermo Fisher Scientific, Waltham/Massachusetts/ABD, iiriin kodu: 840-208100) cihaz1
kullanilmistir. Hiicrelerin hasadi ve yikanmasi i¢in %0,9 (w/v) oraninda saf su ile

hazirlanan NaCl (Sodyum Kloriir) (Merck KGaA, Darmstadt/Germany, iiriin kodu:
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106404) kullanilarak santrifiijlenmistir (Niive, Ankara/Tiirkiye, NF 800). Hazirlanan
karisim ve {riinler fermantasyon siiresince etiivde (Niive, Ankara/Tiirkiye, EN400)
muhafaza edilmistir. Uriinlerin pisirilmesi igin ise ev tipi firm (Kumtel, Istanbul/Tiirkiye)

kullanilmistir.

Fermantasyon takibinde pH o6l¢iimleri i¢in el pH metresi (Adwa Insturment,
Szeged/Bulgaristan, iiriin kodu: AD14) ve mikroorganizma sayimi i¢in tek kullanimlik,
steril, i¢erisinde YPD Agar bulunacak sekilde hazirlanan petrilerde (ISOLAB GmbH,
Eschau/ Almanya, tiriin kodu: 081.02.161) sayim yapilmistir. Her rnek i¢in 10'°a kadar
diliisyon hazirlanmig ve diliisyon i¢in hazirlanan serum fizyolojik 121° C’de 15 dakika

sterilize edilerek kullanilmistir.

3.4.1. Formiilasyon ve Son Uriin Eldesi

Bu ¢aligmada firmcilik iirtinleri i¢inde yer alan kurabiye ve kraker formiilasyonlarinda
kullanilmak {izere ticari soya unu temin edilmistir. Kullanilan ticari soya ununa ait enerji

ve besin dgeleri 6zellikleri Cizelge 3.4’te 6zetlenmistir.

Cizelge 3.4. Kullanilan soya ununa ait enerji ve besin dgeleri [107].

Enerji ve Besin Ogeleri (100 g igin)

Bilesen Miktar
Enerji (kcal) 475
Yag (g) 20,5
Karbonhidrat (g) 32
Protein (g) 36
Lif (g) 9,6
Tuz (g) 0.1

Bu c¢alismada kraker ve kurabiyelerin formiilasyonu Han ve arkadaslar1 (2010) temel
alimarak modifiye edilmistir [108]. Kullanilan formiilasyonlar Cizelge 3.5’te

gosterilmistir.
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Cizelge 3.5. Calismada kullanilmak {izere optimize edilen kraker ve kurabiye
formiilasyonlari

Kraker Formiilasyonu Kurabiye Formiilasyonu
300 g soya unu
300 g soya unu 60 g bugday unu
100 g bugday unu 150 g sakkaroz
20 g ticari sofra tuzu 150 g tereyagi
50 mL bitkisel s1v1 yag 60 g misir nigastasi
70 mL igme suyu 30 g kabartma tozu

15 g vanilya 6ziitii

Formiilasyonlara kiiltiir inokiilasyonu gergeklestirilebilmesi amaciyla 9763, 745 ve
HUF16M3H11104 numarali suslar, stok petrilerden 250 mL sivi besiyerine inokiile
edilmistir. 745 ve HUF16M3H11104 kodlu suslar 37 °C’de, 9763 kodlu sus ise 30 °C’de
600 nm’deki absorbans degerleri 1.0 + 0.005 A°’a ulasana dek inkiibe edilmistir [109].
Inkiibasyonun ardindan hiicre hasadi amaciyla tiiplere 9000 g’de 10 dakika santrifiij
uygulanmistir. Besiyeri uzaklastirilarak pellet elde edilmistir. Ardindan pelletler NaCl
cozeltisi ile yikanmustir [110]. Hiicre ¢ozeltileri 1:1 oraninda ticari soya unu ile
karistirilarak soya karigsimi elde edilmistir. Elde edilen karigimlar, iiriin formiilasyonunda
kullanilacak toplam f{irlinlerin %5’ini olusturmustur. Hazirlanan hamurlar ig¢in
fermantasyon normu 35 °C’de 48 saat olarak uygulanmistir. Ardindan elde edilen

hamurlar parcalara ayrilarak 180 °C firinda 8 dakika boyunca 1s1l igleme tabi tutulmustur.

Hem kullanilan farkli mikroorganizmalarin hem de fermantasyon prosesinin son {irtinler
iizerindeki etkilerini anlayabilmek amaciyla, fermantasyon iglemine tabi tutulmayan
kontrol grubu ve farkli mikroorganizmalar kullanilarak fermantasyona tabi tutulan

ornekler olmak tizere iki farkli grupla ¢alisilmistir.

Fermantasyon Oncesi, formiilasyon ve fermantasyon takibi sirasinda izlenen islem
basamaklar1 Sekil 3.5’te ve calismanin gergeklestirilmesi sirasinda kullanilan

isimlendirme stratejisi Sekil 3.6°da gosterilmistir.
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Santrifiij

( N 16M3H11104

YPD Broth, 200 mL
' 30 ve 37 °C'de inkiibasyon ’ l

%0,9 NaCl ¢ozeltisi ile
hiicrelerin yrkanmast

Hasat edilmis hiicreler
200 mL NaCl soliisyonu
200 g Soya unu

ve
Supcmalanlm
uzaklastirilmast

_
Bir gece inkiibasyon

Biyokiiltiir Eldesi

Kraker Formiilasy Kurabiye F

35°C'de 48 saat
inkiibasyon

—_—

300 ¢ soya unu
60 ¢ bugday unu
50 g sakkaroz

300 g soya unu

nisastast
tma tozu
15 g vanilya oziitia

70 mL igme suyu

Maya Hasad1

Soya Karisiminin Hazirlanmasi

Hamur Eldesi

Fermantasyon Takibi

Son Uriin Eldesi

Sekil 3.5. Fermantasyon dncesi, formiilasyon ve fermantasyon takibi sirasinda izlenen

islem basamaklari

Kraker

Soya Unu Bazlh
Uriinler

Kurabiye
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Fermantasyon Islemi
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Uretilen Uriin
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Mikroorganizmalar

AC (Kontrol)

9763 - AT1

Kullanilarak Fermente
Edilen Uriinler

N

Fermantasyon Islemi

745 - AT2
16M3H11104 - AT3
L J

4 N\

Uygulanmadan
Uretilen Uriin

Farkl
Mikroorganizmalar

BC (Kontrol)

Kullanilarak Fermente
Edilen Uriinler

L J
4 N\
9763 - BT1
745 - BT2
16M3H11104 - BT3
L J

Sekil 3.6. Soya unu bazli iiriinlere ait isimlendirme stratejisi
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Tim islemler sonucunda elde edilen son iiriinlere verilen kodlar Cizelge 3.6’da

gosterilmistir.

Cizelge 3.6. Son iirlinlere ait isimlendirme ve iiriin kodlar1

Uriinler ve Kodlari

9763 kullamilarak iiretil AT 0763 Kullanilarak iretil Bl
ullanilara 1.1re ilen soya AT1b ullani ara' ur'e ilen soya BTIb
krakeri kurabiyesi
ATlc BTlc
745 kullamilarak iretil AT 745 kullanilarak iiretil Btz
ullanilara u.retl en AT2b ullan ara. ur§t1 en BT2b
soya krakeri soya kurabiyesi

AT2c BT2c
HUF16M3H11104 AT3a HUF16M3H11104 BT3a
kullanilarak tiretilen AT3b kullanilarak tiretilen BT3b
soya krakeri AT3c soya kurabiyesi BT3¢
ACa BCa

Mikroorganizma kullanilmadan Mikroorganizma kullanilmadan
. . ACb . . BCb

iiretilen kontrol soya krakeri iiretilen kontrol soya kurabiyesi
ACc BCc

*Uriin kodunda yer alan kiiciik harfler teknik tekrarlar temsil etmektedir.

Son iirlin eldesinin ardindan kraker ve kurabiye {iriinlerine kimyasal analizlerin yanisira
protein analizleri, yag asidi kompozisyonu tayini, birincil metabolitlerin belirlenmesi,
antioksidan aktivite ve toplam fenolik i¢erigin belirlenmesinin ardindan renk ve tekstiir
analizleri uygulanmistir. Analizlerin gerceklestirilmesi siiresince, kraker ve kurabiye

ornekleri vakumlu posetlerde -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.4.2. Fermantasyon Siireci ve Fermantasyon Takibi

Uriin formiilasyonu ve hamurlarin hazirlanmasinin ardindan 35 °C’de 48 saatlik
fermantasyona birakilmigtir. Siire¢ boyunca 0, 24 ve 48. saatlerde kraker ve kurabiye
hamurlarinin tamamindan 6rnekler alinmistir. Alinan 6rneklerde pH analizi ve ylizeye

yayma yontemi ile mikroorganizma sayimlar1 ger¢eklestirilmistir [109,111].
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3.5. Kimyasal Analizler

Kimyasal analizlerin tiim asamalarinda kullanilmak iizere son firiinler ticari 6giitiicii
kullanilarak (Waring Commercial, Stamford/ABD, iiriin kodu: BO11BG) homojenize

edilmistir.

Nem ve kuru madde belirlenmesi igin kurutma siiresince etiiv (Binder GmbH,
Tuttlingen/Almanya, ED115), hassas tarti (Radwag, Radom/Polonya, WTB 200) ve
desikator kullanilmistir. Kiil analizi i¢in ise yakma firin1 (Protherm, Ankara/Tiirkiye, PLF
110/8) ve porselen krozeler ISOLAB GmbH, Eschau/Almanya, iiriin kodu: 038.14.H30)

kullanilmistir.

Protein izolasyonunda %3,5 NaCl (Sodyum Kloriir, Sigma Aldrich, St.
Louis/Missouri/ABD, iiriin kodu: S3014) icerisinde 0,1 M NaOH (Sodyum Hidroksit,
Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri/ABD, iiriin kodu: 106498) bulunduran solvent
hazirlanmistir. Bu asamada 15 mL hacimli santrifiij tlipleri (StarLab GmbH,
Hamburg/Almanya, iiriin kodu: E1415-0200), inkiibasyon siiresince ise etiiv (Niive,
Ankara/Tiirkiye, EN400) ve santrifiij (Niive, Ankara/Tiirkiye, NF 800) kullanilmstir.

Protein miktar1 tayininde Bradford yonteminin uygulanmasi sirasinda, standart egri
olusturulmasi i¢in 3 mg/100 mL konsantrasyonunda stok BSA (Bovine Serum Albumin,
Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri/ABD, iiriin kodu: A2153) hazirlanmistir. Bradford
ajan1 (Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri/ABD, {iriin kodu: B6916) Whatman 1 filtreden
(Whatman International Ltd., Buckinghamshire/Birlesik Krallik, {iriin kodu: 1001 125)
gecirilmistir. Spektrofotometrik 6l¢iimler 96 kuyulu steril hiicre kiiltiirii petrileri (Greiner
Bio-One International GmbH, Kremsmiinster/Avusturya, iriin kodu: 650160)
kullanilarak gergeklestirilmistir.

Yag asidi kompozisyonunun belirlenmesi i¢in drneklerin hazirlanma asamasinda hassas
tart1 (Radwag, Radom/Polonya, WTB 200), 15 mL hacimli santrifiij tiipleri (StarLab
GmbH, Hamburg/Almanya, iirlin kodu: E1415-0200), calkalayici (N-BIOTEK,
Gyeonggi-do,Giiney Kore, iiriin kodu: NB-101MC), ultrasonik banyo (ISOLAB GmbH,
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Eschau/Almanya, {iriin kodu: 621.05.001) ve santrifiij (Niive, Ankara/Tiirkiye, NF 800)
kullanilmistir. Bu siiregte kullanilan kimyasallar ise n-hekzan (ISOLAB GmbH,
Eschau/Almanya, tirlin kodu: 930027250), KOH (Potasyum Hidroksit, Sigma Aldrich,
St. Louis/Missouri/ABD, iirlin kodu: P1767) ve metanol (Sigma Aldrich, St.
Louis/Missouri/ABD, iiriin kodu: 676780)’diir. Ayrica standart olarak cis/trans F.A.M.E
Column Performance Mix (Supelco Inc., Darmstadt/Almanya, {iriin kodu: 40495)
iiriiniinden yararlanilmistir. Ayrica amber renkli N8-1,5 mL hacimli vialler ve vial kapagi
(ISOLAB GmbH, Eschau/Almanya, iiriin kodu: 095.00.002) kullanilmistir. GC-FID
sisteminde (Thermo Fisher Scientific, Waltham/Massachusetts/ABD, TR-WAX 30 m x
0.25 mm, 0.25 pm) kolonu kullanilmastir.

Birincil metabolit analizi i¢in ekstraksiyon ¢ziiciisli olarak metanol (Sigma Aldrich, St.
Louis/Missouri/ABD, {iriin kodu: 676780) kullanilmistir. Bunun disinda kromatografi
analizine uygun sudan (ISOLAB GmbH, Eschau/Almanya, iiriin kodu: 983.017.2501)
yararlanilmigtir. Ayrica santrifiij (SciQuip Ltd., Shropshire/Birlesik Krallik, tiriin kodu:
Sigma 3-18k), ekstraksiyon veriminin arttirilmast amaciyla ultrasonik banyo (ISOLAB
GmbH, Eschau/Almanya, iirlin kodu: 621.05.001) ve galkalayic1 (N-BIOTEK, Gyeonggi-
do/Giiney Kore, iiriin kodu: NB-101MC) kullanilmstir. Islemler 2 mL hacimli santrifiij
tiplerinde = (ISOLAB  GmbH, Eschau/Almanya, {riin kodu: 078.03.021)
gerceklestirilmistir.  Uriinlere  ileriki asamalarda  piridin  (Sigma  Aldrich,
Darmstadt/Almanya, iirlin kodu: 33553) ve metoksiamin hidrokloriir (Sigma Aldrich, St.
Louis/Missouri/ABD, iiriin kodu: 226904) eklenmistir. Derivatizasyon islemi igin
MSTFA (N-Methyl-N-(trimethylsilyl) trifluoroacetamide) (Supelco Inc.;
Darmstadt/Almanya, iiriin kodu: 69479) kullanilmistir. Orneklerin analizi i¢in ise 1,5 mL
hacimli amber renkli GC viallerinden (ISOLAB GmbH, Eschau/Almanya, iiriin kodu:
095.00.002) yararlanilmistir.

GC-MS analizleri Hacettepe Universitesi ileri Teknolojiler Uygulama ve Arastirma
Merkezi (HUNITEK)’nde bulunan Agilent 7890B GC/ 5977A Series MSD Systems
cihazinda gergeklestirilmistir. Metabolitlerin ayrimi i¢in  Agilent 19091S-433:
1077.39745 HP-5 ms kolonu, 30 m x 250 um x 0.25 um kolonu kullanilmistir.
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Uriinlerin antioksidan aktivitesinin belirlenebilmesi igin ABTS (2,2-Azinobis-(3-
Ethylbenzthiazolin-6-Sulfonic Acid, Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri/ABD, iiriin kodu:
ES004), potasyum persiilfat (Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri/ABD, iiriin kodu:
216224), trolox (Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri/ABD, iiriin kodu: 238813), metanol
(Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri/ABD, iiriin kodu: 676780), etanol (ISOLAB GmbH,
Eschau/Almanya, iiriin kodu: 920.026.2500) kimyasallarinin yan1 sira 2 mL hacimli
santrifiij tlipleri (ISOLAB GmbH, Eschau/Almanya, iirtin kodu: 078.03.021) ve 15 mL
hacimli santrifiij tiipleri (StarLab GmbH, Hamburg/Almanya, iiriin kodu: E1415-0200)

kullanilmistir.

Toplam fenolik igerigin belirlenmesi sirasinda, drneklerin tartimi sirasinda hassas tart
(Radwag, Radom/Polonya, WTB 200) kullanilmistir. Ayrica analizler boyunca drnekler
15 mL hacimli santrifiij tiipleri (StarLab GmbH, Hamburg/Almanya, iiriin kodu: E1415-
0200) ve 2 mL hacimli santrifiij tliplerinde (ISOLAB GmbH, Eschau/Almanya, iiriin
kodu: 078.03.021) tutulmustur. Deney siiresince kullanilan kimyasallar NaOH (Sodyum
Hidroksit, Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri/ABD, iiriin kodu: 106498), HCI
(Hidroklorik Asit, Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri/ABD, iiriin kodu: 30721), metanol
(Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri/ABD, iiriin kodu: 676780), Etil eter (Sigma Aldrich,
Darmstadt, Germany, iirlin kodu: 268925-50G) ve etil asetat (Sigma Aldrich, Darmstadt,
Germany , iriin kodu: 319902-1L) kullanilmisgtir. Standart egri olusturulmasinda ve
orneklerin toplam fenolik igeriginin spektrofotometrik olarak belirlenmesi icin ise Folin-
Ciocalteu ajan1 (Merck KGaA, Darmstadt, Germany, iiriin kodu: F9252-100ML),
NaxCO3 (Sodyum Karbonat, Merck KGaA, Darmstadt, Germany, iiriin kodu: 223530-
500G) ve gallik asit (ISOLAB GmbH, Eschau/Almanya, iiriin kodu: 925.021.0100)
kullanilmistir. Bu siiregte Olgiimler tek kullanimlik spektorofotometrik kiivetlerde
(ISOLAB GmbH, Eschau/Almanya, iirtin kodu: 098.02.002), Genesys 10S UV-VIS
Spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific, Waltham santrifiij (Niive, Ankara/Tiirkiye,
NF 800) yapilmis ve pH Olglimleri igin el pHmetresi (Adwa Insturment,
Szeged/Bulgaristan, iiriin kodu: AD14) kullanilmistir. Inkiibasyonlar ise calkalamali
inkiibatorde (Bioevopeak, Shandong/Cin, iiriin kodu: ICB-S100B) ger¢eklestirilmistir.
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3.5.1. Nem ve Kuru Madde Analizi

Nem ve toplam kuru madde miktarlarinin belirlenmesi amaciyla tek adimli, Uluslararasi
Amerikan Hububat Kimyacilar1 Dernegi’ne ait 44-15A sayili metot kullanilmistir.
Hazirlik asamasinda deneyde kullanilacak kurutma kaplar1 ve kapaklar1 bir gece dnce
130 °C’ye ayarlanmis etiivde, kapaklar1 kapali olacak sekilde kurutulmustur. Ardindan
kaplar desikatore alinarak oda sicakligina getirilip tartilmistir (mgara). Daha Once
homojenize edilerek toz haline getirilmis gida 6rnekleri 3 g olacak sekilde kurutma
kaplarma alinmistir. Orneklerin ilk agirhigm not etmek iizere, iiriin igeren kaplar
kapaklar1 kapali olarak tartilmistir (m;). Kurutma islemine baslamak icin, kaplar
kapaklar1 agik olacak sekilde etiive yerlestirilmistir. Kurutma islemine iki saat boyunca
devam edilmis ve ardindan kaplarin kapaklar1 kapatilmistir. Kapali sekilde olan kaplarin
tamami desikatore koyularak oda sicakligina gelmesi beklenmistir. Oda sicakligindaki
orneklerin tamami tartilmis ve sonuglar kaydedilmistir. Sabit tartim alinincaya kadar
tartima devam edilmistir (m2). Nem ve kuru madde yiizdelerinin hesaplanmasi amaciyla
gerceklestirilen deneylerde her Ornekle tiger paralel olacak sekilde ¢alisilmistir.
Gergeklestirilen tiim islemler sonucunda %nem ve kuru madde oranlar1 asagidaki

formiiller kullanilarak hesaplanmstir.

ml — m?2
%Nem = ——  x100 (3.2)
m1l — mdara

%Toplam Kuru Madde = 100 — %Nem (3.3)

Mdara: Kurutulmus, bos kurutma kabi1 ve kapagin toplam agirligi (g),

mi: Analiz edilen 6rnek, kurutma kab1 ve kapaginin kurutma islemi 6ncesindeki toplam
agirlig (g),
mo: Analiz edilen 6rnek, kurutma kabi1 ve kapaginin kurutma islemi sonrasindaki toplam

agirhig (g).
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3.5.2. Kiil Analizi

Son iiriinlerdeki toplam kiil miktarinin belirlenebilmesi i¢in Harris ve arkadaslarina
(2017) ait kiil analizi protokolii kullanilmistir. Bu amacla daha 6nce kurutma islemleri
uygulanan gida 6rnekleri analiz edilmistir. Kurutulan iirlinlerin igeriginde bulunan %kiil
oranlarinin hesaplanabilmesi i¢in dncelikle 2N HCl kullanilarak bir gece dnceden yikanan
ve kurutulan krozeler 24 saat boyunca kurutulmustur. Kullanim i¢in bir gece boyunca
desikatore kaldirilmistir. Kuruyan krozeler tartilmistir (mgar). Kroze igerisine 2 g
kurutulmus 6rnek koyularak tartim yapildiktan sonra (mi) ornekler beyaz renkli kiil
durumuna gelinceye kadar 2 saat boyunca yakma islemi gergeklestirilmistir. Siire
sonunda igerisinde yakilmig Orneklerin bulundugu krozeler desikatore kaldirilip
sogutulmustur. Sogutulan ornekler tartilarak (m2) sonuglar kaydedilmistir. Bu analizde
tiim ornekler iki paralel olacak sekilde islemler gerceklestirilmistir. Yiizde kiil oraninin

hesaplanmasi isleminde asagidaki formiil kullanilmistir.

. m2-—mdara
%Kil = —  x100 (3.4)
ml — mdara

Mdara: Kurutulmug krozelerin agirligi (g),
mi: Analiz edilen 6rnek ve krozelerin yakma islemi 6ncesindeki toplam agirligi (g),

mo: Analiz edilen 6rnek ve krozelerin yakma iglemi sonrasindaki toplam agirligi (g).

3.5.3. Protein Analizi

3.5.3.1. Protein Ekstraksiyonu

Ornek igeriginde bulunan protein miktarinin belirlenebilmesi amaciyla éncelikle tuz
alkali metodu kullanilarak protein ekstraksiyonu gerceklestirilmistir [112]. Bu dogrultuda
ogitiilmiis kraker ve kurabiye Orneklerinin her birinden 0,2 g tartilarak
12 mL saf su ile karigtirllmis ve homojenize edilmistir. Ardindan 24 saat boyunca
60° C’de inkiibe edilen drneklere 4000 g’de 15 dakika boyunca santrifiij uygulanmigtir.
Stipernatant uzaklastirildiktan sonra elde edilen pellete 12 mL solvent eklenerek
cozdiiriilmiistiir. Tekrar 24 saat boyunca 60° C’de inkiibe edilen 6rneklere 4000 g’de
15 dakika boyunca santrifiij uygulanmistir. Son olarak elde edilen siipernatant Bradford

tayini uygulanmak tizere ayrilmistir.
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3.5.3.2. Bradford Tayini

Spesifik formiilasyonlarla gelistirilen gida 6rneklerinde son {iriin eldesinin ardindan,
protein miktarinda meydana gelen farkliliklarin arastirilabilmesi amaciyla iiriinlere
temelinde Bradford Tayini [113] yatan ve mikroplakalar kullanilarak daha az hacimde
Olciim gergekelestirilebilen bir protein tayini uygulanmistir [114]. Bu amagla oncelikle
bilinmeyen Orneklerin protein miktarinin tespit edilebilmesi i¢in standart egri
olusturulmustur. Standart egri olusturulurken 0 ila 3,0 mg/mL konsantrasyonlarinda BSA
cozeltileri hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerden 5 pL alinarak 96 kuyulu steril hiicre kiiltiirii
petrilerine eklenmistir. Kuyularin her birine 250 pL Bradford ajani eklenerek renk
degisimi goriilmesi i¢in 5 dakika boyunca inkiibasyon saglanmistir. Tiim Ornekler 595
nm’de okutularak standart egri olusturulmustur. Blank olarak icerisinde 5 pL saf su ve
250 pL Bradford ajani bulunan ¢ozelti kullanilmistir. Tiim denemeler ii¢ paralel olacak
sekilde gergeklestirilmistir. BSA ¢o6zeltisi konsantrasyonlart ve hacimlerine Cizelge

3.7°de yer verilmistir.

Cizelge 3.7. Standart egri olusturulmasi i¢in kullanilan BSA ¢6zeltilerinin konsantrasyon

ve hacimleri

Son BSA Konsantrasyonu BSA Reaksiyon Hacmi Saf Su Reaksiyon Hacmi
(mg/mL) (ul) (ul)
0,0 0 20
0,3 2 18
0,6 4 16
0,9 6 14
1,2 8 12
1,5 10 10
1,8 12 8
2,1 14 6
2,4 16 4
2,7 18 2
3,0 20 0

Standart egri eldesinin ardindan ornekler 96 kuyulu steril hiicre kiiltiirii petrileri
kullanilarak, her 6rnek ii¢ paralel olacak sekilde daha 6nce protein ekstraksiyonu ile elde
edilen 5’er pL 6rnege 250 uL Bradford ajani eklendikten sonra 595 nm’de okutulmustur.
Blank olarak igerisinde 5 pL solvent ve 250 pL Bradford ajani bulunan ¢ozelti
kullanilmistir. Absorbans sonuglart standart egri denklemine yerlestirilerek orneklerin

icerdigi toplam protein ylizdeleri elde edilmistir.
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3.5.4. Yag Asidi Kompozisyonu Tayini

Fermantasyon siiresince, yag asidi kompozisyonunda meydana gelen degisimlerin
aragtirilmasi amaciyla Gaz Kromatografisi ve Alev Iyonizasyon Dedektérii (GC-FID)
kullanilmistir. Bu amagla ekstraksiyon islemini takiben GC-FID cihazinda TR — WAX —
0.25 pm, 30m x 0.25mm ID kolonu kullanilarak analizler ger¢eklestirilmistir.
Ekstraksiyon asamasi i¢in drnekler dncelikle ogiitiilerek homojenize edilmistir. 15 mL
hacimli deney tiiplerine 0,5 g 6rnek alinarak 2,5 mL n-hekzan ile vortekslenmistir.
(Cozdiriilen Ornekler 3 saat boyunca 250 rpm’de oda sicakligindaki calkalayiciya
birakilmigtir. Ardindan vortekslenip 10 dakika boyunca ultrasonik banyoda muamele
edilmigtir. Tekrar vortekslenen Ornekler oda sicakliginda 10000g’de 15 dk
santrifiijlenmistir. Yaklasik 2 mL supernatant yeni birer tiipe alindiktan sonra yag asidi
metil esterlerinin (FAME) elde edilmesi amaciyla Orneklere metanol igerisinde
hazirlanmis 2N KOH’tan 200 uL eklenmistir. Tekrar 2 dakikakalik calkalama ve
vorteksin ardindan sabunlasan kismin ¢oktiiriilmesi icin tiipler oda sicakliginda 8000
rpm’de 15 dk santrifiijlenmistir [115]. Elde edilen siipernatanttan 1 mL alinarak 1.5 mL
amber renkli GC viallerine aktarilmistir. Analiz siiresince standart olarak Supelco
markasia ait F.A.M.E. Column Performance Mix kullanilmistir. Siire¢ boyunca tiim
ornekler ii¢ paralel olacak sekilde analiz edilmistir. Kullanilan analiz parametreleri

Cizelge 3.8’de ayrintili sekilde gdsterilmistir.

