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OZET

NORMAL VE KEPEKLI EKMEKLERDEP SUNME ETMENI BACILLUS
TURLERININ BELIRLENMESI VE SUNME UZERINE KINETIK
CALISMALAR

Fundagul EREM

Yiksek Lisans Tezi, Gida M uhendidigi Anabilim Dal
Damisman: Prof. Dr. Muharrem CERTEL
Eylal 2007, 181 Sayfa

Bu calismada, ekmeklerde gorilen baslica bozulmaardan olan siinme hastaliginin
gelisimini incelemek tizere, laboratuvar kosullarinda Uretilip 4, 25, 37 ve 45°C’'de 7 giin
boyunca muhafaza edilmis norma ve kepekli ekmeklere 24 saatte bir mikrobiyolojik
(toplam mezofilik aerobik bakteri, Bacillus ve kif sayimi), kimyasal (toplam indirgen
seker, toplam serbest amino asit, kalintt protein) anaizler yapilmis ve ekmeklerin
teksturel Ozelikleri (sertlik, adezif yapiskanlik, kohezif yapiskanlik, zamksilik,
cignenebilirlik, elastikiyet, esneklik) olculmuistir. Kimyasal analizler spektrofotometrik
olarak yapilmis, teksturel 6zellikler tekstur profil analizi ile belirlenmistir.

Sunmus ekmeklerden izole edilen hastalik etmeni Bacillus tirleri, klasik yontemlerle
ve APl tamlama kitleri kullanilarak tanilanmistir. Muhafaza edilen ekmeklerin
spektrofotometrik olarak tayin edilen toplam serbest amino asit igerigindeki degisim ile
tekstur profil analizi ile tayin edilen sertlik degerindeki degisim hidroliz derecesinin bir
gostergesi olarak belirlenmistir. Elde edilen veriler sinme hastaligimn kinetik

parametrelerinin hesaplanmasi ve matematiksel olarak modellenmesinde kullanmlmistir.

Y apilan analizlerle, sinme hastaliginin en iyi gelistigi sicakligin 37°C oldugu, 4°C’ de
ise hastaligin 7 gunluk periyotta hi¢ olusmadig: belirlenmistir. Gorsel olarak hastaligin
olusum siresi her iki ekmek turt igin 45°C’de 2 gin, 25°C'de 4 gin iken 37°C'de
normal ekmek icin 3, kepekli ekmek icin 1 gindir. Muhafaza siresi boyunca toplam



indirgen seker, toplam serbest amino asit ve kalint: protein miktarlarindaki degisime
bagli olarak hastaliga neden olan Bacillus tlrlerinin amilaz aktivitelerinin proteaz
aktivitesinden daha fazla olabilecegi gorulmustir. Muhafaza sicakligina bagli olarak
teksturel Ozelliklerin farkli sekillerde degistigi gozlenmistir.

Ekmeklerden izole edilen Bacillus turlerinin belirlenmesinde kullamilan her iki
tanilama yonteminin sonuglar: arasinda farkliliklar oldugu gozlenmistir. Bu yontemlerle
bazi izolatlar igin kesin tamlamamn mimkin olmadigi, ancak muhtemelen
tanilanabildigi gorulmistur. Biyokimyasal testler ile norma ekmeklerde B. subtilis,
B. megaterium, B. licheniformis, B. coagulans ve B. pumilus, kepekli ekmeklerde
B. subtilis, B. megaterium, B. licheniformis bulundugu belirlenirken; API tamlama
kitleri ile normal ekmeklerde B. licheniformis, B. pumilus, B. subtilis/amyloliquefaciens,
muhtemelen B. megaterium, kepekli ekmeklerde B. licheniformis, muhtemelen
B. megaterium, Bacillus spp., B. subtiligamyloliquefaciens ve muhtemelen
B. thuringiensis bulundugu tespit edilmistir. Hem normal hem de kepekli ekmeklerde
klask yontemlerle yapilan tanilamada en fazla bulunan turtin B. subtilis, API kitleri ile
yapilan tanilamada ise baskin tirin B. licheniformis oldugu saptanmistir. Bazi
izolatlarin daha kesin tanilanmasi igin molekiler biyolojik yontemlerle calismanin

gerektigi sonucuna varimstir.

Bacillus turlerinin stindirme kapasitelerinin dogrulanmast igin yapilan testte izole

edilip tarms: yapilabilen tim tdrlerin sinme yapabildigi belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Ekmek, sinme hastaligi, Bacillus, tamlama, kinetik,

matematiksel modelleme

JURI: Prof. Dr. Muharrem CERTEL (Damsman)
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ABSTRACT

DETERMINATION OF THE ROPE FORMING SPECIES OF BACILLUSIN
WHITE BREAD AND WHOLE MEAL BREAD AND KINETIC STUDIESON
ROPE DEVELOPMENT

Fundagul EREM

M.Sc. Thessin Food Engineering
Adviser: Prof. Dr. Muharrem CERTEL
September 2007, 181 Pages

In this study, white and whole meal breads baked at |aboratory conditions were stored
at 4, 25, 37 and 45°C for 7 days to investigate the development of rope spoilage which
is one of the main bacterial problems in breads. Microbiological (total mesophilic
aerobic bacteria, Bacillus and mold counts), chemical (total free amino acids, total
reducing sugar, residual protein contents) and textural (hardness, adhesiveness,
cohesiveness, gumminess, chewiness, springiness, resilience) analyses were carried out
on these breads in 24 hour intervals. Chemical anayses were determined
spectrophotometrically. Also, texture profile analyses were performed to determine
bread texture properties.

The Bacillus species which were isolated from ropy bread as the disease factor were
identified by using classical methods and API identification kits. The changes in the
total free amino acids content, and hardness of stored breads were determined as
indicators of the degree of hydrolysis. The data thus obtained were used to calculate the
kinetic parameters and the mathematical model of rope spoilage.

Results of the analysis showed that 37°C is the optimum temperature for the
development of rope spoilage and no symptoms of the disease were observed at 4°C. It
was determined that the visual symptoms of the disease were apparent in the second day
of storage at 45°C and in the fourth day at 25°C for both types of bread. At 37°C the
disease was perceptible within the first day for whole meal breads and on the third day



for white breads. The change in tota free amino acids, total reducing sugars and
residual protein contents throughout the storage period indicated that the disease factor
Bacillus species had a higher amylase activity compared to their protease activity. It was
observed that throughout storage, depending on the storage temperature, textural

characteristics changed in adifferent manner.

It was observed that there were discrepancies between the results of two identification
methods which were used for identifying the Bacillus species isolated from ropy breads.
It was understood that definite identification of some of the isolates using these methods
was not possible and these strains could only be identified as being most likely a certain
species. Isolates from white bread were identified as B. subtilis, B. megaterium,
B. licheniformis, B. coagulans and B. pumilus; and isolates from whole meal bread were
identified as B. subtilis, B. megaterium, B. licheniformis using biochemical tests. Using
the APl identification kits, on the other hand, resulted in the identification of
B. licheniformis, B. pumilus, B. subtilisamyloliquefaciens, most likely B. megateriumin
white breads and B. licheniformis, Bacillus spp., B. subtilisamyloliquefaciens, most
likely B. megaterium, and most likely B. thuringiensis in whole meal breads. According
to the results of the classical methods B.subtilis was the most abundant species in both
white and whole meal breads. API kits, on the other hand, confirmed B. licheniformis as
the predominant species. It can be concluded that biomolecular methods may provide to
be more helpful in obtaining a more exact and credible identification for some of the
isolates studied. All of the Bacillus species subjected to identification were also tested
for their potential to be the causative agents in rope spoilage and were confirmed as

being so.

KEYWORDS: Bread, rope spoilage, Bacillus, identification, kinetic, mathematical
modeling
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ONSOZ

Ekmek, notr karakterdeki tadi ve aromasi nedeniyle tim yiyeceklerin yamnda yer
alan ve Ozellikle az gdismis Ulkelerde oldukga fazla tiketilen bir besin maddesidir.
Ancak, uygun sartlarda muhafaza edilip tiketilmedigi takdirde bozulmakta ve israf
edilmektedir. Dinya genelindeki nifus artis hizindan kaynaklanan, gida agigimn
kapatilabilmes icin oncelikle mevcut kaynaklarin daha bilingli kullamlmasi, israf
edilmemes ve hatta atiklarin degerlendirilmesi gerekmektedir. Aclikla mucadelede

Onemli bir yeri olan ekmegin bozularak, israf edilmesini 6nlemek de gok dnemlidir.

Ekmek kayiplarinin  baglica sebeplerinden olan sinme hastaligi uygun katki
maddelerinin kullamlmasi ile 6nlenebilmektedir. Ancak son yillarda, tiketici talepleri
dogrultusunda, pek cok gida maddesnde oldugu gibi, ekmeklerde de kullamlan
koruyucu katki maddelerinin azaltilmasina yonelik egilim artmistir. Bu da ekmeklerde
suinme riskini arttirmaktadir. Bu durumda Uretim kosullarinin iyilestirilmesinin yam sira

ekmeklerin muhafaza kosullarint da dogru segmek 6nem arz etmektedir.

Bu calismada farkli sicakliklarda muhafaza edilen ekmeklerdeki siinme gelisimi
incelenmis, gelisme kinetigine ait bazi yaklasimlar gelistiriimeye caligilmis ve sinmeye

neden olan Bacillus tUrleri tanilanmustir.

Bu calismanin gergeklesmesinde her tirlti yardim ve destegini esirgemeyen sayin
hocam Prof. Dr. Muharrem CERTEL’'e (Akdeniz Uni. Ziraat Fakiltess Gida
Muhendisligi  Bolimu), tavsiyelerinden yararlandiggm  Yrd. Dog. Dr. ibrahim
YILDIRIM’a, ¢alismamin her asamasinda tecriibesi ve destegi ile yammda olan Ars.
Gor. Sibel MILCI' ye ve Ars Gor. Bargin KARAKAS' a, tekstiir analizlerinde yardimci
olan Ars. Gor. M. Kema USLU' ya, her turlU desteklerinden oturd Ars. Gér. Aybegim
AKDOGAN'a, Ars. Gor. Cuneyt DINCER'e ve Yiksek Lisans ogrencisi iclal
KOYUNCU'ya (Akdeniz Uni. Ziraat Fakiltesi Gida Muhendisligi Bolumu), Gida
Muhendisligi BOlumU' ndeki tim hoca ve galisma arkadaslarima, manevi destekleri ile
her zaman yammda olan aileme ve arastirmam: maddi olarak destekleyen Akdeniz

Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Y 6netim Birimi’ ne tesekkurlerimi sunarim.
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1.GIRIS

Ekmek; teme bilesen olarak bugday unu, maya, tuz ve suyun belli oranlarda
karistirilip yogrulmasi ve olusan hamurun belli bir sire fermente ettirilip pisirilmesi ile
elde edilen temel bir gida maddesidir (Elglin ve Ertugay 2002).

TS 5000 Ekmek Standardi’ nda ekmek, "Elenmis bugday ununa (TS 4500), su (TS
266), tuz (TS 933) ve maya (TS 3522) katilmast ile hazirlanan kitlenin, teknigine uygun
bir sekilde islenip fermantasyona birakilmasi ve pisirilmesi ile yapilan bir mamulddr”
seklinde tammmlanarak katkisiz ve katkili ekmek olarak iki ¢eside ayrilmstir (Anonim
1987).

TS 12000 Ekmek-300 gram Standardi’ nda "Ekmek, bugday ununa (TS 4500), icme
suyu (TS 266), tuz (TS 933), maya (TS 3522) ve gerektiginde sadece C vitamini, malt
unu veya fungal alfa amilaz katilarak hazirlanan hamurun yogrulup, teknigine uygun bir
sekilde islenip fermantasyona birakilmas: ve pisirilmesi ile yapilan bir mamuldir"

seklinde tamimlama yapiimaktadir (Anonim 1996).

Turk Gida Kodeks Ekmek ve Ekmek Cesitleri Tebligi’nde ise; “Ekmek, ekmeklik
bugday ununaicilebilir nitelikte su, tuz, maya (Saccharomyces cerevisiae), gerektiginde
“Turk Gida Kodeks Yonetmeligi’nde izin verilen katki maddeleri ile Tarim ve
Koyisleri Bakanligr’ ndan Uretim izni almis seker, enzim ve benzeri maddeleri iceren
ekmek katki karigimlari katilarak hazirlanan hamurun teknigine uygun bir sekilde
yogrulup, cesitli sekillerde hazirlamip fermantasyona birakilmas: ve pisirilmesi ile

yapilan triindur” seklinde tammlanmaktadir (Anonim 2002).

Temel besin maddes ve iyi bir enerji kaynagi olmast nedeniyle gida tiketiminde
ekmek, onemli bir yere sahiptir. Dunyamn birgok tlkesinde oldugu gibi tGlkemizde de
gunluk kalorinin buyuk bir kismi hububat ve Urlinlerinden saglanmaktadir (Talay 1997).
Dunyada kisi basina ekmek tiketimi yillik olarak 41-303 kg iken, Ulkemizde kisi basina
yillik tuketim ortalama 180-210kg civarindadir (Gul vd 2003). Tahila dayali bir
besdenmenin hakim oldugu Turkiye'de kisi basina tuketilen enerjinin %66’ st



tahillardan, bunun da %56’ ik kismi yalniz basina ekmekten, proteinin ise %50'si
ekmekten karsilanmaktadir (Elguin ve Ertugay 2002).

Ekmek, ¢esidine ve Uretim teknolojisine gore farkhiliklar gostermekle birlikte, degisik
oranlarda besin unsurlar1 icermektedir. Bu besin unsurlar: igerisinde %51.8 oramnda
bulunan karbonhidrat ile %8.5 oramndaki protein, besenme agisindan énemli bir yere
sahiptir. Bunun yan sira A ve C vitaminlerini icermemesine karsilik bugday ekmegi B
grubu vitaminler yoniinden iyi bir kaynak olarak kabul edilmektedir. Ayrica beyaz
ekmekte %00.5, kepekli ekmekte %1.2 oramnda bulunan seltiloz, gidalarin bagirsaktaki
emilimini olumlu yonde etkiler; divertikil, hemoroid, kolon kanseri, kronik kalp
rahatsizliklar: ve sismanlik gibi hastaliklarin gorilme sikligim azaltir (Talay 1997, Gl
ve Ozcelik 2000).

Asirlardir siiregelen aligkanliklarin ve milli kalturtn etkisiyle karbonhidrat ve protein
kaynag: olarak insan beslenmesinde birinci derecede 6neme sahip olan ekmek, yiiksek
su aktivitesi (0.96-0.98) ve pH degeri (5.6-5.8) nedeniyle mikroorganizma gelismesi
i¢in de uygun bir ortamdir (Aran ve Boyacioglu 2005).

Tuketici agisindan bir gida maddesini duyusal olarak kabul edilemez hale getiren
herhangi bir degisim, bozulma olarak karakterize edilir. Bozulma, fiziksel (nem kaybr,
bayatlama), kimyasal (oksdasyon, renk degisimi) ve mikrobiyal (maya, kuf, bakteri
gelismesi) olmak Uzere ¢ sekilde meydana gelebilir (Smith vd 2004). Firin drdinlerinde
fiziksel ve kimyasal bozulmalar da gorilmekle birlikte, raf Omrund kisaltan ve
ekonomik kayiplara sebep olan baslica etmenlerden birisi mikrobiyal kaynakli
bozulmalardir (Pateras 1999).

Ekmeklerde gorilen ve ekmek hastaligi olarak nitelendirilen baslica mikrobiyal
bozulmalar; kiflenme, rope (stinme), kirmizi leke ve tebesir hastaliklaridir (Elgin ve
Ertugay 2002).

Kirmizi leke hastaligi, kirmizi pigmentler Ureten Serratia marcesscens (Elgin ve
Ertugay 2002) bakterisinin neden oldugu, ekmekte kirmizi lekeler seklinde gorilen ve



cok az rastlanan bir hastaliktir. Sicaklik ve rutubet kosullart uygun oldugunda, etken
bakteri, 24 saat icinde ekmeklerde kan kirmizisi renkte bir goruntiye yol agar. Hastal1k,
kanayan ekmek olarak dabilinir (Vangol 1999).

Tebesir hastaligi da ¢ok nadir gorilen bir hastalik olup ekmek Uzerinde enfeksiyon
bolgesndeki rengin tebesirimsi yani beyaz bir hal almasi nedeniyle bu ad ile
anmimaktadir (Vangol 1999). Hastalik etmeni Endomycese fibuliger ve Trichosporo
variable dir (Elglin ve Ertugay 2002).

Ancak ekmek basta olmak tzere firin Grunlerinde mikrobiyal bozulmalarin gogunu
kiflenme ve siinme olusturmaktadir (Ellis vd 1997). ABD’de yapilan ve sadece
Uretim/satis yerlerini kapsayan bir arastirma, bu bozulmalar sonucu olusan kayiplarin
Uretim ve satis asamasinda tlke genelinde yillik olarak 90 bin tona karsilik geldigini,
tuketici boyutunda degerlendirildiginde ise bu kayiplarin ¢ok daha yuksek miktarlara
ulasacagim ortaya koymaktadir (Smith vd 2004).