Cizelge 3.8. GC-FID sisteminde kullanilan analiz parametreleri

Boliim ve Gradient Sicaklik (°C) Stire/Gradient
Giris 250 -
Dedektor 280 -

Ik Sicaklik 50 1 dakika
L 6 dakika
Ikinci Sicaklik 200 (25 °C/dakika)
. 10 dakika

Uglincii Sicaklik 230 (3 °C/dakika)
Sabit Sicaklik 230 18 dakika

Vialler GC-FID cihazinda otomatik numuneleme cihazi yardimiyla okutulmustur.
Kullanilan tasiyict gaz hidrojendir (40 mL/dk). Diger dedektdr gazlari ise kuru hava (450
mL/dk) ve helyumdur (30 mL/dk).
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3.5.5. Son Uriinde Birincil Metabolitlerin Belirlenmesi

Belirlenen formiilasyonlarla gelistirilen gida 6rneklerinde gerceklestirilen fermantasyon
siiresince, ortaya c¢ikabilecek farkli birincil metabolitlerin aragtirilmasi amaciyla Gaz
Kromatografisi ve Kiitle Spektrofotometresi (GC-MS) kullanilmistir. Birincil
metabolitlerin ekstraksiyonu ve derivatizasyonu i¢in Zhang ve ark. (2020) ile

Hangerliogullar ve ark. (2023) ait protokoller izlenmistir [116,117].

Bu amacla 100 mg onceden &giitiilmiis ornekler santrifiij tiiplerine alindiktan sonra
ekstraksiyon ¢oziiciisii olan %100 metanolden 800 pl ilave edilmistir. Ardindan
kromatografi analizine uygun 100 pL su eklenmistir. Ekstraksiyon veriminin arttiritlmasi
amaciyla ultrasonik banyoda 60 dakika boyunca 35 °C’de islem goren ornekler, her 10
dakikada bir vorteks ile ¢alkalanmigtir. Elde edilen karisim 10000g ‘de 15 dakika 4 °C’lik
santrifiijiin ardindan supernatantin tamami yeni bir tiipe aktarilmistir. Kalan pellet {izerine
800 puL %100 metanol ve 200 pL su eklendikten sonra tiipler 1 dakika boyunca
vortekslenmistir. Daha 6nce gergeklestirilen ultrasonifikasyon islemi ayni sartlarda tekrar
edilmistir. Daha sonra 10000g ‘de 15 dakika 4 °C’lik santrifiijiin ardindan elde edilen
1 mL s1v1 stipernatant, GC vialine aktarilarak nitrojen gazi altinda kurutulmustur. Kalan
kuru ekstrakta derivatizasyon uygulanmasi amaciyla 6rnekler, 200 pL piridin igerisinde
¢oziinen metoksiamin hidrokloriir (20 mg/mL) ile ¢ozdiiriilmiis ve 37 °C’de 90 dakika
boyunca 400 rpm’de calkalanarak inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan hemen sonra 200 pL
N-metil-N-(trimetilsilil) trifloroasetamid (MSTFA) ilave edilmis, 37 °C’de 90 dakika
boyunca 400 rpm’de c¢alkalanarak reaksiyona sokulmustur. Tiirevlendirme sonrasinda

elde edilen 6rnekler GC-MS analizleri yapilmadan 6nce -20 °C'de saklanmustir.

GC-MS analizleri Hacettepe Universitesi ileri Teknolojiler Uygulama ve Arastirma
Merkezi (HUNITEK)’nde bulunan Agilent 7890B GC/ 5977A Series MSD Systems
cihazinda gergeklestirilmistir. Metabolitlerin ayrimi i¢in  Agilent 19091S-433:
1077.39745 HP-5 ms, 30 m x 250 um x 0.25 um kolonu kullanilmigtir. Enjeksiyon hacmi
0.5 pul ve split orani 50:1 olarak ayarlanmistir. Tasiyici gaz olan helyum ile 1 mL/dk akis
hizinda 6rnekler sisteme enjekte edilmistir. Coziicli gecikmesi (solvent delay) 2 dk olup;
firin sicaklig1 baglangigta 80 °C’de 1 dk ayarlanmis ve 5°C/dk sicaklik artis hiziyla 290
°C’ye c¢iktiktan sonra 7 dk 290 °C’de kalacak sekilde programlanmistir. Kiitle aralig
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0-600 (amu) degerleri arasinda ayarlanmistir. Siire¢ boyunca tiim ornekler ii¢ paralel
olacak sekilde analiz edilmistir. Kullanilan analiz parametreleri Cizelge 3.9’da ayrintili

sekilde gosterilmisgtir.

Cizelge 3.9. GC-MS sisteminde kullanilan analiz parametreleri

Boliim ve Gradient Sicaklik (°C) Stire/Gradient
Enjeksiyon Oncesi Sistem 80 6 dakika
Enjeksiyon 280 -
Ara Yiizey 250 -
Iyon Kaynag1 230 -
[k Sicaklik 80 2 dakika
ikinci Sicaklik 320 R é 4 éilfﬁa)
Sabit Sicaklik 320 6 dakika

Elde edilen kromatogramlar ve spektrumlar, Agilent Enhanced Data Analysis
programinda RTE Integrator araci secilerek degerlendirilmistir. Metabolitlerin
tanimlanmasinda Wiley W10N 14 (John Wiley & Sons, Hoboken, NJ, ABD) kiitiiphanesi

kullanilmistir.

3.5.6. Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

Uriinlerin antioksidan aktivitesinin belirlenebilmesi amaciyla ABTS (2,2’-azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) metodu kullanilmistir [118]. Bu amagla 6ncelikle 7
mmol/L ABTS ve 2,45 mmol/L potasyum persiilfat iceren ve 1 gece boyunca karanlikta
bekletilmis, ardindan 1:1 etanol su (v/v) eklenmis ABTS soliisyonu hazirlanmistir. Otuz
dakikalik inkiibasyonun ardindan ¢ozelti, 734 nm’de absorbans degeri 0,7 = 0,02 A°

olacak sekilde ayarlanmigtir.

Olgiimlerin Trolox cinsinden verilebilmesi i¢in 0 ila 600 ppm olacak sekilde metanol
icerisinde trolox ¢dzeltileri hazirlanmistir. Her ¢ozeltiden 100 pL alinarak 10 mL ABTS
cozeltisiyle karigtirllmistir. Calkalama islemi 350 rpm’de 28 dakika olarak ayarlanmis ve

tiim trolox ¢ozeltilerinin 2 dakika igerisinde 734 nm’de spektrofotometrik Ol¢timleri
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alinarak kaydedilmistir. Verilere gore elde edilen trolox standart ¢ozeltisi (3.5) numarali

denklemde verilmistir:

y=-0.0005x + 0.7094 (3.5)

(y= 734 nm’de o6lg¢iilen absorbans degeri, x= uM Troloks)

Son asamada 6rneklerin antioksidan aktivitelerinin belirlenebilmesi adina 50 mL hacimli
mikrosantrifiij tiiplerine alinan 10 mg homojenize 6rnegin tizerine 20 mL ABTS ¢ozeltisi
eklenerek 350 rpm’de 25 dakika boyunca calkalamaya birakilmistir. Oda sicakliginda,
6080 g’de 2 dakikalik santrifiijiin ardindan 6rnekler 734 nm’de okutularak 6rneklerin
antioksidan aktivite tayini ger¢eklestirilmistir. Deney boyunca iki biyolojik ve iki teknik
tekrar seklinde ¢alisilmistir.

3.5.7. Toplam Fenolik I¢erigin Belirlenmesi

Son iiriinde toplam fenolik igerigin belirlenebilmesi i¢in denemeler iic asamada

gerceklestirilmistir [118,119].

[k asama olan ekstraksiyon asamasinda 0,5 g 6rnek tartilarak iizerine 2 mL ultra saf su
eklenerek vortekslenmistir. Ornek-su karisimi iizerine 2 mL 4N NaOH eklenerck
karanlikta ve oda sicakliginda, 300 rpm’de en az 3 saat calkalamaya birakilmistir.
Calkalama boyunca 6rnekler her 30 dakikada bir vortekslenmistir. Onceden hazirlanan
6N HCI kullanilarak 6rneklerin pH’lar1 2.0 + 0.25 olacak sekilde ayarlanmigtir. pH’s1
ayarlanan Ornekler, {izerine 2’ser mL etil eter:etil asetat (1:1) karisimi eklendikten sonra
300 rpm’de 10 dakika calkalanmistir. Ardindan 8000 rpm’de 4 dakika santrifiij
uygulanmigtir. Etil eter:etil asetat karisimi eklenmesinden santrifiij islemine kadar
gerceklestirilen adimlar toplam dort kez tekrarlanmis, bu sayede toplanan supernatantlar
ayr1 bir tiipte toplanarak vortekslenmistir. Ayr1 bir tiipe yaklasitk 6 mL supernatant
alinarak azot gazi1 altinda 35 °C’de kurutma islemi gerceklestirilmistir. Kurutulan

orneklerin tizerine 1 mL su i¢inde c¢oziinen %30’luk methanol ¢ozeltisi eklenip
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vortekslendikten sonra ileriki asamalarda kullanilmak iizere hazirlanan ekstraktlar

-20 °C’de muhafaza edilmistir.

Uriinlerin igeriginde bulunan fenolik bilesenler gallik asit cinsinden hesaplanmistir. Bu
amacla gerekli okumalardan Once gallik asit cinsinden standart egri olusturulmustur.
Standart egri icin, toz halde bulunan gallik asidin su i¢inde ¢oziinen %30’luk methanol
ile 1000 ppm’lik stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Stok ¢ozelti kullanilarak 0-60 ppm arasinda
cozeltiler elde edilmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerden 200 pl alinip tizerine 800 ul 0.2N
Folin-Ciocalteu reaktifi eklenmistir. Bes dakika oda sicakliginda inkiibe edilen 6rneklerle
800 ul doymus Na>COs karistirildiktan sonra, mavi renk olusuncaya dek yaklasik 60
dakika 300 rpm’de calkalama yapilmistir. Alt1 dakikalik 6100 g’de santrifiijden sonra
toplanan supernatantlar, 760 nm’de Ol¢iilerek degerleri kaydedilmistir. Konsantrasyon-
Absorbans grafigi cizdirilerek standart egri elde edilmis ve bu sayede drneklerin gallik
asit cinsinden toplam fenolik igerikleri belirlenebilmistir. Elde edilen egri denklemi

asagidaki gibidir:

y=0,011x + 0,144 (3.6)

y= 760 nm’de 6l¢iilen absorbans degeri, x= uM Gallik asit

Fenolik igerigin belirlenmesinin son agamasi, daha dnce ekstraksiyonu gerceklestirilmis
orneklerin ve gallik asit kullanilarak elde edilen egri denkleminin yardimiyla, Folin-
Ciocalteu metodu kullanilarak analiz edilmesidir. Bir gece once -20 °C’de saklanan
orneklerden santrifiij tliplerinin igerisine 30 pl alindiktan sonra {izeri su i¢inde ¢dziinen
%30’luk methanol ¢ézeltisi ile 200 ul’ye tamamlanmistir. Orneklerin {izerine 800 uL,
0.2 N Folin-Ciocalteu reaktifi eklendikten sonra 800 pL doymus Na,COs ilave edilmistir.
Altmis dakika 300 rpm’de calkalamay1 takiben 6100 g’de 6 dakika santrifiij
uygulanmistir. Orneklerin absorbans1760 nm’de olgiilerek degerleri kaydedilmistir.
Sonuglar gallik asit cinsinden (GAE), g iiriin basina verilmistir. Analiz boyunca iki

biyolojik, iki teknik tekrar olacak sekilde ¢alisilmistir.
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3.6. Son Uriinde Duyusal Ozelliklerin Belirlenmesi

Son iirlinlerde gergeklestirilen renk analizi i¢in (Minolta Co., Ltd., Osaka, Japonya, CM-
3600d) ve tekstiir analizi i¢in (Texture Technologies, Massachusetts/ ABD, TA.XT Plus)
kullanilmistir. Tekstiir analizinde yine ayn1 markaya ait ayarlanabilir koprii (adjustable
bridge, TA-92) ve yuvarlak uclu bigak probundan (rounded-end knife probe, TA-42)

yararlanilmstir.

3.6.1. Renk Analizi

Son {irlinlerde olas1 renk farkliliklarinin ortaya koyulabilmesi amaciyla 6rneklerin
taamami lizerinde renk analizi gergeklestirilmistir. Bu amagla Hunter L* a* b* sistemine
uygun olarak spektrofotometrik 6lgiimler yapilmistir. Ornekler ii¢ paralel olarak
okutulmugstur. L* degeri rengin parlakligini (100: beyaz, 0: siyah), a* degeri kirmizilik-
yesilligi (+60: kirmizi, -60: yesil) ve b* degeri sarilik-maviligi (+60: sar1, -60: mavi) ifade
etmektedir. Bu ii¢ boyutlu renk farkliliklarini tek bir degerde ifade etmek i¢in ise AE
degeri kullanilmaktadir. Elde edilen sonuglar géz 6niinde bulundurularak AE degerinin

hesaplanabilmesi i¢in asagidaki formiil kullanilmigtir [ 120].

AE = /(AL)2 + (Aa)? + (Ab)?2 (3.7)

AL: iki 6rnegin L* degerleri arasindaki fark,
Aa: ki 6rnegin a* degerleri arasindaki fark,

Ab: Iki 6rnegin b* degerleri arasindaki fark.

3.6.2. Tekstiir Analizi

Elde edilen son dirlinlerin sahip oldugu potansiyel tekstiir farkliliklarmin ortaya
koyulabilmesi i¢in +4 °C’de 24 saat boyunca depolananan son {irlinlerde tekstiir analizi
yapilmistir [121]. Hazirlanan kraker ve kurabiye orneklerine iic noktali biikiilme testi
uygulanmadan hemen 6nce 5 kg agirligindaki yiik hiicresi kullanilarak kalibrasyon
saglanmigtir. Bu sayede kuvvet hassasiyeti 1 g olacak sekilde ayarlanmistir. Kurabiye

ornekleri i¢cin koprii boslugu 30 mm ve krakerler i¢in ise 23 mm olacak sekilde
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ayarlanmigtir. Yuvarlak wuglu bigak probunun hizi 2 mm/s ve c¢ikis hiza
10 mm/s olacak sekilde ayarlanmustir. Orneklerin sertlik degerleri tiim drnekler icin iic

paralel olacak sekilde ol¢ililmiis ve kaydedilmistir.

3.7. istatistiksel Analiz

Elde edilen analiz verilerine, IBM SPSS programi kullanilarak Tukey’in Diiriistce
Anlamli Fark ¢oklu karsilastirma testleri (Tukey HSD) ile tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) %95 giiven araliginda uygulanmistir. Anlamli fark olarak p<0.05 kabul

edilmistir.

Fermantasyon prosesinin ve farkli sus kullaniminin iiriinler tizerindeki etkilerinin daha
iyi sekilde arastirilabilmesi i¢in, son {irlinlere uygulanan tiim analizleri kapsayacak
bicimde GraphPad Prism uygulamasinda 1s1 haritas1 grafikleri olusturulmustur. Bu

amagla tiim sonuglar normalize edilerek kullanilmistir.

Son olarak normalizasyon sonucu elde edilen verilere OriginPro 2024 programi

kullanilarak temel bilesen analizleri (Principal component analysis, PCA) uygulanmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Gergeklestirilen ¢alismada Saccharomyces cerevisiae var. boulardii‘nin soya unu bazl

fermente gida liretiminde kullaniminin arastirilmasi amaglanmistir.

Bu amac¢ dogrultusunda oncelikle FoodOmics Laboratuvart Kiiltiir Koleksiyonunda
(HUF) bulunan S. boulardii suslarinin belirlenmesi ve tanimlanmasi amaciyla daha 6nce
ITS, LSU ve MALDI-TOF analizleri ile tanimlanmis S. cerevisiae suslari stok kiiltiirden
canlandirilmistir. Ardindan S. cerevisiae ve S. boulardii’nin sahip oldugu farkliliklardan
yola ¢ikilarak tiim suslar belirli sicakliklarda gelisim, glukoz/galaktoz kullanimi1 ve diigiik
pH duyarliliklarinin belirlenebilmesi i¢in bazi biyokimyasal testlere tabi tutulmustur. Test
sonuclar1 g6z dniinde bulundurularak secilen suglara DNA izolasyonunu takiben A4AD15
genine spesifik tasarlanan primer ¢ifti kullanilarak qPCR-HRM analizi uygulanmigstir. Bu
sayede biyokimyasal test sonuglari ile genetik tabanli bir analiz olan qPCR-HRM verileri
karsilastirilarak  koleksiyonda bulunan HUF16M3H11104 susunun S. boulardii
CNCM-I 745 olarak ayrimi gerceklestirilmigtir.

Calismanin sonraki kisminda iiriin gelistirme boliimiinde kraker ve kurabiye 6rneklerine
dair formiilasyonlar olusturulmustur. Gelistirilen formiilasyonlarla elde edilen hamurlara
fermantasyon islemi uygulanmistir. Siire¢ boyunca hamurlarin tamaminda pH 6l¢iimii ve

toplam maya sayimi yoluyla fermantasyon takibi gergeklestirilmistir.

Tez ¢alismasinin son kisminda, elde edilen soya unu bazli kraker ve kurabiye {iriinlerine
uygulanan kimyasal analizler sonucunda firiinlerin nem, kurumadde ve kiil icerikleri
belirlenmistir. Ardindan kati drneklere uygulnan protein ekstraksiyonu uygulamasini
takiben Bradford analizini temel alan protein analizleri sayesinde iirlinlerin igeriginde
bulunan yiizde protein igerigi belirlenmistir. Son {irlinlere ait yag asidi kompozisyonunun
belirlenmesi i¢cin GC-FID sistemi kullanilirken, GC-MS sistemi kullanilarak ise birincil
metabolit profilleri ¢ikarilmistir. Kimyasal analizlerin son asamasinda, {iriinlerin
antioksidan aktiviteleri ve toplam fenolik igerikleri arastirilmistir. Ayrica iiriinler arasinda
fermantasyon ve farkli sus kullaniminin etkilerini arastirabilmek adma duyusal

ozelliklerin belirlenmesi i¢in renk ve tekstiir analizleri uygulanmaigtir.
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4.1. Mikroorganizmalar, Canlandirma ve Stok Eldesi

Bu calismada, materyal olarak FoodOmics Laboratuvar: Kiiltiir Koleksiyonunda (HUF)
bulunan S. cerevisiae suslarit kullanilmistir. Suslarin canlandirilmast i¢cin YPD Broth
besiyerine inokiile edilen suslarin 30 °C’de 48 saat inkiibasyon siiresince takip edilmis ve
kiiltiirlerde gelisen bulaniklik mikroorganizmalarin canliligint  korumasi1 olarak
degerlendirilmistir. Canlandirilan HUF kodlu suslar ve pozitif kontroller agarli
besiyerlerine tek koloni diislirme teknigi uygulanarak aktarilmistir. Boylece makroskobik
gelisimleri gozlenen suslarin saflik kontrolleri yapilmistir. Suslara ait makroskobik hiicre
goriintiileri Sekil 4.1°de verilmistir. Canlandirilarak saf kiiltiirleri elde edilen tiim suslara

ait gelisim ozellikleri ve morfolojileri ise Ek 1.1°de gosterilmistir.

Sekil 4.1. Tek koloni diisiirme teknigi ile stoklanan suslara ait makroskobik goriintii

Saflik kontrollerinin ardindan tiim suslar icerisinde 1:1 oraninda gliserol ve siv1 besiyeri
bulunduran kriyojenik tiiplere aktarilarak stoklanmig ve -20 °C’de saklanmistir.
Canlandirilan suslarin tamaminin 30 °C’de gelisim gosterebilmesine karsin, bazi suslarin

makroskobik morfolojilerinde farkliliklar gézlemlenmistir. Suslarin biiyiik bir kismina ait
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morfolojik 6zellikler hiicrelerin krem-beyaz renkli, mat, yuvarlak ve piiriizsiiz oldugu
yoniindeyken;  17M3D31089, 17M3E21112, 17M3G32157, 18M2Z10001,
18M3B21008, 18M3C21001 ve 18M3C21010 numarali HUF suslarinin morfolojilerinin
seffaf, yuvarlak ve piiriizsiiz oldugu gozlemlenmistir. S. cerevisiae’'nin YPD agar
besiyerinde makroskobik morfolojisinin krem-beyaz renkli, mat, yuvarlak ve piirtizsiiz
olmasi1 gerekmektedir [8]. Bu nedenle 17M3D31089, 17M3E21112, 17M3G32157,
18M2710001, 18M3B21008, 18M3C21001 ve 18M3C21010 numarali HUF suslar
disinda bulunan suslarin tamaminda S. cerevisiae tipik morfolojisine uygun sonuglar elde
edilmigtir. Ayrica potansiyel S. boulardii olarak secilen HUF16M3H11104 numarali

susun makroskobik morfolojisinin S. cerevisiae suslarindan farkli olmadig1 gézlenmistir.

4.2. Biyokimyasal Testler
4.2.1. Belirlenen Sicakhiklarda Gelisim

Canlandirma asamasinda saflik kontrolleri yapilan ve stoklanan suslarin tamamina belirli
sicakliklarda gelisim 6zelliklerinin belirlenebilmesi amaciyla 30, 37 ve 45 °C olmak iizere
gelisim testi uygulanmistir. Inkiibasyon siireci 48 saat boyunca devam ettirilmis ve
besiyerinde gelisen bulaniklik not edilmistir. Secilen sicakliklardan 30 °C
S. cerevisiae’ya ait optimum gelisim sicakligi iken, 37 °C S. boulardii *ye ait optimum
gelisim sicakligidir. Gelisim sicakliklarina 45 °C’nin de dahil edilmesinin nedeni
S. boulardii suglarinin bu sicaklikta da gelisim gostermesinin ayirici bir 6zellik olmasidir
[76,77]. Bu sayede kiiltlir koleksiyonunda bulunan ve daha once tanimlanan suslarin
arasinda S. boulardii olma potansiyeli bulunan suslarin se¢imi i¢in ilk asama

gerceklestirilmistir.

Belirlenen sicakliklarda gelisim testi i¢in kullanilan tiim suslarin kaynak, izolasyon kodu,
deneylerin gerceklestirildigi sicakliklar ve suglara ait gelisimler Ek 1.2°de gosterilmistir.

Referans mikroorganizmalara ait gelisim sonuglari ise Cizelge 4.1’°de belirtilmistir.
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Cizelge 4.1. Referans mikroorganizmalara ait farkli sicakliklarda gelisim sonuglari

Belirlenen Sicakliklarda Geligim

Kaynak Izolasyon Kodu
30 °C 37°C 45 °C
Ticari 745 Gelisme Var Gelisme Var Gelisme Var
Ticari 9763 Gelisme Var Gelisme Var Gelisme Yok
Ticari 6328 Gelisme Var Gelisme Var Gelisme Yok

Farkli sicakliklarda gelisim testi sonucunda elde edilen verilere gore, ticari 9763 ve 6328
kodlu S. cerevisiae suslarmin 45 °C’de gelisim gostermedigi gozlenmistir. Referans
mikroorganizmalardan 745 kodlu S. boulardii susunun ise tiim test sicakliklarinda

geligebilme yetenegi ortaya koyulmustur.

HUF kodlu 16M3C11032, 16M3G11088, 16M3H11101, 17M3B32047, 17M3C31066,
17M3F21122,  17M3F31136, 17M3G32157, 17M3H21208, 18M2Z10001,
18M2710014, 18M3B21008, 18M3B21010, 18M3C21010, 18M3D21006,
18M3E21007, 18M3F21010, 18M3G21009, 18M3J21008, 18M3K21007 ve
18M3L21010 numaral suglarin 30 ve 37 °C’de gelisim gosterdigi ancak 45 °C’de
gelismedigi gorilmiistir. HUF16M3H1104 kodlu oOnceden S. cerevisiae olarak
tanimlanan ve bu ¢aligmada potansiyel S. boulardii olabilecegi dngoriilen sus ile diger
HUF kodlu test suslarinin tamaminin 30, 37 ve 45 °C’lik sicaklik degerinde de gelisim

gosterdigi gdzlemlenmistir.

4.2.2. Glukoz ve Galaktoz Kullanimi

S. cerevisiae ve S. boulardii’nin seker kullanim yeteneklerinin karsilastirilmasi ve kiiltiir
koleksiyonunda bulunan suglarin biyokimyasal o6zelliklerinin gozlenmesi amaciyla
glukoz ve galaktoz kullanim testleri gergeklestirilmistir. Icerisinde tek seker kaynagi
olarak glukoz veya galaktoz bulunduran bazal besiyerlerine inokiilasyon saglanmasinin
ardindan 15 gilin boyunca, S. boulardii’nin optimum gelisim sicakligi olan 37 °C’de

inkiibasyon saglanmustir.
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On bes giin icerisinde gaz olusumu gozlenen ve renk degisimi sar1 olan tiipler i¢in
“pozitif”, 15. Gilinlin sonunda gaz olusumu gozlenmeyen ve renk degisimi mavi olan
tiipler icin ise “negatif” olmak iizere deneye ait sonuclar Ek 1.3.’te gosterilmistir [104].

Ayrica kontrol mikroorganizmalara ait deney sonuglar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Referans mikroorganizmalara ait glukoz ve galaktoz kullanimi deney

sonuglari
. Glukoz ve Galaktoz Kullanimi1
Izol
Kaynak Z(I)(iil};on Glukoz Galaktoz
Renk Degisimi  Gaz Olusumu  Renk Degisimi  Gaz Olusumu

Ticari 745 Pozitif Pozitif Negatif Negatif
Ticari 9763 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
Ticari 6328 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif

Glukoz ve galaktoz kullanimi testine dair elde edilen verilere gore, ticari 9763 ve 6328
kodlu S. cerevisiae suslarmin hem glukoz hem de galaktoz iceren besiyerlerinde renk
degisimi ve gaz olusumu i¢in pozitif sonu¢ verdigi; 745 kodlu S. boulardii sugunun ise
glukoz iceren besiyerinde renk degisimi ve gaz olusumu i¢in pozitif sonug elde edilirken,
galaktoz iceren besiyerinde her iki kriter i¢in de negatif sonu¢ verdigi sonucuna
ulagilmistir. S. boulardii’nin glukozu fermente edebilirken, galaktozu fermente etme

yetenegi bulunmadigi bilinmektedir [103].

Referans suslar1 disinda HUF kodlu 16M3B11021, 17M3D31089, 17M3E21112,
17M3G32157, 18M27Z10001, 18M3B21008, 18M3C21001, 18M3C21010,
18M3D21006, 16M3D11047 ve 16M3H11104 numarali suslarinin glukozu fermente
ederek gaz olusturdugu ve besiyeri rengini sartya cevirdigi gozlenirken, galaktozu
kullanamayarak gaz olusturmadigi ve besiyeri rengini maviye doniistlirdiigii
gbozlemlenmistir. Bu durumda bahsi gecen HUF kodlu suslarin galaktoz kullanim
yetenekleri bulunmamasi dolayisiyla 745 kodlu referans olan S. boulardii susu ile ayni
seker kullanim1 karakteristigine sahip oldugu gozlenmistir. Diger HUF kodlu suslar ise
9763 kodlu S. cerevisiae susu ile benzer olarak hem glukoz ve galaktoz kullanim

yetenegine sahiptir.
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4.2.3. Farkh pH'da Gelisim

Biyokimyasal testlerin son agamasi olarak, ilk iki asama olan farkli sicakliklarda gelisim
ve glukoz/galaktoz kullanimi testlerinin sonucunda belirlenen, S. boulardii ile ayni
sicakliklarda gelisim gosteren ve galaktozu fermente edemeyen HUF kodlu
16M3B11021, 16M3D11047, 16M3H11104 ve 17M3D31089 kodlu suslara farkli pH'da
gelisim testi uygulanmistir. Referans olarak ise 745 kodlu S. boulardii, 9763 ve 6328
kodlu S. cerevisiae suslar1 kullanilmistir. Ayrica pH’s1 6,3 olan sivi besiyerinde de
gelisim kontrolleri saglanarak suslarin normal sartlardaki gelisim egrileri ¢izilmistir. Bu
analizde segilen suslarin 1,5; 2,0; 2,5 ve 3,0 pH degerlerine sahip besiyerlerinde
37 °C’de canli kalabilme yetenekleri test edilmistir. Bu amagla 0, 4, 8, 12 ve 16. saatlerde
600 nm’de tiirbidimetrik Sl¢iimler alinmis ve absorbans degerleri (3.1) numarali gelisim
egrisi denklemi kullanilarak log (kob/mL) cinsinden hesaplanmustir. ilgili suslara ait

Ozetlenmis verilere Sekil 4.2°de, ham verilere Ek 1.4 ve Ek 1.8 arasinda yer verilmistir.
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Sekil 4.2. Kullanilan mikroorganizmalara gore farkli pH’da gelisim sonug grafikleri

57



Literatiirde belirtildigi ilizere, gastrointestinal sagligin korunabilmesi ve probiyotik
etkinin saglanabilmesi i¢in S. boulardii suslart pH 3,0 seviyesinde de canliligini
koruyabilmelidir [122]. Bu nedenle gastrik pH seviyelerine uygun olarak hazirlanan ve
deneyler sonucunda elde edilen verilere dayanarak karsilagtirma yapildiginda, 745
numarali S. boulardii kontrol susunun pH 6,3; 3,0 ve 2,5 diizeyinde de canliligini
yitirmedigi ve gelisim gosterdigi goriilmiistiir. Daha diisiik pH seviyesinde goriilen
gelisime ragmen, pH 3,0 degerinin S. boulardii i¢in bir esik deger teskil ettigi ve bu pH
degerinden itibaren daha diisiik seviyelere inildikge mikroorganizma sayisinin azalmasi
nedeni ile gelisiminin azalmas1 beklenebilir. S. cerevisiae kontrol suslar1 olan 9763 ve

6328 suslar1 ise pH 6,3 disinda yalnizca pH 3,0 seviyesinde gelistigi gozlenmistir.

Ayrica farkli pH’da gelisim testi uygulanan HUF kodlu mikroorganizmalardan 6328’in
S. boulardii kontrole benzer sekilde pH 3,0 ve 2,5’te canliligini yitirmedigi ve
geligebildigi saptanmistir. Ancak 16M3B11021, 16M3D11047 ve 17M3D31089 kodlu
suslarin yalnizca pH 6,3 te gelisebildigi goriilmiistir. HUF16M3H11104 susu ve referans

olarak kullanilan suslara ait biyokimyasal test sonuglar1 Cizelge 4.3’te yer almaktadir.
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Cizelge 4.3. HUF16M3H11104 ve referans suslara ait biyokimyasal test sonuglari

Belirlenen Sicakliklarda Gelisim

Glukoz ve Galaktoz Kullanimi

Farkli pH’da Gelisim

Sus Kodu
30 °C 37°C 45 °C Glukoz Galaktoz pH 6,3 pH 1,5 pH 2,0 pH 2,5 pH 3,0
S. cerevisiae Gelisme Gelisme Gelisme Gelisme Gelisme Gelisme Gelisme Gelisme Gelisme Gelisme
ATCC 9763 var var yok var var var yok yok yok var
S. cerevisiae Gelisme Gelisme Gelisme Gelisme Gelisme Gelisme Gelisme Gelisme Gelisme Gelisme
ATCC 6328 var var yok var var var yok yok yok var
S. boulardii Gelisme Gelisme Gelisme Gelisme Gelisme Gelisme Gelisme Gelisme Gelisme Gelisme
CNCM-I 745 var var var var yok var yok yok var var
HUF Gelisme Gelisme Gelisme Gelisme Gelisme Gelisme Gelisme Gelisme Gelisme Gelisme
16M3H11104 var var var var yok var yok yok var var
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Cizelge 4.3 incelendiginde potansiyel S. boulardii oldugu diisiiniillen HUF16M3H11104
kodlu susun caligmada kullanilan referans 745 kodlu S. boulardii ile gosterdigi
biyokimyasal benzerlikler saptanmistir. Biyokimyasal test sonuglari bir arada
degerlendirildiginde, HUF16M3H11104 kodlu susun, S. boulardii kontrole benzer
sekilde; hem 45 °C’de gelisebildigi hem galaktozu fermente edemedigi hem de pH 2,5’te
dahi canliligin1 yitirmedigi gozlenmistir. Bu nedenle HUF16M3H11104 kodlu sus
potansiyel bir S. boulardii susu olarak degerlendirilebilir. Ancak bu sonuglarin DNA’ya
dayali molekiiler yontemlerle desteklenmesi i¢in S. cerevisiae ve S. boulardii suslarinin
ayriminin saglanmasi ve potansiyel S. boulardii olarak adlandirilan HUF16M3H11104

susu icin qPCR-HRM analizi uygulanmasina karar verilmistir.

4.3. AAD15 genine spesifik qPCR-HRM Analizi

S. boulardii referans susu ile ayni1 biyokimyasal 6zellikleri gostermesi nedeniyle bir
sonraki asama icin secilen HUF16M3H11104 susu ve 45 °C ’de canlililigin1 koruyan
(EK1.2) ancak galaktozu fermente edemedigi saptanan (EK1.3) iki adet
S. cerevisiae susu (HUF16M3B11021 ve HUF17M3D31089) ile 745 kodlu S. boulardii, 9763
ve 6328 kodlu S. cerevisiae suslar1 kullanilarak 6ncelikle DNA izolasyonu yapilmistir.
Ug paralel olarak gergeklestirilen izolasyon sonucu elde edilen DNA 6rneklerine ait

konsantrasyon ve saflik degerleri Cizelge 4.4’te gosterilmistir.

60



Cizelge 4.4. DNA oOrneklerine ait konsantrasyon ve saflik degerleri

Sus Kodu DNA Konsantrasyonu (ng/uL) Saflik (A260/280)

145,8 1,77

9763 157,2 1,85

187,2 1,49

186,9 1,84

6328 174,6 1,80

197,3 1,77

146,0 1,68

745 179,7 1,73

182,4 1,95

129,6 1,85

HUF16M3H11104 137,8 1,71
148,1 1,85

184,2 1,89

HUF16M3B11021 181,7 1,92
188,1 1,91

188,2 1,89

HUF17M3D31089 191,7 1,89
201,8 1,77

DNA izolatlarinin ortalama safliklarini yansitan A260/280 degerlerinin 1,7 ila 2,0
arasinda olmasi, uygulamalar i¢in uygun kabul edilmektedir [123]. Varyasyon
katsayisinin ise 10’dan kiiciik olmas1 “gok iyi” bir deger olarak kabul edilirken, 30’dan
biiyiik degerler kabul edilmemektedir. Toplam ortalama, standart sapma ve varyasyon
katsayist dahil olmak tizere verim degerleri sirastyla 172.68 pg, 22.25 pg ve %12,89’dur.
Sonu¢ olarak 745, 9763, 6328, HUFI6M3HI11104, HUF16M3B11021 ve
HUF17M3D31089 suslar1 i¢in niikleik asit konsantrasyonlari, safliklar ve varyasyon
katsayis1 degerleri qPCR-HRM analizi i¢in uygun bulunmustur.

Ayrimi saglanmak Tlizere segilen ve S. boulardii olma potansiyeli gosteren
mikroorganizmalara AA4ADI5 genine spesifik qPCR-HRM analizi uygulanmistir.
Gergeklestirilen denemeler sonucunda tasarlanan primer ¢iftinin basarili sekilde ¢alistig
ve ayrim saglayabildigi goriilmiistiir. Her bir amplikonun erime 6ncesi/sonrast bolgeleri

ve ayrica erime egrilerinin kesigme noktalar1 degerlendirilmistir.
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Sekil 4.3’te yapilan qPCR-HRM analizine dair suslarin normallestirilmis erime egrileri,
normallestirilmis erime pikleri ve fark egrisi sonuglart gosterilmistir. Normallestirilmis
erime egrisi, erime egrisi verilerini sicaklik ve floresans degerleri i¢in normallestirilmig
bagil degerleri aciklayan bir grafiktir. Fark egrisi ise, erime egrisi verilerini, referansla
normallestirilmis floresans degerleri ile sicakligi karsilastiran ve egriler arasinda daha net

sekilde gozlem yapilabilmesini saglamasi agisindan oldukca 6nemlidir [124].
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Kullanilan primer ¢iftiyle 745 kodlu S. boulardii ve potansiyel S. boulardii olarak segilen
HUF16M3H11104 numarali susun erime egrileri, pikleri ve fark egrilerinde agikca ayri
bir grup olusturdugu goriilmektedir. Ayrica daha once gergeklestirilen biyokimyasal
testlerle S. boulardii olmadigr gorilen 17M3D31089 ve 16M3B11021 suslarinin
S. boulardii grubundan ayr1 bir grup olusturdugu ve bu grubun 9763 ve 6328 S. cerevisiae
ile ayn1 grupta yer aldig1 gozlenmistir. Sonu¢ olarak HRM analizi sonucunda A4D15
primeri kullanilarak 745 kodlu S. boulardii ve HUF16M3H11104 ile 9763 ve 6328 kodlu
S. cerevisiae suglart arasindaki ayriminin sagladigi goriilmiistiir. Elde edilen
normallestirilmis erime egrileri, normallestirilmis erime pikleri ve fark egrileri sonucunda
elde edilen veriler disinda, 6rneklere ait Tm (erime sicakligl) degerleri Cizelge 4.5°te

verilmistir.

Cizelge 4.5. qQPCR-HRM analizi i¢in erime sicaklig1 sonuglari

Sus Kodu Ortalama Tm (°C)
9763 84,19 <+ 0,31°
745 83,85 + 0,02°
6328 84,14 <+ 0,04
HUF16M3H11104 83,84 £+ 0,02°
HUF16M3B11021 84,13 £ 0,08
HUF17M3D31089 84,04 =+ 0,1*

Ortalama erime sicakliklarina gore bir grup igerisinde farkli harflere sahip degerler

(ortalama + SD, n=6) Tukey testine gore anlamli derecede farklidir, p<0.05.

Gergeklestirilen analiz dogrultusunda S. cerevisiae kontrolleri olan 9763 numarali sus
icin erime sicakligi ortalama 84,19 ve 6328 numarali sus icin 84,14 °C diizeyindedir.
S. boulardii kontrolii olarak kullanilan 745 numarali susun erime sicaklig1 ise ortalama
83,85 olarak bulunmustur. Deneyde kullanilan HUF kodlu 16M3H11104, 16M3B11021
ve 17M3D31089 suslarinda ise bu degerler sirasiyla 83,84; 84,13 ve 84,04 °C’dir.
Istatistiksel ~karsilastirmalar dogrultusunda 9763, 6328, HUF16M3B11021 ve
HUF17M3D31089 suslar1 arasinda fark goriilmemistir. Ancak 745 ve HUF16M3H11104
suslart ile S. cerevisiae grubu arasinda istatistiksel bir fark oldugu saptanmistir [125].
Elde edilen istatistiksel veriler, Sekil 4.3’te elde edilen analiz sonuglarina paraleldir.

Boylelikle qPCR-HRM analiziyle ATCC 9763 ile 6328
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S. cerevisiae suslar1 ile CNCM-I 745 S. boulardii suslarinin AAD15 primeri kullanilarak

ayriminin gerceklestirilebilecegi anlagilmistir.

4.4. Uriin Gelistirme
4.4.1. Fermantasyon Takibi ve Son Uriin Eldesi

Biyokimyasal testler ve qPCR-HRM analizi sonucunda iirlin gelistirme amaciyla
kullanilmasina karar verilen HUF16M3H11104 kodlu susun yani sira, 9763 ve 745 kodlu
kiiltiirler ile belirlenen formiilasyonlarla hazirlanan kraker ve kurabiye ornekleri elde
edilmigtir. Elde edilen iiriinlere ait isimlendirme stratejisi ve kodlama Sekil 3.6 ve Cizelge

3.6'da yer almaktadir.

Uriin formiilasyonu ve hamurlarin hazirlanmasinin ardindan 35 °C’de 48 saatlik
fermantasyon siireci boyunca 0, 24 ve 48. saatlerde kraker ve kurabiye hamurlarindan
ayr1 ayri alinan 0rneklerde pH Sl¢iimii ve maya hiicrelerinin sayimi gerceklestirilmigtir
[109,110]. Sekil 4.4’te tiim Orneklere dair fermantasyon boyunca gozlenen pH
degisimleri ve Sekil 4.5’te ise mikrobiyal sayim sonuglar1 verilmistir. Grafiklerin

olusturuldugu ham veriler EK 1.9°da yer almaktadir.
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Gergeklestirilen sus se¢imleri, formiilasyon ¢alismalar1 ve fermantasyon takibi sirasinda
orneklerin tamaminin baslangic pH degerlerinin krakerler icin 5,88 diizeyinde
tutulmasina ve kurabiye ornekleri i¢in ise 6,74 diizeyinde olmasina dikkat edilmistir.
Boylece gozlenen pH degisimleri arasinda olusacak farkliliklar karsilastirilabilmistir.
Aymi sekilde kiiltiir inokiilasyonu sirasinda tiriinlerdeki bagslangi¢ yiikiiniin 10% kob/g

olarak belirlenmistir.

Literatiirde S. boulardii ve S. cerevisiae suslarinin kiiltiir olarak kullanildig1 farkl
caligmalarda, ¢esitli tiriinlerde pH degerleri degisebilmekle birlikte, fermantasyonun ilk
24 saatinde 0,5 seviyesinde bir pH degisimi yeterli goriilmektedir. Siirecin devaminda ise

pH diizeyinde diisiis gozlenmedigi bildirilmistir [63,126].

Gergeklestirilen ¢alismada AT1 {irlinii i¢in pH degeri 0. Giinde 5,88 iken 1. giin sonunda
4,75 degerine diismiistiir. pH degerindeki bu diislis fermantasyonun devam ettiginin bir
gostergesidir. AT1 kodlu kraker 6rneklerindeki pH degisimi 24 ve 48.saatlerin sonunda,
AT2 ve AT3 kodlu iiriinlerden istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermistir.

AT2 ve AT3 kodlu iiriinler birbirleri ile karsilagtirildiginda ise benzer pH degisimi
seviyeleri gozlenmistir. Kraker 6rnekleri i¢in her iki grupta da 0. Giinde 5,88 degerindeki
pH seviyeleri 1. giin sonunda sirastyla 4,87 ve 4,78 seviyelerine inmistir. Fermantasyonun

son saati olan 48. saatte ise bu degerler 4,77 ve 4,71 olarak kaydedilmistir.

Kurabiye iirlinlerinde ise baslangic icin pH 6,74 seviyesindedir. BT iirlinii i¢in pH degeri
0. Gilinde 6,74 iken 1. Giliniin sonunda yaklasik 6,1 seviyelerine kadar diigmiistiir. BT1
kodlu kraker 6rneklerindeki pH degisimi 24 ve 48.saatlerin sonunda, BT2 ve BT3 kodlu

iiriinlerden istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermistir.

BT2 ve BT3 6rnekleri igin ise 0. Giinde 6,74 olan pH seviyesi, 1. Giiniin sonunda sirasiyla
6,22 ve 6,25 olarak kaydedilmistir. Ikinci giiniin sonunda ise bu degerler 6,25 ve 6,22

oOlciilerek pH seviyesinde herhangi bir degisim gozlenmedigi anlagiimistir.
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Mikrobiyal sayim verileri literatiir bilgileri ile karsilastirildiginda, ilk gilinde farklh
tiriinlerde 10! kob/g seviyesinde artis goriilmesi ve daha sonraki giinlerde mikrobiyal
sayim sonuglarinda biiyiik bir degisim gdézlenmemesi yeterli bulunmustur [63,126].
Gergeklestirilen ¢alismada kraker 6rnekleri i¢in 1. Giin sonunda 103, kurabiye drnekleri
icin ise 10! kob/g seviyesinde artis fermantasyonun gerceklestigini gostermektedir. Bu

siiregte 24 ila 48. saatler arasinda istatistiksel bir artis kaydedilmemistir.

AT2 ve AT3 iirlinlerinde ise benzer sonuglar elde edilerek kraker iiriinii i¢in 1. Giin
sonunda 10? kob/g artis gézlenmistir. Bu artis BT2 ve BT3 iiriinleri i¢in 1. Giiniin sonunda
10! kob/g olarak olgiilmiistiir. Fermantasyonun devaminda yani 48. Saat sonunda ise,
herhangi bir canli hiicre artis1 gdézlenmemistir. Mikrobiyal sayim sonuglari
incelendiginde, AT1 grubu 24 ve 48. Saatlerde AT2 ve AT3 gruplarindan daha yiiksek
mikroorganizma sayisina ulasmistir. BT2 ve BT3 gruplarinin istatistiksel olarak da BT1

grubundan diisiik seviyede mikroorganizma icerdigi saptanmistir.

Calisma kapsaminda elde edilen soya unu bazli hamurlara sekil verilmesinden ve
180 °C’de 1s1l islem uygulanmasinin ardindan kraker ve kurabiye iirlinleri elde edilmistir.
Son iirlinlere ait goriintiiler Sekil 4.6’da verilmistir. Elde edilen son iiriinlere kimyasal ve

duyusal analizler uygulanmustir.

Sekil 4.6. Calisma kapsaminda elde edilen kraker ve kurabiye iiriinleri
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4.5. Kimyasal Analizler
4.5.1. Nem Kuru Madde ve Kiil

Soya unu bazli kraker ve kurabiye 6rneklerinde gerceklestirilen nem, kurumadde ve kiil

analizlerinine ait veriler Cizelge 4.6’da gosterilmistir.

Cizelge 4.6. Orneklere ait nem, kuru madde ve kiil analiz sonuglari

Kraker Ornekleri

Ornek Kodu %Nem %Kuru Madde %Kil
AC 4,645 +0,28° 95,355 +0,28° 2,61 £0,13*
ATI 5,248 +0,03 94,752 +0,03° 2,65 +£0,15°
AT2 5,799 +£0,19° 94,201 +0,19* 2,64 £0,23*
AT3 5,844 +0,21* 94,156 +0,21° 2,64 £0,11%

Kurabiye Ornekleri

Ornek Kodu %Nem %Kuru Madde %Kiil
BC 5731 £0,14° 94,269 +0,14° 2,55 +£0,11°
BT1 6,445 +0,09° 93,555 +0,09* 2,60 +0,26
BT2 6,498 +0,31% 93,502 +0,31° 2,59 +£0,09°
BT3 6,525 +£0,07° 93,475 +0,07° 2,60 +£0,13°

Her bir 6rnek ve analiz veri grubunda farkli harflere sahip degerler (ortalama = SD, n=3)
Tukey testine gore anlamli derecede farklidir, p<0.05.

Soya unu bazli ve farkli maya suslari ile {iretilen kraker 6rnekleri arasinda AT2 ve AT3
kodlu krakerlerin nem degerlerinin %5,8 oldugu, AT1 kodlu 6rneklerin ise ortalama
%nem degerlerinin 5,2 seviyesinde oldugu goriilmiistiir. AC kodlu fermente edilmeyen
kraker Ornegine ait nem degerleri ise diger tiim Orneklerden disik ve %4,6
seviyesindedir. Yiizde kiil oranlarinda kontrol grubu da dahil olmak iizere istatistiksel

olarak anlamli bir fark gozlenmemistir.

Soya unu bazli ve farkli maya suslari ile iiretilen kurabiye 6rnekleri i¢in %nem degerleri
kendi i¢inde karsilastirildiginda yalnmizca BC kodlu fermente edilmeyen kurabiye
orneklerinin fermente edilen 6rneklerden diisiik oldugu saptanmistir. BC 6rnegi disindaki
fermente kurabiye Orneklerinin ortalama % 6,45 seviyesinde nem oranina sahip oldugu
goriilmiistiir. Yiizde kiil oranlarinda kurabiye drneklerinde de istatistiksel olarak bir fark

gozlenmemistir.
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Yapilan bir calismada tekstiirize soya proteini drneklerinde nem degerleri ortalama %4,5
ve kil degerlerinin ise ortalama %3,7 oldugu bildirilmistir. Bu c¢alismadaki veriler
literatiirdeki Orneklere ait verilerle uyumludur. Ancak bu oranlarin, kullanilan

hammaddeye gore degisiklik gosterebilecegi vurgulanmistir [127,128].

4.5.2. Protein Analizi

Soya unu bazli kraker ve kurabiye 6rneklerinde gerceklestirilen protein ekstraksiyonu ve
Bradford analizinin ardindan toplam protein icerikleri yilizde cinsinden olmak {izere

Cizelge 4.7 ve 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.7. Kraker 6rnekleri i¢in protein analizi sonuglari

Uriin Kodu Toplam Protein (%) Ortalama % Protein

5,38

AC 5,92 6,07 + 0,77°
6,89
11,25

ATl 10,94 11,25 £ 0,31*
11,57
11,55

AT2 10,76 11,09 £ 0,42°
10,94
10,78

AT3 11,55 11,10 £ 0,40°
10,96

Her bir analiz veri grubunda farkli harflere sahip degerler (ortalama + SD, n=3) Tukey testine

gore anlamli derecede farklidir, p<0.05.

Bu calismada elde edilen veriler sonucunda (Cizelge 4.7) AC grubunun igeriginde
bulunan toplam protein %6,07 olarak bulunmustur. Ayrica AT1, AT2 ve AT3 kodlu
kraker orneklerinin toplam yiizde protein igerikleri %11,25, %11,09 ve %11,10 olarak
kaydedilmistir. Fermantasyon sonucunda AC kontrol grubu ile AT1 grubu arasinda
yaklasik %5’lik fark olugmustur. Bu fark AT2 ve AT3 gruplar i¢in de gecerlidir. Elde
edilen veriler sonucunda AC grubundaki protein igeriginin diger gruplardan istatistiksel

olarak anlamli diizeyde diisiik ve farkli oldugu goriilmektedir (p < 0.05). Bu durumda,
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soya unu bazli kraker orneklerinde S. cerevisiae ve S. boulardii suslar1 kullanilarak
gerceklestirilen fermantasyonun protein igerigine dogrudan etkisi oldugu ve iiriinlerin

protein iceriginin artmasini sagladigi goriilmiistiir.

Cizelge 4.8. Kurabiye ornekleri i¢in protein analizi sonuglari

Uriin Kodu Toplam Protein (%) Ortalama % Protein

4,84

BC 5,06 4,96 + 0,11°
4,99
7,38

BTI 6,93 7,11 £ 0,24°
7,02
7,61

BT2 7,40 7,11 £ 0,69°
6,32
6,41

BT3 6,77 7,13 + 0,95*
8,21

Her bir 6rnek ve analiz veri grubunda farkli harflere sahip degerler (ortalama + SD, n=3)

Tukey testine gore anlamli derecede farklidir, p<0.05.

Calismada elde edilen son iiriinlerde toplam protein yiizdelerinin BC, BT1, BT2 ve BT3
kodlu kurabiye oOrneklerinde sirasiyla %4.96, %7.11, %7.11 ve %7.13 oldugu
goriilmiistiir. Fermantasyon sonucunda BC kontrol grubu ile BT1 grubu arasinda yaklasik
%2’lik fark olusmustur. Bu farklilik BT2 ve BT3 gruplari i¢in de gegerlidir. Elde edilen
veriler istatistiksel olarak ele alindiginda ise BC grubuna ait protein igeriginin diger
gruplardan anlamhi sekilde daha diisiik ve farkli oldugu goriilmektedir (p < 0.05). Bu
durumda, soya unu bazli kurabiye orneklerinde S. cerevisiae ve S. boulardii suslari
kullanilarak gergeklestirilen fermantasyonun protein orani iizerinde dogrudan etkisi

oldugu ve iirlinlerin protein oraninin artmasini sagladig1 saptanmistir.
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Hindistan cevizi katkili tempeh unuyla elde edilen kurabiyelerle yapilan c¢alismada
protein oraninin yaklasik %6 seviyelerinde oldugu gézlenmistir [129]. Bu durumda elde
dilen kurabiye ve kraker 6rneklerinin yiizde protein iceriklerinin yiiksek oldugu; gruplar
arasinda karsilastirma yapildiginda ise formiilasyonda kullanilan S. boulardii suslar ile
elde edilen iiriinlerin yiiksek protein igerigine S. cerevisiae kadar katki sagladigi

gorilmiistiir.

4.5.3. Yag Asidi Kompozisyonu Tayini

Soya unu bazli kraker ve kurabiye Orneklerinin yag asidi kompozisyonlar1 GC-FID
sistemi kullanilarak belirlenmistir. Ornekler igin elde edilen kromotogramlar OpenChrom
Lablicate Edition 1.5.0 kullamilarak gorsellestirilmistir. Ilgili kromotogramlara Sekil 4.7
ve Sekil 4.8°de yer verilmistir.
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Daha 6nce gergeklesitirilen soya fasulyesi ile yapilan yag asidi profili ¢alismasinda major
yag asitlerinin sirasiyla; linoleik (C18:2), oleik (C18:1), palmitik (C16:0), linolenik
(C18:3) ve stearik asit (C18:0) oldugu belirtilmistir [130]. Bagka bir ¢caligmada tereyagi
icin yag asidi profili: biitirik (C4:0), kaproik (C6:0), kaprik (C10:0), laurik (C12:0),
miristik (C14:0), palmitik (C16:0), margarik (C17:0), stearik (C18:0), oleik (C18:1),
linoleik (C18:2) ve linolenik asit (C18:3) olarak verilirken [131,132], ay¢icek yag1 i¢in
linoleik (C18:2) ve oleik asit (C18:1) olarak verilmektedir [132]. Ayrica bugday unu i¢in
palmitik (C16:0), stearik (C18:0), behenik (C22:0), oleik (C18:1) ve linoleik asit (C18:2)
olarak verilmistir [133]. Nisasta i¢in profil kaproik (C6:0), laurik (C12:0), miristik
(C14:0), palmitik (C16:0), palmitoleik (C16:1), stearik (C18:0), oleik (C18:1), linoleik
(C18:2), linolenik asit (C18:3), arasidik (C20:0), gadoleik (C20:1), eikosatrienoik asit
(C20:3) seklindedir [134].

Soya fasulyesinin yag asidi profilinin yan1 sira maya suglar1 genel olarak basit bir yag
asidi profiline sahiptir. S. cerevisiae susunun biinyesinde major olarak saptanan yag
asitleri palmitoleik asit (C16:1), oleik asit (C18:1), palmitik asit (C16:0) ve stearik asittir
(C18:0). Hiicrelerde bulunan mindr yag asitlerinin ise miristik asit (C14:0) ve serotik asit

(C26:0) oldugu belirtilmistir [29].