Her ne kadar tropikal Ulkelerde, kuf olusumunda Aspergillus spp. buyik 6neme sahip
olsa da genel olarak ekmekte kif olusumuna neden olan baslica mikroorganizma
Penicillum spp.’dir. Unlarda 6nemli miktarda kif sporu oldugu bilinmektedir. Bu
sebeple ekmege bulasmalar1 da basta un olmak Uizere hammadde yoluyla olur. Pisme
srasinda bu sporlar 6nemli Olgude olar. Dolayisiyla ekmeklerde kif sporunun
bulunmasi, ekmeklere pisirme asamasindan sonraki sogutma, dilimleme ve ambalajlama

gibi islemler srasinda bulasma oldugunun gostergesidir (Legan 1993).

Stnme (rope), 6zellikle sicak ve nemli iklime sahip bdlgelerde mikrobiyal yiki fazla
hamur unsurlarinin kullaniimas: ile hijyen ve sanitasyon kurallarina da uyulmamasi
sonucunda ekmeklerde olusan bakteriyel bir bozulmadir. Bu bozulma, ekmekte hastalik
olarak degerlendirilmektedir. Hastalik etmeni, genellikle Bacillus subtilis (eski adiyla
Bacillus mesentericus) olmakla birlikte, B. licheniformis, B. megaterium, B. pumilus ve
B. cereus turleri de hastaliga sebep olabilmektedir (Sorokulova vd 2003). Bu bakteriler
toprak kokenli olup ekmege un, su, maya ve katki maddeleri gibi hammaddeler yoluyla



bulasmakta, uygun olmayan Uretim kosullarinda sayilari artmakta, spor olusturarak
pisirme sirasinda ise canliliklarim surdirebilmektedirler (Smith vd 2004).

Toprak mikroflorasina bagli olarak bugdayin mikroflorasi, bugdayin mikroflorasina
bagli olarak da unun mikrofloras: degismektedir. Bu durum farkli bolgelerde yetisen
bugdaylardan gekilen unlarin mikroflorasinin da farkli olacagi anlamina gelmektedir.
Ayrica hastalik etmeni bakterilerin toprak kokenli olmasi bugdayin kabuk tabakasinda
daha fazla bakteri bulunmasina, dolayisiyla kepek icerigi yuksek unlar ile yapilmig
ekmeklerde sinme etmeni bakterilerin daha fazla bulunmasina neden olmaktadir

(Kirschner ve von Holy 1989).

Bati Ulkelerinde ekmeklerin slinme nedeniyle bozulmasi ¢ok az gorulen bir
durumdur. Bunun nedeni iyi Uretim tekniklerinin (Good M anufacturing Practices, GM P)
uygulanmasi, mikroorganizma yuki az hamur unsurlar: kullaniimasi, dretimin kontrollt
bir sekilde yapilmasi, hijyen standartlarinin yuksekligi ve kimyasal koruyucularin yasal
sinirlara uygun olarak kullamimasidir. Ancak son yillarda, tlketici talepleri
dogrultusunda, pek ¢ok gida maddesinde oldugu gibi, ekmek basta olmak Uzere firin
drinlerinde de kullamlan koruyucularin (propiyonat vb. antimikrobiyal maddeler)
azdtiimasina yonelik egilimin artmas:t nedeniyle ekmeklerde siinme hastalig: riskinin
artacag1 dusunulmektedir (Bailey ve von Holy 1993). Ayrica kepekli veya yiksek
randimanli un kullanillarak dretilmis ekmeklerin tercih edilmesi, bu ekmeklerin ise
sinme egiliminin yuksekligi ve bunlarin yam sira tuketicinin sicak ekmek talebi ve
uygun olmayan satis yerleri gibi parametreler de dikkate alindiginda, 6zellikle sicak ve
nemli bolgelerde sinme hastaligi 6nemli bir sorun olarak ortaya c¢ikmaktadir
(Thompson vd 1998, Pattison vd 2004).

Bu arastirmada laboratuvar kosullarinda pisirilmis normal ve kepekli ekmekler,
Uretimden hemen sonra 7 guin siireyle 4 farkli depolama kosulunda (4°C, 25°C, 37°C ve
45°C) saklanarak 24 saatte bir bu ekmeklerin mikrobiyolojik, kimyasal ve yapisal
Ozellikleri belirlenmistir. Hidroliz derecesinin bir gosterges olarak; serbest amino asit
miktarindaki degisim ile yapisal Ozelliklerden sertlikteki degisim, siinmenin kinetik

parametrelerinin hesaplanmasi ve matematiksel olarak modellenmesinde kullanmlmistir.



KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI

Firin drdnleri, bakteri sporlarinin imhasina yonelik son bir islem gegirmemelerine
ragmen, genellikle spor olusturan mezofilik aerobik bakteriler tarafindan kolayca
bozulabilen riskli gidalar degildir. Bununla birlikte, gerek Uretim gerekse tiketim
sirasinda meydana gelen yanlis uygulamalar bu tir gidaar riskli hale getirmektedir
(Dogan vd 2005).

Sunme hastaliginin olusmasina, pisirme islemi sirasinda, hastalik etmeni bakterilerin
vegetatif formlarimn ¢ogu Olurken, oOzellikle ekmek merkezine yakin kisimlarda
sicakligin  100°C'nin  altinda kalmasi sonucu bu bakterilerin  spor olusturarak
canliliklarint  stirdirmeleri neden olur (Volavsek vd 1992). Bacillus subtilisin

sporlasma dongiisii Sekil 2.1.”de (Errington 2003) verilmistir.
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Sekil 2.1. Sporlasma donguisii



Bacillus tlrlerinde spor olusumunu tetikleyen en dnemli faktor acliktir. Ortamda
besin olarak karbon, nitrojen veya bazi durumlarda fosfor kaynagi olmadigi zaman
Bacillus turlerinin buytiyen hicreleri sporlasir. Spor olusumu 37°C'de yaklasik 7 saat
surer (Piggot ve Hilbert 2004). Ayrica Bacillus turleri ekstrem sicakliklarda, mineraller,
tuzlar ve seker gibi hipertonik ortam kosullarinda da spor olusturur. Sporlar dormant
(hareketsiz) haldedir ve 1si, radyasyon, kurutma, ekstrem pH kosullari ve toksik
kimyasallara kars1 dayaniklidirlar. Dormant haldeki spor ¢evresini daima kontrol altinda
tutar ve kosullar, gelismek icin uygun hale geldiginde gimlenerek buyiimeye devam
eder (Setlow 2003). Diger bir deyisle sporlar ¢cevresel bir sinyale cevap olarak ¢imlenir,
yani, vejetatif hale geger. Cimlenmeyi saglayan en yaygin 6geler ise amino asitler,
sekerler veribositlerdir (Moir 2003).

Cimlenme, ortamdaki besin 6gelerinin sporun i¢ zarindaki reseptorlere baglanmasiyla
baslar. Bu reaksiyon, spor gekirdeginin buylk deposundaki dipikolinik asit (DPA) ve
katyonlarin serbest birakilmasina ve bunlarin yerini suyun almasina neden olur. Bu
olay, sporlarin peptidoglikan korteksinin bakteri enzimleri tarafindan hidrolizine yol
acar. Korteks hidrolizinin tamamlanmasi ve ardindan hiicre duvarinin genislemes ile
tim spor gekirdegi hidrate olur ve bdylece cimlenme gergeklesir (Setlow 2003). Spor

cimlenmesi Sekil 2.2."de sematize edilmistir.
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Sekil 2.2. Sporun gimlenmesi*

! Birinci asamada katyonlar ve (DPA) serbest birakilir, gekirdek kismen hidrate olurken, direnc de azalma
baslar. Tkinci asamada korteks hidrolize olur, gekirdek daha ileri diizeyde hidrate olur ve gekirdek
genisler. Direncte daha fazla kayip olurken, dormansi durumu da ortadan kalkar. Asiri blyime
asamasinda ise asitte ¢dzUnir spor proteinleri degrade olur, makromolekiler sentez gerceklesir ve
cekirdek, spor kabugundan c¢ikar (Setlow 2003).



Uygun olmayan ekmek saklama kosullarinda da sporlar, gelismek igin uygun ortam

bulmus olduklarindan vejetatif hale gegerek siinme hastaligint olusturmaktadir.

Y uksek miktarda spor iceren ekmeklerin, bakteri sporlarimn gimlenmesine elverigli
nem ve sicaklik kosullarinda depolanmasi ile bakteriler vejetatif hale geger, cogalr,
amilaz ve proteaz salgilayarak ekmekte hastaligi baglatir (Volavsek vd 1992). Firindan
cikan ekmeklerin yavas sogutulmasi, ekmeklerin 1lik ve rutubetli yerlerde
bulundurulmasi, hastaligin ortaya ¢ikmasindaki en biyuk etkendir. Hastalik etmeni
sporlar 32°C'de gelismeye baslar ve optimum 37-40°C arasinda cgogalirlar. Ancak
hastalik bir kez baslayinca dustk sicakliklarda da gelisme olur (Elgin ve Ertugay
2002).

Slinme etmeni bakterilerin gelisimi 36-48 saat iginde gergeklesebilir ve karakteristik
olarak olgun meyvems (kavun ya da ananas kokusuna benzer) agir bir koku olusumu
ile birlikte ekmek ici yumusak, lifli, yapiskan, kahverengi ve benekli bir kitle halini alr.
Ekmek koparildiginda uzun ve sakiz gibi lifler gozlenmektedir (Voysey 1989, Pateras
1999). Duyusal nedenlerle boyle bir Urinin tuketilemeyecegi distiniimekle birlikte,
irtinle yiiksek miktarlarda spor (~10°10° spor/g) tiiketilmesi durumunda bulanti,
kusma, ishal, bas agrisi vb. belirtilerle ortaya c¢ikan gida zehirlenme vakalar
gorulebilmektedir (Smith vd 2004).

2.1. Sinme (Rope) Spor Sayimnmin, Sinmenin Olusumunun ve Etmen Bacillus

Turlerinin Tamlanmasanmn Yapildigi Calismalar

Tirk Gida Kodeksine gore tahil unlarinda en fazla 4.5 x 10° adet/g, yas veya kuru
ekmek mayasinda en fazla 2.1 x 10? adet/g ve ekmekte en fazla 1.1 x 10* adet/g spora
muisaade edilmektedir (Anonim 2001).

Yapici ve Barut (2003) Manisa’ min Salihli ilgesndeki firinlarda dretilen ekmeklerin
bazi mikrobiyolojik analizini yaptiklar: bir ¢alismada ilkbahar aylarinda inceledikleri 20
adet ekmek oOrnegindeki toplam aerobik mezofil bakteri sayisinin  ortalama

5.6x10* kob/g, kiif sayisimin ise ortalama olarak 1.9x10° kob/g oldugunu tespit



etmislerdir. Rope (slinme) sporu agisindan bir degerlendirmeye gidildiginde incelenen
Orneklerin 9 tanesinde siinme sporuna rastlanmazken, sinme etmeni bulunanlarda
ortalama degerin 5.7x10° kob/g oldugu belirlenmistir. Y az aylarinda calistiklar: 40 adet
Ornekte ise ortalama toplam aerobik mezofil bakteri ve kif sayisimi sirasiyla
5.5x10 kob/g ve 1.4x10° kob/g olarak tespit etmislerdir. 3 adet érnekte sinme sporu
bulunmazken, bulunanlarda ortalama degerin 2.4x10" kob/g oldugu saptanmistir. Sonug
olarak arastiricilar, aldiklari 60 adet ekmek oOrneginin, ilgili standartlarda yer alan
mikrobiyolojik kriterler dikkate alindiginda, 36 adedinin tiiketime uygun olmadigim
tesbit etmislerdir.

Karaoglu (2002) farkl: sicaklik ve siirelerde muhafaza edilen kismi pismis ekmeklerin
teknolojik ve mikrobiyolojik 6zelliklerini belirledigi calismada depolama siiresne bagl
olarak beyaz tava ekmegi, cavdar ekmegi ve kepekli ekmekte Bacillus spor sayisinin
katkisiz ve katkil1 ekmek igin sirasiyla 2,00-6.25 log kob/g ve 2,00-2.78 log kob/g,
2,00-7.95 log kob/g ve 2,00-2.24 log kob/g, 2,00-7.75 log kob/g ve 2,00-3.65 log kob/g
arasinda degistigini tespit etmistir.

Ekmege Bacillus sporlarinin bulasmasina neden olan en dnemli kaynak un olmakla
birlikte, maya ve su gibi diger hammaddelerin yam sira ekmek katki maddes, firin
atmosferi ve Uretimde kullamlan ekipmanlarin yiizeyi de bulasma kaynaklar: arasinda

yer air.

Bailey ve von Holy (1993) ticari bir firimn tipik esmer ekmek dretim hattindaki
Bacillus sporu kontaminasyon profilini (spor sayisi, tipi ve kontaminasyon kaynagi)
belirlemek icin mikrobiyolojik calismalar yapmis ve Bacillus turlerini karakterize
etmislerdir. Arastirma sonunda spor igerigi en fazla olan ham maddenin maya (5.15 log
cfu g*) oldugunu, bunu sirasiyla katki maddeleri (4.01 log cfu g™), un (2.69 log cfu g*)
ve suyun (1 log cfu g*) takip ettigini belirlemislerdir. Katki maddesinde beklenilenden
daha fazla spor bulunmasina, icerigindeki soyanin neden oldugu bildirilmistir. Temas
yuzeyleri dikkate alindiginda; spor sayisi en yiksek olan bolumlerin, pisirme dncesinde
boluct, konveyodr, yuvarlayici ve ara fermentdr, hamur ceplerinin oldugu (>2 log

cfu/ektivyon), pisirme sonrasinda ise ambalajlama ve paketleme boltimlerinin oldugu



saptanmistir. Raf dmrini belirlemek amaciyla, ekmekler 30°C’ de 3 guin depolanmis ve
ekmeklerin spor yilkii 6.38 log cfu g' olarak tespit edilmistir. Bu siire icinde

ekmeklerde sinme hastaliginin olustugu gozlenmistir.

Aym calismada gida temas yizeyi, ham madde, ekmek hamuru ve pismis
ekmeklerden elde edilen 300 izolatin tamaminin Gram pozitif, sporlu ve gubuk seklinde
bakteriler oldugu belirlenmis ve bunlarin karakterizasyonu yapilmistir. Baskin tirlerin
Bacillus licheniformis (%45.4) ve B. subtilis (%38.0) oldugu; B. megaterium, B.
pumilus, B. laterosporus ve B. cereus'un ise sirasiyla 9%09.3, %4.0, %2.3 ve %1.0

oranlarinda bulundugu tespit edilmistir.

Volavsek vd (1992) un ve hamur oOrneklerinin sinme olusturma potansiyelini
degerlendirdikleri bir ¢alismada toplam aerobik bakteri sayimi, mezofilik spor sayimi
ve siinme (rope) spor sayimi yapmslardir. Un érneklerinin %36.4' iinde 2-3 log cfu g™
spor bulurken, %54.4’iinde 1-2 log cfu g™ spor bulmuslardir. Ayrica toplam bakteri

sayisi ile spor sayisi arasinda da korelasyon olmadigini belirlemislerdir.

Rosenkvist ve Hansen (1995) ekmek ve hammaddelerindeki Bacillus yukinu tor
bazinda belirlemis, izole edilen turlerin sicaga dayanikliligim ve sinme olusturma
yetenegini arastirmiglardir. Ekmek hammaddelerinin isil dayammi yuksek Bacillus
sporlarinin 6nemli bir kaynag: oldugu belirlenirken, yapilms diger ¢alismalara nazaran
hammaddelerde daha az miktarda spor bulunmasina ragmen, bu hammaddeler
kullanilarak yapilmis ekmeklerin birkag gin depolanmasimn ardindan her 1 gram
ekmek icinde oldukga yiksek miktarda Bacillus oldugu saptanmustir. Koruyucu ya da
eksi maya kullamlmadan Uretilmis ekmekler satin aliip 25-30°C'de 2 gin
depolandiktan sonra analiz edildiginde Bacillus yiikiinin (10° kob g™) oldukca yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Ekmeklerden Bacillus subtilis (%70), B. licheniformis (%24),
B. pumilus (%2) ve B. cereus (%2) izole edilmis ancak sinme hastaligina yalnizca

Bacillus subtilis suslarinin neden oldugu bulunmustur.