Bu c¢alismada, GC-FID analizi dogrultusunda elde edilen kraker ve kurabiye 6rneklerine
ait yag asitlerinin alikonma zamanlar1 ve ylizde kompozisyonlar1 Cizelge 4.9 ve

Cizelge 4.10°da verilmistir.
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Cizelge 4.9. Kraker 6rnekleri i¢in yiizde cinsinden yag asitleri

zﬁiﬁﬁi) Yag Asidi AC ATI AT2 AT3
12,81 C14:0 (Myristic acid) 0,136 + 0,004° 0,229 + 0,004° 0,099 + 0,001 © 0,109 + 0,002 °
17,19 C16:0 (Palmitic acid) 7,799 + 0,089° 9,318 + 0,042° 8,883 + 0,032° 8,993 + 0,379°
18,87 C16:1 (Palmitoleic acid) Tespit Edilmedi 0,176 + 0,002° 0,224 + 0,002° 0,225 + 0,007°
19,43 C17:0 (Heptadecanoic acid) 0,230 + 0,016° 0,060 = 0,000* 0,059 + 0,001° 0,060 £+ 0,001°
21,51 C18:0 (Stearic acid) 3,003 + 0,033° 3,347 + 0,0132 3,397 + 0,005° 3,504 + 0,137°
22,45 C18:1 n9¢c+t (Oleic acid) 37,229 + 0,003° 35,598 + 0,020° 34,808 + 0,016° 34,432 + 0,407°¢
22,55 C18:2 n6c+t (Linoleic acid) 49,232 + 0,155° 47,684 + 0,046° 48,877 + 0,020° 48,895 + 0,235°
23,79 C18:3 n3 (Linolenic acid) 1,312 + 0,000° 2,387 + 0,002° 2,463 + 0,010 2,573 + 0,096
25,26 C20:0 (Arachidic acid) 0,218 + 0,0022 0,231 + 0,001%* 0,260 + 0,000 0,265 + 0,011°
25,63 C20:1 n9 (9-Eicosenoic acid) 0,172 + 0,002° 0,174 + 0,000° 0,170 + 0,001° 0,176 + 0,008°
29,15 C22:0 (Behenic acid) 0,411 + 0,003° 0,399 + 0,001® 0,420 + 0,002° 0,429 + 0,030°
29,52 C22:1 n9 (Erucic acid) 0,055 + 0,000° 0,154 + 0,000° 0,096 + 0,000* 0,093 + 0,0052
31,03 C23:0 (Tricosanoic Acid) 0,065 + 0,012° 0,111 + 0,000° 0,106 + 0,001° 0,104 + 0,004°
33,34 C24:0 (Lignoceric acid) 0,137 + 0,003? 0,131 + 0,002° 0,138 + 0,002° 0,142 + 0,013°

UFA/SFA Orani 7,334 6,233 6,484 6,350

* ¢: yag asitlerinin cis izomerini ve t: yag asitlerinin trans izomerini temsil etmektedir. UFA: doymamis yag asidi, SFA: doymus yag asidi.

Bir satir igerisinde farkli harflere sahip degerler (ortalama + SD, n=3) Tukey testine gore anlamli derecede farklidir, p<0.05.
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Kraker orneklerinde genel olarak sirasiyla linoleik ve oleik asitlerin major yag asitleri
oldugu goriilmiistiir. Ozellikle linoleik asit i¢eriginin yiiksek olmasinin nedenlerinden biri
iriinlerin soya unu bazli olmasi ve iirlin igeriginde bulunan ayc¢icek yagidir. Daha sonra
palmitik, stearik ve linolenik asit gelmektedir. Palmitik ve stearik asit igerigi soya ve

bugday unundan kaynaklanmaktadir [132].

Miristik asit viicutta birikebilen, orta uzunlukta bir yag asididir. Ayrica insan viicudunda
onemli metabolik olaylarda rol oynamaktadir [135]. Yag asitleri, kontrol ve farkli
mikroorganizmalarla fermente edilmis 6rnekler tizerinden ayri1 ayr1 incelendiginde C14:0
(Miristik asit) igeriginin AC Orneklerinde %0,136 iken, AT1 orneklerinde 90,229
degerinde oldugu, AT2 ve AT3 drneklerinde ise yaklasik %0,1 oldugu goriilmektedir.

Palmitik asit (C16:0) diyetle alinabilen ve viicutta sentezlenebilen bir yag asididir [136].
Uriinlerde fermantasyona tabi tutulmamis AC grubunda yaklasik %7,8 oraninda
bulunmaktadir. Ilgili yag asidinin AT1, AT2 ve AT3 gruplarinda %9,3, 8,8 ve 8,9
oranlarinda oldugu goriilmektedir. AT1, AT2 ve AT3 iirlinlerinde palmitik asit igerigi

acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p<0.05).

Palmitoleik asit (C16:1), karacigerde de sentezlenebilen bir yag asididir [137]. Bu yag
asidi AC grubunda tespit edilmezken, AT1 iiriiniinde %0,17 oraninda bulunmaktadir.
AT2 ve AT3 irlinlerinde ise yaklasik %0,22 oraninda bulundugu saptanmistir.
S. cerevisiae suslarmin palmitoleik asit iiretebildigi bilinmektedir [138]. S. boulardii
kullanilarak elde edilen {iirlinlerindeki palmitoleik asit igerigi, S. cerevisiae ile iiretilen

uiriinlerden istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmistir (p<0.05).

Heptadekanoik asit acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilen AC grubunda
%0,23 oraninda bulunurken, mikroorganizma igeren iiriin gruplarinda ise fermantasyonla

birlikte bu yag asidinin %0,06 seviyesine diistiigii saptanmistir (p<0.05).
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Stearik asit (C18:0) ise insanda LDL (low density cholesterol, diisikk yogunluklu
kolesterol) iizerine etki edebilen bir yag asididir [139]. Uriin iceriginde en fazla bulunan
yag asitlerinden biri olan stearik asit, AC grubunda %3 seviyelerinde gozlenirken,
fermantasyonla birlikte yaklasik %3,4 seviyelerinde bulunmustur. AT1, AT2 ve AT3
gruplar1 arasinda stearik asit cinsinden istatistiksel olarak anlaml1 bir fark gézlenmemistir
(»<0.05). Bu nedenle fermantasyonun sus farkliliklarindan bagimsiz sekilde iiriinlerdeki

stearik asit ylizdesini arttirdig1 sOylenebilir.

Oleik asit (C18:1), on sekiz karbonlu, doymamus bir yag asididir. Literatiirde insan saglig1
acisindan olumlu faydalar1 oldugu belirtilmistir [140]. Uriinlerde bulunan ve yiizde olarak
ikinci en yliksek orana sahip yag asidi olan oleik asit, AC grubunda %37,2 oraninda
bulunmaktadir. AT1 iirlinlerinde S. cerevisiae fermantasyonuyla bu yiizde yaklasik 35,5
olarak bulunmustur. AT2 ve AT3 gruplarinda ise oleik asit ylizdesi yaklasik %34,6 olarak
saptanmistir. Fermantasyon sonucu oOrneklerde AT1 grubundaki istatistiksel olarak

anlamli azalis, AT2 ve AT3 grubundan farklidir (p<0.05).

Linoleik asit (C18:2) genel diyetle en yiiksek oranda alinan ¢oklu doymamis yag
asitlerinden biri olmas1 nedeni ile 6nemli bir yag asidi olup, elde edilen soya unu bazli
fermente gidalarin tamaminda da en yiiksek oranda bulunan yag asididir [141]. Fermente
edilmeyen AC kontrol grubunda %49,3 oraninda bulunmaktadir. ATI1 {irlinlerinde
fermantasyon sonucu bu oran yaklasik %47,7°dir. Ancak S. boulardii ile fermente edilen
AT2 ve AT3 gruplarinda, AT1 6rneginden istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir
(p<0.05).

Uriinlerde saptanan diger bir yag asidi de linolenik asittir. Bu yag asidi (C18:3 n3)
omega 3 yag asidi olmasi nedeniyle olduk¢a énemlidir [142]. Uriinlerde AC grubunda
%1,3 olarak bulunurken, fermente edilmis AT1, AT2 ve AT3 kodlu 6rneklerde yaklasik
%2,387, 2,463 ve 2,573 olarak saptanmistir. AT2 {riinleri AT1 ve AT3 firlinleriyle
istatistiksel olarak anlamli farka sahip degildir (p<0.05).
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Arakidik asit (C20:0)’in tiim iirlinlerde yaklasik %0,2 ve {lizeri seviyelerde oldugu
kaydedilmistir. Erusik asit (C22:1) ise, glinliik alim dozu kontrol edilmesi gereken bir yag
asididir [143]. Erusik asit AC {iriinlerinde yaklasik %0,055 olarak bulunmustur. ATI
iriinlerinde bu oran %0,154°tiir. AT2 ve AT3 orneklerinde ise sirasiyla %0,096 ve

0,093’tiir ve tirlinler arasinda istatistiksel anlamli bir fark yoktur (p<0.05).

Trikosilik asit (C23:0) AC iiriinlerinde yaklasik %0,065 diizeyinde saptanmistir. AT1
iiriinlerinde bu oran %0,111°dir. AT2 ve AT3 orneklerinde ise sirasiyla %0,106 ve
0,104 tiir. Fermantasyon ile hem S. cerevisiae hem de S. boulardii suslarinin etkisiyle bu

yag asidinin igerigi ayn1 oranda ve anlamli diizeyde artmistir (p<0.05).

C20:1, C22:0 ve C24:0 yag asitleri bakimindan kraker 6rneklerinin yiizde igeriginde
istatistiksel olarak anlamli bi¢cimde degisiklik goriilmemistir. S. cerevisiae ve
S. boulardii suslarmin kullanimina bagl olarak bu yag asitleri ilizerindeki degisim,

istatistiksel olarak anlamli degildir (p<0.05).
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Cizelge 4.10. Kurabiye ornekleri icin yiizde cinsinden yag asitleri

Zﬁﬁ;ﬁ?ﬁi) Yag Asidi BC BTI BT2 BT3

2,17 C4:0 (Butyric acid) 2,003 + 0,002° 0,673 = 0,067° 2,104 + 0,012° 2,084 = 0,019%
2,78 C6:0 (Caproic acid) 1,478 + 0,033° 0,445 = 0,041° 1,422 + 0,091% 1317 = 0,011¢
428 C10:0 (Decanoic acid) 3,170 = 0,072° 2,926 + 0,026° 3,101 = 0,055° 3,019 = 0,040°
7,53 C12:0 (Lauric acid) 3,365 + 0,040° Tespit Edilmedi Tespit Edilmedi Tespit Edilmedi

11,96 C14:0 (Myristic acid) 11,281 + 0,049¢ 9,705 = 0,043" 10,061 + 0,007° 10,045 = 0,080°
14,28 C15:0 (Pentadecanoic acid) 1,024 + 0,004° 0,847 = 0,002" 0,864 = 0,001° 0,890 = 0,012¢
15,15 C15:1 (Pentadecenoic acidy 1,039 + 0,001¢ 0276 + 0,003° 0277 + 0,003° 0,286 + 0,005"
17,19 C16:0 (Palmitic acid) 30,556 < 0,010° 28,550 = 0,003 28,691 + 0,261° 28,791 = 0,111°
18,87 C16:1 (Palmitoleic acid) 1,449 + 0,001° 1,207 + 0,008" 0,107 + 0,004°¢ 0,482 = 0,004¢
19,43 C17:0 (Heptadecanoic acid) ~ Tespit Edilmedi 0,232 + 0,001° 0,473 = 0,001° 0,392 £ 0,011°
21,51 C18:0 (Stearic acid) 9,259 + 0,049°¢ 8,613 + 0,006 8,876 + 0,051° 8,779 + 0,037
22,45 C18:1 n9¢c+t (Oleic acid) 23,707 + 0,086° 23,950 + 0,023% 22,939 + 0,037°¢ 23,854 + 0,203%
22,55 C18:2 née+t (Linoleic acid)y 10,234 + 0,044 17,015 + 0,078° 15,643 + 0,101° 14,996 = 0,085°
23,79 C18:3 n3 (Linolenic acid) 1,038 + 0,007% 2,174 £+ 0,015° 1,960 + 0,017°¢ 1,831 + 0,011¢
25,26 C20:0 (Arachidic acid) 0,179 = 0,002° 0,193 = 0,004" 0,205 = 0,002°¢ 0,183 = 0,002°
27,54 C20:3 n3 (cis-11,14,17- 0,138 = 0,001° 0,115 = 0,002° 0,116 = 0,001° 0,120 + 0,001°

eicosatrienoic acid)
29,15 C22:0 (Docosanoic acid) 0,080 = 0,001° 0,111 + 0,003 0,112 + 0,003" 0,098 + 0,005
33,34 C24:0 (Lignoceric acid) Tespit Edilmedi 0,087 = 0,001°" 0,063 = 0,000° 0,062 + 0,001°
UFA/SFA Oram 0,603 0,854 0,733 0,747

* ¢: yag asitlerinin cis izomerini ve t: yag asitlerinin trans izomerini temsil etmektedir. UFA: doymamis yag asidi, SFA: doymus yag asidi.

Bir satir igerisinde farkli harflere sahip degerler (ortalama + SD, n=3) Tukey testine gore anlaml derecede farklidir, p<0.05.
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Kurabiye orneklerinde genel olarak palmitik, oleik, linoleik, stearik ve miristik asitlerin
yogun oldugu saptanmistir. Oleik, linoleik ve stearik asit igerigi soya unu kaynaklidir.
Ancak kurabiye Orneklerindeki major yag asidinin palmitik asit oldugu goriilmiistiir.
palmitik Formiilasyonda kullanilan tereyaginin asit igerigi, biitirik ve miristik asit

icerigini de etkilemigtir [131].

Yag asitleri, kontrol ve farkli mikroorganizmalarla fermente edilmis olan Ornekler
iizerinden ayr1 ayr1 incelendiginde Biitirik asit (C4:0) icerigi BC grubunda %2 iken, BT1
iiriinlerinde bu deger %0,673’tiir. BT2 ve BT3 iirlinlerinde ise BT1’den istatistiksel
olarak anlaml bir farkla yaklasik %2,1 oraninda Ol¢iilmiistiir (p<0.05). Diger bir yag
asidi olan kaproik asit (C6:0), fermente edilmemis 6rneklerde %1,8 olarak bulunurken,
BT1 iiriinlerinde bu oran %0,4’tiir. Kurabiye 6rneklerinin iceriginde en ¢ok bulunan yag
asidi palmitik asit (C16:0)’tir. BC 6rneklerinde %30,5 olarak bulunurken, fermantasyonla
birlikte igeriginin istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldigi goriilmiistiir (p<0.05).
Hem S. cerevisiae hem de S. boulardii suslar1 kullanilarak elde edilen kurabiye

iriinlerinde igerik yaklasik %28,6 olarak tespit edilmistir.

Stearik asit (C18:0) igerigi fermente edilmemis BC 6rneginde ortalama %9,259 oraninda,
BT2 ve BT3 kodlu iiriinlerde ise yaklasik %8,8 oraninda tespit edilmistir. Kurabiye
iiriinlerinde bulunan major yag asitlerinden biri olan oleik asit, tiim tiriinlerde ortalama
olarak %23 olarak bulunmustur. Ancak iiriin gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark gbzlenmistir (p<0.05). BT1 grubu fermantasyonla yaklasik %0,2’lik bir artig
gostermistir. BT2 kodlu iirlinlerde ise ilgili yag asidinin yiizde icerigi BC grubundan daha

diisiik hesaplanmaistir.

Son olarak dekanoik (C10:0) ve linoleik (C18:2) yag asitlerinde fermente edilmis ve
edilmemis O6rnekler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p<0.05).
Pentadekanoik (C15:0), Palmitoleik (C16:1), heptadekanoik (C17:0) ve linolenik (C18:3)
yag asitleri ise tiim gruplarda farkli oranlarda hesaplandigindan, bu yag asitlerinin
iriinlerde  bulunma  ylizdelerinin  degisimi  fermantasyonla  kesin  olarak

iligkilendirilememistir.
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4.5.4. Son Uriinde Birincil Metabolitlerin Belirlenmesi

Bu calismada elde edilen son iirlinlerde GC-MS sistemi ile birincil metabolit analizi
kantitatif olarak gergeklestirilmistir. Tiim metabolitler, uygulanan derivatizasyon iglemi
dolayisiyla, i¢erdikleri karboksil ve hidroksil gruplarina baglanan TMS (trimetilsilil ester)

sayisina gore TMS tiirevi cinsinden verilmistir [144].

Calisma sonucunda orneklerde toplam 37 adet birincil metabolit tespit edilmistir.
Metabolitlere ait alikonma zamanlari ve iirlinlerdeki icerikleri Cizelge 4.11 ve Cizelge

4.12°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.11. Kraker o6rneklerine ait birincil metabolit analizi sonuglart

Grup Adive # Metabolit Adi Derivatizasyon ~ Rt(dk)  AC (mg/kg) ATl (mgkg) AT2 (mghkg)  AT3 (mg/kg)
Aminoasitler
1 L-Alanine 2 TMS 6,459 0,050 £ 0,005 0,355 + 0,029° 0,193 + 0,010° 0,161 + 0,001°
2 L-Valine TMS 9,126 0,020 = 0,001° 0,136 = 0,023* 0,114 + 0,000° 0,113 + 0,002°
3 L-Proline 2 TMS 11,00 0,123 + 0,018° 0,208 + 0,030° 0,245 = 0,001*° 0211 % 0,003
4 Glycine 3 TMS 11,371 0,017 + 0,002° 0,127 + 0,002° 0,083 = 0,002* 0,088 = 0,005
5 Serine 3 TMS 12,854 0,013 + 0,001° 0,103 + 0,008 0,086 = 0,002* 0,081 = 0,002°
6 L-Threonine 3 TMS 13,536 0,013 + 0,002° 0,142 + 0,004° 0,112 = 0,003* 0,106 = 0,002°
7 B-Alanine TMS 14364 0,008 + 0,002° 0,026 + 0,004° 0,010 = 0,000° 0,011 = 0,000°
8 L-Aspartic acid 3 TMS 16,756 0,033 + 0,003* 0,180 + 0,017° 0,087 = 0,005° 0,084 = 0,005
9 L-Glutamic acid 3 TMS 19,035 0,018 + 0,003* 0,201 + 0,024> 0,181 + 0,010° 0,175 + 0,009°
10 L-Asparagine 2 TMS 20,178 0,008 + 0,002* 0,057 + 0,020° 0,013 + 0,001° 0,012 £ 0,000°
11 L-Ornithine 5 TMS 23332 Tespit Edilmedi 0,023 + 0,003* 0,042 + 0,001° 0,055 + 0,003°
12 L-Tryptophan T™S 30,829 0,004 = 0,000° 0,009 + 0,002 0,013 £ 0,000° 0,009 £ 0,000°
Yag Asitleri
9,12-Octadecadienoic acid
13 (Linoleik asit) ™S 304016376 + 0,044° 0,192 = 0,012° 0335 + 0,016* 030 = 0,02°
9-Octadecenoic acid
14 (Olcik asit) ™S 30495 0143 £ 0,014* 0,130 £ 0,006 0,146 £ 0,006 0,11 = 0,00°
15 Palmitic Acid TMS 27434 0,128 + 0,008° 0,041 + 0,002° 0,169 £ 0,004 0,12 £ 0,01°
16 Stearic acid T™S 30,949 0,017 + 0,002° 0,017 + 0,001° 0,024 + 0,012° 0,02 £ 0,00°
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Organik Asitler

17 Lactic Acid TMS 5,584 0,011 + 0,001* 1,379 £ 0,004 1,139 + 0,037° 1,637 £ 0,075
18 Acetic acid TMS 5,865 0,003 + 0,000* 0,010 = 0,000° 0,009 + 0,000° 0,006 = 0,000
Propanedioic acid (Malonic
19 b Acid) ( 2 TMS 8,818 0,017 £ 0,003° 0,039 + 0,006° 0,037 + 0,001* 0,031 + 0,002°
20 Butanedioic acid 2 TMS 11,491 0,01 =+ 0,001* 0,040 + 0,002* 0,184 + 0,007° 0,115 + 0,106™
21 Propanoic acid TMS 12,119 0,005 £ 0,001° 0,009 + 0,000° 0,018 + 0,001* 0,018 + 0,001°
22 2-Butenedioic acid 2 TMS 12,3 0,008 + 0,001* 0,011 £ 0,000° 0,007 + 0,001* 0,039 + 0,038"
23 Malic acid 3 TMS 16,028 0,135 £ 0,016° 0,080 + 0,006° 0,088 + 0,002* 0,022 + 0,002°
24 Hexanedioic acid 2 TMS 16,209 0,015 £ 0,003* 0,014 + 0,001° 0,010 + 0,001* 0,026 £ 0,006
25 Citric acid 4 TMS 23,545 0,604 £ 0,025° 1,352 + 0,061 1,258 + 0,015* 1,046 £ 0,075°
26 D-Gluconic acid 6 TMS 27,341 0,062 + 0,005* 0,072 + 0,005° 0,109 + 0,005° 0,069 + 0,004
Sekerler
27 D-Fructose 5TMS 24,848 1,493 + 0,132% 4,234 + 0,017° 2,185 + 0,032° 2,869 + 0,133°
28 D -Galactose 5 TMS 25223 0,367 £ 0,026° 2,307 + 0,030° 2,703 + 0,088* 2,711 + 0,118
29 D-Glucose 5TMS 25363 7,182 + 0.465° 3,576 + 0,007° 3,258 + 0,038* 3,085 + 2,319
30 d-Mannose 5TMS 25,677 1,282 + 0,099° 0,661 + 0,026° 1,399 + 0,740 0,986 + 0,039°
31 Melibiose 8 TMS 39,97 0,093 + 0,019° 0,143 £ 0,003* 0,126 + 0,005 0,084 + 0,006
Seker Alkolleri
32 Xylitol 5TMS 21,608 0,02 £ 0,002° 0,096 + 0,007° 0,009 + 0,001* 0,011 £ 0,001*
33 Inositol 6 TMS 23,94 0,681 + 0,055° 2,493 + 0,141° 1,793 + 0,055* 1,688 + 0,076"
34 D-Mannitol 6 TMS 25,951 0,012 + 0,001¢ 0,575 £ 0,004° 0,125 + 0,003° 0,733 + 0,033"
35 D-Glucitol 6 TMS 26,098 0,166 + 0,016° 0,094 + 0,007° 0,119 + 0,002* 0,105 + 0,006
36 Scyllo-Inositol 6 TMS 26,405 0,11 £ 0,011° 0,366 = 0,011° 0,336 + 0,014* 0,286 = 0,011°
37 Myo-Inositol 6 TMS 28,884 0,25 + 0,018 0,856 + 0,051° 0,672 £ 0,017*° 0,677 = 0,035

Bir satir igerisinde farkli harflere sahip degerler (ortalama + SD, n=3) Tukey testine gore anlaml derecede farklidir, p<0.05.
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Calisma kapsaminda fermente edilen ve edilmeyen kraker 6rneklerinde 12 adet aminoasit
tespit edilmistir. Bu Orneklerde alanin, wvalin, prolin, glisin, serin, treonin,
B-alanin, aspartik asit, glutamik asit, asparajin, ornitin ve triptofan aminoasitlerinin
bulundugu saptanmistir. Ozellikle valin, treonin ve triptofan diyetle alinmasi1 gereken

esansiyel aminoasitler olmalar1 nedeniyle dnemlidir [145].

Orneklerde bulunan alanin, tiim proteinlerin yapisina katilmasi dolayisiyla énemli bir
esansiyel olmayan aminoasittir [146]. Alanin igerigi fermente edilmemis AC Ornekleri
icin ortalama 0,05 ve fermente edilmis AT1, AT2 ve AT3 gruplar igin sirastyla 0,355;
0,193 ve 0,161 mg/kg olarak saptanmistir. S. cerevisiae susu kullanilmas1 durumunda
fermantasyon sonucunda alanin igeriginin fermantasyona tabi tutulmayan ve S. boulardii

ile fermente edilmis kraker 6rneklerine gore daha fazla oldugu goriilmiistiir (p < 0.05).

Valin ise protein sentezinde kullanilan, hayvansal ve bitkisel gidalardan alinabilen
esansiyel bir aminoasittir [147]. AC 6rneklerinde ortalama 0,02 mg/kg valin bulunurken,
fermente edilmis AT1, AT2 ve AT3 orneklerinde 0,136, 0,114 ve 0,113 mg/kg olarak
bulunmustur. Valin igeriginde fermantasyon prosesi uygulandiktan sonra istatistiksel
olarak anlamli bir fark gozlenmistir (p < 0.05). Bu durumda fermantasyonla valin
iceriginin yiikseldigi goriilmiistiir. Ancak S. cerevisiae ve S. boulardii ile fermente edilen

iirlinler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamastir.

Prolin aminoasidi protein sentezi ve metabolik aktivitelerin yani sira, yaralarin iyilesmesi
ve bagisiklik sisteminde gorev almaktadir [148]. AC grubunda 0,123 mg/kg olarak
bulunan prolin, S. cerevisiae ile fermente edilen AT1 6rneklerinde ortalama 0,208 mg/kg
olarak bulunurken, S. boulardii ile fermente edilen AT2 ve AT3 gruplarinda 0,245 ve
0,211 mg/kg olarak bulunmustur. Bu durumda fermente edilmemis 6rneklerde prolin
miktar1 fermente edilen Orneklere gore istatistiksel olarak daha diisiiktiir (p<0.05).
Fermantasyonda kullanilan mikroorganizmalarin prolin igerigi iizerinde ayrica bir etkisi

olmadig1 saptanmuistir.
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Glisin merkezi sinir sistemi lizerinde etkisi bulunan; antioksidan, anti-inflamatuar ve
bagisiklik sistemi diizenleyici bir aminoasittir [149]. AC 6rneklerinde igerigi 0,017 mg/kg
diizeyindeyken; AT1, AT2 ve AT3 orneklerinde 0,127;0,083 ve 0,088 mg/kg oldugu
saptanmigtir. Serin folat ve metionin dongiilerinde rol oynarken, ayni zamanda siilfiir
iceren aminoasitlerin sentezinde kilit rol oynamaktadir [150]. AC 6rneklerinde ortalama
0,013; AT1’de 0,103; AT2’de 0,086 ve AT3’te 0,081 mg/kg bulunmaktadir. Treonin lipid
metabolizmas1 ve protein sentezi iizerine etkili bir aminoasittir [151]. AC 6rneklerinde

ortalama 0,013; AT1’de 0,142; AT2’de 0,112 ve AT3’te 0,106 mg/kg bulunmaktadir.

B-Alanin AC o6rneklerinde ortalama 0,008; AT1°de 0,026; AT2’de 0,010 ve AT3’te 0,011
mg/kg bulunmaktadir. Aspartik asit viicutta amonyagin c¢evriminde rol oynamaktadir
[152]. Fermente edilmemis AC orneklerinde 0,033 mg/kg bulunurken, fermente edilen
ATI1, AT2 ve AT3 orneklerinde kilogram {iriin basina sirasiyla 0,180; 0,087 ve 0,084 mg
bulunmaktadir. Ornitin kreatin sentezinin ilk basamaginda rol oynayan bir aminoasittir
[153]. Fermantasyon Oncesi kraker igeriginde tespit edilmezken, fermantasyonla birlikte
iceriginin istatistiksek olarak anlamli sekilde arttigi gorilmistir (p<0.05).
Gergeklestirilen istatistiksel hesaplamalar sonucunda, fermente edilmeyen AC
orneklerinden farkli olarak yalnizca S. cerevisiae ile fermente edilmis AT1 6rneklerinde
glisin, serin, treonin, B-alanin ve aspartik asit miktarlarinin arttig1 gortiilmistiir. Asparajin
icerigi AC grubunda 0,08 iken, S. cerevisiae ile fermente edilmis 6rneklerde ortalama
kilogram basina 0,057; S. boulardii ile fermente edilen 6rneklerde ise 0,013 ve 0,012 mg
olarak bulunmaktadir. Istatistiksel hesaplamalar sonucunda, sus farkliligindan bagimsiz
olarak fermente edilen Orneklerde asparajin miktarinda anlamh farklilik saptanmistir

(p<0.05).

Triptofan miktar1 kraker iirlinlerinde fermente olmayan 6rneklerde 0,004; fermente olan
orneklerde ise kilogram basina 0,009; 0,013 ve 0,09 mg bulunmaktadir. Fermantasyon
sayesinde S. cerevisiae ve S. boulardii kullanilan 6rnek gruplarinda triptofan igeriginin

istatistiksel olarak anlamli sekilde artmis oldugu goriilmektedir (p<0.05).
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Ornek iceriklerinde saptanan yag asitleri linoleik, oleik, palmitik ve stearik asitlerdir. Bu
yag asitleri daha Once c¢aligma kapsaminda gergeklestirilmis olan “Yag asidi
kompozisyonu tayini” boliimiinde de kraker drneklerinin i¢eriginde saptanan major yag
asitleridir. Yani yag asidi kompozisyonu tayini sonucunda elde edilen veriler, birincil
metabolit analizi sonucunda elde edilen verilerle &rtiismektedir. Uriinlerin iceriginde
bulunan yag asitleriyle ilgili ayrintili bilgi “Yag asidi kompozisyonu tayini” bdlimiinde

tartigilmstir.

Organik asit grubunda laktik ve asetik asit igerigi dikkat cekerken; propanedioik,
propanoik, 2-biitanedioik, malik, hekzanedioik, biitanoik, sitrik ve glukonik asitlere de
rastlanmistir. Asetik asitin fermente olmamuis iiriin gruplarinda daha az bulundugu ancak

fermente edilmis 6rneklerinde beklendigi lizere icerigin yiikseldigi tespit edilmistir.

Laktik asit, fermantasyon sonucu Ozellikle laktik asit bakterilerinin olusturdugu bir
organik asittir. Ancak endiistride faj kontaminasyonu endisesi dolayisiyla laktik asit
bakterilerinin kullanimindansa, daha giivenli bir yol olan S. cerevisiae kullanilarak laktik
asit iiretimi tesvik edilmektedir. S. cerevisiae laktat dehidrojenaz (/dh) geni sayesinde
laktik asit liretebilmektedir [154]. S. boulardii’nin de laktik asit liretme yetenegi oldugu
bildirilmistir [155]. Kraker 6rneklerinde fermente edilmemis AC iiriinlerinde laktik asit
icerigi 0,011 mg/kg iken, fermantasyonla birlikte AT1, AT2 ve AT3 orneklerinde
sirastyla kilogram {irtin bagina 1,379; 1,139 ve 1,637 mg’a ciktig1 goriilmektedir.
Istatistiksel ~ analizler ~sonucunda fermente edilmemis kraker iiriinleriyla
karsilagtirildiginda, fermantasyon ile iirlin icerigindeki laktik asit miktarinin anlaml

diizeyde farkli oldugu saptanmistir (p < 0.05).

Asetik asit S. cerevisiae’nin fermantasyon sonucu iirettigi bir yan {iriindiir [156]. Ayrica
S. boulardii’nin bakteri gelisimine kars1 inhibe edici bir ajan olarak asetik asit tiretebildigi
belirtilmistir [157]. AC irilinlerinde ortalama 0,003 mg/kg olarak bulunan asetik asit,
fermente edilmis AT1, AT2 ve AT3 orneklerinde kilogram basina 0,01; 0,009 ve 0,006
mg bulunmaktadir. Istatistiksel analizler sonucunda fermantasyon ile iiriin igerigindeki

miktarlarin anlaml diizeyde arttig1 goriilmektedir (p < 0.05).
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Propanedioik, bir diger ismiyle malonik asit hiicre i¢inde yag asidi sentezinde
kullanilmaktadir [158]. Kraker orneklerinde fermente edilmeyen iiriin grubunda 0,017
olarak bulunmugstur. Fermente edilen AT1, AT2 ve AT3 iiriinlerinde ise kilogram basina
0,039; 0,037 ve 0,031 mg bulundugu kaydedilmistir. Bu 6rnek grubunda fermantasyonla
malonik asit igeriginin anlamli diizeyde arttigi, S. cerevisiae ve S. boulardii ile

fermantasyonda malonik asit miktarini ayn1 diizeyde arttirdig1 goriilmiistiir (p < 0.05).

Biitanedioik asit, diger adiyla siiksinik asit S. boulardii tarafindan kullanilamadigindan
dolayi, S. boulardii kullanilarak fermente edilen liriinlerde birikebilen bir asittir [159].
Fermente edilmemis AC Orneklerinde 0,01 mg/kg bulunan siiksinik asit seviyesi,
fermantasyon sonrast AT1 orneklerinde 0,040; AT2 orneklerinde 0,184 ve AT3
orneklerinde 0,115 mg/kg seviyesine kadar artmistir. Istatistiksel analizler sonucunda AC
ile karsilagtirildiginda, AT1 o6rnekleri arasinda anlamli fark goriilmezken, S. boulardii ile
fermente edilen AT2 ve AT3 o6rneklerinde siiksinik asit oraninda anlamli bir artig

saptanmistir (p < 0.05).

Propanoik (propiyonik) asit gidalarda koruyucu goérevi goren bir organik asittir [160,161].
AC 0Orneginin igerisinde 0,005 mg/kg olarak bulunan propanoik asit miktari, fermente
edilmis 6rneklerde AT1 i¢in 0,009; AT2 i¢in 0,018 ve AT3 i¢in 0,018 mg/kg saptanmuigtir.
Fermantasyon prosesiyle birlikte istatistiksel diizeyde anlamli artig gdsteren bu oran,
S. cerevisiae ve S. boulardii kullanim1 agisindan da farkliliklara sahiptir
(p < 0.05). Kraker formiilasyonuna sahip fermente Orneklerde S. boulardii kullanimi

propiyonik asit miktarini S. cerevisiae kullanimindan daha fazla ytikseltmistir.

Malik asit gidalarda tat/aroma arttirict olarak kullanilan dort karbonlu dikarboksilik bir
asittir [162]. Kraker formiilasyonuna sahip iiriinlerde, AC grubunda malik asit miktar1
0,135 mg/kg olarak dl¢iilmiistiir. AT1, AT2 ve AT3 iiriinlerinde ise bu miktarlar sirastyla
kilogram basmna 0,080; 0,088 ve 0,022 mg’dir. Fermantasyonla birlikte kraker

uiriinlerindeki malik asit igerigi istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir (p < 0.05).
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Sitrik asit, Ozellikle siit {riinlerinde S. boulardii’nin sitrik asidi pargalayamamasi
nedeniyle birikebilen bir asittir [159]. AC iiriinlerinde sitrik asit miktar1 0,604’ken AT,
AT2 ve AT3’te sirastyla 1,352; 1,258 ve 1,046 mg/kg’a ylikselmistir. Fermantasyonla
birlikte tiim Griinlerin icerigindeki sitrik asit miktar1 artarken, AT1 ve AT2 f{iriinlerindeki

artis kendi iglerinde anlamli bir fark teskil etmemektedir (p < 0.05).

Glukonik asit gidalara eklenebilen, 6zellikle et, siit ve sarapc¢ilik endiistrisinde kullanilan
bir seker asididir [163]. Hem kraker 6rneklerinde glukonik asit icerigi fermantasyonla
veya farkli suslarin kullanimiyla degismemistir (p < 0.05). AC grubunda 0,062 mg/kg
bulunan glukonik asit; AT1, AT2 ve AT3 gruplarinda 0,072; 0,109 ve 0,069 mg/kg

bulunmaktadir.

Literatiirde bulunan farkli ¢aligmalar sonucunda benzer soya bazli 6rneklerde glutarik,
glukonik, fumarik, asetik, laktik, sitrik ve benzoik asitlerin saptandigi belirtilmistir [164].
Ancak caligmalar benzer olsa da son {iriinlerde saptanabilen organik asitlerin varliginin;
fermantasyon ortam1 ve normu, kullanilan mikroorganizmalar ve kullanilan

hammaddelerin durumu gibi bir¢ok etkene bagli oldugu da vurgulanmaktadir [165].

Sekerler ve seker alkolleri grubunda fruktoz, glukoz, galaktoz, mannoz ve melibioz
saptanmugtir. Literatlir verileri ile karsilastirma yapildiginda ise, benzer orneklerde,
caligmalar sonucunda saptanan birincil metabolitler maltoz, ksilitol, galaktoz, inositol ve
tiirevleridir [166]. Bu grupta dikkat ¢eken en 6nemli metabolitlerden biri soya igeriginde
bulunan ve anti-diyabetik bir ajan olan Inositol’diir [167]. Tiim 6rneklerde inositol, siklo-

inositol ve miyo-inositol formunda saptanmustir.

Fruktoz S. cerevisiae ve S. boulardii tarafindan karbon kaynagi olarak kullanilabilen alt1
karbonlu bir ketozdur [168,169]. AC iiriinlerinde 1,493 mg/kg bulunan fruktoz; AT1’de
4,234; AT2’de 2,185 ve AT3’te 2,869 mg/kg olarak saptanmistir. Glukoz S. cerevisiae
ve S. boulardii’nin fermantasyonda kullandigi baslica karbon kaynagidir [170]. AC
iiriinlerdinde 7,182 olarak bulunan glukoz; AT1°de 3,576; AT2’de 3,258 ve AT3’te 3,085

mg/kg olarak bulunmustur. Bu durumda fermantasyonla glukoz igerigi anlamli olarak
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diiserken, farkli sus kullaniminin glukoz igerigi iizerine anlamli bir etkisi olmadigi

saptanmistir (p < 0.05).

Seker alkolleri grubunda ise o6rnek igeriklerinde ilk olarak ksilitol saptanmistir. Ksilitol
diisiik kalorili olmasi nedeniyle endiistride seker ikamesi olarak kullanilabilmektedir
[171]. AC orneklerinde 0,02 mg/kg olarak bulunan ksilitol; AT1 6rneklerinde 0,096; AT2
orneklerinde 0,009 ve AT3 orneklerinde 0,011 mg/kg bulunmaktadir. Fermantasyonla
birlikte kraker orneklerindeki ksilitol iceriginin yiikseldigi gorlilmistiir. Ayrica
S. cerevisiae ve S. boulardii kullanilarak elde edilen iirlinlerde S. cerevisiae’nin ksilitol
icerigini daha fazla yiikselttigi istatistiksel olarak anlamli diizeyde saptanmistir

(p < 0.05).

Inositol soya fasiilyesi igeriginde bulundugu bilinen bir bilesendir [172]. Kraker
iriinlerinde inositol, siklo-inositol ve myo-inositol formlarinda bulunmaktadir. Toplam
olarak AC iirlinlerinde 1,041; AT1’de 3,715; AT2’de 2,801 ve AT3’te 2,651 mg/kg
bulunmaktadir. Kraker {iriinlerinde fermantasyonla birlikte anlamli diizeyde artis
goriilmistiir. Ayrica S. cerevisiae ve S. boulardii kullanimi inositol i¢erigini farkl sekilde
ylikseltmistir. S. cerevisiae ile fermente edilen iirlinlerde inositol icerigindeki artigin,

S. boulardii ile fermente edilen iiriinlerden daha yiiksek oldugu saptanmistir (p < 0.05).
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Cizelge 4.12. Kurabiye orneklerine ait birincil metabolit analizi sonuglari

Grup Adive # Metabolit Ad: Derivatizasyon ~ Rt(dk)  BC (mgkg)  BT1(mgkg)  BT2(mgkg)  BT3 (mg/ke)
Aminoasitler
1 L-Alanine 2 TMS 6,459 0,011 + 0,004° 0,142 + 0,018 0,065 + 0,002* 0,066 + 0,002°
2 L-Valine ™S 9,126 0,030 + 0,002 0,229 + 0,003 0,209 + 0,000° 0,197 + 0,007
3 L-Proline 2 TMS 11,09 0,111 + 0,004° 0,176 + 0,006* 0,196 + 0,022* 0,198 + 0,004
4 Glycine 3 TMS 11,371 0,046 + 0,002* 0,056 + 0,016 0,048 + 0,002 0,049 + 0,001°
5 Serine 3 TMS 12,854 0,023 + 0,001* 0,051 + 0,001° 0,024 + 0,005* 0,022 + 0,003"
6 L-Threonine 3 TMS 13,536 0,034 + 0,003* 0,096 + 0,015 0,049 + 0,013* 0,047 = 0,004
7 B-Alanine TMS 14,364 0,019 + 0,001* 0,021 + 0,003* 0,022 + 0,018 0,021 + 0,001*
8 L-Aspartic acid 3 TMS 16,756 0,072 + 0,005* 0,040 + 0,004 0,045 + 0,036 0,048 + 0,015°
9 L-Glutamic acid 3 TMS 19,035 0,084 + 0,010 0,085 + 0,007 0,085 + 0,002 0,084 + 0,007*
10 L-Asparagine 2 TMS 20,178 Tespit Edilmedi Tespit Edilmedi  Tespit Edilmedi = Tespit Edilmedi
11 L-Ornithine 5 TMS 23,332 Tespit Edilmedi  Tespit Edilmedi  Tespit Edilmedi  Tespit Edilmedi
12 L-Tryptophan TMS 30,829 Tespit Edilmedi  Tespit Edilmedi  Tespit Edilmedi  Tespit Edilmedi
Yag Asitleri
9,12-Octadecadienoic acid
13 (Linoleik asit) T™MS 30,401 0,261 + 0,016° 0,406 + 0,004 0,373 + 0,011* 0,360 = 0,012°
9-Octadecenoic acid
14 (Oleik asit) T™MS 30495 208 = 0,036° 0217 + 0,007 0209 = 0,027° 0203 + 0,024°
15 Palmitic Acid T™S 27,434 0,394 + 0,018" 0,434 + 0,007* 0,407 £ 0,009® 0,411 + 0,014
16 Stearic acid T™S 30,949 0,171 + 0,037* 0,159 + 0,132* 0,135 + 0,017* 0,131 + 0,007°
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Organik Asitler

17 Lactic Acid TMS 5,584 0,067 + 0,003° 1,087 + 0,008° 0,766 + 0,085* 0,756 + 0,030°
18 Acetic acid TMS 5,865 0,005 + 0,001° 0,025 + 0,001* 0,021 + 0,003* 0,020 + 0,003*
Propanedioic acid (Malonic
19 b Acid) ( 2 TMS 3,818 0,015 + 0,004* 0,021 + 0,001° 0,020 + 0,001* 0,020 + 0,002°
20 Butanedioic acid 2 TMS 11,491 0,012 + 0,001° 0,011 + 0,000° 0,068 + 0,017* 0,064 + 0,008
21 Propanoic acid TMS 12,119 0,019 + 0,002° 0,026 + 0,021* 0,037 + 0,002* 0,036 + 0,004
22 2-Butenedioic acid 2 TMS 12,3 0,013 + 0,003* 0,014 + 0,002* 0,015 + 0,000° 0,014 + 0,004
23 Malic acid 3 TMS 16,028 0,114 + 0,009° 0,096 + 0,001 0,100 + 0,005® 0,087 + 0,009°
24 Hexanedioic acid 2 TMS 16,209 0,016 + 0,011° 0,136 + 0,033* 0,105 + 0,000° 0,091 + 0,040°
25 Citric acid 4 TMS 23,545 1,852 + 0,099° 2,602 + 0,319° 2,607 + 0310° 2,264 + 0,189
26 D-Gluconic acid 6 TMS 27,341 0,193 £ 0,008 0,195 + 0,036 0,228 + 0,036 0,196 + 0,014*
Sekerler
27 D-Fructose 5 TMS 24,848 6,967 + 0,112° 2,437 + 0,010° 2,482 + 0,069° 2.476 + 0,016
28 D -Galactose 5 TMS 25,223 1,983 + 0,060° 1,388 + 0,168* 1,768 + 0,131° 1,741 + 0,165
29 D-Glucose 5 TMS 25,363 7,814 + 0,375° 1,170 + 0,166° 1,723 + 0,788 1,720 + 0,264°
30 d-Mannose 5 TMS 25,677 3,139 + 0,083° 0,106 + 0,001*° 0,243 + 0,113* 0,247 + 0,007
31 Melibiose 8 TMS 39,97 Tespit Edilmedi  Tespit Edilmedi  Tespit Edilmedi  Tespit Edilmedi
Seker Alkolleri
32 Xylitol 5 TMS 21,608 0,012 + 0,002* 0,015 + 0,001*° 0,013 + 0,005° 0,013 £ 0,002°
33 Inositol 6 TMS 23,94 1,592 + 0,068 2,470 + 0,176° 1,919 + 0,294® 1,901 + 0,242°
34 D-Mannitol 6 TMS 25,951 0,068 + 0,018 0,784 + 0,098* 0,785 + 0,075* 0,792 + 0,055
35 D-Glucitol 6 TMS 26,098 0,081 + 0,004 0,139 + 0,031* 0,126 + 0,028 0,127 + 0,017
36 Scyllo-Inositol 6 TMS 26,405 0,179 + 0,022* 0,275 + 0,012° 0,203 + 0,002* 0,207 = 0,003"
37 Myo-Inositol 6 TMS 28,884 0,168 + 0,023" 0,328 + 0,015* 0,273 + 0,041° 0,269 + 0,028"

Bir satir igerisinde farkli harflere sahip degerler (ortalama + SD, n=3) Tukey testine gore anlaml derecede farklidir, p<0.05.
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Calisma kapsaminda fermente edilen ve edilmeyen kurabiye 6rneklerinde toplam 9 adet
aminoasit tespit edilmistir. Orneklerin igeriginde valin, prolin, glisin, serin, treonin,
B-alanin, aspartik asit ve glutamik asit oldugu goériilmektedir. Ozellikle valin, treonin ve
triptofan diyetle alinmas1 gereken esansiyel aminoasitler olmalar1 nedeniyle oldukca

onemlidir [145].

Alanin icerigi BC 6rnekleri i¢in ortalama 0,011 mg/kg ve fermente edilmis BT1, BT2 ve
BT3 gruplart i¢in swrasiyla 0,142; 0,065 ve 0,066 mg/kg olarak Oolgiilmiistiir.
Fermantasyon sonucunda alanin igeriginin arttigi, S. cerevisiae ile fermente edilen
orneklerde alanin miktarinin S. boulardii ile fermente edilmis 6rneklere gore istatistiksel

olarak anlamli diizeyde artt1ig1 goriilmiistiir (p < 0.05).

Kurabiye orneklerinde valin igerigi, BC grubunda ortalama 0,030 mg/kg olarak
bulunurken, fermente edilmis BT1, BT2 ve BT3 o6rneklerinde 0,229, 0,209 ve 0,197
mg/kg olarak bulunmustur. Fermantasyon isleminin uygulanmis olmasi, kurabiye
orneklerindeki valin igerigini istatistiksel olarak anlamli sekilde arttirmigtir

(p < 0.05).

Fermente edilmemis kurabiye drneklerinde ortalama prolin igerigi 0,111 mg/kg olarak
bulunurken, S. cerevisiae ile fermente edilen BT1 6rneklerinde bu deger 0,176 mg/kg’dir.
Ayrica S. boulardii kullanilarak fermantasyon sonucu elde edilen BT2 ve BT3
orneklerinde sirastyla 0,196 ve 0,198 mg/kg prolin bulundugu goriilmektedir. Prolin
iceriginde fermantasyonla birlikte artis yasandigi ancak kullanilan farkli suglarla
fermantasyonun, Ornekler arasinda karsilastirma yapildiginda anlamhi bir fark
yaratmadigr goriilmiistiir (p < 0.05). Bu durumda prolin igerigine etki s6z konusu

oldugunda S. cerevisiae ve S. boulardii arasinda herhangi bir farklilik saptanmamustir.

Kurabiye orneklerinde glisin, B-alanin, aspartik asit ve glutamik asit iceriginde, fermente
ornekler ve fermente edilmemis Ornekler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmadig gorilmiistiir (p < 0.05).
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Serin ve treonin aminoasitleri i¢in, BC 6rneklerinin igeriginde 0,023, BT1 iceriginde
0,051; BT2 igeriginde 0,024 ve BT3 igeriginde 0,022 mg/kg serin bulundugu
goriilmistiir. Treonin ise BC 6rneklerinin igeriginde 0,034, BT1 igeriginde 0,096; BT2
iceriginde 0,049 ve BT3 igeriginde 0,047 mg/kg olarak bulunmaktadir. BC drneklerinden
farkli olarak yalnizca S. cerevisiae ile fermente edilmis BT 1 drneklerinde serin ve treonin
miktarlarinin anlamli olarak arttigi goriilmistiir (p < 0.05). S. boulardii ile fermente

edilen 6rneklerde bu miktarlar fermantasyon ile degismemistir.

Ornek iceriklerinde saptanan yag asitleri linoleik, oleik, palmitik ve stearik asitlerdir. Bu
yag asitleri daha Once ¢alisma kapsaminda gergeklestirilmis olan “Yag asidi
kompozisyonu tayini” béliimiinde de kraker ve kurabiye 6rneklerinin igeriginde saptanan
major yag asitleridir. Yani yag asidi kompozisyonu tayini sonucunda elde edilen veriler,
birincil metabolit analizi sonucunda elde edilen verilerle Ortiismektedir. Uriinlerin
iceriginde bulunan yag asitleriyle ilgili ayrintili bilgi “Yag asidi kompozisyonu tayini”

boliimiinde verilmistir.

Organik asit grubunda fermantasyon i¢in 6nem arz eden laktik ve asetik asit icerigi dikkat
cekerken; propanedioik, propanoik, 2-biitanedioik, malik, hekzanedioik, biitanoik, sitrik
ve glukonik asitlere de rastlanmistir. Asetik asitin fermente olmamis {iriin gruplarinda
daha az bulundugu ancak fermente edilmis orneklerinde beklendigi iizere icerigin

yiikseldigi tespit edilmistir.

Kurabiye orneklerinde fermente edilmemis BC {iriiniinde laktik asit miktar1 0,067
mg/kg’dir. BT1, BT2 ve BT3 {iriinlerinde ise kilogram bagina laktik asit miktart 1,087,
0,766 ve 0,756 olarak kaydedilmistir. Bu 6rnek grubunda fermantasyonla birlikte laktik
asit miktarinin arttig1 istatistiksel olarak anlamli bigimde goriilmektedir (p < 0.05).
S. cerevisiae ile fermente edilen BT1 orneginin laktik asit igeriginde goriilen artis,
S. boulardii ile fermente edilen BT2 ve BT3 {iriinlerinden daha yiiksektir. BT2 ve BT3

iriinleri arasinda ise anlamli farklilik gézlenmemistir (p < 0.05).
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Asetik asit kraker orneklerinde fermente edilmeyen BC grubunda 0,005; S. cerevisiae ile
fermente edilen BT1 6rneklerinde 0,025; S. boulardii ile fermente edilen BT2 ve BT3
orneklerinde ise 0,021 ve 0,02 mg/kg asetik asit bulunmaktadir. Fermantasyonla birlikte
asetik asit iceriginin anlamli derecede yiikseldigi goriiliirken, kullanilan suslarin kendi
arasinda karsilagtirnlldiginda anlamli fark yaratmadigi, yani S. cerevisiae ve
S. boulardii’nin kurabiye Orneklerinde asetik asit miktarin1 ayni diizeyde ytikselttigi

goriilmistiir (p < 0.05).

Biitanedioik asit, diger adiyla siiksinik asit BC grubunda 0,012 mg/kg olarak bulunmus,
BT]1 fdirtinlerinde 0,011; BT2 ve BT3 firiinlerinin igeriginde ise 0,068 ve 0,064 mg/kg
olarak Olciilmiistiir. Kraker 6rneklerinde fermantasyon sonucunda yalnizca S. boulardii
ile fermente edilen BT2 ve BT3 orneklerinde siiksinik asit iceriginde artis oldugu

saptanmistir (p < 0.05).

Kurabiye iriinlerinin fermantasyon Oncesi propiyonik asit miktar1 0,019 iken,
fermantasyonla birlikte BT1, BT2 ve BT3 6rneklerinde sirastyla 0,026; 0,037 ve 0,036
mg/kg icerige sahip oldugu goriilmiistiir. Ancak kurabiye formiilasyonuna sahip

iriinlerde goriilen bu degisim, anlamli bir fark olarak yorumlanmamaktadir (p < 0.05).

Kurabiye iiriinlerinde, BC grubunda 0,114 mg/kg malik asit bulunurken; BT1 0,096; BT2
0,1 ve BT3 ise 0,087 mg/kg malik asit igermektedir. Malik asit miktar1 fermantasyonla

istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiis gostermistir (p < 0.05).

Sitrik asit, ozellikle siit {riinlerinde S. boulardii’nin sitrik asidi pargalayamamasi
nedeniyle birikebilen bir asittir [159]. Kurabiye Orneklerinde de bu birikim
goriilebilmektedir. Fermantasyon Oncesi 1,852 mg/kg bulunmasmin ardindan
fermantasyon sonrasinda 2,6 mg/kg seviyelerine kadar artig goriilmistiir. Bu artis,

istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05).
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Orneklerdeki glukonik asit icerigi fermantasyonla veya farkli suslarin kullanimiyla
anlamli olarak degismemistir (p < 0.05). BC grubunda 0,193; BT1’de 0,195; BT2’de
0,228 ve BT3’te 0,196 mg/kg bulunmaktadir.

Sekerler ve seker alkolleri grubunda fruktoz, glukoz, galaktoz, mannoz ve melibioz
saptanmigtir. BC grubunda 6,976 mg/kg olarak bulunan fruktoz, beklendigi iizere
fermantasyonla birlikte daha diisiik seviyelere inmistir. BT1 iirliniinde 2,437; BT2’de
2,482 ve BT3’te 2,476 mg/kg olarak bulunmustur. Fermantasyonda S. cerevisiae ve
S. boulardii kullanim1 kendi arasinda anlamli bir fark yaratmamistir (p < 0.05). Galaktoz
miktar1 BC, BT2 ve BT3 gruplarinda istatistiksel agidan anlamli olarak degismemis ve
sabit kalmistir. Ancak BTl grubunda galaktoz icerigi anlamli sekilde azalmigtir
(p <0.05).

Glukoz S. cerevisiae ve S. boulardii’nin fermantasyonda kullandig1 baslica karbon
kaynagidir [170]. BC firiinlerinde 7,814 mg/kg bulunurken; BT1°de 1,170; BT2’de 1,723
ve BT3’te 1,720 mg/kg olarak bulunmustur. Her iki 6rnek grubunda da fermantasyonla
glukoz icerigi anlaml olarak diiserken, farkli sus kullaniminin glukoz igerigi {izerine

etkisi olmadig1 saptanmistir (p < 0.05).

Ksilitol, fermantasyon oncesinde 0,012 mg/kg bulunurken, fermantasyon sonrasi
iriinlerde BT1’de 0,015; BT2 ve BT3’te 0,013 mg/kg diizeyinde bulunmaktadir.
Kurabiye {iriinlerinde fermantasyon Oncesi ve sonrasi Orneklerde ksilitol miktarinda

herhangi bir anlamli fark goriilmemistir (p < 0.05).