Thompson vd (1998) firin ortamindan (hammadde, hamur, Uretim hatti ve ekmek)

izole ettikleri farkli Bacillus turlerinin sinme olusturma potansiyellerini belirlemek igin



bunlardan elde ettikleri bakteri kilturlerini dogrudan ekmek dilimlerine inokile etmis,
bakterilerin tanilanmasi islemini APl (Analytical Profile Index) kitleri ile yapmuglardhir.
Denemeerde yumusak bugday unu ile yapilmig, kalsiyum propiyonat iceren yedi
ekmek, yumusak bugday unu ile yapilmis sirke igeren yedi ekmek ve kalsiyum
propiyonat igeren beyaz ekmek olmak Uizere tig tip ekmek kullanmiglardir. Sonugta sirke
iceren ekmeklerde siinme gelismemistir. Aym tip ekmeklerde, igerdigi koruyucu
maddeye bagli olarak, sinmenin aym derecede olusmadigi belirlenmistir. Ayrica
koruyucu maddelerin etkinligi 6lgullrken, pisirilmek Gizere hazirlanmis hamura Bacillus
sporlarinin ilave edilmesinin siinme olusumunun tahmininde dogru bir metod olmadig:
sonucuna varilmigdir. Y apilan ¢alisma siinme gelisimine ekmek tipi, pH, Bacillus turd,
Bacillus turleri arasindaki antagonistik etki gibi cesitli faktorlerin etkili oldugunu
gostermistir. Arastiricilar sinme gelisiminin engellenmesinde kalsiyum propiyonata
gore sirkenin gok daha etkili bir koruyucu oldugunu belirlemiglerdir.

Leuschner vd (1998) yari-pismis ve tekrar-firinlanmis, sodali esmer ekmekte siinme
gelisimini incelemis, sinme etmeni Bacillus turlerini izole edip tamlamiglardir. Ayrica
ekmegin bozulmasina neden olan bakteri sporlarimin gimlenip gelismesini engelleyecek
pH ve sicaklik kosullarim da arastirmiglardir. Calisma pH ve sicakligi olarak pH 6-10
ile 4°C, 20°C, 30°C ve 37°C secilmistir. Ekmeklerden Bacillus pumilus, B. subtilis ve B.
licheniformis izole edilmis ancak sadece B. subtilisin bulundugu ekmeklerde siinme
olustugu goOzlenmistir. 4°C'de hi¢ gelisme olmadigini, 20°C’'de U¢ turin de
gelisebildigini, her U¢ turin en izl gelistigi sicaklik derecesinin ise 37°C oldugunu
belirlemislerdir. Gelismenin gerceklesmedigi asitlik derecesi pH 10 olarak saptanmustir.
Tekrar firinlamanin ise Bacillus turlerini aktive ettigi hatta; taze, yari-pismis ekmek
hazirlama sirasinda Bacillus tdrlerinin artmasina neden olan en dnemli asama oldugu

tespit edilmistir.

Bacillus turleri Gram pozitif, aerobik, cubuk seklinde, endospor olusturan canlilar
olup dogada gok yaygin olarak bulunurlar. Bacillus cins ilk kez 1872 yilinda Ferdinand
Cohn tarafindan tanimlanmstir. O zamandan beri Krasil’ nikov, Prevot ve Gordon vd
tarafindan G¢ teme simiflandirma cetveli olusturulmustur. Gordon vd tarafindan

olusturulan, ardarinda en iyi olandir ancak yeni izole edilen Bacillus turlerinin
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siniflandirmaya dahil edilmesinde problemler ¢iktigi bildirilmektedir. Yapilan DNA
caligmalarinin  sonuglarina gore Bacillus cinsinin homojen olmadigi, dolayisiyla
turlerinin gesitli yeni cinder iginde yeniden siniflandirilmasi gerektigi savunulmaktadir.
Ayrica daha 6nceden izole edilmis olan Bacillus larin gogunun 6nemli 6lclide heterojen
olmasi nedeniyle de taksonomik revizyonaihtiyag duyulmaktadir. Bacillus turleri Gram
boyama gibi klasik yontemlerle ya da APl gibi ticari olarak satilan kitlerle ayirt
edilebilmektedir. Ozellikle yeni izole edilen Bacillus turlerinin klask yontemlerle
tanilanmasi esnasinda referans suslarin kullamlmasi, tanilamanin gavenilirligi agisindan
onemlidir. Klasik yontemlerde kullamlan kimyasallarin raf dmrintn kisa olmasi, analiz
icin uzun zamana ihtiyag duyulmas: ve Bacillus cinsinin heterojen olmasi nedeniyle
tanilamanin tam olarak yapilamamasi, arastirmacilart Bacillus suslarini hizli ve dogru
bir sekilde tamlamaya yonelik caligmalart yapmaya itmistir. Bu calismalar
dogrultusunda gdlistirilen API tamlama kitlerinin, klasik yontemlere gore daha guivenilir
ve tekrarlanabilir sonuglar verdigi bulunmustur (Logan ve Berkeley 1984, Collins vd
1991).

Izolatlarin tiplendirilmesinde, yakin zamana kadar, genellikle fenotipik Gzellikler
Oonemli rol oynamustir. Ancak fenotipik karakterlerin stabil olmamasi ve cesitli
nedenlerle degisebilmesi, degerlendirmelerin yanlis sonuglara ulasmasina neden
olmaktadir. Son yillarda daha yaygin olarak kullaniimaya baslanan modern molekuler
yontemlerin temeli daha stabil genotipik karakterlere dayandigindan daha guvenilir
sonuclar elde edilebilmektedir. Molekiler yontemlerden biri olan ribotiplendirme
(molekiler tiplendirme), bakterileri rRNA’daki farkliliklarina dayal: olarak tamilamaya
ve siniflandirmaya dayanan bir metotdur. Bu metod tlr kategorisinin 6tesinde
bakterileri dogrudan cinsinden siniflandirmada kullanilan kesin bir parmak izidir. Bu
teknikte bakteri kolonisinden DNA ekstrakte edilir. Sonra farkli 6lgudeki fragmanlar
sinirlandirilir. Daha sonra DNA bir membrana transfer edilir ve rRNA geninin kalibin
ortaya gikarmak icin rRNA operonunun bir bolges ile problamir. Kalip kayitlanr,
sayisallagtirilir ve bir veri tabam iginde depolamir. Her iki pozisyondaki bakteriler
arasinda varyasyonlar vardir ve [rRNA bantlarinin  yogunlugu bakterilerin
tanilanmasinda  kullanilabilir. Ribotiplendirme, tuketim drtnleri ve diger butin

kaynaklardan izole edilen bakteriler arasindaki iliskilerin anlasilir sekilde kurulmasina
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izin verir. Bu agidan kontamine olmus yiyeceklerin tamlanmasinda ve yok edilmesinde
Onemlidir (Sarikaya 2004).

Collins vd (1991) daha 6nce sinmus ekmek, firin ekipmanlar: ve ham maddelerden
izole ettikleri 202 Bacillus tlrini katalaz Uretimi, Voges-Proskauer testi, anaerobik
agarda gelisme, 50°C’de gelisme, %7 NaCl icinde gelisme ve nisasta hidrolizi testlerini
kullanarak tamlamuslardir. Izolatlarr B. subtilis (%63.7), B. licheniformis (%24.5), B.
pumilus (%8.8), B. cereus (%2.0) ve B. firmus (%1.0) olarak ayirt etmislerdir. Tanilama
islemini APl 50CHB kullanarak vyaptiklarinda ise izolatlar1 B. subtilis ve B.
amiloliquefaciens (%58.2), B. pumilus (%20.4), B. licheniformis (%17.4), B. cereus
(%3.0) ve B. circulans (%1.0) olarak gruplandirmuglardir.

Thompson vd (1993) 170 firindan aldiklar: ekmek katkisi, hamur, ekmek ve ekmek
ici ile proses hattindan aldiklar1 drneklerdeki Bacillus turlerini hem klasik yontemlerle
hem APl 50CHB hem de modern molekiler bir yontem olan ribotiplendirme
kullanarak tamlamiglardir. Klasik yontemlerle yapilan tanilama sonuclar: su sekildedir:
B. pumilus (17.1), B. licheniformis/B. coagulans (ayirtedilemeyen profil) (%12.9), B.
subtilis (%9.4), B. cereus (%6.5) izolatlarin %34.7’s ise tamlanamamistir. APl 50CHB
ile yapilan tamilamaya gore ise izolatlar, B. subtilis ve B. amiloliquefaciens (%34.7), B.
licheniformis (%28.7), B. pumilus (%16.0), B. circulans (%4.1), B. megaterium (%3.6),
B. polymyxa (%3.5), B. macerans (%3.0), B. mycoides ile birlikte B. cereus (%2.4), B.
stearothermophilus (%0.6) olarak belirlenmis ve %4.2'lik kisim ise kabul edilemez
profil olarak bulunmustur. Ribotiplendirme yapildiginda, APl 50CHB ile benzer profil
veren bazi izolatlarin (B. subtilis), benzer ribotip verdikleri gorulmastir. Ancak
karbonhidrat kullamm agisindan degerlendirildiginde benzer profil gostererek

B. pumilus olarak tanilanan iki susun farkl: ribotipler verdigi gorulmustur.

Sorokulova vd (2003) farkli un ve siinmus ekmek 6rneklerindeki Bacillus tirlerini
sayip karakterize etmis ve ekmekte siinme hastaligimin olusmasinda rol oynayan bazi
suslarin genetik profillerini, molekdler bir yontem olan RAPD-PCR kullanarak ortaya
cikarmuslardir. Un orneklerindeki Bacillus sayisinin 1.1 x 10* ile 8.3 x 10" kob g™*
arasinda degistigini belirlemislerdir. Uretimin hemen akabinde Bacillus sayisi 7 x 10%-
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1.3 x 10* kob g* iken 2 giin siire ile 37°C’ de depolama sirasinda 2.0 x 10* 7.2 x 10°
kob g* arasinda degistigini tespit etmislerdir. Bacillus sayisi 6 x 10° kob g* ve daha
fazla oldugunda ise ekmeklerde sinme hastaliginin olustugunu gozlemislerdir. Un
orneklerinden fenotipik karakterlerine gore taniladiklar: 30 susun 25'inin B. subtilis,
5'inin B. licheniformis oldugunu, doért Ornekte her iki tirin de bulundugunu
belirlemislerdir. Aym tdrleri, firinlardan alinan stinmis ekmeklerden de izole etmis,
ancak turlerin %50'sinin B. licheniformis oldugunu saptamislardir. RAPD analizi de
unlardan izole edilen bu iki Bacillus turinin depolama sirasinda ekmekte siinme

hastaliginin olusmasina neden oldugunu dogrulamustir.

2.2. Sinme Hastahginin Engellenmesine YoOnelik Olarak Yapilan Calhismalar

Ekmek ve unlu mamullerde gorulen sinme ve kiflenmenin 6nlenmesinde kimyasal
koruyucu ve laktik starter kullammi olduk¢a yaygindir. Uygulanan kimyasal
koruyucular; propiyonik asit, sorbik asit, benzoik asit, asetik asit ve tuzlar ile laktik asit
ve fosfat tuzlardir. Laktik starter kullammu ise fermentasyon sirasinda asit olusumu ile
pH’y1 dustrerek, zararli mikroorganizmalar UGzerine inhibe edici etki yaratmaktadir.
(Gogmen ve Gurbiz 2000). Bu koruyucularin etki duzeyleri Cizelge 2.1.’de
gorulmektedir.

Cizelge 2.1. Baz1 kimyasal koruyucularin ve laktik starterin firincilik drdnlerinde
bozulma etmeni bakteri ve kifler Gzerine etkileri

Kimyasal koruyucu Bakteri Kaf
Propiyonik asit ve tuzlar Kismen etkili Etkili
Sorbik asit ve tuzlar Kismen etkili Etkili
Benzoik asit ve tuzlar Zayif etkili Etkili
Benzoik asit esterleri Etkili Etkili
Benzoat ve sorbat karigimlar Etkili Etkili
Asetik asit ve tuzlar Etkili Zayif etkili
Laktik asit Etkili -
Fosfat tuzlar Etkili -
Laktik starter Etkili Etkili

Kullanlan inhibitdr maddeler, disiik konsantrasyonlarda bile etkili olabilmeli, insan
vicudunda zehirli etki gostermemeli ve Uriinde arzu edilmeyen degisikliklere sebep

olmamalidir (Gogmen ve Gurbuiz 2000).
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Laktik asit bakterilerinde antibakteriyel aktivite; organik asitler, karbondioksit,
etanol, hidrojen peroksit ve diasetil yaminda dusiik molekuler agirlikli peptidleri igeren
bakteriyosinlerden ileri gelebilmektedir. Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan uretilen,
antibakteriyel etkiye sahip ve protein yapisinda olan ya da proteinler ile birlikte bazi yan
gruplar da igerebilen metabolitler olarak tammlanmaktadir. Eksi hamur Orneklerinden
izole edilerek tammlanan Lactobacillus (Lb. alimentarius LMO6, LMO7 ve Lb.
plantarum LMO23, LMO25, ve LMO28) suslarinin bakteriyosin tretim ozellikleri ve
bu suslarin farkli indikator bakterilere karsi antibakteriyel etki spektrumlarinin
arastirlldigi bir calismada kullanmilan suslarin sinme etmeni olan Bacillus subtilis ve
B. licheniformis'e kars1 da en yiksek inhibitdr etki zonunu olusturdugu saptanmustir
(Mentes vd 2005).

Mentes vd (2007) ekmek hamuruna, ayri1 ayr1 olmak tzere, Lactobacillus plantarum
LMO25 ve Lactobacillus alimentarius LMO7 igeren eksi maya ilave ederek siinme
gelisimini 6nlemeye yonelik yaptiklar: diger bir calismada, eksi maya pH’st (pH 3.5-
4.0) dusik iken %15 veya %20, eksi maya pH’si (pH>4) daha yuksek oldugunda ise
%20 oramnda eksi maya ilavesinin ekmeklerde Bacillus subtilis ve Bacillus

licheniformisin neden oldugu stinme hastaliginin engellenebildigini belirlemiglerdir.

Ekmeklerde siinme hastaliginin 6nlenmesinde en etkili koruyucu madde propiyonik
asitin sodyum ve kalsiyum tuzlaridir. Tavsiye edilen kullanim duizeyi ise un agirligina
gore %0.125-0.32'dir (Gogmen ve Gurbiz 2000). Ancak kimyasal koruyucularin
kanserojen oldugunun belirlenmesi Uzerine tiketicilerin doga ya da katkisiz Grinleri
talep etmesi nedeniyle arastiricilar, stinme hastaliginin  6nlenmesinde dogal
antimikrobiyal maddelerin kullamiminin  etkilerini  arastirmaya yonelmistir. Stnme
inhibitdru olarak, dogal antimikrobiyal maddelerin (asetik asit, laktik asit, kalsiyum
laktat, laktat iceren karigim) farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarimn kalsiyum
propiyonat ile karsilastirildig1 bir ¢aligmada test ekmekleri, ticari bir firinda standart
kosullarda Uretilmistir. Bir grup ekmekte kalsyum propiyonat hi¢ kullanilmazken, diger
bir grup ekmekte az miktarda kullanilmustir. Kalsiyum propiyonatin miktar: azatilarak
dogal koruyucularla birlikte kullamldiginda sinmenin engellenebildigi gbzlenmistir.

Kalsiyum propiyonat hi¢ kullamlmayip diger koruyucu maddeler teker teker
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uygulandiginda siinmenin tam olarak kontrol altina alinamadigi, dogal koruyucularla
kombine halde kullanildiginda ise sinmenin o6nemli Olglide engellenebildigi
belirlenmistir (Pattison vd 2004).

Rosenquist ve Hansen (1998) siinmeyi onlemek ve ekmek guvenilirligini saglamak
amaciyla bugday ekmeginden izole edilen Bacillus subtilis ve B. licheniformis suslar:
Uzerine organik asitler (laktik asit, asetik asit, propiyonik asit), eksi maya (bazilari
bakteriyosin Uretebilen laktik asit bakterileri ile fermente edilmis) ve nisinin
antimikrobiyal etkilerini arastirmiglardir. Un agirligina gére %0.1 propiyonik asit veya
asetik asit; Lactobacillus plantarum C11, Lactobacillus brevis L62, Lactobacillus
plantarum (‘vege-start60’), Lactobacillus plantarum (ch 20), Lactobacillus
maltaromicus (ch 15) ile fermente edilmis %15 eksi maya ya daticari eksi maya starter
kalturd, Lact. sanfrancisco L99 ilavesinin sinmeyi engelleyebildigi, hamura starter
kultur olarak ilave edilen bakteriyosin Ureten laktik asit bakterileri ve unda 100ppm’'e
kadar nisinin Bacillus subtilis ve B. licheniformis tzerine baskilama etkisinin olmadigi

yapilan ¢alismalarla belirlenmistir.

Laktik asit bakterileriyle, ekmeklerde siinmenin 6nlenmes lizerine yapilan bagka bir
caligmadaise Lactobacillus plantarum VTT E-78076 ve Pediococcus pentosaceus VTT
E-90390 ile fermente edilmis eksi maya ya da ticari starter kultir olan Lactobacillus
brevis kullamlarak yapilan ekmeklerde eksi hamur pH'st < 4, toplam titre edilebilir
asitligi >12 oldugu zaman, laktik asit bakterilerinin B. subtilis ve B. licheniformis
Uzerinde baskilayici etki gosterdigi belirlenmistir. Ancak laktik asit tek basina
kullanildig1 zaman stinme gelisimini engelleyemedigi tespit edilmistir (Katina vd 2002).

Pepe vd (2003) siinme etmeni Bacillus tirlerini fenotipik ve genotipik dlizeyde
karakterize etmek ve starter kultir olarak segmis olduklar: laktik asit bakterilerinin
sinmeyi Onleyip 6nlemeyecegini belirlemek icin bir yil boyunca firin ve marketlerden
aldiklar: farkli ekmeklerde Bacillus tirlerinin olusumunu incelemislerdir. Ekmeklerdeki
sinme farkliligimin, ekmek boyutlarindan ileri geldigini bildirmiglerdir. Y Uksekligi
>10cm ve < 10cm olan ekmekler kullamlmigtir. Y Uksekligi fazla olan ekmeklerde

siinme gelisiminin daha fazla oldugu saptanmistir. Biyokimyasal testlerle tim izolatlar
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Bacillus subtilis olarak karakterize edilirken, molekuler metotlar uygulandiginda
B. subtilisin yam sra B. licheniformis, B. cereus, B. clausi ve B. firmus da
tanilanmistir. Eksi mayadan izole edilen ve dogrudan ekmek mayasina ilave edilen
cesitli laktobasil suslarinin ise Bacillus turlerinin gelisimini 7-15 gun baskilayabildigi

sonucuna varmislardir.

Odame-Darkwah ve Marshall (1993) Propionibacterium shermanii’nin Bacillus
pumilus ve Saccharomyces cerevisiae nin gelisimi Gzerindeki etkilerini ve P. shermanii
ile B. pumilus arasindaki etkilesimin ekmeklerde sinmeyi engellemede etkili olup
olmadhgint belirlemek igin bir arastirma yapmuglardir. Propionibacterium freudenreichii
subsp. shermanii laktik asit, karbonhidratlar ve bazi polialkolleri fermente ederek
propionik asit, asetik asit ve karbondioksit Uretebilme yetenegine sahiptir. Yapilan
caigmada P. shermanii’'nin S. cerevisiae Uzerine herhangi bir inhibe edici etkisinin
olmadhgi, ancak B. pumilus Uzerine baskilayici etkisi olmast sebebiyle, 6n hamur
(sponge) yontemiyle Uretilen ekmeklerde sinmenin engellenmesi icin P. shermanii

kullaniminin yararl: olabilecegi sonucuna varilmstir.

Marshall ve Odame-Darkwah (1994) baska bir ¢alismada ise Propionibacterium
shermanii’nin  Bacillus pumilusun gelismesini  inhibe etme mekanizmasin
arastirmiglardir. Propionik asit Uretimi sonucu disen pH nin (pH=4.3) B. pumilus
gelisimini engelledigi ve propiyonik asit Uretiminin devamliligimin saglanmast igin

kaltur ortaminda %00.8-1.0 laktat bulunmast gerektigi belirlenmistir.

2.3. Ekmekte Tekstiir Olgiimiine Yonelik Olarak Yapilan Calismalar

Gidaarin kalitesini belirlemede en ¢ok yararlamlan 6zelliklerden biri olan tekstir,
gidalarin, duyu organlariyla algilanabilen yapisal ve mekanik ozellikleridir (Szczesniak
1998). Tekstur, bir Grdntn tuketiminin ardindan agiz ve dil ile algilanabilen bir
Ozelliktir ve yogunluk, vizkozite, yizey gerilimi ve diger fiziksel 6zelliklerle yakindan
ilgilidir (McKenna 2003).

Gidaarin duyusal 6zellikleri genellikle gbriinim, aroma ve tekstir olmak Uzere tg

grup dtindaincelenir. Fakat bu Ui grup da birbirinden bagimsiz dustnilemez. Ornegin;
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renk, gorsel bir 6zellik olmasina ragmen aromanin agilanmasinda da etkilidir. Benzer
olarak, vizkozite gibi teksturel ozellikler aromamn algilanmasini, asitlik gibi aromatik
Ozellikler de tekstirin agilanmasim etkiler. Gidalarin duyusal  Ozelliklerinin
tammlanmasinda kullamlan aromaile teksttir arasinda yakin bir iliski olmasina karsin
bunlar: birbirinden ayiran 6zellikleri de vardir (Kilcast 2004). Aroma kimyasal kokenli
iken, tekstur fiziksel kokenlidir. Aroma, agizdaki spesifik tat reseptorleriyle
algilanirken; tekstirel o6zelliklerin algilanmast icin spesifik reseptérler yoktur. Aroma,
koku hissine bagli olarak belirlenirken, tekstirel 6zelliklerin gogu bir kuvvete karsi

gosterilen direncin Olgllmesi ile belirlenir (Szczesniak 1998).

Giddarin tekstirel Ozelliklerinin belirlenmes ve oOlgilmesinde en sik kullamlan
yontem olan Tekstur Profil Analizi (TPA), tekstirel 6zellikleri analiz metodundailk kez
kullanan Szczesniak (1963) tarafindan gelistirilmis, nesnel bir yontemdir. TPA testi bir
gida maddesinin, gene hareketine benzer sekilde, bir piston yardimiyla iki kez
sikigtirllmast  prensibine dayamir. Bu skistrma sirasinda  gizilen Kuvvet-Zaman
grafiginden yararlanarak da tekstirel Ozelliklere ait sonuglar elde edilir. Gidaarin
teksturel Ozellikleri birincil (sertlik, kohezif yapiskanlik, elastikiyet, adezif yapiskanlik)
ve ikincil Ozdlikler (kirilganlik, cignenebilirlik, zamksilik) olmak Uzere iki grupta
incelenir. Orijinal TPA grafiklerinden besi dlgllen, ikisi hesaplanan olmak Uizere toplam
yedi teksturel 6zellik hakkindabilgi edinilir (Anonymous 2007).

Teksttrel Ozellikler genellikle sertlik, adezif ve kohezif yapiskanlik, zamksilik,
kirilganlik, gignenebilirlik, vizkozite, elastikiyet, esneklik gibi terimlerle ifade edilir. Bu

kavramlar Turkge olarak bilim literatirtiine hentiz tam olarak yerlesmemistir.

Sekil 2.3.’de 6rnek TPA grafigi gosterilmistir. Birinci sikistirma aninda elde edilen
maksimum kuvvet degeri sertlik olarak ifade edilirken, yine birinci sikistirma amnda
elde edilen belirgin ilk pik kirilganlik degerini verir. Urtinuin ikinci deformasyona ne
kadar iyi dayanabildiginin bir olglisi olan kohezif yapigkanlik (cohesiveness) degeri,
sekle gore, Alan 2'nin Alan 1'e oranlanmasi ile hesaplanir. Elastikiyet ise trtnun ilk
sikistirma esnasinda deforme olduktan sonra geri donustnun ne kadar iyi olduguyla

ilgili bir degerdir ve uzunluk 2'nin uzunluk 1’ e oran olarak ifade edilir. Cignenebilirlik,
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yalmzca kat1 gidalar igin uygulanabilen ve zamksilik (gumminess)* elastikiyet (uzunluk
1/uzunluk 2) olarak hesaplanan bir degerdir. Zamksilik ise sadece yar1 kat1 gidaara
uygulanabilir ve sertlik*kohezif yapiskanlik olarak hessplanir. Adezif yapiskanlik
(adhesiveness) gida ile prob yizeyi arasindaki ¢gekim kuvvetinin tstesinden gelebilmek
icin yapilmas: gereken is olarak tammlanir (Alan3). Esneklik, (resilience) drinun eski
halini almak igin gosterdigi direnci gosteren bir degerdir (Alan 5/Alan4) ve birinci
sikistirmanin geri donist sirasinda, bekleme zamam baslamadan 6nce  6lgultr
(Anonymous 2001).

KL vvEL Tanl Hiza Te.. Fuowwa Hee

T T R Y Be-nna i Orabne Bl wr Tonoa Zikjlmrens Teinei Gt Cekeilire

. | . | LAMAD
Uz - P L ook &

Sekil 2.3. Tekstur profil analizi grafigi

Tekstir profil analizlerinde dikkat edilmesi gereken, her iki sikistirma grafigini aynm
kosullar atinda elde etmek ve egri altinda kalan aanlar1 tam olarak karsilastirabilmek
icin test hizi ile test sonrast hizin ayni olmasim saglamaktir (Anonymous 2007).

Ekmek ve benzeri Urinlerde, kaynagi ¢ok ¢esitli olmak Uzere, oldukca fazla teksturel
degisim sbz konusudur. Buttin pismis Granler bir dis (kabuk) bir de i¢ tabakadan olusur.
Kabuk tabakasinin daha koyu renkli ve dustk nem igerikli olmasi, Urtinin i¢ ve dis

kisimlarimin farkl: tekstiirel 6zellikler gdstermes ne neden olur (Cauvain 2004).
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Ekmekte tazeligin bir gostergesi olan tekstur, tiketiciler tarafindan ekmeklerin kabul
edilebilirliginde 6nemli bir 6zdliktir. Calismalar, bayatlama ile degisen tekstirel
Ozelliklerin, ekmek bilesiminde yer alan nisasta, protein, lipit ve suda meydana gelen
degisimlerleilgili oldugunu ortaya gikarmistir (Brady ve Mayer 1985).

Ekmegin yapisal ozelliklerinin belirlenmesinde en ¢ok kullailan yontem, duyusal
analizlerin yam sira, ekmegin sertligini 6lgmektir. Ekmekte sertlik, genellikle ekmek
icinin yumusakliginda meydana gelen azalma olarak ifade edilir. Yumusaklikta
meydana gelen azalmanin muhtemel iki sebebi vardir. Birincisi, ekmek iginin nem
kaybetmesi, ikincis ise nisastanin retrogradasyonudur. Kabuk kismi igin negatif bir
0zellik olan sertligin gevreklik ile karistirllmamasi gerekir (Cauvain 2004). Patel vd
(2005) farkli pisirme kosullarimin ekmek sertlesmes ve nisasta Ozellikleri Uzerine
etkisini inceledikleri bir calismada, bitin pisirme kosullari igin pistikten 2 saat sonra,
ekmek sertliginin hemen hemen aym oldugunu, 15 giin depolandiktan sonra ekmek
sertliginde artis oldugunu ve bu artisin yiksek sicaklikta pismis olan ekmeklerde disiik

sicaklikta pismis olanlara gore daha fazla oldugunu bulmuslardir.

Ekmekte sertlik Olcimul ile bayatlama arasindaki korelasyonun cok iyi oldugu
belirlenmistir. Ancak tuketici igin teksturtin 6lglilmesinde sertligin yam sira yapiskanlik,
elastikiyet, cignenebilirlik, kirilganlik gibi Ozelliklerin de oldukga ©6nemli oldugu
bildirilmistir. Ekmek tekstirinin duyusal ve aletsel 6lgimi arasindaki korelasyonu
belirlenmeye yonelik bir caligmada firinlardan ainan cavdar ve fransiz ekmekleri
bireysel olarak Kkilitli posetlerle ambalajlanmis ve test edilinceye kadar -15°C'de
depolanmistir.  Analizden hemen ©6nce ekmekler 2.5cm kalinlikta dilimlenmis ve
duyusal testler yapilmis, duyusal testtten 4 saat sonra da aletsel dlgimler yapilmistir.
Olgumler ile ekmeklerin sertlik, yapiskanlik, elastikiyet ve cignenebilirlik dzellikleri
belirlenmistir. Her iki ekmek tipi icin duyusal analiz sonuglarina gore sizii gegen
Ozellikler arasinda cok fazla fark olmadigi ancak tekstur profil analizi sonuglart
arasindaki farkin 6nemli oldugu belirlenmis, bu durum da iki test arasindaki farkin
bekleme sliresinden kaynaklandigi seklinde yorumlanmugtir. Her iki ekmek tipi igin de
duyusal ve aletsel Olglimler arasindaki korelasyon katsayisi hesaplanmis, cavdar
ekmeginde korelasyonun istatistiki olarak dnemli oldugu belirlenmis, yapiskanlik ve
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cignenebilirlik icin korelasyon katsayillarimin sirasiyla 0,49 ve -0,58 oldugu
saptanmigtir. Fransiz ekmeginde ise sadece cignenebilirlik (-0.47) ile ilgili olan
korelasyonun istatiki olarak 6énemli oldugu bdirlenmistir. Duyusal ve aletsel 6l¢timler
arasindaki iligkinin, cavdar ekmeginde fransiz ekmegine oranla daha gucli oldugu

bulunmustur (Brady ve Mayer 1985).

Carson ve Sun (2001) alt1 gesit ekmekte sertlik ve kohezif yapiskanlik, elastikiyet,
adezif yapiskanlik gibi diger teksturel ozelikleri belirlemek amaciyla tekstir profil
analizini kullanmis ve s0zi gegen parametrelere ait aletsel 6lgim sonuclar: ile duyusal

analiz sonuglar: arasinda guicl i bir korelasyon oldugunu bulmuslardir.

Esmer tava ekmeklerinde enzim ilavesinin tekstir tzerine olan etkisinin incelendigi
bir calismada yapilan duyusal andizler ile, test sires boyunca ksilanaz ilavesinin
purizsiziuk ve yapigskanligr azalttigi, amilaz ya da amilaz:ksilanaz karigiminin ise 7
gunlik depolama surecinde purizsizlik, yapiskanlik ve yumusak merkez alan
degerlerini en yliksek seviyeye ulastirdigi saptanmustir. Amilaz:ksilanaz karigiminin
bayatlamay: geciktirmede tek basina amilaz kullammmina gore daha etkili oldugu ve
depolamamin 17. gununde purtizsizlik, 10. guninde de yapiskanlik degerlerinin daha
yuksek oldugu belirlenmistir. Aletsel tekstir oOlglimlerinde ise depolama slresince
sertlik ve cignenebilirlik 6nemli diizeyde artarken elastikiyet ve yapiskanlik azalmustir.
Ksilanazla formule edilmis ekmeklerde, trintn raf dGmri boyunca, elastikiyet degerinin
distigl, amilaz veya amilaz:ksilanaz karisimi ile formile edilmis ekmeklerde ise sertlik
azairken, yapiskanligin arttigi saptanmis; duyusal dlgumler ile aletsel dlgiimler arasinda
gucli bir korelasyon oldugu bulunmustur (Gambaro vd 2006).

Aspergillus foetidus dan elde edilmis ksilanaz ile katkilanan tam bugday ekmeginin
kalitesinin arttig1; aroma, tat ve yumusaklik gibi Griinuin kabul edilebilirligini etkileyen
Ozelliklerin de gelistigi yapilan baska bir ¢calismaile belirlenmis, duyusal degerlendirme
sonucglart tekstr profil analizi ile de dogrulanmistir. Kontrol 6rnekleri ile
karsilastirildiginda ksilanaz ile katkilanmis ekmeklerde sertligin yaklasik 4 kat azaldigi,
kohezif yapiskanligin 6nemli olglide gelistigi, zamksilik ve gignenebilirlik azalirken,
elastikiyetin ¢ok fazla degismedigi saptanmustir (Shah vd 2006).
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Carr vd (2006) dondurulmus depolama suresinin kismi pismis Fransiz ekmeklerinin
fiziksel, tekstirel ve duyusal ¢zellikleri Uzerindeki etkisini belirlemek tzere yaptiklar:
bir caligmada, ekmegi 250°C'de 7 dakika pisirdikten sonra merkez sicakligi -18°C
oluncaya kadar sogutmus, 7 gun boyunca aym sicaklikta depolamis ve gunlik olarak
ekmekleri cikararak 250°C'de 6 dakika pisirdikten sonra analizlerini yaprmglardir.
Ekmegin sertlik ve cignenebilirligi depolama siresinden énemli Glglide etkilenirken,
elastikiyet ve kohezif yapiskanliktaki degisimin 6nemli olmadig: belirlenmistir. 4. gline
kadar azalis egilimi gosteren sertlik ve cignenebilirlik degerlerinin, 4. ginden sonra
artign  gozlenmistir. Dondurulmus kismi pismis fransiz ekmeklerinin fiziksel ve
teksturel ozellikleri Gzerine maya ve bitkisel yaglarin etkisinin belirlendigi baska bir
caligmada da yine benzer sonuclar elde edilmis, maya ve bitkisel yag ilavesinin kohezif
yapiskanlik ve elastikiyette onemli bir artisa neden olmadigi, bitkisel yaglarin
yumusatict  etkisi nedeniyle, bitkisel yag iceren formilasyonlarda sertlik ve

cignenebilirlik degerlerinin daha disuk oldugu saptanmstir (Carr ve Tadini 2003).