Kurabiye iirlinlerinde inositol, siklo-inositol ve myo-inositol formlar1 bulunmaktadir.
Toplam olarak BC iiriinlerinde 1,939 mg/kg olarak hesaplanmistir. BT1, BT2 ve BT3
iiriinlerinde sirastyla kilogram basina 3,072; 2,395 ve 2,377 mg/kg olarak bulunmustur.
S. cerevisiae ile fermente edilen iiriinlerde inositol igerigindeki artisin, S. boulardii ile
fermente edilen {riinlerden istatistiksel diizeyde daha fazla oldugu goriilmiistiir

(p < 0.05).
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Fermantasyon sekerlerin kullanilarak organik asitlere ve seker alkollerine
doniistiiriilmesidir [173]. Calismalar sonunda elde edilen verilere gore fermantasyon
sonrasinda sekerlerin toplam metabolitler igerisindeki oran1 azalmistir. Bu durumun yani
sira organik asit ve seker alkolleri oranlarinin ise arttig1 goriilmektedir. Boylece kraker ve
kurabiye 6rneklerinde beklendigi gibi fermantasyonun gerceklestigi sonucu ¢ikarilabilir.
Kraker ve kurabiye iiriinleri i¢in yapilan analizlerin formiilasyona 6zel olarak optimize
edilmesi gerekmektedir. Ayrica fermantasyonla postbiyotik potansiyel tagimasi icin
onemli oldugu belirtilen bazi bilesenler agisindan, kontrol drnekleri ile karsilagtiriimali

olacak sekilde bir genel kompozisyon ortaya koyulmustur.

4.5.5. Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

Son iiriinlerde fermantasyon sirasinda farkli kiltir kullanimma bagli olarak
gerceklesebilecek antioksidan aktivite degisimlerinin ortaya koyulabilmesi icin ABTS
metodu ile analiz gerceklestirilmistir. Bu boliimde hesaplanan tiim veriler trolox esdegeri
(TEAC) cinsinden verilmistir. Elde edilen veriler kraker 6rnekleri i¢in Cizelge 4.13 ve
kurabiye ornekleri i¢in Cizelge 4.14’te yer almaktadir.

Cizelge 4.13. Kraker 6rnekleri i¢in antioksidan aktivite sonuglari

Uriin %inhibisyon Antioksidan Aktivite  Ortalama Antioksidan Aktivite

Kodu (mM TEAC/g DW*) (mM TEAC/g DW*)
40,236 2,628
40,367 2,636 .

AC 40,105 2619 2,630 + 0,008
40,367 2,636
58,191 3,822

ATI o891 >822 3,762 + 0,071°
56,094 3,684 ’ ’
56,619 3,719
58,716 3,877

AT2 58,978 3894 4,024 + 0,160
62,910 4,154 ’ ’
63,172 4,171
58,585 3,956
58,978 3,982

AT3 3,948 + 0,029*
57,929 3,913
58,322 3,939
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Farkli harflere sahip degerler (ortalama = SD, n=4) Tukey testine gére anlamli derecede
farklidir, p<0.05. DW: Dry weight, kuru madde cinsinden verilmistir.

Calisma kapsaminda gelistirilen triinlerde, AC 6rneklerinde antioksidan aktivite kuru
madde cinsinden 2,6 mM TEAC/g seviyelerinde tespit edilmistir. Aktiviteler AT1, AT2
ve AT3 gruplarinda ise sirasiyla yaklasik 3,76; 4,02 ve. 3,95 olarak hesaplanmistir.
Fermantasyon oOncesinde 2,5 seviyelerinde bulunan aktivitenin S. cerevisiae ve
S. boulardii kullanildig1 durumda arttig1r goriilmiistiir. AT2 ve AT3 gruplar arasinda
istatistiksel bir fark goriilmemesine karsin, AT1 ve AC grubu 6rneklere gore S. boulardii
ile fermente edilen 6rnekler daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir. Ayrica ATl
grubu 6rneklerinde de fermantasyonla antioksidan aktivitenin anlamli diizeyde yiikseldigi
gozlenmistir (p < 0.05). Fermente Ornekler kendi arasinda karsilastirildiginda, sus
seciminin antioksidan aktiviteye etkisi daha net goriilebilmektedir. Bu durumda
S. boulardii ile fermente edilen kraker drneklerinde aktivite, S. cerevisiae ile fermente

edilen 6rneklerden daha fazla yiikselmistir.

Cizelge 4.14. Kurabiye 6rnekleri i¢in antioksidan aktivite sonuglari

Uriin Kodu o, 1nhibisy0n Antioksidan Aktivite  Ortalama Antioksidan Aktivite

(mM TEAC/g DW*) (mM TEAC/g DW*)
47313 4,047
47,510 4,013 .
BC 3,981 + 0,059
52,425 3,920
52,621 3,943
61,206 5,436
60,944 5,413
BTI 5570 + 0,169°
64,220 5,704
64,482 5,727
63,794 5,653
64,106 5,681
BT2 5625 + 0,050°
62,857 5,570
63,169 5,598
65,211 5,780
65,832 5,835
BT3 5622 + 0216°
61,173 5,422
61,484 5,450

Farkli harflere sahip degerler (ortalama = SD, n=4) Tukey testine gére anlamli derecede
farklidir, p<0.05. DW: Dry weight, kuru madde cinsinden verilmistir.
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Kurabiye 6rneklerinde BC grubunda antioksidan aktivite kuru madde cinsinden yaklasik
3,9 mM TEAC/g seviyesinde tespit edilmistir. Aktiviteler BT1, BT2 ve BT3 gruplarinda
ise sirastyla yaklasik 5,57; 5,63 ve 5,62°dir. Fermantasyon oncesinde 3,9 seviyelerinde
bulunan aktivitenin S. cerevisiae ve S. boulardii kullanildig1 durumda anlamli bi¢imde
arttig1 gortilmistiir (p < 0.05). BT1, BT2 ve BT3 gruplar arasinda istatistiksel bir fark
goriilmemesine karsin, BC kontrol grubu fermente 6rneklere gore yaklasik %20 daha
diisiik aktivite gostermistir. Ayrica S. boulardii ve S. cerevisiae suslari, fermente kurabiye

orneklerinde antioksidan aktivitenin yiikselmesi durumunda ayni1 etkiyi gostermistir.

Fermente soya unu ile gergeklestirilen bir calismada 48 saatlik fermantasyon sonucunda
belirli oranlarda soya unu iceren formiilasyonlara sahip krakerlerle gergeklestirilen bir
baska ¢alismada antioksidan aktivite ortalama kuru madde cinsinden 2,54 mM TE/g
olarak hesaplanmistir [174]. Bu durumda literatiir ile karsilastirildiginda elde edilen

orneklerin yliksek bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu sdylenebilmektedir.

4.5.6. Toplam Fenolik I¢erigin Belirlenmesi

Son iiriinlerde fermantasyon sirasinda farkli kiltir kullanimma bagli olarak
gerceklesebilecek toplam fenolik igerikteki (TPC) degisimlerinin ortaya koyulabilmesi
icin analiz gergeklestirilmistir. Bu boliimde hesaplanan tiim veriler mg gallik asit esdegeri
(GAE) cinsinden verilmistir. Hesaplanan veriler kraker ornekleri i¢in Cizelge 4.15 ve

Sekil 4.9°da; kurabiye ornekleri icin Cizelge 4.16 ve Sekil 4.10°da yer almaktadir.
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Cizelge 4.15. Kraker 6rnekleri i¢in toplam fenolik iceriklere ait deney sonuglari

Ornek Kodu Denklem Sonucu Toplam Fenolik Igerik Ortalama TPC* (mg GAE/g)
55,909 0,994
55,182 0,981 b
AC 55.909 0.994 0,988 + 0,007
55,273 0,983
64,727 1,151
64,273 1,143
b b :i: a
AT1 64.636 1,149 1,147 0,004
64,455 1,146
60,818 1,081
62,909 1,118
) ) + a
AT2 60.818 1,081 1,100 0,022
62,909 1,118
61,000 1,084
63,000 1,120
[} ) + a
AT3 61.000 1,084 1,102 0,021
63,000 1,120

*TPC: Total phenolic content/Toplam fenolik igerik, farkli harflere sahip degerler (ortalama + SD, n=4) Tukey testine gore anlamli derecede farklidir, p<0.05.

Ortalama Fenolik Icerik
(mg GAE/g)

1,5

1,0
O,S I
0,0

AC

a
b 1,147
0,988

ATl AT2 AT3

a a
1,100 1,102

Sekil 4.9. Kraker ornekleri i¢in toplam fenolik iceriklere ait stitun grafikleri
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Cizelge 4.16. Kurabiye 6rnekleri i¢in toplam fenolik igeriklere ait deney sonuglari

Ornek Kodu Denklem Sonucu Toplam Fenolik Igerik Ortalama TPC* (mg GAE/g)

58,455 1,039

59,636 1,060 .
BC 58,455 1,039 1,050 + 0,012

59,636 1,060

67,545 1,201

70,182 1,248 b
BTI 67.545 1201 1,224 + 0,027

70,091 1,246

65,727 1,168

64,909 1,154 a
BT2 65.636 1167 1,160 + 0,009

64,818 1,152

64,727 1,151

64,273 1,143 a
BT3 64.727 1151 1,145 + 0,006

64,000 1,138

*TPC: Total phenolic content/Toplam fenolik igerik, farkli harflere sahip degerler (ortalama + SD, n=4) Tukey testine gore anlamli derecede farklidir, p<0.05.

Ortalama Fenolik
Icerik
(mg GAE/g)

b

c 1,224
1,050

1,5

a
1,145

1,0
0,5
0,0
BC

BT1 BT2 BT3

Sekil 4.10. Kraker 6rnekleri igin toplam fenolik igeriklere ait siitun grafikleri
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Soya unu bazli olarak farkli suslar kullanilarak gelistirilen fermente iiriinlerde, AC
orneklerinde toplam fenolik igerigin ortalama 0,998 mg GAE/g oldugu tespit edilmistir.
AC grubunun yani sira AT1, AT2 ve AT3 gruplarinda ise sirasiyla ortalama degerler
1,147; 1,100 ve 1,102°dir. Kullanilan farkli suslardan bagimsiz olarak fermantasyon
prosesinin kraker tirtinlerinin fenolik i¢erigini arttirdig1 gorilmustiir. Ayrica S. cerevisiae
ve S. boulardii kullanilarak fermente edilen iirlinler arasinda, toplam fenolik igerigin

belirlenmesi sirasinda istatistiksel bir fark bulunmadigi saptanmistir (p < 0.05).

Kurabiye orneklerinde ise, BC grubunda fenolik igerik yaklasik 1,050 mg GAE/g
seviyesinde tespit edilmistir. BT1, BT2 ve BT3 gruplarinda ise sirasiyla yaklasik 1,224;
1,160 ve 1,145 olarak hesaplanmistir. Fermantasyon oncesinde 1,050 seviyelerinde
bulunan igerigin S. cerevisiae ve S. boulardii kullanildig1 durumda arttig1 gériilmiistir.
BT2 ve BT3 gruplan arasinda istatistiksel bir fark goriilmemesine karsin, BT1 iiriin
grubuna ait fenolik igerigin daha yiiksek oldugu istatistiksel olarak da goriilebilmektedir
(p < 0.05). BC kontrol grubu fermente drneklere gore yaklasik %10 daha diisiik fenolik

icerige sahiptir.

Soyadan elde edilen iiriinler ile gerceklestirilen bir calismada fenolik igerigin 0,037 ila
1,039 mg GAE/g oldugu saptanmistir [175]. Bu durumda fermente soya unu disinda
bir¢ok igerige sahip olan ve tez ¢aligmasi kapsaminda elde edilen fermente kraker ve
kurabiye drneklerinin hem fermantasyon prosesi uygulanmadan hem de S. cerevisiae ve
de S. boulardii suslar ile fermente edildigi durumda yiiksek fenolik icerige sahip oldugu

sOylenebilir.

4.6. Son Uriinde Duyusal Ozelliklerin Belirlenmesi
4.6.1. Renk Analizi

Tez caligmasi kapsaminda gelistirilen son {iriinlere uygulanan ¢esitli kimyasal analizlerin
ardindan, son iiriinlere renk analizi uygulanmistir. Kraker ve kurabiye 6rneklerine ait renk
degerlerine Cizelge 4.17 ve Sekil 4.11°de yer verilirken, iki 6rnek grubu i¢in elde edilen

ham verilere Ek 1.10’da yer verilmistir.
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Cizelge 4.17. Kraker ve kurabiye 6rnekleri i¢in renk analizine ait sonuglar

Ornek Kodu Ortalama L* Ortalama a* Ortalama b* Ortalama AE
AT1 45,93 15,07 28,65 19,04 + 2,232
AT2 40,71 9,60 20,86 28,13 + 1,41°
AT3 41,58 8,29 20,53 27,08 + 2,09°
BT1 47,10 13,54 30,19 22,87 + 8,207
BT2 47,00 15,80 31,12 23,10 + 3,90°
BT3 50,89 12,68 30,84 19,28 + 3,307

Kraker ve kurabiye 6rnek gruplarinda kendi igerisinde farkli harflere sahip degerler (ortalama = SD, n=6) Tukey testine gore anlamli derecede farklidir, p<0.05.

Kraker Uriinlerine Ait L*a*b* Degerleri

I
I I
ATI1 AT2 AT3

Ornek Kodu

W D
S

Renk Degeri
—— NN W W AN
S

SN WnNO WO W

W D
S

Renk Degeri
—— NN W W AN
S

SN WnNO WO W

Kurabiye Uriinlerine Ait L*a*b* Degerleri

®m Ortalama L*

Ortalama a*

I - I ® Ortalama b*
BT1 BT2 BT3

Ornek Kodu

Sekil 4.11. Kraker ve kurabiye ornekleri icin renk analizine ait siitun grafikleri
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Renk sonuglari verilirken AL, Aa, Ab ve AE degerlerinin hesaplanmasi sirasinda, AT1,
AT2 ve AT3 gruplan hesaplanirken AC kontrol grubu ile; BT1, BT2 ve BT3 gruplar
hesaplanirken ise BC grubu verileri dikkate alinarak hesaplama yapilmistir. L*, a* ve b*
degerleri ayr1 olarak incelendiginde en yliksek L* degerine sahip 6rnegin, ortalama 45,93
ile AT1 oldugu goriilmiistiir. AT2 ve AT3 orneklerine ait L* degeri sirasiyla 40,71 ve
41,58 dir. AT1 grubu beyazlik seviyesi en yliksek kraker 6rnegidir. Beyazlik degerlerinin
yani sira a* yani kirmizilik degeri olarak en yiiksek ortalamaya sahip 6rnek 15,07 ile
AT1’dir. Ardindan 9,60 ile AT2 ve 8,29 ile AT3 gelmektedir. Sarilik derecesini ifade
eden b* degeri ise L* ve a* degerlerine benzer sekilde AT1 grubunda 28,65 olmak iizere
en ylksektir. Kraker grubunda renk analizi sonucunda AT1 &rneklerine ait AE degeri
ortalama 19.04 olarak hesaplanirken, AT2 grubu 28,13 ve AT3 grubu 27,08 olarak
hesaplanmistir. Hesaplanan AE degerlerine uygulanan istatistiksel analizler sonucunda
kraker orneklerinde AT2 ve AT3 iiriinleri arasinda fark gézlenmezken, bu iki iiriin grubu

ATI1 orneklerinden farkli 6zellik gostermistir (p < 0.05).

Kurabiye 6rneklerinde L*, a* ve b* degerleri incelendiginde en yiiksek L* degerine sahip
ornegin, ortalama 50,89 ile BT3 oldugu goriilmiistiir. BT1 ve BT2 Orneklerine ait L*
degeri sirasiyla 47,1 ve 47,0’dir. BT3 6rnekleri beyazlik seviyesi en yiiksek kurabiye
ornegidir. Ayrica a* degeri olarak en yliksek ortalamaya sahip 6rnek 15,80 ile BT2 dir.
Ardindan 13,51 ile BT1 ve 12,68 ile BT3 gelmektedir. Sarilik derecesini ifade eden b*
degeri ise BT2 orneklerinde 31,12 olmak {izere en yiiksektir. Kurabiye 6rneklerinde ise
BT1 grubunda AE degeri ortalama 22,87 olarak hesaplanmistir. Bu deger BT2 6rnekleri
icin 23,11 iken, BT3 ornekleri i¢in ise 19,28 dir. Kurabiye 6rnekleri arasinda istatistiksel

olarak bir fark bulunmadig1 saptanmistir (p < 0.05).

4.6.2. Tekstiir Analizi

Tez caligmast kapsaminda gelistirilen kraker ve kurabiye {irlinlerinde ortaya ¢ikmis
olabilecek tekstiirel farkliliklarin ortaya koyulabilmesi i¢in tekstiir analizi uygulanmigtir.
Kraker orneklerine verilere Cizelge 4.18 ve Sekil 4.12°de; kurabiye Orneklerine ait
verilere Cizelge 4.19 ve Sekil 4.13’te yer verilmistir. Ayrica orneklere ait tekstiirel

ozellikleri belirten grafikler Ek 1.11°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.18. Kraker drneklerine ait tekstiirel analiz sonuglari

Ornek Kodu Sertlik (g) Ortalama Sertlik (g)

6376,47

AC 9412,31 776186  + 1535,18°
7496,78
6854,68

AT1 9733,26 7628,76  + 1843,66°
6298,34
1467,53

AT?2 2737,80 1769,48  +  858,15°
1103,12
1610,29

AT3 1777,08 1609,55 + 167,90°
1441,29

Ornek gruplarinda kendi igerisinde farkli harflere sahip degerler (ortalama + SD, n=3) Tukey testine gére anlamli derecede farklidir, p<0.05.

2000 776,86 7628,76

C 6000

=

E 4000

[

N

2000 1769,48 1609,55
0 [ [
AC ATI AT2 AT3

Sekil 4.12. Kraker 6rneklerine ait tekstiirel analiz i¢in stitun grafikleri
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Cizelge 4.19. Kurabiye orneklerine ait tekstiirel analiz sonuglari

Ornek Kodu

Sertlik (g)

Ortalama Sertlik (g)

BC

BT1

BT2

BT3

357324
3217,25
2746,96
3826,06
2810,79
3826,00
2936,62
2372,97
2929,37
3691,19
3881,16
596,34

3179,15 + 338,40°

3487,62 + 478,59
274632  +  264,01°

2722,90 + 1505,707

Ornek gruplarinda kendi igerisinde farkli harflere sahip degerler (ortalama + SD, n=3) Tukey testine gére anlamli derecede farklidir, p<0.05.

8000

6000

o
S
S
o

Sertlik (g)

2000

3179,15

3487,62

2746,32

2722,90

BC

BT1

BT2

BT3

Sekil 4.13. Kurabiye 6rneklerine ait tekstiirel analiz i¢in siitun grafikleri
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Tez caligmasi kapsaminda gelistirilen kraker orneklerinde AC kontrol érneklerine ait
sertlik degeri ortalama 7761,86’dir. AT1, AT2 ve AT3 6rneklerinde ise sirasiyla 7628,76;
1769,48 ve 1609,55 g olarak hesaplanmistir. Kraker 6rneklerinde en yiiksek sertlige sahip
ornek AC iken, en diisiik seviye AT3 orneklerine aittir. S. cerevisiae ile fermente edilen
orneklerin sertligi kontrol 6rneklerinden farklilik gostermezken, S. boulardii ile fermente
edilen orneklerin sertlik seviyesinin fermantasyonla azaldig: istatistiksel olarak da

goriilebilmektedir (p < 0.05).

Kurabiye orneklerinde ise, BC grubunda sertlik yaklasik 3179,15 g seviyesinde tespit
edilmigtir. Sertlikler BT1, BT2 ve BT3 iiriinlerinde ise sirastyla 3487,62; 2746,32 ve
2722,9 g olarak dl¢iilmiistiir. Kurabiye 6rneklerinde en yliksek sertlige sahip drnek BT1
iken, en digiik seviye BT3 oOrneklerine aittir. Fermantasyon islemi uygulanmis ve
uygulanmamis 6rnekler istatistiksel olarak karsilastirildiginda, sus farkliliklar1 da dahil
olmak iizere fermantasyonun kurabiye 6rneklerine tekstiirel diizeyde bir etkisi olmadigi

goriilmistiir (p < 0.05).

4.7. Is1 Haritas1 ve Temel Bilesen Analizi

Calismada kraker ve kurabiye drneklerinin tamamu i¢in kimyasal ve duyusal analizlere
ait sonuglar1 kapsayan 1s1 haritasi ve temel bilesen analizleri uygulanmistir. Fermantasyon
prosesinin ve bu proseste farkli sus kullaniminin irlinler {izerindeki etkisinin
aciklanabilmesi amaciyla, elde edilen tiim veri kiimelerindeki degerlerin 1s1 haritasi ve

temel bilesen grafiklerinde ifade edildigi veriler normalize edilmistir.

Tez ¢aligmasi sonucunda kraker 6rnekleri i¢in normalize edilmis verilere gore 1s1 haritasi
ve temel bilesen analizi sonuglar1 Sekil 4.14°te verilmistir. Kurabiye ornekleri i¢in ise

analiz verileri Sekil 4.15°te gosterilmistir.
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Sekil 4.14 ve 4.15’te goriilen renk skalas1 6rneklere gore otomatik olarak 6l¢eklendirilen,
+4 ila -4 arasinda normallestirilmis analiz degerlerinin yogunluklarini temsil ederken,
koyu kirmizi ve mavi sirasiyla yiiksek ve diisiik tepe yogunluklarimi temsil etmektedir.
Bu calismada elde edilen 1s1 haritalar1 genel olarak degerlendirildiginde protein,
antioksidan aktivite, fenolik igerik, organik asitler ve amino asitler ile seker alkolleri
bakimindan fermantasyona tabi tutulmayan 6rnekler ve S. cerevisiae ile S. boulardii ayr
ayr1 fermantasyonda kullanildiginda elde edilen Ornekler igin postbiyotik kraker ve
kurabiye bilesiminin biyokimyasal parmak izini gostermektedir. Calismada onceden
degerlendirmeye alinan ve anlamli fark gézlenen tiim analizler icin yapilan istatistiksel

degerlendirmeler ile 1s1 haritas1 profili uyumludur.

Ornek profillerinin 1s1 haritas1 ile modiile edilmesinde fermente iiriinlerin baskin bicimde
goriinmesinin yanisira, Sekil 4.14 ve 4.15'te goriildigl gibi, S. cerevisiae ile probiyotik
S. boulardii’nin fermantasyonda kullanilmast nedeniyle cesitli degiskenlik ve
dalgalanmalar izlenebilmektedir. Ancak fermente iirlinler i¢in yapilan tiim analiz
sonuclarina baglh degisiklikler temel alindiginda, temel bilesen analizi sonuglarina gore
hem kraker hem de kurabiye ornekleri ilk iki ana bilesenle temsil edildiginde, 1s1
haritasinda gozlenen dalgalanmalara ragmen Orneklerin kendi iginde kiimelenebildigi

saptanmuistir.

Kraker 6rnekleri fermantasyona bagl olarak {i¢ ayr1 gruba ayrilmistir (sirasiyla %63,78

ve %24,49; Sekil 4.14). Gozlenen ii¢ grup su sekildedir:
1. Fermantasyon islemine tabi tutulmamis AC grubu
2. S. cerevisiae ATCC 9763 ile fermente edilmis AT1 grubu

3. 8. boulardii CNCM-I1 745 ve HUF16M3H11104 ile fermente edilmis AT2 ve AT3
grubu.
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Kurabiye orneklerinde de kraker orneklerine benzer bigcimde iic grup goézlenmistir

(strastyla %75,81 ve %19,13; Sekil 4.15). Gozlenen gruplar asagidaki gibidir:
1. Fermantasyon islemine tabi tutulmamis BC grubu
2. S. cerevisiae ATCC 9763 ile fermente edilmis BT1 grubu

3. 8. boulardii CNCM-1 745 ve HUF16M3H11104 ile fermente edilmis BT2 ve BT3
grubu.

Kraker ve kurabiye iiriinlerinde saptanan bu ii¢ grubun kiimelenme modelleri hem
fermantasyonun hem de S. cerevisiae ve S. boulardii kullaniminin son {irtin farklilig
iizerindeki etkisini vurgulamaktadir. Genel olarak, son iiriinlerde farkli S. boulardii
suslart (S. boulardii CNCM-I 745 ve HUF16M3H11104) kullaniminin protein,
antioksidan aktivite, fenolik igerik, organik asitler ve amino asitler ile seker alkolleri
bakimindan farkli bir etkisi olmazken, S. cerevisiae kullanilan kraker ve kurabiye
ornekleri kimyasal ve duyusal analizler bir arada ele alindiginda tamemen ayr1 sekilde
kiimelenmistir. Bu sonu¢ fermantasyon proseslerinde S. cerevisae gibi S. boulardii’nin

de kullanilarak postbiyotik gidalarin gelistirilmesi i¢in ongorii saglayabilir.
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5. YORUM

Fermantasyon prosesi uzun yillardir gidalarda istenen 6zelliklerin gelistirilmesi amaciyla
kullanilmaktadir. Fermantasyon ile gidalarin raf dmriiniin uzatilmasi, duyusal ve besinsel
degerin arttirilmasi, sindirilebilirlik ve biyoyararlanim gibi etkilerin gelistirilmesi
miimkiindiir. Ayrica fermente gidalar probiyotik ve postbiyotik etkiler sayesinde gida

endiistrisinde 6nemli bir yere sahiptir.

Bu tez ¢aligmasinin amaci probiyotik etkisi kanitlanmis bir maya olan S. boulardii’nin

soya unu bazli kraker ve kurabiye {iriinlerinde kullaniminin arastirilmasidir.

Bu amagcla, varolan kiiltiir koleksiyonunda bulunan S. cerevisiae suslari arasindan
S. boulardii suslarinin ayrimi ve belirlenen suslar kullanilarak bitki bazli fermente gida
iretimi hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda, S. boulardii ve soya unu bazli fermente
hamur kullanilarak kraker ve kurabiye tiriinleri gelistirilmistir. Elde edilen sonuglar géz

ontinde bulunduruldugunda;

'] FoodOmics Laboratuvart kiiltiir koleksiyonunda (HUF) bulunan, daha once
S. cerevisiae olarak tanimlanan maya suslari canlandirilmis ve saflik kontrolleri

yapilmistir.

[]  Canlandirilan suslara belirlenen sicakliklarda ve farkli pH’da gelisim ile, glukoz
galaktoz kullanimi1 olmak iizere biyokimyasal testler uygulanmistir. HUF kodlu
16M3B11021 ve 17M3D31089 numarali suslarin yalnizca pH 6,3 seviyesinde
geligebildigi, buna karsin 16M3H11104 numarali susun 745 numarali S. boulardii
kontrol susu ile benzer bigimde pH 6,3; 3,0 ve 2,5 seviyelerinde geliserek ayni
diizeydeki diisikk pH degerlerine dayanikli oldugu gozlenmistir. Biyokimyasal
testler sonucunda; 37 ve 45 °C’de gelisebilen, galaktozu fermente edemeyen ve
pH 2.5 seviyesinde gelisebilen HUF16M3H11104 susunun S. boulardii olma

potansiyeli oldugu saptanmustir.