Katki maddes kullamlmadan yapilan ekmeklerde hamur ve ekmek oOzellikleri
arasindaki interaksiyonlart belirlemek icin yapilan bir c¢alismada, dondurucuda
muhafaza edilmis hamurlardan Uretilen ekmeklerin tekstird ve kalite oOzellikleri
arastirilmigtir. Arastirma sonucunda hamur sertliginin 0.4-0.7N, ekmek ici sertliginin
7.4-18.6N arasinda, hamur elastikiyetinin ise 1.1-1.3s arasinda degisim gosterdigi
belirlenmigtir. Hamur sertligi oldukga degisken bir davrams gostermis, 5 ay
depolandiktan sonra sabitlenmistir. Hamur orneklerinin elastikiyeti ve ekmek iginin
sertligi uzun sureli depolama boyunca benzer davrams gostererek ilk ¢ ay boyunca

hizla artmisg, sonra sabitlenmistir (Giannou ve Tzia 2007).

Arendt vd (2007) eksi mayamn ekmegin kalitesini gelistirici, raf émrunid artirict
oldugunu, eksi maya fermentasyonu sirasinda laktik asit bakterilerinin, ekmek
bayatlamasi ve tekstirl Uzerine pozitif etki gosteren organik asit, ekzopolisakkarit

ve/veya enzim gibi bircok metabolit Gretttigini bildirmislerdir.

Bugday ekmeginin aroma ve tekstirel ozeliklerini gelistirmek icin optimum eksi

maya proses kosullarinm belirlemek tzere yapilan bir ¢alismada fermentasyon sicakligi
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(16-32°C), unun kil icerigi (0,6-1.89/100g) ve fermentasyon siresinin (6-20saat), eksi
maya ile Uretilmis ekmegin duyusal ozellikleri, spesifik hacmi ve sertligini ne sekilde
etkiledigi arastinlmustir. Dustk kal igerikli un kullamldiginda ve kullamlan kilttre
bagli olarak fermentasyon sires optimize edildiginde ekmek hacminin gelistigi ve 4
gun depolamanin ardindan sertligin 260g'a kadar dustigi gozlenmistir (Katina vd
2006).

Eksi mayadaki laktik asit bakterilerinin ekmegin bayatlamasi ve sertlesmesi
Uzerindeki etkisinin incelendigi bir caligmada ekmek i¢i sertligi Instron Test cihazi ile
Olcilmis ve 8 glin depolama boyunca sertligin 9.2N'dan 27.6N’a kadar ¢iktigi, en
dustk sertligin ise Saccharomyces cerevisiae ve Lactobacillus plantarum'un starter
olarak birlikte kullamldigi zaman olustugu tespit edilmistir. Depolama sirasindaki nem
varyasyonunun kisitli olmasi nedeniyle ekmek sertligini starter tipinin yam sira diger
fizikokimyasal faktorlerin de etkileyebildigi dogrulanmistir (Corsetti vd 1998).

Son zamanlarda yapilan bir galigmada, ekmegin degerini artirmak, sagliga daha
faydali hale getirmek icin ekmek hamuruna antioksidan, antikarsinojen ve
antimikrobiyal Ozellikler gosterdigi birgok arastirmac: tarafindan bildirilmis olan
polifenolleri iceren yesil cay ekstrakt: 1.5 ve 5.0g/kg un diizeyinde ilave edilmis, ekmek
Uzerindeki etkisi duyusal ve aletsel olarak degerlendirilmistir. Parlaklik, gdzeneklilik,
sertlik, yapiskanlik, tatlihk ve burukluk duyusal olarak degerlendirilirken, aletsel
Olcimler gozeneklilik, parlaklik, sertlik ve yapiskanlik igin yapilmistir. Sonuclar, aletsel
Olcimler ile duyusal 6lgimler arasinda korelasyon oldugunu, ekstrakt miktar: arttikca
parlaklik ve tathligin azaldigini; sertlik, yapiskanlik ve buruklugun ise arttigim
gostermistir (Wang vd 2007).

Yeni izole edilmis Paenibaciilus pabuli US 132 susunun siklodekstrin
glikoziltransferaz aktivitesine sahip oldugu ve bu enzim ekmek Uretiminde
kullanildiginda ekmek hacmini 6nemli diizeyde artirirken, depolama boyunca ekmek
sertligini azalttig1 belirlenmistir (Jemli vd 2007).
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2.4. Ekmekte Yapilmis Baz1 Kinetik Calismalar

Depolama sirasinda ekmek icinde gerceklesen tekstirel degisimlerin de baslica
sorumlusu nisasta retrogradasyonu, bilimsel ve ekonomik etkileri nedeniyle, son
yillarda ilgilenilen baslica konular arasinda yer amaktadir. Nisasta retrogradasyon
kinetiginin belirlenmesi  Uzerine yapilan matemetiksel modelleme c¢alismalarinin
cogunda kullamlan modd, Avrami esitligidir. Bugday ekmegindeki nisasta
retrogradasyon kinetiginin modellenmesinde Avrami esitligi kullamlarak yapilan bir
caligmada; ilk olarak depolama sirasinda nisastanin kristallenme diizeyini, ikinci olarak
dabu kristallenme diizeyinin ekmek i¢i yapisi ile nasil iligkili oldugunu belirlemek igin
iki esitlik kullamlmugtir. Bu calismada, modelin gegerliligini degerlendirmek Uzere
ekmeklere 5°C'de ve iki farkli su aktivitesi (1.0 ve 0.877) kosulunda hizlandirilmig
testler yapilmus, her iki kosulda da deneme sonuglarinin modele ¢ok iyi uydugu, dusik
su aktivitesinde nisasta kristallerinin buylime hizinin arttigi belirlenmistir (Nobile vd
2003).

Ekmek, taze olarak tiketilen ve ambalajlanmis olsa bile raf omri 1-2 gun gibi
oldukga kisa olan bir Grindur. Ekmek iginin sertlesmesi Uizerine yapilan ¢alismalarda
non-lineer regresyon modellerinin kullaniimasinin daha uygun oldugu distinilmektedir.
Bayatlamay: engelleyici katkilar (monogliseritler, DATEM, sodyum stearol laktilat,
karboksimetil selliloz, hidroksipropilmetilseliloz ve a-amilaz) ilave edilerek Uretilmis
ekmeklerde, ekmek ici sertlesme kinetiginin belirlendigi bir ¢alismada da yine Avrami
esitliginden yararlanilmis ve bu esitligin kinetik hesaplamalara iyi uyum sagladigi
saptanmistir (Armero ve Collart 1998).

Ekmegin rengi, tekstiri ve aromas tiketici begenisini etkileyen en Onemli
faktorlerdir. Ekmekte istenen altin sarnisi rengin olusmasindan karamelizasyon ve
Maillard reaksiyonlari sorumludur. Maillard reaksiyonunu etkileyen faktorlerin baginda
sicaklik ve nem dizeyi gelir. Ekmekteki esmerlesme kinetiginin arastirlldigi bir
caligmada ekmekler, 3 farkli sicaklik derecesinde (180, 200, 220°C) npisirilmis,
ekmeklerin rengi ve agirlik kaybi ol¢llmustur. Ekmeklerin esmerlesmesinden agirlik

kaybi ve pisirme sicakliginin sorumlu oldugu, ekmeklerin toplam renk degisimi ve
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agirlik kaybr arasinda dogrusa bir iliski oldugu belirlenmis, toplam renk degisimi
asagidaki sekilde modellenmistir (Purlis ve Salvadori 2007).

E*= kWL k=koTg + ky

E*: Toplam renk degisimi
WL: Agirlik kayb1

k, ki: Esmerlesme sabitleri
ko: Esmerlesme sabiti (°C™?)
Te: Pisirme sicaklig (°C)

Bakterilerin davramigim karakterize etmek igin birgok matematiksel model mevcuttur.
Sigmoidal fonksiyonlara dayal: kinetik modellerin mikrobiyal gelisme verilerine gok iyi
uydugu, maksimum blyume hizi ve diger kinetik parametrelerin tahmin edilmesinde
cok faydal1 oldugu bilinmektedir (Taub vd 2003).

Feeherry vd (2003) yaptiklar: bir galismada ekmek icinde Staphylococcus aureus un
gelisme Kinetigini su aktivitesinin (0,836-0.909) fonksiyonu olarak pH 5.2-5.3'de
35°C’ de belirlemislerdir. Blyume kinetigi verileri, koloni sayisinin inkiibasyon siiresine
kars1 grafiginin cgizilmesi ile elde edilmis ve 4 parametreli logaritmik fonksiyona
uydugu (RZ: 0.939-0.996) belirlenmistir. Ayrica S. aureus'un gelisme hizinin a,’ye
gucl bir sekilde bagli oldugu saptanmustir. Logaritmik fonksiyonun denklemi asagida

gosterilmistir.

logN, /N,

logN; =
I explbl(t,, - t

)] + log N,

N: t amndaki mikrobiyal yuk

Ni: Baglangictaki mikrobiyal yuk

Ns: Son mikrobiyal yuk

tm: BUyuime hizimin maksimum oldugu zaman

b: Maksmum buyime hizi
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Taub vd (2003), orta nemli ekmekte S. aureus un gelisme ve dlme kinetigini yari-
kimyasal bir modelle incelemis, farkl su aktivitesi, pH ve sicaklik degerlerinde modelin
cok iyi uyum sagladigim bulmuslardir. Modelde elde edilen parametreler, Gombertz
modei ile de karsilastirilmustir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

Arastirmada kullanmlan deneme ekmeklerinin Uretiminde materyal olarak, bir firmaya
ait aym gun dretilmis, aym parti numaral ticari ekmeklik, kepekli ve tip 650 bugday
unlari; bir firmaya ait ayn: dretim, tarih ve seri numaral ticari ¢ozinur kuru maya; bir
firmaya ait ayn: parti ve seri numara ticari rafine yemeklik tuz, bir firmaya ait aym
pati ve seri numaral ticari kristal seker ve sehir sebekesinden alinan igme suyu

kullanmimistir.

Deneme deseninde yer alan kimyasal ve mikrobiyolojik analiz yontemlerinde
belirtilen kimyasalar ve bes ortamlar, yontemin gerektirdigi saflik derecesinde,

bilimsel ¢alismalarda atifta bulunulan ticari firmalardan temin edilerek kullanilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Hammaddeler de siinme (rope) sporu sayimi

Ekmek yapiminda hammadde olarak kullamilan un, su, tuz ve mayada, baslangi¢ spor
yukunt belirlemek igin, sinme sporu sayimi yapilmistir. Analizler hammaddelerin spor
yukune bagli olarak Anonim’in (1992) metodu modifiye edilerek yapilmustir. Bunun
icin; un, tuz ve maya orneklerinden 11'er gram tartilip igerisinde 99ml steril distile su
bulunan erlenlere konularak 1/10'luk dillisyon hazirlanmis, 5 dakika galkalandiktan
sonra butiin vejatatif hucrelerin 6lmesi igcin 20 dakika kaynar su banyosunda
tutulmustur. Isitilan 1/10°luk ilk dilusyondan 1ml alinarak igerisinde 9ml steril ringer
¢Ozeltisi bulunan tlplere aktarilmis, bu islem ayn sekilde tipten tipe 1'er ml aktarmak
suretiyle tekrarlanarak 1/100 ve 1/1000' lik diltisyonlar hazirlanmistir. Daha sonra 1/10,
1/100 ve 1/1000'lik seyreltilerden 1'er ml anip igerisinde 9'ar ml Dextrose Tryptone
Broth bulunan 3 tupe ekim yapilmustir. Su drnegi igin ise hi¢ seyreltiimemis drnek ile
1/10 ve 1/100 oramnda seyreltilmis dilisyonlardan 1'er ml alnip igerisinde 9'ar ml

Dextrose Tryptone Broth bulunan 3 tupe ekim yapilmis ve tupler 32°C’'de 3 gln
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inklibasyona birakilmistir.  inkiibasyon sonunda her sirada zar gelismesi gosteren tiip
sayisi kaydedilip En Muhtemel Say1 (EMYS) cizelgesinden (EK-1) ve Anonymous dan
(2004) faydalanilarak, uygun faktorlerle carpilip numunelerin her 1g ya da ml’ sindeki

siinme sporu sayisi tespit edilmistir.

3.2.2. Ekmek pisirme yontemi

Deneme ekmekleri her bir analiz seti igin 3kg un, 459 tuz, 60g kristal toz seker, 759
¢Ozunur kuru maya 6nce 2 dakika karistirildiktan sonra, 1950q icilebilir nitelikte sebeke
suyu ile 10 dakika yogrulmus, hamur 3409’ l1k 15 parcaya bolinms, yuvarlak yapilarak
kepekli ekmek hamurlari 40, normal ekmek hamurlar1 30 dakika ana fermentasyona tabi
tutulmus, gazi1 ¢ikarilip tekrar sekillendirildikten sonra her iki tip ekmek hamurlar1 30
dakika son fermentasyon isleminden sonra 20 dakika 200°C’ de pisirilmistir. Pisirilip, 2
saat dinlendirilip, sogutulan ekmekler analizler icin kullamilmak Gzere polietilen kilitli
torbalara tek tek ambalajlanmistir. Ambalgjli ekmekler deneme desenine uygun olarak
muhafaza ortam sicakligina ayarl1 sogutmali etiivlere yerlestirilmis ve her giin bir tanesi
anadlizlerde kullamlmigtir. Sinme denemeleri 7'ser gun sSireyle iki tekerrdrll
surdirilecek sekilde ekmek pisirme denemeleri tekrarlanmistir. Ekmek pisirme ve
muhafaza asamalar1 Sekil 3.1-3.4. teresimlerle gosterilmistir.

Sekil 3.1. Ekmek hamurlarimn fermentasyonu
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Sekil 3.4. Ekmeklerin etlivde muhafazasi
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3.2.3. Ekmeklerde yapilan analizler

Laboratuar kosullarinda pisirilen ekmeklerde ilk glin nem, ham yag (Elgiin vd 2002),
protein (Anonymous 1980a), kil (Anonymous 1960), ham lif (Anonim 1983) ve nisasta
analizleri (Anonymous 1976) yapilmis, sonuglar kuru madde tizerinden % olarak ifade
edilmistir.

3.2.3.1. Nem tayini

105°C’ de kurutularak sabit tartima getirilmis kurutma kaplarina homojenize edilmis
ekmek Orneklerinden 2g tartilmus, 105+2°C deki etlivde sabit agirlik elde edilinceye
kadar kurutulmustur. DesikatOrde sogutulup tartilan Orneklerin agirlhik farkindan
yararlanmlarak % nem miktar1 belirlenmistir (Elgtin vd 2002).

3.2.3.2. Ham yag tayini

Soxhelet ekstraksiyon kartuslarina tartilan 5g Ornek igindeki yag soxhelet
ekstraksiyon duizeneginde petrol eteri ile 6-7 kez sifon yaptirilarak daras: alinmus silifli
baonda toplanmistir. Balon icindeki yag-petrol eteri karigimindan petrol eteri vakum
altinda doner buharlastiricida ayrildiktan sonra icinde yag bulunan balon 103°C de
kurutulmus ve yag miktar1 kuru madde Uzerinden % olarak hesaplanmistir (Elgin vd
2002).

3.2.3.3. Ham protein tayini

Kjeldahl tuplerine yaklasik 1g olarak tartilan ekmek Ornekleri tzerine 10ml derisik
sulfarik asit ve katalizor tablet ilave edilmistir. TUpler yakma Unitesine yerlestirilip
100°C’ den baslamak Uzere sicaklik kademeli olarak 400°C’ ye kadar artirilmig, ornekler
berraklasincaya kadar yakma islemine devam edilmistir. Yakma isleminden sonra
sogutulan ornekler Uzerine 50ml saf su ilave edilerek tipler distilasyon Unitesine
yerlestirilmistir. Burada ornek Uzerine 75ml %40’ lik NaOH ilave edilerek cihaz 5
dakika sireyle calistirilmis ve distilatin 25ml indikatorlt %2’ lik borik asit (1L %2’ lik
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borik asit ¢ozeltisine 20ml %1’ lik bromkrezol yesili ve 14ml %21'lik metil kirmizist
ilave edilmistir) iceren erlenmayerde toplanmasi saglanmistir. Toplanan distilat 0.1N
HCI ile titre edilmis ve Ornekteki toplam azot miktari asagidaki formule gore
belirlenmistir.

Yeazot = (VN- VK)” 0.0014" 100° F
m

Vh: Titrasyonda harcanan 0.1N HCI hacmi (ml)
Vk: Kor icin titrasyonda harcanan 0.1N HCI hacmi (ml)
F: 0.IN HCI’ nin faktori

m: Tartilan ekmek 6rnegi miktar: (g)

Bulunan azot degeri cevirme faktort 6.25 ile carpilarak ham protein miktar: kuru

madde tizerinden % olarak hesaplanmistir (Anonymous 1980a).

% Toplam Azotlu Madde = 6.25" % Azot

3.2.34. Kl tayini

625°C’ de sabit tartima getirilmis ve darast alinmis porselen krozeler igine tartilan
yaklasik 3g ornek Uzerine etil akol ilave edilip 6n yakma islemi gerceklestirildikten
sonra kil firininda sicaklik asamali olarak artirilmak tzere 550+5°C’ de beyaz kil elde
edilinceye kadar yakilmistir. KUl firinindan gikarilan krozeler desikatorde sogutulduktan
sonra tartimlar: yapilmis ve sonuclar kuru madde tzerinden % olarak ifade edilmistir
(Anonymous 1960).

3.2.3.5. Ham lif tayini
Onceden kurutulup 6gutilmis yaklasik 1g érnek 250ml’lik balona alinarak Uizerine

25ml asit ¢ozeltisi (70ml %70’ lik asetik asit, 5Sml derisik nitrik asit ve 29 triklor asetik
asit) ilave edilmistir. Geri sogutucu atinda 30 dakika kaynatildiktan sonra
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sogutulmustur. Ardindan kurutulup darasi alinmig filtre kagidindan (Whatman 41)
suzilmis ve kap icerigi 80-90°C'deki sicak suyla yikanarak aktarilmustir. Filtre
kagidindaki 6rnek, filtrat ndtral bir reaksiyon verinceye kadar dnce sicak saf su ardindan
aseton ve dietil eter ile yikanmstir. Filtre kagidi 130°C'deki etiivde kurutulup
desikatorde sogutularak tartilmig ve sonu¢ kuru madde Uzerinden % olarak ifade
edilmistir (Anonim 1983).

3.2.3.6. Nisasta tayini

Kurutulup 6gitilmis ekmekten 100ml’lik erlene yaklasik 2g tartilmis Gzerine 20ml
etanol ¢ozdtisi (0.25g HgCl, 225ml saf suda ¢ozilmus, Gzerine 25ml %95'lik etanol
ilave edilerek hazirlanmistir) ilave edilerek 2 dakika calkalanmistir. Karisim, kaba filtre
kagidindan stizulmus ve erlen igerigi 25ml etanol ¢ozeltis ile yikanarak aktariimstir.
Icerigi ile birlikte filtre kagidh 100ml’lik behere alinmis, yaklasik 15ml HCI ile
beherdeki kalinti iyice ezilmis ve kalintilar 100ml’lik balon jojeye 35ml HCI ile
yikanarak aktarilmistir. Proteinli maddeleri ¢oktirmek icin balon jojeye 2ml Carrez | ve
2ml Carrez 1l ilave edilerek karistirilmis ve baon joje 15 dakika siireyle termostath su
banyosunda 20°C'de tutulmustur. Ardindan saf su ile 100ml’ye tamamlanip
calkalanarak 5 dakika diiz bir zeminde bekletilmistir. igerik filtre kagidindan
suizuldiikten sonra berrak filtrat polarimetre ttiptine doldurulmus ve polarimetre ile optik
rotasyon olgtlmustir. Nisasta miktar: asagidaki formile gore kuru madde tzerinden %

olarak hesaplanmistir (Anonymous 1976).

10" a

%Nisasta miktar1 = —
(@), 1" E" (100- V)

a: Ornek gozeltinin optik cevirme derecesi

(o)o: Nisastamn spesifik gevirme agist (bugday nisastasi igin 182,7)
I: Polarimetre tiplnin uzunlugu (dm)

E: Tartilan 6rnek miktar: ()

U: Ornegin nem icerigi (%)
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3.2.4. Ekmeklerin muhafazas

Ekmeklerde ylizeysel kif gelisimini engellemeye yonelik olarak firina verilmeden
Once hamur Uzerine %40’ ik sodyum propiyonat/propiyonik asit karigimi puskurtilmis,
pisen ekmekler hijyenik kosullarda 2 saat dinlendirilip, kilitli polietilen posetler (PE)
icinde ambalajlanmis ve 4 farkli sicaklikta (4°C, 25°C, 37°C, 45°C ), 7 gun boyunca her
24 saatte bir drneklemeyi miumkuin kilacak sayida muhafaza edilmistir.

3.2.5. Muhafaza edilen ekmekler de ger geklestirilen analizler

Kontrolli sicakliklarda muhafaza edilen ekmeklerden 24 saatte bir alinan ornekler

tzerinde mikrobiyolojik, fiziksel, yapisal ve kimyasal analizler gergeklestirilmistir.
3.2.5.1. Mikrobiyolojik analizler
Orneklerin mikrobiyolojik analize hazirlanmasi

Her bir ekmek orneginden aseptik kosullarda 10g tartilarak iginde 90ml %0.85’lik
fizyolojik tuzlu su bulunan stomacher posetine koyulmus ve stomacher ile 5 dakika
homojenize edilmistir. Bu sekilde elde edilen 10" lik diliisyondan 1ml ainarak icinde
9ml diltisyon sivist bulunan tiipe ilave edilmistir. Bu islem aym sekilde tipten tipe 1’ er

ml aktarmak suretiyle tekrarlanarak seri diltisyonlar elde edilmistir.
Toplam mezofilik aerobik bakteri sayimi:

Hazirlanan dilisyonlardan 1ml ainarak Plate Count Agar'a (Merck 105463) iki
paralelli olarak, dokme ekim yapilmstir. Petri kaplari 30°C'de 72 saat inkibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi 15-300 aras: koloni iceren petriler sayilarak toplam

mezofilik aerobik bakteri sayisi asagidaki formil kullamlarak belirlenmistir
(Anonymous 1978).

N=C/V" (n,+0.1" n,)" d]
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N: Gida 6rneginin 1g ya da 1ml’ sindeki mikroorganizma sayis

C: Sayimi yapilan tum petri kutularindaki koloni sayisi toplam

V: Sayimi yapilan petri kutularina aktarilan hacim (ml)

my: 11k seyreltiden yapilan sayimlarda sayim yapilan petri kutusunun adedi
ny: Ikinci seyreltiden yapilan sayimlarda sayim yapilan petri kutusunun adedi

d: Sayimin yapildig: ardisik iki seyreltiden daha konsantre olanin seyreltme oran

Bacillus sayimi:

Hazirlanan diltsyonlardan 1ml alinarak Muller Hinton Agar’a (Merck 105437) iki
paralelli olarak, dokme ekim yapilmistir. Petri kaplari 37°C’'de 24 saat inkibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi 15-300 arast koloni igeren petriler sayilarak Bacillus
sayisi asagidaki formal kullanilarak saptanmistir (Sorokulova vd 2003).

N=C/[V" (n,+0.1" n,)" d]

N: Gidadrneginin 1g ya da 1ml’ sindeki mikroorganizma sayisi

C: Sayimi yapilan tum petri kutularindaki koloni sayisi toplam

V: Sayimi yapilan petri kutularina aktarilan hacim (ml)

ny: 11k seyreltiden yapilan sayimlarda sayim yapilan petri kutusunun adedi

ny: Ikinci seyreltiden yapilan sayimlarda sayim yapilan petri kutusunun adedi

d: Sayimin yapildig: ardisik iki seyreltiden daha konsantre olanin seyreltme oran

Kaf sayimr:

Hazirlanan diltsyonlardan 0.1ml ainarak Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol
Agar’a (Merck 100466) ve Patato Dextrose Agar’a (PDA) iki paralelli olarak, ylizeye
yayma yontemi ile ekim yapilmistir. Petri kaplari 25°C'de 5 gun inkibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi 15-300 aras: koloni iceren petriler sayilarak toplam
kif sayist asagidaki formil kullanilarak hesaplanmistir (Anonymous 1980b).

N=C/V" (n,+0.1" n,)" d]
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N: Gidadrneginin 1g ya da 1ml’ sindeki mikroorganizma sayisi

C: Sayimi yapilan tum petri kutularindaki koloni sayisi toplam

V: Sayimi yapilan petri kutularina aktarilan hacim (ml)

m: 11k seyreltiden yapilan sayimlarda sayim yapilan petri kutusunun adedi

ny: Ikinci seyreltiden yapilan sayimlarda sayim yapilan petri kutusunun adedi

d: Sayimin yapildig: ardisik iki seyreltiden daha konsantre olanin seyreltme oran

3.25.2. Fiziksd analizler

Su aktivitesinin belirlenmes

Ekmeklerin su aktivites degerleri Testo 650 su aktivitesi o6lgme cihazi ile
belirlenmistir. Yaklasik 2g (kabin 2/3' tint dolduracak kadar) ekmek ici cihazin kendine
0zel kicuk kaplarina tartilmis ve kapagi kapatilarak dengeye gelmesi icin bir sire
beklenmistir. Ardindan kaplar cihaza yerlestirilmis ve a, degeri, 15-20 dakika sonra
otomatik olarak ol¢ulmustir (Miyazaki vd 2004).

3.2.53. Yapisal analizler
Tekstur profil analizi

Ekmeklerde tekstur profil analizi (TPA) TA.XT Plus tekstir analiz cihazi (Stable
Microsystems, Godalming, Surrey, UK) ile Imm'’lik silindir prob kullamlarak tayin
edilmis, ayarlar su sekilde yapilmistir: Test hizi 5mm/s, bekleme siires 5s, trigger
kuvveti 5g, uzaklik 10mm. Ekmeklerin sertlik, adezif ve kohezif yapiskanlik, esneklik,
zamksilik, elastikiyet ve cignenebilirlik ozellikleri belirlenmistir.

3.2.5.4. Kimyasal analizler

24 saatlik muhafaza periyotlar: sonunda kimyasal analizler yapilincaya kadar, enzim

aktivitesini en azaindirmek amaciyla ekmek 6rnekleri -18°C’ de tutulmustur.



Toplam indirgen seker miktari tayini

Orneklerin ekstraksiyonu, Nielsen vd'nin (2006) yontemi modifiye edilerek
yapilmgtir. 2g ekmek ici tartilip Uizerine 20ml destile su ilave edildikten sonra 2 dakika
sureyle Ultra Turrax (T-25, IKA Labortechnik, Stauten, Germany) kullamlarak
homojenize edilmis ve 12100 x g'de 10 dakika santriftjlendikten sonra kaba filtre

kagidi ile siizulmustdr.

Toplam indirgen seker miktarn tayini dinitrosalisilik asit  kullamlarak
spektrofotometrik yontemle gergeklestirilmistir. Ornek ¢ozeltisinden 3ml aimip Uizerine
3ml dinitrosalisilik asit ayiraci (250ml’lik balon jojede 2.5g dinitrosdisilik asit, 0.59
fenol, 0.125g sodyum silfit karstirilip %21'lik NaOH c¢ozdtisi ile gizgisine
tamamlanarak hazirlanmigtir) ilave edilmis ve kaynar su banyosunda 5 dakika
bekletilmistir. 1ml %40’ lik potasyum sodyum tartarat ilave edilip akan su altinda
sogutulduktan sonra 6lgiimler 575nm dalga boyunda yapilmis ve glukoz kullamlarak
olusturulmus standart egrilere (Ek 2) gore hesaplamalar yapilmstir (Miller 1959).

Toplam serbest amino asit miktar tayini

Amino asitlerin ekmekten ekstraksiyonu Erbas vd’ ne (2005) gore yapilmistir. Buna
gore 2g ekmek ici Uzerine 17ml 0.2M perklorik asit ile 5Sml metanol ilave edildikten
sonra karisim Ultraturrax (T-25, IKA Labortechnik, Stauten, Germany) kullanilarak
12000 d/d’da 2 dakika siireyle homojenize edilmis ve ultrasonik banyoda 15 dakika
tutulmustur. Ardindan 3250 x g'de 30 dakika santrifijlendikten sonra supernatant
Whatman 41 filtre kagidindan stizilmustir.

Toplam serbest amino asit miktar1 Yokoyama ve Hiramatsu’ nun (2003) belirttigi
yonteme gore saptanmustir. Bunun igin ekstrakte edilen érnekten test tipine 1ml ainp
Uzerine pH’ st 5.0 olan 2ml 0.5 M sodyum sitrat tamponu (3.5164g sitrik asit ve 9.3214g
sodyum sitrat tartilip hacim saf su ile 100ml’ye tamamlanarak hazirlanmustir) ve 1ml
ninhidrin ayiract (0.015g askorbik asit, 0.5g ninhidrin ve 60ml 2-metoksietanol
karistirnlarak hazirlanmistir) ilave edilmistir. 15 dakika kaynar su banyosunda bekletilip
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buz banyosunda sogutulan tuplere 1ml %60’ ik etanol ilave edilmis ve 570nm dalga
boyunda spektrofotometrik 6lcum yapilmustir. Hesaplamalar, glutamik asit kullanilarak
olusturulmus standart egrilere gore yapilmistir (Ek 2).

Kalinti protein miktari tayini

Orneklerin ekstraksiyonu, Nielsen vd'nin (2006) yontemi modifiye edilerek
yapilmigtir. 2g ekmek ici tartilip tizerine 20ml destile su ilave edildikten sonra 2 dakika
sureyle Ultraturrax (T-25, IKA Labortechnik, Stauten, Germany) kullanilarak
homojenize edilmis ve 12100 x g'de 10 dakika santrifijlendikten sonra kaba filtre

kagidi ile siizulmustdr.

Kalint1 protein tayini igin stiziintiden 0.1ml alimp Uzerine 3ml Bradford ayiraci ilave
edilmis, oda sicakliginda 5-45 dakika inkiibe edildikten sonra 595nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak oOlgim yapilmustir (Bradford 1976, Anonymous 2006).
Albumin ile olusturulan standart egriye gore hesaplamalar yapilmstir (EK 2).

3.2.6. Ekmeklerden siinme etmeni Bacillustirlerinin izolasyonu ve tanllanmas

Ekmeklerin muhafazasi sirasinda 37°C’ de bekletilerek siinmis olanlardan Nutrient
Agar’a (Merck 105450) ekim yapilarak 37°C'de 24 saat inkube edilmis, inkibasyon
sonrasi petriler parafilm ile sarilarak tailamaislemi yapilincaya kadar 4°C’ de muhafaza
edilmistir. Tamlama islemi igin muhafaza edilmis petrilerden birbirine temas etmeyen
ve Bacillus cinsinin ¢zelliklerine uygun olan koloniler 6ze yardimi ile alinmis, tek
koloni dusurme teknigi ile Nutrient Agar’a ekim yapilarak 37°C'de inkubasyona
birakilmistir (Anonim 2005). Bu islem sirasinda 22's normal, 19'u kepekli ekmekten
olmak Uzere toplam 41 izolat elde edilmistir. Testlerin yapilmasi asamasinda petriler
yine parafilm ile sarilarak 4°C’ de bekletilmistir. zole edilen kolonilerin tanilamas: hem
biyokimyasal testler hem de API 20E ve API CH test kitleri kullamlarak yapilmstir.
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3.2.6.1. Biyokimyasal testler ile Bacillusturlerinin tamlanmas

Tek koloni disurme teknigi ile elde edilen Bacillus kolonileri, gesitli morfolojik
incelemelere, yetistirme denemelerine ve biyokimyasal testlere tabi tutulmus ve
tanilama islemi Ek 3'den yararlanilarak yapilmigtir. Her bir biyokimyasal testte geng
kaltur (18-24 saatlik) kullamlmas: gerektigi icin testlerden dnce, testin 6zelligine gore
koloniler Nutrient Agar ya da Nutrient Broth'a ekilerek canlandirma iglemi yapilmistir
(Anonim 2005). Denemelerde kontrol susu olarak Bacillus subtilis ATCC 6633 standart

susu kullanilmigtir.

Gram boyama

Temiz bir lam Uzerine bir damla damitik su konulup Nutrient Agar'da (Merck
105450) gelistirilmis genc (18-24 saatlik) kultirden 6ze ile alinarak dnce su damlas
yamnda ezilmis, daha sonra da su damlasi ile azar azar karistirilarak lamin Uizerine ince
bir film halinde yayilmistir. Havada kurumasi saglandiktan sonra bunzen bekinden (g
kez gegirilerek bakterilerin lam Uzerine tespiti (fiksasyon) yapilmigtir. Hazirlanmig
preparatin Uzerine kristal viyole boyasi (A) damlatilip 1 dakika beklendikten sonra
distile su ile yikanarak kristal viyole uzaklastirilmistir. Preparata bu kez lugol ¢ozdtisi
(Merck 109261) damlatilarak 1 dakika bekletilmis ve distile su ile yikanarak lugol
cOzeltisi uzaklastirilmigtir. Preparatin tzerine %96’ 11k etil alkol damlatilarak 10-15
saniye beklenmis, distile su ile yikanmis ve karsit boya olarak safranin (B) damlatilarak
10-30 saniye bekletilmistir. Preparat distile su ile yikanarak havada kendi halinde
kurumaya birakilmis ve preparata immersiyon yag: damlatilarak 100’ Itk objektifle
incelenmistir. Gram pozitif, cubuk sekilli bakteriler Bacillus olarak degerlendirmeye
alinmugtir (Temiz 2000).

A (Kristal Viole Boyasi): 0.5g kristal viole 100ml distile su igerisinde ¢ozullp kaba
filtre kagidindan suizlilerek hazirlanmustir.
B (Safranin): 0.5g safranin 10ml %95'lik etil alkol iginde ¢ozinduruldikten sonra

100ml distile suile karistirilarak hazirlanmustir.