'] Biyokimyasal seviyede ayrimin desteklenmesi icin HUF16M3H11104 susunun
DNA tabanli qPCR-HRM teknigi ile ayrimi ¢alismasi yliriitiilmistiir. qPCR-HRM
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analizi sayesinde S. boulardii‘nin referans S. cerevisiae suslarindan ayriminin
saglanmasi i¢in bu caligmada tasarlanan A4D15 genine spesifik bir primer g¢ifti
kullanilmistir. Test edilen mikroorganizmalara ait erime sicakliklar1 arasinda
bulunan farklara dayanarak, istatistiksel olarak anlamli diizeyde ayrim saglanmis

ve HUF16M3H11104 susunun S. boulardii sugu olabilecegi gosterilmistir.

Onceki analizler sonucunda kullanilmasina karar verilen S. cerevisiae
ATCC 9763, S. boulardii CNCM-I 745 ve S. boulardii HUF16M3H11104 olmak
tizere li¢ farkli susu igeren ve bu ¢alismaya 6zel olarak gelistirilen soya unu bazli
kraker ve kurabiye {iriin formiilasyonlari, fermantasyon takibi yapilarak son {iriin
haline getirilmistir. Fermantasyonda kraker ve kurabiye iiriinleri i¢in pH takibi ve
mikrobiyal sayim sonuclart géz onilinde bulunduruldugunda, S. cerevisiae ile
fermente edilen kraker ve kurabiye hamurlarinda pH degisiminin ve canli
mikroorganizma sayisinin S. boulardii ile fermente edilen 6rneklerden daha
yliksek oldugu goriilmiistiir. Ayrica 48 saatlik inkiibasyon periyodunun, elde
edilen pH ve canli mikroorganizma sayisinin degisim egilimine gore hem kraker

hem de kurabiye 6rnekleri i¢in 24. saat sonunda bitirilebilecegi anlasilmistir.

Elde edilen son firiinlere uygulanan nem, kuru madde ve kiil analizi sonucunda
fermantasyonla birlikte iirlinlerde nem oraninin yiikseldigi ve kiil oraninin
degismedigi goriilmiistiir. Fermantasyonda kullanilan sug farkliliginin kraker ve
kurabiye orneklerinin fermente edilmemis iirlinlerle kiyaslandiginda istatistiksel

olarak anlamli fark yaratmadigi saptanmastir.

Postbiyotik iiriinlerde fermantasyon sonunda mikrobiyal protein igeriginin
artmasi1 beklenir. Bu ¢aligmada kraker ve kurabiye Orneklerinde, iiriinler kendi
arasinda karsilastirlldiginda fermantasyonun sonunda protein igeriginin
beklendigi gibi arttig1 anlasilmistir. S. cerevisiae ve S. boulardii kullanimryla sus
farkliliklarinin ise protein i¢eriginin artisi i¢in istatistiksel olarak anlamli bir farka

neden olmadig1 sdylenebilir.

Yag asidi kompozisyonu tayini sonucunda, iiriin igeriginde bulunan bilesenlere
uygun bir yag asidi profili elde edilmistir. Bu analiz sayesinde belirli
formiilasyonlarda {iretilen, iretiminde S. cerevisiae ve S. boulardii suslari
kullanilan kraker ve kurabiye iiriinlerine ait biyokimyasal olarak 6zgiin bir yag

asidi profili ¢ikarilmigtir.
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T[] GC-MS sistemi kullanilarak gerceklestirilen birincil metabolit analiziyle, kraker
ve kurabiye iirlinlerinde 37 ayr1 metabolit saptanmistir. Bu metabolitlerin
iiriinlerde bulunma oranlar degisiklik gosterebilmekle birlikte, S. cerevisiae ve
S. boulardii suslarinin ayr1 ayr1 kullanimi ile bu mikroorganizmalara 6zgiin
biyokimyasal parmak izi cikarilmistir. Insanlarda énemli fizyolojik islevleri
bulundugu belirtilen birincil metabolitler i¢in, bu metabolitlerin giinliik olarak
uygun dozda alimu ilgili saglik etkilerinin ortaya ¢ikmasinda 6nemlidir. Diyetle
alinan birincil metabolitlerin insan saglhigi iizerindeki performans: literatiir
tarafindan kabul edilmektedir. Ancak fermente gidalarin giinliikk diyette
kullanimimin beklenen etkileri ortaya cikarip ¢ikarmadigi ayrica bir arastirma

konusudur.

'] Son tiriinlerde antioksidan aktivitenin belirlenmesi analizi ile kraker ve kurabiye
iriinlerinde, fermantasyonun sug farkliliklarindan bagimsiz bi¢imde antioksidan
aktivitenin yiikselmesini sagladig1 anlasilmistir. Kraker 6rneklerinde S. boulardii
ile fermente edilen irlinlerde, S. cerevisiae ile fermente edilmis Triinlerle
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli ve artan bir antioksidan aktivite
elde edilmistir. Kurabiye iiriinlerinde ise S. cerevisiae ve S. boulardii ile fermente
edilen iiriinler arasinda bu agidan anlamli bir fark goriilmemistir. Toplam fenolik
icerigin belirlenmesi analizi ile hem kraker hem de kurabiye {iriinlerinde,

fermantasyon ile {iriinlere ait fenolik icerigin arttig1 belirlenmistir.

[J Son iirlinlerde duyusal 6zelliklerin belirlenmesi i¢in bu ¢aligma kapsaminda renk
ve tekstiir analizleri uygulanmistir. Renk analizi sonucunda kraker drneklerinde
S. cerevisiae ve S. boulardii kullaniminin anlamli farka neden oldugu, S. boulardii
kullanilarak fermente edilen tiriinlere ait renk degerlerinin daha yiiksek oldugu
goriilmistiir. Kurabiye 6rneklerinde ise farkli sus kullaniminin istatistiksel olarak
anlamli bir farka neden olmadigi saptanmistir. Tekstiir analizi ile kraker ve
kurabiye irilinlerinin sertlik degerleri Olcililmiistir. Kraker Orneklerinde
S. cerevisiae ile fermente edilen {iriinlerle, fermente edilmemis 6rnekler arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark goriilmemistir. Ancak S. boulardii ile fermente
edilen kraker o6rnekleri, S. cerevisiae ve fermente edilmemis 6rneklere gore daha
diisiik sertlik seviyesine sahiptir. Kurabiye 6rneklerinde ise sus farkliliklar1 veya
fermantasyon, tiriinlerin sertlik degeri lizerinde istatistiksel olarak anlaml1 bir fark

yaratmamigstir.
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[] Tez ¢aligmasi kapsaminda elde edilen tiim analiz verileri normalize edilmis,
kraker ve kurabiye iirlinlerinde fermantasyonun ve farkli sus kullanimi etkilerinin
arastirilmasi i¢in 1s1 haritasi ve temel bilesen analizi kullanilmigtir. Bu sayede
fermantasyon nedeniyle go6zlemlenen tiim analiz sonuglari ig¢in olusan
degiskenlikler veya dalgalanmalar daha ayrintili sekilde izlenebilmistir. Ayrica
temel bilesen analizi sayesinde hem kraker hem de kurabiye orneklerinde tiim
analiz sonuglar1 bir arada yorumlanarak S. boulardii kullaniminin etkileri,
S. cerevisiae kullanimindan farki ve genel olarak fermantasyon etkisi nedeniyle

elde edilen {iriinler arasinda ¢aligmanin amacina uygun ayrim ortaya konmustur.

Sonug olarak tez kapsaminda S. boulardii kullanilarak soya unu bazli, postbiyotik etkiye
sahip, yag asidi ve birincil metabolit profilleri biyokimyasal analizlerle 6zgiin bi¢gimde
ortaya koyulmus; antioksidan aktivite, fenolik icerik ve protein icerigi gibi Snemli
etkilerin gelistirildigi son iriinler elde edilmistir. Ayrica S. boulardii kullanildiginda,
endiistride biiylik bir ticari hacme sahip ve en sik kullanilan mayalardan biri olan
S. cerevisiae’dan daha farkli etkiler elde edilebilecegi anlagilmistir. Kraker
formiilasyonunda S. boulardii kullanimi ile protein igerigi daha zengin, triptofan ve
ornitin gibi aminoasitler agisindan daha yiiksek icerige sahip; stearik, linolenik ve arasidik
asit icerigi gelistirilmis iiriinler elde edilmistir. Kurabiye tirlinlerinde S. boulardii
kullanimziyla protein igerigi daha zengin; prolin ve B-alanin aminoasitleri agisindan daha
yliksek icerige sahip; antioksidan aktivitesi daha yiiksek, arasidik asit ve heptadekanoik
asit igerigi gelistirilmis tirlinler elde edilmistir. Bu durumda S. boulardii’nin soya unu
bazli postbiyotik iiriin tiretiminde kullanilabilecegi ve kullanilmasi durumunda 6zellikle

istenebilecek bazi 6zellikleri gelistirebilecegi anlasilmistir.

Gelecek calismalarda ise elde edilen kraker ve kurabiye iirlinlerinde duyusal muayenenin
yapilmasi ve iiriinlerin fiziksel 6zelliklerinin daha ayrtinli bicimde ortaya koyulmasi ile
soya iirlinlerinde 6nem arz eden izoflavonlarin arastirilmasina ihtiyag vardir. Ayrica insan
saghigin1 gelistirme potansiyeli bulunan mekanizmalarin, fermente gidalar ve insan
saghgiyla iligkilendirilmesi i¢in biyoyararlanimi da kapsayan ileri arastirmalar

Onerilebilir.
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EKLER

EK 1.1 - Calismada Kullanilan Suslarin Gelisim Ozellikleri ve Morfolojileri

: . . . Canlilik Makroskobik
No Kaynak Izolasyon Bolgesi Izolasyon Kodu (30 °C) Morfoloji
. S. cerevisiae var. . Krem-Beyaz, Mat,
b Tearl  lardii CNCM 1-745 743 Gelisme Var 5 Varlak, Piiriizsiiz
2 Ticari 8. cerevisiae ATCC 9763 9763 Gelisme Var ~ Jcrem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
3 Ticari . cerevisiae ATCC 6328 6328 Gelisme Var ~ Jcrem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
4 Cankar1, Uziim 16M3H11104  Gelisme Var ~ <rem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
5 Kirikkale, Uziim 16M3B11017  Gelisme Var ~ Jrem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
6 Kinikkale, Uziim 16M3B11021  Gelisme Var ~ Jrem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
7 Kirsehir, Uziim 16M3C11031  Gelisme Var ~ Jrem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
8 Kirsehir, Uziim 16M3C11032  Gelisme Var ~ Jrem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
9 Kirsehir, Uziim 16M3C11033  Gelisme Var ~ Jrem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
10 Nevschir, Uziim 16M3D11047  Gelisme Var  orem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
11 = Eskisehir, Uziim 16M3G11088  Gelisme Var  _crem-Beyaz, Mat,
g Yuvarlak, Piiriizsiiz
12 2 Cankir1, Uziim I6M3HI1101  Gelisme Var  orem-Beyaz, Mat,
= Yuvarlak, Piiriizsiiz
© . Krem-Beyaz, Mat,
13 % Ankara, Toprak 16M2K 10007 Gelisme Var Yuvarlak, Piiriizsiiz
2 . Krem-Beyaz, Mat,
14 Q Kirikkale, Toprak 17M3B32047 Gelisme Var Yuvarlak, Piiriizsiiz
= = .. -
15 28 Kirsehir, Uziim 17M3C31063  Gelisme Var ~ Jrom-Beyaz, Mat,
an 3 Yuvarlak, Piiriizsiiz
I .. -
16 g Kirsehir, Uziim 17M3C31065  Gelisme Var ~ Jrom-Beyaz, Mat,
S Yuvarlak, Piiriizsiiz
— .. -
17 2 Kirsehir, Uziim 17M3C31066  Gelisme Var ~ Jrom-Beyaz, Mat,
é Yuvarlak, Piiriizsiiz
R, . Krem-Beyaz, Mat
o 1 ]
18 % Nevsehir, Uziim 17M3D31086 Gelisme Var Yuvarlak, Piiriizsiiz
o
19 =) Nevsehir, Uziim 17M3D31088  Gelisme Var  orem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
20 Nevsehir, Uziim 17M3D31089  Gelisme Var ~ Soiiab Yuvarlak,
Piirtizsiiz
21 Aksaray, Uziim 17M3E21112  Gelisme Var ~ ciiab Yuvarlak,
Piirtizsiiz
22 Aksaray, Uziim 17M3E21113  Gelisme Var ~ Jcrem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
23 Aksaray, Uziim 17M3E21114  Gelisme Var ~ Jcrem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
24 Ankara, Uziim 17M3F21122  Geligme Var  orem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
25 Ankara, Uziim 17M3F21126  Gelisme Var  orem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
26 Ankara, Toprak 17M3F21134  Geligme Var  orem-Beyaz, Mat,

Yuvarlak, Piiriizsiiz
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27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

HUF
(FoodOmics Laboratuvari Kiiltiir Koleksiyonu)

Ankara, Uziim
Eskisehir, Toprak
Karaman, Uziim
Karaman, Uziim
Ankara, Toprak
Adana, Toprak
Adana, Toprak
Adana, Toprak
Adana, Toprak
Adana, Toprak
Kirikkale, Uziim
Kirikkale, Toprak
Kirsehir, Uziim
Kirsehir, Uziim
Kirsehir, Toprak
Nevsehir, Uziim
Nevsehir, Uziim
Nevsehir, Uziim
Aksaray, Uziim
Ankara, Uziim
Ankara, Uziim
Eskisehir, Uziim
Sivas, Uziim
Konya, Uziim
Yozgat, Uziim

Yozgat, Uziim

17M3F31136

17M3G32157

17M3H21208

17M3H21209

18M2Y10013

18M2710001

18M2710009

18M2710014

18M2710021

18M2710026

18M3B21008

18M3B21010

18M3C21001

18M3C21008

18M3C21010

18M3D21001

18M3D21006

18M3D21008

18M3E21007

18M3F21010

18M3F21012

18M3G21009

18M3J21008

18M3K21007

18M3L21008

18M3L21010

Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var

Gelisme Var

Krem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
Seffaf, Yuvarlak,
Piiriizsiiz
Krem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
Krem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
Krem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
Seffaf, Yuvarlak,
Piiriizsiiz
Krem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
Krem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
Krem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
Krem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
Seffaf, Yuvarlak,
Piiriizsiiz
Krem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
Seffaf, Yuvarlak,
Piiriizsiiz
Krem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
Seffaf, Yuvarlak,
Piiriizsiiz
Krem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
Krem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
Krem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
Krem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
Krem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
Krem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
Krem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
Krem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
Krem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
Krem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
Krem-Beyaz, Mat,
Yuvarlak, Piiriizsiiz
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EK 1.2 — Belirlenen Sicakhiklarda Gelisim Testi Sonuglari

Belirlenen Sicakliklarda Gelisim

No Kaynak [zolasyon Kodu
30°C 37°C 45 °C
1 Ticari 745 Gelisme Var Gelisme Var Gelisme Var
2 Ticari 9763 Gelisme Var Gelisme Var Gelisme Yok
3 Ticari 6328 Gelisme Var Geligme Var Gelisme Yok
4 16M2K 10007 Gelisme Var Geligme Var Gelisme Var
5 16M3B11017 Gelisme Var Geligme Var Gelisme Var
6 16M3B11021 Gelisme Var Geligme Var Gelisme Var
7 16M3C11031 Gelisme Var Geligme Var Gelisme Var
8 16M3C11033 Gelisme Var Gelisme Var Gelisme Var
9 16M3D11047 Gelisme Var Geligme Var Gelisme Var
10 16M3H11104 Gelisme Var Geligme Var Gelisme Var
11 17M3C31063 Gelisme Var Gelisme Var Gelisme Var
12 17M3C31065 Gelisme Var Geligme Var Gelisme Var
13 17M3D31086 Gelisme Var Geligme Var Gelisme Var
14 17M3D31088 Gelisme Var Geligme Var Gelisme Var
15 ’a“ 17M3D31089 Gelisme Var Geligme Var Gelisme Var
16 .% 17M3E21112 Gelisme Var Geligme Var Gelisme Var
17 fg 17M3E21113 Gelisme Var Geligme Var Gelisme Var
18 % 17M3E21114 Gelisme Var Geligme Var Gelisme Var
19 :z 17M3F21126 Gelisme Var Geligme Var Gelisme Var
20 % é 17M3F21134 Gelisme Var Geligme Var Gelisme Var
21 T % 17M3H21209 Gelisme Var Geligme Var Gelisme Var
s
22 % 18M2Y 10013 Gelisme Var Geligme Var Gelisme Var
23 ; 18M2Z10009 Gelisme Var Geligme Var Gelisme Var
24 g 18M2710021 Gelisme Var Geligme Var Gelisme Var
25 § 18M27210026 Gelisme Var Geligme Var Gelisme Var
26 e 18M3C21001 Gelisme Var Geligme Var Gelisme Var
27 18M3C21008 Gelisme Var Gelisme Var Gelisme Var
28 18M3D21001 Gelisme Var Gelisme Var Gelisme Var
29 18M3D21008 Gelisme Var Geligme Var Gelisme Var
30 18M3F21012 Gelisme Var Geligme Var Gelisme Var
31 18M3L21008 Gelisme Var Gelisme Var Gelisme Var
32 16M3C11032 Gelisme Var Geligme Var Gelisme Yok
33 16M3G11088 Gelisme Var Gelisme Var Gelisme Yok
34 16M3H11101 Gelisme Var Gelisme Var Gelisme Yok
35 17M3B32047 Gelisme Var Geligme Var Gelisme Yok
36 17M3C31066 Gelisme Var Geligme Var Gelisme Yok
37 17M3F21122 Gelisme Var Gelisme Var Gelisme Yok
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38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52

HUF
(FoodOmics Laboratuvar: Kiiltiir Koleksiyonu)

17M3F31136
17M3G32157
17M3H21208
18M2710001
18M2710014
18M3B21008
18M3B21010
18M3C21010
18M3D21006
18M3E21007
18M3F21010
18M3G21009
18M3J21008
18M3K21007
18M3L21010

Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var

Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var
Gelisme Var

Gelisme Yok
Gelisme Yok
Gelisme Yok
Gelisme Yok
Gelisme Yok
Gelisme Yok
Gelisme Yok
Gelisme Yok
Gelisme Yok
Gelisme Yok
Gelisme Yok
Gelisme Yok
Gelisme Yok
Gelisme Yok
Gelisme Yok
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EK 1.3 — Glukoz ve Galaktoz Testi Sonu¢lar:

Glukoz ve Galaktoz Kullanimi

No  Kaynak izolasyon Kodu Glukoz Galaktoz
D?geirslilini Gaz Olusumu D?g;fmi Gaz Olusumu

1 Ticari 745 Pozitif Pozitif Negatif Negatif
2 Ticari 9763 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
3 Ticari 6328 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
4 16M2K 10007 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
5 16M3B11017 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
6 16M3C11031 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
7 16M3C11032 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
8 16M3C11033 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
9 16M3G11088 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
10 16M3H11101 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
11 17M3B32047 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
12 17M3C31063 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
13 17M3C31065 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
14 'g 17M3C31066 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
15 .% 17M3D31086 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
16 ﬁﬁ 17M3D31088 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
17 % 17M3E21113 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
18 :z 17M3E21114 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
19 % é 17M3F21122 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
20 T % 17M3F21126 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
21 ;:; 17M3F21134 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
22 ’j) 17M3F31136 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
23 § 17M3H21208 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
24 § 17M3H21209 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
25 = 18M2Y 10013 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
26 18M2Z10009 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
27 18M2710014 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
28 18M2710021 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
29 18M2710026 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
30 18M3B21010 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
31 18M3C21008 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
32 18M3D21001 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
33 18M3D21008 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
34 18M3E21007 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
35 18M3F21010 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
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36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52

HUF
(FoodOmics Laboratuvar: Kiiltiir Koleksiyonu)

18M3F21012
18M3G21009
18M3J21008
18M3K21007
18M3L21008
18M3L21010
16M3B11021
17M3D31089
17M3E21112
17M3G32157
18M2710001
18M3B21008
18M3C21001
18M3C21010
18M3D21006
16M3D11047
16M3H11104

Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif

Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif

Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif

Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
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EK 1.4 — pH 6,3’te Gelisim Testi Sonuclar

Ortalama Hiicre Ortalama Hiicre

pH Sus Kodu Siire (Saat)  Absorbans (A¢)  Absorbans S?I}(;lgSl sayisi
(A°) (cf/mL)) (log (cfu/mL))

6,3 745 0 0,055 0,651
6,3 745 0 0,054 0.058 0,641 0683 + 0.043
6,3 745 0 0,062 ’ 0,725 ’ ’
6,3 745 0 0,061 0,714
6,3 745 4 0,336 3,612
6,3 745 4 0,337 0.361 3,623 1876 + 0299
6,3 745 4 0,388 ’ 4,160 ’ ’
6,3 745 4 0,383 4,107
6,3 745 8 0,802 8,523
6,3 745 8 0,795 0.810 8,449 8602 + 0.143
6,3 745 8 0,825 ’ 8,765 ’ ’
6,3 745 8 0,816 8,670
6,3 745 12 1,207 12,790
6,3 745 12 1,211 1213 12,832 12,848 + 0,047
6,3 745 12 1,217 12,896
6,3 745 12 1,215 12,875
6,3 745 16 1,265 13,401
6,3 745 16 1,268 1282 13,433 13578 + 0,187
6,3 745 16 1,299 13,760
6,3 745 16 1,295 13,718
6,3 9763 0 0,057 0,672
6,3 9763 0 0,053 0,630
6,3 9763 0 0,057 0,055 0,672 0,649 =+ 0,028
6,3 9763 0 0,052 0,620
6,3 9763 4 0,397 4,255
6,3 9763 4 0,349 0372 3,749 3994 + 0308
6,3 9763 4 0,398 ’ 4,266 ’ ’
6,3 9763 4 0,345 3,707
6,3 9763 8 0,917 9,734
6,3 9763 8 0,793 0.851 8,428 0.042 + 0717
6,3 9763 8 0,903 ’ 9,587 ’ ’
6,3 9763 8 0,792 8,417
6,3 9763 12 1,295 13,718
6,3 9763 12 1,26 1977 13,349 13525 + 0.199
6,3 9763 12 1,291 ’ 13,675 ’ ’
6,3 9763 12 1,261 13,359
6,3 9763 16 1,378 14,592
6,3 9763 16 1,39 1382 14,719 14637 + 0,057
6,3 9763 16 1,379 14,603
6,3 9763 16 1,382 14,634
6,3 16M3B11021 0 0,053 0,630
6,3 16M3B11021 0 0,065 0,059 0,757 0696 + 0,076
6,3 16M3B11021 0 0,053 0,630
6,3 16M3B11021 0 0,066 0,767
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6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3

16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
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0,195
0,361
0,195
0,36

0,257
0,803
0,255
0,802
0,383
1,074
0,381
1,074
0,564
1,114
0,563
1,117
0,05

0,04

0,05

0,04

0,18

0,19

0,18

0,2

0,322
0,326
0,321
0,326
0,658
0,469
0,658
0,47

0,736
0,729
0,736
0,729
0,058
0,059
0,062
0,058
0,832
0,418
0,83

0,421
1,242
0,916
1,244
0,919
1,418
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0,278

0,529

0,728

0,840

0,045

0,188

0,324

0,564

0,733

0,059

0,625

1,080

1,330

2,126
3,876
2,126
3,865
2,780
8,533
2,759
8,523
4,107
11,389
4,086
11,389
6,015
11,810
6,004
11,842
0,599
0,493
0,599
0,493
1,968
2,074
1,968
2,179
3,465
3,507
3,454
3,507
7,005
5,014
7,005
5,024
7,827
7,753
7,827
7,753
0,683
0,693
0,725
0,683
8,839
4,476
8,818
4,508
13,159
9,724
13,180
9,756
15,014

2,998

5,649

7,743

8,918

0,546

2,047

3,483

6,012

7,790

0,696

6,660

11,455

14,081

1,007

3,325

4,210

3,358

0,061

0,101

0,028

1,147

0,043

0,020

2,504

1,980

1,077



6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3

16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
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1,242
1,418
1,24
1,453
1,281
1,455
1,279
0,058
0,062
0,059
0,063
0,191
0,199
0,192
0,199
0,27
0,285
0,269
0,285
0,44
0,401
0,44
0,401
0,56
0,641
0,659
0,541

1,367

0,061

0,195

0,277

0,421

0,600

13,159
15,014
13,138
15,383
13,570
15,404
13,549
0,683
0,725
0,693
0,736
2,084
2,169
2,095
2,169
2,917
3,075
2,906
3,075
4,708
4,297
4,708
4,297
5,973
6,826
7,016
5,772

14,476

0,709

2,129

2,993

4,503

6,397

H,

1,059

0,025

0,046

0,094

0,237

0,616
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Ek 1.5 — pH 1,5’te Gelisim Testi Sonuclar:

.. Ortalama 1;1211;22? Ortalama Hiicre sayis1
pH Sus Kodu Siire (Saat) Absorbans (A°) AbioAr;b)ans (log (log (cfu/mL))
(cfu/mL))
1,5 745 0 0,06 0,704
1> 7 0 0,06 0,061 0,704 0,712 + 0,010
1,5 745 0 0,061 ’ 0,714 ’ ’
1,5 745 0 0,062 0,725
1,5 745 4 0,062 0,725
1,5 745 4 0,072 0.067 0,830 0778 <+ 0.061
1,5 745 4 0,062 ’ 0,725 ’ ’
1,5 745 4 0,072 0,830
1,5 745 8 0,039 0,483
1,5 745 8 0,059 0.049 0,693 0591 <+ 0125
1,5 745 8 0,039 ’ 0,483 ’ ’
1,5 745 8 0,06 0,704
1,5 745 12 0,029 0,377
1,5 745 12 0,069 0,050 0,799 0596 < 0247
1,5 745 12 0,03 0,388
1,5 745 12 0,071 0,820
1,5 745 16 0,062 0,725
1,5 745 16 0,062 0,725
0,063 0,733 + 0,010
1,5 745 16 0,063 0,736
1,5 745 16 0,064 0,746
1,5 9763 0 0,044 0,535
1,5 9763 0 0,056 0.05 0,662 0593 < 0073
1,5 9763 0 0,043 0,525
1,5 9763 0 0,055 0,651
1,5 9763 4 0,061 0,714
1,5 9763 4 0,070 0,066 0,809 0762 < 0,055
1,5 9763 4 0,061 0,714
1,5 9763 4 0,07 0,809
1,5 9763 8 0,102 1,146
1,5 9763 8 0,087 0.094 0,988 1062 +  0.086
1,5 9763 8 0,1 ’ 1,125 ’ ’
1,5 9763 8 0,087 0,988
1,5 9763 12 0,103 1,157
1,5 9763 12 0,082 0.093 0,936 1052 &+ 0122
1,5 9763 12 0,103 ’ 1,157 ’ ’
1,5 9763 12 0,084 0,957
1,5 9763 16 0,06 0,704
1,5 9763 16 0,069 0,799
0,065 0,751 + 0,049
1,5 9763 16 0,061 0,714
1,5 9763 16 0,068 0,788
1,5 16M3B11021 0 0,063 0,736
1,5 16M3B11021 0 0,065 0,065 0,757 0,754 + 0,018
1,5 16M3B11021 0 0,064 0,746
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1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
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1,5
1,5
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1,5
1,5
1,5