37



Ink tibasyon sicak iginin belirlenmesi

Nutrient Agar’a ekilen kilturler yaklagik olarak maksimum gelisme sicakliklarimn
10-15°C atinda inkiibe edilerek inkiibasyon sicakliklar: belirlenmistir. Pisikrofiller icin
20°C, mezofiller igin 30°C, termofiller igin 45°C de inkiibasyon yapilmistir. 65°C' de
gelisebilen tirleri belirlemek icin ise 45°C ve 55°C’ de inklibasyon yapilmistir (Sneath
1984).

K atalaz testi

Yatik Nutrient Agar’da (Merck 105450) 1 gun gelistirilen bakteri kultara Gzerine
0.5ml %10’ luk H2O- ilave edilerek gaz ¢ikisi olup olmadig: incelenmistir. Gaz ¢ikigimin
olmadhgi durumda aym islemler Chocolate Agar'da gdistirilmis kaltirlere
uygulanmustir (Sneath 1984).

Sodyum Kklor Ur de gelisme testi

%5, %7 ve %10 NaCl iceren 3ml Nutrient Broth'a (Merck 105443) yine Nutrient
Broth'da gelistirilmis kdltirden iki paralelli olarak inokilasyon yapilip hafif yatik
olarak 37°C’de inkubasyona birakilmis ve her gun gelismenin olup olmadig:
gOzlenmistir. Gelisme gozlenenler pozitif kabul edilmis, gelismenin olmadig: tlplerde
ise inkiibasyona 14 gune kadar devam edilmistir (Sneath 1984).

Anaerobik gelisme
Nutrient Broth'da (Merck 105443) gelistirilmis kiltirden alinarak, tip igerisindeki
Anaerobik Agar’'t (Merck 105452) delmek suretiyle tip dibine igne 6ze ile iki paralelli

olarak inokulasyon yapilmistir. TUpler anaerobik jarlara yerlestirilerek 45°C de 3-7 gin
inkibe edilmistir (Sneath 1984).
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Voges-Proskauer ve Metil-Red testi

Metil Red/Voges-Proskauer (MR-VP) Broth'a (Merck 105712) Nutrient Broth'da
gelistirilmis kultirden paralelli olarak inokulasyon yapilip gelisme gozleninceye kadar
inkiibe edilmistir. inkbasyon sonunda ttiplerden birinin tizerine Voges-Proskauer testi
icin 3ml 0.5-1mg kreatin iceren %40’ l1k NaOH (Sneath 1984), digerinin Gizerine metil
red testi icin metil red indikatorti (A) ilave edilmis (Anonim 2005) ve 30-60 dakika oda
sicakliginda inkiibasyondan sonra ust kissmda pembeden parlak kirmiziya kadar degisen
renkte halka olusumu incelenmis ve bu olusum pozitif olarak degerlendirilmistir
(Sneath 1984).

A (Metil Red indikatort): 0.1g metil red 6nce 300ml %96’ ik etil alkol icerisinde

¢OzulUp sonra 200ml distile su ilave edilerek hazirlanmstir.

pH 5.7.degdisme testi

Nutrient Broth'da (Merck 105443) gelistirilmis kulttirden Sabouraud Dextrose Agar
(Merck 107315) ve Sabouraud Dextrose Broth'a (Merck 108339) iki paraelli olarak
ekim yapilmis ve 37°C’de inkube edilerek gelisme olup olmadigi her giin gozlenmis,
gelismenin olmadigi durumlarda inkiibasyona 14 giine kadar devam edilmistir (Sneath
1984).

Karbonhidrat fer mentasyon testi

1g diamonyum hidrojen fosfat, 0.2g potasyum klorir, 0.2g magnezyum siilfat, 0.2g
maya 0zU ve 15g agar 1000ml distile suda ¢ozilmus, pH 7.0’ ye ayarlandiktan sonra
15ml %0.04 bromkresol moru ¢ozdtisi (A) ilave edilmis ve hazirlanan besyeri
121°C’ de 20 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir. Karbonhidrat ¢ozeltileri olarak
D-(+)-glukoz, L-(+)-arabinoz, D-(+)-ksiloz ve D-(-)-mannitol’in %210 luk sulu
cOzeltileri hazirlanms ve 121°C'de 20 dakika otoklavianarak sterilize edilmistir.
Sterilizasyonun ardindan 5ml besiyeri Uzerine, aseptik olarak, son konsantrasyon %0.5
olacak sekilde (0.25ml) karbonhidrat ¢ozeltisi ilave edilmistir.
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Yatik olarak hazirlanan besiyerine Nutrient Broth' da gelistirilmis kultirden paraléeli
olarak inokulasyon yapilip, 37°C'de gelisme gozleninceye kadar (10 gune kadar)
inkiibe edilip dizenli olarak koloni gelisimi, asit ve gaz olusumu gozlenmistir (Sneath
1984).

Bromkresol morunun reaksiyon ortaminda verdigi renkler dogrultusunda Cizelge

3.2."de verilen kistaslara gore sonuglar degerlendirilmistir (Arda 2006).

A (Bromkresol moru ¢ozeltisi): 0.04g bromkresol moru 100ml distile suda gozulerek
hazirlanmustir.

Cizelge 3.1. indikatorlerin reaksiyon ortaminda verdigi renkler

Indikator Asit Notr Alkali
Andrade Kirmizi Sar Renksiz
Bromtimol mavisi Sar Hafif mavi Mavi-koyu mavi
Bromkresol moru Sarimsi Morumsu Mor
Fenol kirmizist San Renksiz Pembe

Nisasta hidroliz testi

Nutrient Agar’da (Merck 105450) yetistirilen kilturden Starch Agar’a (A) paraéli
olarak ekim yapilip 37°C’'de inkibasyona birakilmistir. Bakteri gelisimi gozlendigi
zaman petrilerden birine %95’ lik etanol eklenip 15-30 dakika beklendikten sonra koloni
etrafinda zon (agik alan) olusup olusmadig: kontrol edilmistir. Zon olusumu nisastann
hidrolize oldugunun gostergesidir. Negatif durumlarda bu aan siit beyazi seklindedir
(Sneath 1984).

A (Starch Agar): 1g patates nisastasi 10ml soguk distile suda ¢dzindirilmis ve
100ml Nutrient Agar ile karstirildiktan sonra 121°C'de 20 dakika otoklavlanarak
sterilize edilmistir.



Sitrat testi

Yatik olarak hazirlanmis sitrat besiyerine (A) Nutrient Broth'da gdlistirilmis
kilturden inokile edilmis ve 37°C'de gelisme goOzleninceye kadar inkubasyona
birakilmistir. Gelismenin olmadigi durumlarda inkibasyona 7 giine kadar devam
edilmistir. Besiyeri renginin maviye donusmes ile yatik agar yizeyinde, ekim hatti
boyunca tdreme varligimin gbzlenmesi pozitif sonug olarak degerlendirilmistir. Mavi

renk, bakterilerin sitrat1 kullanarak alkali Grtnler olusturduguna isaret eder.

A (Simmons Sitrat Agar): 1g amonyum dihidrojen fosfat, 1g dipotasyum fosfat, 59
sodyum Klorir, 2g sodyum sitrat, 0.2g magnezyum siilfat, 15g agar ve 0.08g brom timol
mavisi 1000ml distile suda ¢ozundirilip pH 6.6'ya ayarlamp otoklavda 121°C de 20
dakika sterilize edilerek hazirlanmistir (Temiz 2000).

indol testi

121°C’ de 20 dakika sterilize edilmis 5ml Tryptone Broth'a (Sigma 93657) Nutrient
Broth' da gelistirilmis kultirden inokile edilmis ve bakterinin gelisme durumuna gore
en fazla 14 guine kadar inkiibasyona devam edilmistir. inkibasyon sonras: tuplere 2mi
test ¢ozeltisi (A) ilave edilip calkalamp pembeden kirmiziya kadar degisen renk
olusumu gozlenmistir. TUplerin Gst kisunda bir iki dakika i¢inde kirmiz: bir halkanin
olusmasi pozitif reaksiyon, sarimsi haka olusumu ise negatif reaksiyon olarak
degerlendirilmistir (Sneath 1984, Arda 2006).

A (Test Cozdtisi): 5g p-dimetilaminobenzaldehit, 75ml iso-amil alkol, 25ml

konsantre HCI karistirilarak hazirlanmustir.

Dihidroksiaseton Uretimi testi

Gliserol agar (A) uzerine Nutrient Agar’ da gelistirilmis kilttrden iki paralelli olarak
tek cizgi ekim yapilip her giin gelismenin olup olmadig: kontrol edilerek 10 giine kadar
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inkibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda asagida belirtilen ¢ozeltiden ilave edilip 2 saat
beklenmis ve kirmizi renkli halka olusumu gozlenmistir (Sneath 1984).

A: 100ml Nutrient Agar, 1g maya 6zt ve 2ml gliserol karistirilmis ve 121°C’de 20
dakika otoklavda sterilize edilmistir.

B: 34.669g sulu bakir stlfat 500ml distile suda gdzilerek hazirl anmstir.

C: 173g potasyum sodyum tartarat ve 50g sodyum hidroksit 500ml distile suda
¢Ozulerek hazirlanmstir.

Buzdolabinda saklanan B ve C c¢oOzdltileri testten hemen 6nce 1:1 oramnda

karistirilarak kullanmimistir.

Fenilalanin deaminaz testi

Y atik olarak hazirlanmig Fenilalanin Agar (Fluka 78052) besiyerine kulturler paraléli
olarak inokile edilmis ve inkibasyona birakilmistir. Gelisme durumu her gin
gbzlenerek gelisme gozlenmeyen tplerin inkibasyon siiresi 7 gine kadar uzatilmistir.
Ardindan tuplerden birine 4-5 damla %10’ luk demir klorir (A) gozeltis damlatiimis ve
kolonilerin altinda fenilalaninin fenilprivik asite donustimunin gosterges olan yesil
renk olusumu gozlenmistir. Testin negatif olmasi durumunda aym islemler 21 gin

inkibe edilen ikinci tlpe uygulanmistir (Sneath 1984).

A (Demir Klorur Cozeltis): 10g demir klorir 100ml distile suda c¢ozulerek

hazirlanmustir.
Kazein hidrolizasyon testi

Milk Agar’a (Fluka 70147) Nutrient Agar’ da gelistirilen kilturden iki paralelli olarak
tek cizgi ekim yapilip 14 gune kadar inklibe edildikten sonra koloniler etrafinda agik

alan olusumu gozlenmistir. Koloni etrafinda hafif opaklasma negatif reaksiyon, agik
alan ise pozitif reaksiyon olarak degerlendirilmistir (Sneath 1984).
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Tirozin hidrolizasyon testi

Nutrient Agar’ da gelistirilmis kiltirden Tirozin Agar’a (A) gizme yontemi ile ekim
yapildiktan sonra inktbasyona birakilan petriler dizenli olarak gdzlenmis ve gelisme
olup olmamasina gore inkibasyona 14 gine kadar devam edilmistir. Kolonilerin
etrafinda ve altinda tirozin kristallerinin olusturdugu agik alan pozitif reaksiyon olarak
degerlendirilmistir (Sneath 1984).

A (Tirozin Agar): 0.5g L-tirozin 10ml distile suda ¢oztundurilup otoklavda 121°C' de
20 dakika sterilize edilmis ve aseptik sartlarda 100ml steril Nutrient Agar ile

karistirilarak hazirlanmustar.

Jelatin hidrolizasyon testi

Nutrient Broth' da gelistirilmis kilturden Nutrient Jel atin (Fluka 70151) iceren tiplere
inokiilasyon yapilip 37°C'de 15 gun inkibe edilmistir. inkiibasyon sonunda ttpler
buzdolabinda vyaklasik 1-2 saat bekletilerek jelatinin  katilasip  katilasmadig:
gOzlenmistir. Buzdolabinda katilasmama jelatinin hidrolize oldugunun gostergesidir
(Sneath 1984).

Yumurta sarisi testi

Nutrient Broth'da gelistirilmis kaltirden Egg-yolk Broth (A) iceren tuplere inokile
edilip 37°C’ de inkube edilmis, kontrol igin tiplerden birine egg-yolk koyulmamustir.
Duzenli olarak tupler gozlenmis, yuzeyde beyaz agir bir ¢Okelti olusumu pozitif
reaksiyon olarak degerlendirilmistir.

A (Egg-yolk Broth): 10g tripton, 5g disodyum hidrojen fosfat, 1g potasyum
dihidrojen fosfat, 2g sodyum kloridr, 0.1g magnezyum silfat heptahidrat, 2g glukoz
1000ml distile suda ¢dzindurilip pH 7.6'ya ayarlandiktan sonra 121°C’de 20dk
sterilize edilmigtir. 100ml broth’a 1.5ml steril egg-yolk ilave edilmis ve bir gece



buzdolabinda bekletildikten sonra serum kismindan 2.5ml alinarak steril tlplere

aktarilmustir.

Lizozime dayaniklilik testi

Nutrient Broth'da gelistirilmis kdlturden lizozime dayaniklilik besyerine (A) ve
kontrol 6rnegi olarak da Nutrient Broth'a ekim yapilip 37°C’ de inklibasyona birakilmig

ve 14 gune kadar gelismenin olup olmadigi gdzlenmistir.

A (Lizozime dayaniklilik besiyeri): Distile su ile 10000 enzim birimi/ml olacak
sekilde lizozim ¢oOzeltisi hazirlanmis ve filtrasyon ile sterilizasyon yapilmistir. Bu
¢ozeltiden Iml alimp 99ml steril Nutrient Broth ile karistirilmis ve kapakli tiplere bu

karisimdan 2.5ml ilave edilmistir.

3.2.6.2. API test kitleri ile Bacillustirlerinin tamlanmas

Bacillus turlerinin tamlanmast igin APl 20 E ve API CH test kitlerinden yararlamlmisg

ve kitler Ureticinin talimatlar: dogrultusunda kullanimastir.

API 20 E striplerinin inokulasyonu

Nemli atmosfer yaratmak igin inkibasyon kutusunun kuyucuklarina 5ml saf su
koyulmus ve stripler kutuya yerlestirilmistir. Tamlanacak olan Bacillus turlerinin
Nutrient Agar'da kultard yapilmis (gencglestirme amagli), daha sonra bir ekivyon
yardimu ile kulttrdeki bakteriler aimp 2ml %0.85'lik NaCl igeren tlpe ilave edilerek
yogun bir bakteri stispansiyonu (S) hazirlanmistir. 5ml %0.85 NaCl iceren ampul acilip
S'den belirli sayida (n) damlatilarak 2 Mc Farland'a es deger bulaniklikta yeni bir
sigpansiyon olusturulmustur. Bulamklik dizeyini ayarlamak igin hazirlanmis olan
stispansiyonu igeren ampul ile 2 Mc Farland’ ik standardh iceren ampul siyah bir zemin
Uzerinde karsilastinlmistir. inkibasyon kutusuna yerlestirilen APl 20 E striplerinin
yalmzca ilk 12 tuplne inokulasyon yapilmis, inokilasyonda bulaniklik duzeyi
ayarlanmis olan bakteri stispansiyonu kullamilmistir. (Diger tuplerdeki testler API CH



striplerinde de bulundugu igin inokile edilmemistir). Striplerdeki CIT, VP ve GEL
testlerinin tip ve kupdlleri, diger testlerin ise sadece tupleri bakteri slispansiyonu ile
doldurulmustur. ADH, LDC, ODC, H,S ve URE testleri anaerobik ortam saglamak
amaciyla mineral yag ile kaplanmistir. Daha sonra inkiibasyon kutusunun kapagi
kapatilarak tuplerin tabam asagiya dogru gelecek sekilde hafifce egilmis ve 36°C’ de 18-
24 saat inkUbasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda strip okuma tablosuna (Ek-4)
gore degerlendirme yapilmis, 3' den daha az pozitif test olmasi durumunda inkiibasyona
24 saat daha devam edilmis, aksi halde reaktif ilavesi gereken testler (TDA, IND, VP,
NIT) yapilmigtir. TDA testi igin tupe 1 damla TDA reaktifi damlatilmig ve
kirmizi/kahverengi renk olusumu pozitif olarak degerlendirilmistir. IND testi igin tipe 1
damla JAMES ilave edilmis ve pembe renk olusumu pozitif reaksiyon olarak kabul
edilmistir. VP testi igin tipe 1'er damla VP1 ve VP2 damlatilip 10 dk beklendikten
sonra koyu pembe renk olusumu pozitif kabul edilmistir. NIT testi iginise GLU tupuline
1'er damla NIT1 ve NIT2 eklenip 2-5 dk beklenmis ve kirmizi renk olusumu pozitif,
sar1 renk olusumu ise negatif olarak degerlendirilmistir. Test sonuglar: apiweb yazilimi

kullanilarak, degerlendirilmis ve tamilama gergeklestirilmistir (Anonymous 2006a).