16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
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0,067
0,050
0,093
0,051
0,095
0,057
0,105
0,057
0,105
0,105
-0,001
0,105
0,000
0,061
0,109
0,061
0,111
0,05
0,04
0,05
0,04
0,101
0,092
0,1
0,093
0,086
0,09
0,086
0,091
0,093
0,088
0,095
0,088
0,093
0,088
0,095
0,088
0,056
0,076
0,056
0,076
0,013
0,061
0,014
0,061
0,043
0,05
0,046
0,049
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0,072

0,081

0,052

0,086

0,045

0,097

0,088

0,091

0,091

0,066

0,037

0,047

0,778
0,599
1,052
0,609
1,073
0,672
1,178
0,672
1,178
1,178
0,061
1,178
0,072
0,714
1,220
0,714
1,241
0,599
0,493
0,599
0,493
1,136
1,041
1,125
1,052
0,978
1,020
0,978
1,031
1,052
0,999
1,073
0,999
1,052
0,999
1,073
0,999
0,662
0,872
0,662
0,872
0,209
0,714
0,219
0,714
0,525
0,599
0,556
0,588

0,833

0,925

0,622

0,973

0,546

1,089

1,002

1,031

1,031

0,767

0,464

0,567

0,265

0,292

0,642

0,298

0,061

0,049

0,028

0,038

0,038

0,122

0,289

0,033



1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5

16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
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0,023
0,039
0,024
0,041
0,004
0,045
0,005
0,045
0,052
0,05

0,053
0,051
0,035
0,021
0,035
0,021
0,036
0,055
0,035
0,054
0,015
0,003
0,019
0,006
0,01

0,003
0,014
0,003

0,032

0,025

0,052

0,028

0,045

0,011

0,007

0,314
0,483
0,325
0,504
0,114
0,546
0,124
0,546
0,620
0,599
0,630
0,609
0,440
0,293
0,440
0,293
0,451
0,651
0,440
0,641
0,230
0,103
0,272
0,135
0,177
0,103
0,219
0,103

0,406

0,333

0,614

0,367

0,546

0,185

0,151

0,101

0,246

0,014

0,085

0,116

0,079

0,057
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Ek 1.6 — pH 2,0’da Gelisim Testi Sonuclar:

Ortalama Hicre Ortalama Hiicre

pH Sus Kodu Siire (Saat) Absorbans (A°) Absorbans SayIst sayis1

(Ac) (log (log (cfuw/mL))

(cfu/mL))

2,0 745 0 0,052 0,620
2,0 745 0 0,056 0.054 0,662 0641 + 0024
2,0 745 0 0,052 ’ 0,620 ’ ’
2,0 745 0 0,056 0,662
2,0 745 4 0,061 0,714
20 745 4 0,045 0,05175 0,546 0,617 = 0,108
2,0 745 4 0,06 ’ 0,704 ’ ’
2,0 745 4 0,041 0,504
2,0 745 8 0,07 0,809
2,0 745 8 0,055 0.064 0,651 0743 + 0102
2,0 745 8 0,074 ’ 0,851 ’ ’
2,0 745 8 0,056 0,662
2,0 745 12 0,073 0,841
2,0 745 12 0,057 0,065 0,672 0750 + 0,089
2,0 745 12 0,072 0,830
2,0 745 12 0,059 0,693
2,0 745 16 0,11 1,231
2,0 745 16 0,065 0,757

0,086 0981 =+ 0,277
2,0 745 16 0,108 1,210
2,0 745 16 0,062 0,725
2,0 9763 0 0,039 0,483
2,0 9763 0 0,067 0,053 0,778 0630 + 0,170
2,0 9763 0 0,039 0,483
2,0 9763 0 0,067 0,778
2,0 9763 4 0,033 0,419
2,0 9763 4 0,076 0,054 0,872 0643 + 0253
2,0 9763 4 0,034 0,430
2,0 9763 4 0,074 0,851
2,0 9763 8 0,029 0,377
2,0 9763 8 0,031 0.031 0,398 0393 + 0011
2,0 9763 8 0,031 ’ 0,398 ’ ’
2,0 9763 8 0,031 0,398
2,0 9763 12 0,061 0,714
2,0 9763 12 0,019 0.04 0,272 0496 + 0253
2,0 9763 12 0,061 ’ 0,714 ’ ’
2,0 9763 12 0,02 0,282
2,0 9763 16 0,042 0,514
2,0 9763 16 0,039 0,483

0,041 0,501 = 0,022
2,0 9763 16 0,043 0,525
2,0 9763 16 0,039 0,483
2,0 16M3B11021 0 0,048 0,577
2,0 16M3B11021 0 0,049 0,047 0,588 0,564 + 0,023
2,0 16M3B11021 0 0,046 0,556
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2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0

16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3B11021
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3D11047
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
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0,044
0,045
0,051
0,045
0,051
0,051
0,054
0,051
0,056
0,067
0,054
0,065
0,054
0,07
0,06
0,069
0,058
0,048
0,04
0,048
0,04
0,049
0,041
0,049
0,041
0,067
0,048
0,068
0,049
0,039
0,058
0,039
0,058
0,094
0,045
0,096
0,043
0,053
0,058
0,054
0,055
0,046
0,083
0,044
0,08
0,055
0,094
0,054
0,094
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0,048

0,053

0,060

0,064

0,044

0,045

0,058

0,049

0,070

0,055

0,063

0,074

0,535
0,546
0,609
0,546
0,609
0,609
0,641
0,609
0,662
0,778
0,641
0,757
0,641
0,809
0,704
0,799
0,683
0,577
0,493
0,577
0,493
0,588
0,504
0,588
0,504
0,778
0,577
0,788
0,588
0,483
0,683
0,483
0,683
1,062
0,546
1,083
0,525
0,630
0,683
0,641
0,651
0,556
0,946
0,535
0,915
0,651
1,062
0,641
1,062

0,577

0,630

0,704

0,749

0,535

0,546

0,683

0,583

0,804

0,651

0,738

0,854

0,037

0,026

0,074

0,065

0,049

0,049

0,116

0,116

0,311

0,023

0,223

0,240



2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0

16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
16M3H11104
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
17M3D31089
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0,041
0,087
0,042
0,087
0,039
0,075
0,037
0,075
0,054
0,059
0,054
0,059
0,084
0,09
0,083
0,089
0,089
0,09
0,089
0,089
0,071
0,035
0,072
0,036
0,058
0,068
0,058
0,069

0,064

0,057

0,057

0,087

0,089

0,054

0,063

0,504
0,988
0,514
0,988
0,483
0,862
0,462
0,862
0,641
0,693
0,641
0,693
0,957
1,020
0,946
1,009
1,009
1,020
1,009
1,009
0,820
0,440
0,830
0,451
0,683
0,788
0,683
0,799

0,749

0,667

0,667

0,983

1,012

0,635

0,738

0,277

0,225

0,030

0,037

0,005

0,219

0,064
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Ek 1.7 — pH 2,5’te Gelisim Testi Sonuclari

Ortalama Hiicre Ortalama Hiicre
pH Sus Kodu Siire (Saat) Absorbans (A°) Absorbans sayist sayis1
(Ac) (log (log (cfuw/mL))
(cfu/mL))
2,5 745 0 0,060 0,704
25 745 0 0,073 0,066 0,841 0,770 £+ 0,076
2,5 745 0 0,060 ’ 0,704 ’ ’
2,5 745 0 0,072 0,830
2,5 745 4 0,138 1,526
2,5 745 4 0,138 1,526
25 745 4 0.138 0,153 1526 1,687 =+ 0,321
2,5 745 4 0,199 2,169
2,5 745 8 0,325 3,496
2,5 745 8 0,306 3,296
25 745 ? 0.320 0,314 3.444 3,375 + 0,112
2,5 745 8 0,303 3,264
2,5 745 12 0,489 5,224
25 745 12 0,460 0,474 I 5066+ 0,149
2,5 745 12 0,483 5,161
2,5 745 12 0,464 4,961
2,5 745 16 0,644 6,858
2 745 to 0,254 0,460 6,331 4919 + 3,172
2,5 745 16 0,010 0,176
2,5 745 16 0,592 6,310
2,5 9763 0 0,060 0,704
2,5 9763 0 0,055 0,058 0,631 0,680 =+ 0,028
2,5 9763 0 0,060 0,704
2,5 9763 0 0,056 0,662
2,5 9763 4 0,065 0,757
2,5 9763 4 0,064 0,065 0,746 0,751 £+ 0,014
2,5 9763 4 0,066 0,767
2,5 9763 4 0,063 0,736
2,5 9763 8 0,085 0,967
25 9763 8 0,073 0,079 0,841 0,904 £+ 0,067
2,5 9763 8 0,084 ’ 0,957 ’ ’
2,5 9763 8 0,074 0,851
2,5 9763 12 0,085 0,967
25 9763 12 0,105 0,095 L178 1,067 £+ 0,116
2,5 9763 12 0,085 ’ 0,967 ’ ’
2,5 9763 12 0,103 1,157
2,5 9763 16 0,080 0,915
2 7763 o 0113 0,096 1,262 1,083 + 0,201
2,5 9763 16 0,079 0,904
2,5 9763 16 0,112 1,252
2,5 16M3B11021 0 0,052 0,620
2,5 16M3B11021 0 0,029 0,042 0,377 0,514 =+ 0,167
2,5 16M3B11021 0 0,059 0,693
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Ek 1.8 — pH 3,0’te Gelisim Testi Sonuclar:

Ortalama Hicre ..

pH Sus Kodu Siire (Saat) Absorbans (A°) Absorbans sayist Ortalama Hiicre sayst

(A) (log (log (cfu/mL))

(cfu/mL))

3,0 745 0 0,059 0,693
3,0 745 0 0,050 0.055 0,599 0649 + 0058
3,0 745 0 0,060 ’ 0,704 ’ ’
3,0 745 0 0,050 0,599
3,0 745 4 0,179 1,958
3,0 745 4 0,193 0.186 2,105 2026 + 0.080
3,0 745 4 0,179 ’ 1,958 ’ ’
3,0 745 4 0,191 2,084
3,0 745 8 0,510 5,446
3,0 745 8 0,564 0.537 6,015 5795 4+ 0335
3,0 745 8 0,508 ’ 5,425 ’ ’
3,0 745 8 0,564 6,015
3,0 745 12 0,845 8,976
3,0 745 12 0,940 0.889 9,977 0439 & 0,586
3,0 745 12 0,837 8,891
3,0 745 12 0,934 9,914
3,0 745 16 1,082 11,473
3,0 745 16 1,198 12,695

1,138 12,063 + 0,671
3,0 745 16 1,084 11,494
3,0 745 16 1,188 12,590
3,0 9763 0 0,046 0,556
3,0 9763 0 0,060 0,053 0,704 0633 + 0,088
3,0 9763 0 0,046 0,556
3,0 9763 0 0,061 0,714
3,0 9763 4 0,286 3,085
3,0 9763 4 0,237 0.261 2,569 2817 4 0298
3,0 9763 4 0,284 3,064
3,0 9763 4 0,235 2,548
3,0 9763 8 0,715 7,606
3,0 9763 8 0,646 0.680 6,879 79% o+ 0432
3,0 9763 8 0,715 ’ 7,606 ’ ’
3,0 9763 8 0,642 6,837
3,0 9763 12 1,193 12,643
3,0 9763 12 1,056 1126 11,199 11934 + 0843
3,0 9763 12 1,197 ’ 12,685 ’ ’
3,0 9763 12 1,057 11,210
3,0 9763 16 1,326 14,044
3,0 9763 16 1,291 13,675

1,310 13,873 + 0,229
3,0 9763 16 1,331 14,097
3,0 9763 16 1,291 13,675
3,0 16M3B11021 0 0,042 0,514
3,0 16M3B11021 0 0,030 0,036 0,388 0,448 =+ 0,076
3,0 16M3B11021 0 0,042 0,514
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EK 1.9 — Kraker ve Kurabiye Orneklerine Ait Fermantasyon Takibi Sonuclari

Kraker Ornekleri pH Sonuglari

Kurabiye Ormekleri pH Sonuglari

Siire (Saat) Sus Kodu Ortalama pH Siire (Saat) Sus Kodu Ortalama pH

ATI 5,88 BT1 6,74

0 AT2 5,88 0 BT2 6,74
AT3 5,88 BT3 6,74

ATI 4,75b BT1 6,19

24 AT2 4,87* 24 BT2 6,228
AT3 4,78 BT3 6,252

ATI 4,49° BT1 6,04°

48 AT2 4,77* 48 BT2 6,252
AT3 4,712 BT3 6,22°

Kraker Ornekleri Mikrobiyal Sayim Sonuglar Kurabiye Ornekleri Mikrobiyal Sayim Sonuglar
Siire (Saat) Sus Kodu Or‘gl;‘;f;%‘(’ifci;mik Siire (Saat) Sus Kodu O“gfﬁ;%‘;iircigmik

ATl 6,85° BTI 6,87

0 AT2 6,99* 0 BT2 6,91°
AT3 6,98 BT3 6,85°

ATl 9,14b BTI 7,84°

24 AT2 8,56* 24 BT2 7,08
AT3 8,612 BT3 7,152

ATl 9,98 BT1 7,99°

48 AT2 8,382 48 BT2 7,34°
AT3 8,412 BT3 7,36

Saat verilerine gore bir grup igerisinde farkli harflere sahip degerler (ortalama + SD, n=3) Tukey testine gore anlamli derecede farklidir, p<0.05.
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EK 1.10 — Kraker ve Kurabiye Orneklerine Ait Renk Analizi Sonuglar

Omek Kodu L AL a Aa b Ab C h AE
47,06 16,93 14,35 -3,07 29,37 11,96 32,69 63,96 20,95
44,03 15,58 14,4 -1,07 26,66 12,25 30,3 61,63 19,85
46,93 15,53 14,84 -3,46 29,4 10,47 32,93 63,21 19,05
ATl 47,94 12,46 14,04 -1,46 29,46 10,78 32,64 64,51 16,54
44,81 17,62 16,56 -6,34 28,48 10,75 32,95 59,82 21,59
44,8 12,86 16,2 -2,91 28,54 9,47 32,82 60,43 16,23
42,27 21,72 9,6 1,68 23,18 18,15 25,09 67,51 28,35
38,56 21,05 7,44 5,89 17,36 21,55 18,88 66,81 30,70
39,25 19,76 9,54 2,63 19,29 18,48 21,52 63,68 27,18
AT2 41,42 21,04 11,98 -0,6 23,11 16,76 26,03 62,59 26,91
41,68 20,75 8,52 1,7 19,91 19,32 21,66 66,83 28,40
41,08 20,4 10,5 2,91 22,32 17,78 24,67 64,8 27,22
40,9 18,71 9,76 3,57 20,64 18,27 22,83 64,69 26,39
41,63 17,38 7,98 4,19 20,11 17,66 21,63 68,36 25,13
43,96 18,5 7,25 4,13 22 17,87 23,17 71,76 26,05
AT 39,77 20,63 7,89 4,69 19,23 21,01 20,79 67,68 29,82
43,59 17,89 8,72 4,69 22,6 17,5 24,23 68,91 25,46
39,6 20 8,12 4,35 18,62 21,4 20,32 66,45 29,61

AL, Aa, Ab ve AE verileri AC kontrol grubuna ait veriler baz alinarak hesaplanmistir.
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Omek Kodu L AL a Aa b Ab C h AE
39,95 30,68 5,48 4,28 16,97 23,19 17,83 72,1 38,70
48,16 19,04 14,36 -2,98 32,12 7,37 35,18 65,91 20,63
46,5 21,64 13,75 -7,21 30,23 7,12 33,21 65,53 23,89
BT 49,64 18,44 14,29 -5,04 33,31 3,78 36,24 66,78 19,49
47,91 16,66 17,19 -6,37 33,76 3,49 37,88 63,01 18,17
50,43 15,12 16,15 -3,9 34,72 4,81 38,29 65,05 16,34
47,26 23,37 15,88 -6,12 31,33 8,83 35,12 63,12 25,72
47,95 19,25 15,35 -3,97 31,11 8,38 34,69 63,74 21,37
50,33 17,75 15,71 -6,46 33,97 3,12 37,43 65,17 19,14
BTz 46,83 17,74 15,62 -4,8 31,14 6,11 34,84 63,36 19,37
43,14 26,7 16,04 -6,17 27,65 9,77 31,97 59,88 29,09
46,46 223 16,19 -4,72 31,54 7,3 35,46 62,83 23,93
53,27 13,93 8,84 2,54 28,34 11,15 29,69 72,67 18,02
53,16 16,72 22,78 -15,13 33,33 4,27 35,35 70,54 22,95
52,29 15,79 11,5 -2,25 33,07 4,02 35,01 70,82 16,45
BT3 49,75 14,82 11,58 -0,76 31,8 5,45 33,84 68,96 15,81
49,1 16,45 11,12 1,13 30,5 9,03 32,46 69,96 18,80
47,79 20,97 10,25 1,22 27,99 10,85 29,81 69,89 23,64

AL, Aa, Ab ve AE verileri BC kontrol grubuna ait veriler baz alinarak hesaplanmistir.
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EK 1.11 — Kraker ve Kurabiye Ornekleri i¢cin Tekstiir Analiz Grafikleri
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INTRODUCTION

With the development of healthy nutrition awareness among consumers
worldwide, foods are not merely a means of nutrition but have also
started to be noticed as products with benefits. In addition, the trend of
plant-based nutrition is growing as they are a much more sustainable and
environmentally friendly alternative, especially compared with food of
animal origin. To meet these demands simultaneously, this study aims to
focus on the identification of Saccharomyces cerevisiae var. boulardii and
determine its characteristics in order to be used in soy-based products that
were developed with a probiotic yeast and can be used as the most used
strain worldwide, Saccharomyces cerevisiae, but may also provide
functionality.

METHODOLOGY

For biochemical tests, optimum growth temperatures of all 51 strains
of S.cerevisiae isolated from certain regions of Anatolia provided by
FoodOmics  Research  Laboratory Culture  Collection, were
investigated.

To understand heat stability, strains were incubated for 48 h in YPD
(Yeast Peptone Dextrose) Broth at 30, 37, and 45°C in 48-well plates
[1].

For the investigation of glucose and galactose fermentation at the
optimum growth temperature of S.boulardii, all strains were inoculated
in media which contained 20g/L. glucose or galactose, 20 mL
bromothymol blue (50mg/75mL), 2.25g powdered yeast extract and
3.75g pep in 1 liter of demi lized water and c« Durham
tubes. Incubated at 37°C for 20 days [2].

Lastly, for the low pH viability test, all experiments were carried out at
certain pH values of 1.5, 2.0, 2.5, and 3.0, respectively. All strains
were inoculated in YPD Broth in corresponded pH, adjusted with 1M
HCL. All samples were collected at 0, 4, 8, 12, 16 h, and to evaluate the
yeast viability, spectrophotometric readings at 600 nm were taken [3].
For the High Resolution Melting (HRM) analysis, genomic DNAs
from broth cultures of all samples were isolated using GeneMATRIX
Bacterial & Yeast Genomic DNA Purification Kit with minor
modifications. Selected genes for dif ion between S. cerevisiae
and S. boulardii, AADI5 and MALII gene sequences [4] were
downloaded from NCBI. Two new primers were designed specifically
for this study wusing the Primer 3 program (Table 1).

Table 1. Designed Primers and Selected Genes for HRM Analysis.

Name

YOLI6SC ~ Aapis ~ Ami-Aleohol - ggatgteatgegagstagea
YGR289C MALII Alpha-glucoside tgggttagegggtacacttt
transporter aaccaccggeaccattacta

As control, S. cerevisiae var. boulardii CNCM 1-745® and S.
cerevisiae ATCC®9763 strains were used. The Solis Biodyne Hot
FIREPol® EvaGreen® HRM Mix (ROX) was used for qPCR (Roche
Light Cycler® 96), followed by the instruction manual.

[1] Growth Characterization of a Novel Strain of Saccharomyces boulardii Isolated From
Soya Paste,” Front. Nutr,, vol. 7, no. April, pp. 1-10, 2020, doi: 10.3389/finut.2020.00027.
12] C. P. Kurtzman, J. W. Fell, T. Boekhout, and V. Robert, Methods for isolation, phenotypic
characterization and maintenance of yeasts, vol. 1. Elsevier B.V., 2011.

RESULTS

* Biochemical Tests

Specific biochemical tests such as low pH viability, optimum growth
p e, and gluco: lactose fermentation ability were applied to

differentiate S. boulardii strains from S. cerevisiae [2]. Table 2 presents

S.boulardii and S.cerevisiae controls with four of the potential

S.boulardii strains showing viability at 37°C. The selected strains also

have the ability to utilize glucose while they cannot ferment galactose.

Table 2. Biochemical Test Results For Potential S.boulardii Strains and
Reference Strains.

Optimum Growth | . ;
Viability | Low pH Viability et Fermentation Abilty
YPD
Strains Source Broth 'I": :: {: ';'; 28°C | 37°C | 45°C | Glucose | Glactose
28°C48h 5
S. cerevisiae ar. | Commercial
boulardii CNCM e PO R (R
1745 (Control)
S. cerevisiae | Commercial
ATCCRI76 | (Control) s LB t : ¥ *
8. Cerevisiae
HUFIeM3Bi1o2y | KKkale Grape |+ ‘ | G | | ST IO | N
3 cemeviiee e R [ | R ey [ i .
e s I I I I S S R I
S. cerevisiae 5 " | ”
HUF17M3D31089 | NeV3ehir Grape i

One of the potential S.boulardii strains (HUF16M3H11104) showed the
desired characteristics as 2.5 pH viability, the growth temperature of
37°C, and not utilizing galactose. Showing similar results as the control
S.boulardii; therefore, it was selected for HRM analysis.

* HRM Analysis

HRM was performed to identify selected strains as S. boulardii by using
qPCR to be used in future studies for fermentation of soy-based products.

. S. convisiae HUFIGM3HITI08
boulandii CNC! A/
" . cervisine /7
) ATCCR9763
 cenevisiae var.
boudardsi CNCM 1745 S Y

RS- comisie
Figure 1. HRM Difference Plots for 44D15 Gene (a) and MALII Gene (b)

As seen in Figure 1, difference plots for 44D15 and MAL1I genes were
obtained. The AADI5 plot represents more reliable results when
compared to MALII. Nevertheless, both results satisfy the identification
of S.boulardii successfully. As a result HUF16M3H11104 was identified
as S.boulardii.

CONCLUSION

« The HUF16M3H11104 S.boulardii strain selected due to biochemical

test results and identified by using HRM Analysis can be suitable for

fermentation in replacement of S. cerevisiae to improve plant-based

product quality.

+ Considering the results, it has been observed that HRM can be
fully performed using primers designed for AADI5 and MAL1I

|3 JH. Ispirli, F. Demirbas, and E. Dertli, “Ch 2 0 I properties of
enterococcus faecium strains isolated from human gut,” Can. J. Microbiol., vol. 61, no. 11,
pp- 861-870, 20135, doi: 10.1139/cjm-2015-0446.

[4] 1. Khatri, R. Tomar; K. Ganesan, G. S. Prasad, and S. Subramanian, “Complete genome
sequence and comparative genomics of the probiotic yeast Saccharomyces boulardii,” Sci.
Rep., vol. 7, no. I, pp. 1-13, 2017, doi: 10.1038/541598-017-00414-2.

genes.

+ Future steps include an investigation of the products obtained from
fermentation with identified S. boulardii strains. For further
investigation, sensory and chemical differences should be considered
while comparing traditional fermented products with S. boulardii.
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With the awareness of healthy nutrition developing around the world, foods have ceased to be only for
nutritional purposes, and the demand for functional foods has increased at a high rate. Functional foods are
frequently preferred due to their features such as providing basic nutritional requirements as well as having a
positive effect on chronic diseases and gastrointestinal health. Various microorganisms can be used for foods to
have functional properties. Saccharomyces cerevisiae var. boulardii is a probiotic yeast that can provide
functionality. The use of S. boulardii, a variety of S. cerevisiae which is one of the most used microorganism
worldwide, is frequently preferred in the food industry. S. boulardii, which has been proven to be effective
especially in the treatment of diarrhea by in vivo and in vitro studies, can provide advantage against other
microorganisms, mainly due to its ability to grow optimally at body temperature and to remain viable even at
gastric pH.

The aim of this study was to design a new HRMA assay to differentiate Saccharomyces boulardii with
Saccharomyces cerevisiae by two new primers specifically designed for both AAD15 and MAL11 genes for this
study. HRMA is a cost effective and fast method being used for gene scanning and genotyping. For the rtPCR-
HRMA all of the Saccharomyces cerevisiae strains were provided by FoodOmics Culture Collection. Considering
the optimum growth temperatures and viability at gastric pH, one of the strains were suitable for DNA extraction
followed by HRMA. For control S. cerevisiae var. boulardii CNCM |-745® and S. cerevisiae ATCC®9763 were used.
As a result, both primers for AAD15 and MAL11 genes were succesfully able to differentiate Saccharomyces
boulardii strains by using rtPCR-HRMA.

Keywords: S. boulardii, Identification, rtPCR, High-Resolution Melting Analysis.
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Giris

Fermente soya triinleri diinyada tiiketilmektedir ve saglikli gida arayismma yanit veren onemli ¢6ziim onerilerinden
biridir. Saccharomyces boulardii (Sb), gida endiistrisinde fermantasyon amaciyla en ¢ok kullanilan mikroorganizma
olan Saccharomyces cerevisiae (Sc)’nin probiyotik bir varyetesidir. Bu ¢alismada Sc ve Sb kullanilarak fermente edilen
soya ile takviye edilmis hamur fermantasyonu sirasinda ve bu hamur kullanilarak elde edilen soya bazli kraker ve
kurabiyede kalite parametrelerinin belirlenmesi amaglanmistir.

Geregler ve Yontemler

FoodOmics Laboratuvar: Kiiltiir Koleksiyonu’nda bulunan Sc ve Sb kiiltiirleri kullanilarak soya takviyeli hamur
formiilasyonu (3 birim soya unu:1 birim bugday unu) ve bu hamurun farkli Sc ve Sb suslar ile fermantasyonu (48 h)
optimize edilmistir. Fermantasyon siiresi boyunca 0, 24 ve 48. saatlerde ornekler alimarak pH ve mikroorganizma
sayum1 yapilmistir. Soya bazli kraker ve kurabiyede nem, kuru madde, kiill (AACC44-15A metodu) ve protein
(Bradford Metodu) igerikleri hesaplanmustir.

Bulgular

Fermantasyon boyunca elde edilen pH &lgtimlerinde, hem kurabiye ve hem de kraker i¢in Sc kullanilan 6rneklerin pH
degisimlerinin Sb kullanilan 6rneklere gore yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Nem, kuru madde ve kiil analizlerinde ise
farkli Sc ve Sb suslari ile fermente edilen {irtinler arasinda anlaml bir fark gézlenmemistir. Sonug, yiizde protein
igerikleri bakimindan da aymidir.

Sonug¢ ve Tartisma

Buna gore, soya takviyesi ile elde edilen iiriinlerin iiretiminde fermantasyon i¢in Sc yani sira Sb de kullanilabilecegi
goriilmiistiir. Son tiriinde primer metobolit kompozisyonunu ortaya ¢ikarmak i¢in ileri analizlere ve duyusal muayeneye
ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: S. cerevisiae, S. boulardii, Fermantasyon, Soya

Tesekkiir: Hacettepe Universitesi BAP'a (20138) calisma i¢in sagladiklari olanaklar nedeniyle tesekkiir ederiz.
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