API CH striplerinin inoktlasyonu

Nemli atmosfer yaratmak igin inkubasyon kutusunun kuyucuklarina 10ml saf su
koyulmus ve dripler kutuya yerlestirilmistir. APl 20 E sripleri icin hazirlanan bakteri
siispansiyonundan (S), APl CHB/E Medium ampultine APl 20 E’nin inokilasyonu icin
kullanilan stispansiyonun damla sayisimin iki kat1 kadar (2n) ilave edilmistir. Bakteri
sigpansiyonu ile karstirilan APl CHB/E Medium ampuli APl CH striplerinin
inokiilasyonunda kullanmlmistir. Inokilasyonun ardindan inkiibasyon kutusunun kapagi
kapatilarak aciga ¢ikan gazlarin kagisimt dnlemek igin tuplerin tabam asagiya dogru
gelecek sekilde hafifce dik tutulmus, termofilik tirler 55°C’ de 3-6 saat ve 24 saat diger
tirler ise 30°C'de 24 saat ve 48 saat inkibe edilerek ikiser defa okuma yapilmustir.
Inkiibasyon sonunda medium igindeki fenol kirmizisi indikatoriniin renginin sartya ve
25 numaral tlpln (Eskulin testi) kirmizidan siyaha donmes pozitif sonug olarak
degerlendirilmistir. Test sonuclarina gore bakteri turlerinin tamlanmas: apiweb yazilimi

kullanilarak yapilmistir (Anonymous 2002, Anonymous 2005)



3.2.7. Bacillustirlerinin sindiurme kapasitelerinin dogrulanmas

Sinme gelisimi  olan ekmeklerden izole edilen tlrlerin  tamlanmasi
gerceklestirildikten sonra, sindirme kapasitelerini belirlemek igin bu tirlerin ekmek
Ozituyle (A) hazirlanan sivi besiyerinde, 30°C'de 24 saat blyutme ile hicre
sigpansiyonu elde edilmistir. Daha sonra bu stispansiyonlardan ikili, t¢la, dortla ve
besli kombinasyonlar olacak sekilde 1:1 oranda karisimlar hazirlanmistir. Hazirlanan
karisimlar, 121°C'de 15 dakika siireyle otoklavlanmis ekmek dilimlerinin belirli bir
bolgesne homojen olarak dagitilmis ve dilimlerde 37°C de saklama sirasinda stinme

olusup olusmadig: gunltik olarak kontrol edilmistir.

A (Ekmek Ozitl): 100g ekmek 350ml distile su ile birlikte stomacher’de 2dk
parcalanip elde edilen slispansiyon Whatman No 1 filtre kagidindan siizilmus ve pH 1N
NaOH ile 6.8'e ayarlandiktan sonra otoklavda 121°C'de 15dk sterilize edilerek
hazirlanmistir (Pepe vd 2003).

3.2.8. Sinme hastahginin kinetik parametrelerinin belirlenmes

Normal ve kepekli ekmeklerde siinme hastaligimin gelisimine ait kinetik parametreler,
ekmeklerin teksturel ve kimyasal 0Ozelliklerinde meydana gelen degisim gbz Onunde
bulundurularak hesaplanmisgtir. Reaksiyon derecesinin belirlenmesi igin incelenen
kimyasal Ozelliklere ait konsantrasyonlar, tekstirel Ozelliklerin ise degisim degerleri
zamana karsi olarak aritmetik ve logaritmik skalaya yerlestirilmis; dogrusa egri
aritmetik skalada elde edilirse sifirinci, logaritmik skalada elde edilirse birinci
dereceden reaksiyon olduguna karar verilmistir. 2. dereceden reaksiyona uygunlugu
belirlemek icin ise degisim degerleri (C-Co/CCp) olarak donlsturilmis ve aritmetik
skalaya yerlestirilerek dogrusal egrinin olusup olusmadigi incelenmistir. Dogrusal
egrinin elde edildigi reaksiyon derecesine ait denklemin egimi dogrudan hiz sabiti (k)
olarak ainmistir (Ozkan ve Cemeroglu 2005). 0., 1. ve 2. dereceden reaksiyonlara ait
denklemler asagida verilmistir.

C=kt +C, (Sifirinct derece)

C = C, exp(- kit) (Birinci derece)
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1

1
C—+k2t

0

C-= (Ikinci derece)

C : Reaktanin t sire sonundaki konsantrasyonu
Co : Reaktanin baslangi¢ konsantrasyonu
K, k1, kz : reaksiyon hiz sabitleri

Reaksiyon hizinin sicakliga bagli olarak hangi diizeyde degistigini belirlemek igin ise
sicaklik degerlerinin resiprokallerine karsi Ink grafigi (Arhenius egrisi) cizilerek
dogrunun egiminden (Ea/R) aktivasyon enerjisi hesaplanmistir (Ozkan ve Cemeroglu
2005). Arhenius esitligi asagida gosterilmistir.

k = kO e—EaIRT

Esitligin her iki tarafinin dogal logaritmas: ainarak;

Ea &l o

Ink =-— ¢=++Inko ede edilmistir.
RT éT g

Burada; k reaksiyonun hiz sabiti, ko frekans faktorii (s'), Ea aktivasyon enerjisi
(i/mol), R ideal gaz sabiti (8.314 j / mol K), T mutlak sicakliktir (°K).

3.2.9. igatistiksel Degerlendirme

Iki farkli un kullanilarak Gretilen ekmekler, sinme hastalig1 Uzerine sicakligin
etkisini belirlemek Uzere dort farkli sicaklikta muhafaza edilmis, dolayistyla normal ve
kepekli ekmek ayr1 ayr1 olmak Uzere ekmekler dorder parti halinde pisirilmis ve
muhafaza edilmistir. Deneme 2*4*2 faktdriyel dizenlenmis ve analizler iki paralelli
yurutdlmustir. SAS istatistik programi (SAS Instutue Inc. 1996) kullanlarak analiz
edilen parametrelerin bu faktorlere iliskin degisim ve etkileri varyans analizleriyle test
edilmig, 6nemli bulunan varyasyon kaynaklarimin etki diizeyleri ise Duncan Coklu
Karsilastirma Testi ile ortaya konmustur. Itatistiksel degerlendirme sonuglar: varyans
analizi tablolari, Duncan ¢oklu karsilastirma tablolar1 ve grafikler halinde tartisilmistir
(Dlzgunes vd 1987).
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Ekmeklerin Bazi Besin Ogelerine Ait Analiz Sonuclari

Ekmeklerin kuru madde, protein, yag, lif, nisasta ve toplam kil igeriklerine ait analiz

sonuclart Cizelge 4.1.”de verilmistir.

Cizelge 4.1. Ekmeklerin Baz1 Besin Ogelerine Ait Sonuglar (X + SE)

Bilesim Ogesi Normal Ekmek K epekli Ekmek
Toplam Nem (%) 40.750 + 0.590 40.200 + 0.290
Ham Protein (%) 12.150 + 0.560 11.455 + 1.445
Ham Yag (%) 1.480 + 0.050 0.960 + 0.020
Ham Lif (%) 0.400 = 0.010 2.660 = 0.130
Zedelenmemis Nisasta (%) 4.305+ 0.215 4.170 + 0.070
Toplam Kl (%) 2275+ 0.015 2710 + 0.010

TS 5000’ e gore katkili ekmekler 6 tip olarak sinmiflandiriimig ve Tip 5'in sahip olmast
gereken nem miktarinin en fazla %40 olabilecegi bildirilmistir. Yine TS 5000’ e gore
katkisiz ekmek un, su, tuz ve maya ile hazirlanan ekmek olarak tanimlanmistir.
Dolayisiyla pisirilen ekmeklerde saptanan %40’ lik nem oramimin standartlara uygun
oldugu gorulmektedir.

Abede vd (1992) katkisiz beyaz ekmeklerde yaptiklari galigmada toplam nem
miktarimin %29.5-47.85, yag miktarimin %3.2-4.3, protein miktarinin %8.2-9.3, kil
miktarinin ise %1.2-2.1 arasinda degistigini belirlemislerdir. Sidhu vd (1999) ise
kepekli ekmeklerdeki kil, protein ve yag miktarinin, sirasiyla, %2.3-3.1, %11.4-12.8 ve
%3.1-4.2 arasinda degistigini tespit etmiglerdir.

Cizelge 4.1'de protein ve kil miktarlar: igin verilen degerler yukarida sozi edilen
calismalarla karsilastirildiginda kdl oranlarinin her iki ekmek tipi, protein oramnin ise
sadece kepekli ekmek icin uyumlu oldugu, normal ekmek icin belirlenen %12.2'lik
protein miktarimin ise Abede vdnin (1992) bdirlediklerinden yiksek oldugu



gorulmektedir. Ancak Bugday Unu Tebligi'nde (Anonim 1999) ekmeklik unlarin
protein miktarinin en az %10.5 olmasi gerektigi bildirilmistir. Dolayisiyla ekmekte
belirlenen protein miktarimin ¢ok da fazla olmadig1 sdylenebilir. Dhingra ve Jood (2001)
calismalarinda kontrol 6rnegi olarak kullandiklart norma ekmekte protein, kil ve yag
igerigini, sirasiyla, 11.5 £ 1.95¢/100g, 2.1 + 0.449/100g ve 5.44 + 0.45g/100g olarak

tayin etmiglerdir.

Bu tez caligsmas: ile yukarida verilen calismaarin bulgularinda dikkat ceken en
onemli fark belirlenen yag oranlarimin  yiksekligidir. Bu durum, ekmeklerde
dilimlenmeyi kolaylastirmak icin bu arastirmaarda hamura ayrica yag ilave edildigi
halde bu tez ¢alismasinda yag ilave edilmemesinden kaynaklanmaktadir.

4.2. Ekmeklere Ait Mikrobiyolojik Analiz Sonuglar:

4.2.1. Hammaddelerdeki siinme sporu sayisi

Uretilen ekmeklerdeki baslangic spor yukini belirlemek amaciyla hammaddelerde

yapilan stinme spor sayimi sonuglar: Cizelge 4.2." de ve Sekil 4.1.”de verilmistir.

Ekmek yapiminda kullanmlan mayadaki stinme sporu sayisi 93EM S/g (1.97 log kob/qg)
olarak bulunmustur. Ekmek mayasinda bulunmasina izin verilen siinme sporu sayisi
kuru maddede en ¢ok 200 adet/g’ dir (Anonim 1992). Spor sayisimin, standartlarda izin
verilen sinirlar iginde, ancak uygun kosullar altinda muhafaza sirasinda treyerek stinme

hastaligin olusturabilecek yogunlukta oldugu gorilmektedir.

Kepekli un, normal un, su, seker ve tuzda belirlenen siinme sporu sayilari, sirasiyla,
43EM Sg, 23EM S/g, 4.3EM S/g 3.6EM S/g ve <3EM S/g’ dir. Diger ¢alismalarda ulasilan
bulgularla karsil astirmak tzere bu degerler logaritmik olarak ifade edildiginde, sirasiyla,
1.63 log kob/g, 1.36 log kob/g, 0.63 log kob/g, 0.56 log kob/g, <0.48 log kob/g degerleri
elde edilir.
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Bailey ve von Holy (1993) maya, un ve sudaki spor sayisini, sirasiyla, 5.15 log kob/g,
2.69 log kob/g ve 1 log kob/g, Volavsek vd (1992) analiz ettikleri un 6rneklerinde spor
yukuni 1-3 log kob/g, Rosenkvist ve Hansen (1995) un, kepek ve mayadaki spor
sayisini, sirasiyla, 3.4 kob/g, 12.4 kob/g ve 0.6 kob/g olarak tespit etmislerdir.
Ekmeklerin yapiminda kullanmlan normal unun spor yiki (1.36 log kob/g) Volavsek
vd' nin (1992) calismasiyla uyum igindedir. Bailey ve von Holy’' nin (1993) ¢alismasi ile
karsilastirildiginda  kullandigimiz hammaddelerin - spor  yukionin distk oldugu
gorulmektedir. Ancak ekmeklerde siinme hastaliginin olusmasinda daha 6nemli olan
faktor, ekmeklerin bakteri gelisimini tetikleyecek ortamlarda muhafaza edilmesi sonucu
mevcut sporlarin gimlenerek bakteri sayisinin hastaligi olusturacak sinirlara kadar
ulasmasidir. Nitekim Rosenkvist ve Hansen (1995) baslangi¢c spor yukd dusik un
kullanmalarina ragmen laboratuar kosullarinda Urettikleri ekmeklerdeki Bacillus

sayisini oldukcga yuksek bulduklarim ifade etmislerdir.

Cizelge 4.2. Hammaddelerdeki siinme sporu sayimi sonuclar

5 o o o o o o o o o g“
c =) =) =) =) 2 =) =) 2 =) g
'e) i N o i N o i N o3 )
Su 1 0.1 0.01
4.3 EMSg
+ + + + - - - - -
Normal 0.1 0.01 0.001
23 EMS/g
un + + + - - - - - -
Kepekli 0.1 0.01 0.001
43 EMS/g
un + + + + - - - - -
Maya 0.1 0.01 0.001
93 EMS/g
+ + + + + - - - -
Tuz 0.1 0.01 0.001
<3EMS/g
Seker 0.1 0.01 0.001
3.6 EMS/g
+ - - - - - - - -
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Sekil 4.1. Ekmek hammaddelerinin stinme sporu yik

4.2.2. Normal ve kepekli ekmeklerdeki toplam mezofilik aerobik bakteri (TMAB)

sayisina muhafaza scak hgi ve siiresinin etkis

Icme suyu ve cig sit disindaki gida maddelerinde, toplam koloni sayisimin anlami
cesitli yonlerden simirlandirilmistir ve genellikle ciddi bir tartisma sbz konusudur.
Cunkd koloni sayisimin yiksek olmasi, hicbir sekilde mutlaka saglik agisindan tehlike
olusturdugu anlamint tasimaz. Buna karsin az sayida koloni igeren bir gida maddes de
hichir zaman hijyenik agidan daha az tehlikeli olarak degerlendirilmemelidir. Ancak
butin bu degerlendirmelere ragmen, toplam koloni sayisimin belirli bir indikator
fonksiyonuna sahip oldugu kabul edilmektedir. Bu deger; kaliteli olarak bilinen bir
hammadde hakkinda, olasi bir kontaminasyon, hijyenik agidan hatali bir Uretim veya
proses ya da depolama sirasinda sire ve sicakligin yeterli olup olmadigi hakkinda

Onemli ipuclar1 vermektedir (Sekin ve Karagtzli 2004).
4, 25, 37 ve 45°C’de 7 giin boyunca muhafaza edilmis normal ve kepekli ekmeklere

ait logaritmik degerlere donusturilmis TMAB sayim sonuclari Cizelge 4.3.'de

verilmistir.
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25, 37 ve 45°C’de muhafaza edilen normal ve kepekli ekmeklerde benzer olarak, 1.
gunde TMAB sayisinda ani bir artig oldugu gorulmektedir. Bu ani artis, muhafazamn 0.
ve 1. gunleri arasinda bakterilerin logaritmik gelisme evresinde olduklarinin bir

kanitidir.

Dusuk sicaklik derecelerinde mikroorganizma faaliyeti durur. Bu durumu etkileyen
iki faktor vardir. Birincisi, organizmadaki bireysel enzimlerin reaksiyon hizinin
yavaslamasi, ikincisi ise dusuk sicaklik derecelerinin  sitoplazmik membranin
akigkanligin azaltmasi: sonucu tasima mekanizmasinin engellenmesidir (Anonim 2003).
Cizelge 4.3’de 4°C'ye ait veriler incelendiginde bakteri gogalmasimn durdugu,
zamanla ortam kosullart olumsuzlastikga bakteri 6limunin gergeklesmesi sonucu

TMAB sayisinin azaldigi gorilmektedir.

TS 5000 Ekmek Standard:’ nda ekmeklerde bulunmasina misaade edilen mezofilik
aerobik bakteri sayisi en fazla 1.0x10” kob/g dir. Anonim’e (2001) gére ise bu deger
1.0x10° kob/g' dir. Logaritmik olarak ifade edildiginde bu degerler 5 ve 7'ye tekabiil
etmektedir. Cizelge 4.3."deki sonuglara bakildiginda her iki ekmek tipi icin de, 4°C'de
muhafaza sirasinda TMAB sayisimin izin  verilen sinirlarda  oldugu, 25°C'de
muhafazanin ikinci, 37 ve 45°C’de ise muhafazamn birinci gunlerinde sinir degerin
asildig1 gorilmektedir. Anonim (2001) baz alindiginda 25°C’ de de muhafazanin birinci
guniinde sinir deger asilmistir. Bu sonucun muhtemel nedeni, hammaddelerin baslangig
yukunin fazlalig: ve ekmeklerin bakterilerin optimum gelisme sicakliklarinda muhafaza

edilmis olmasidir.

Y apici ve Barut (2003) piyasadan topladiklari ekmeklerdeki ortalama TMAB sayisim
ilkbahar aylarinda 5.6x10* kob/g, yaz aylarinda ise 5.5x10" kob/g olarak tespit ederek,
iklim kosullarimin bakteri yukinu etkilemedigini bildirmislerdir. Logaritmik Olgekte
yaklasik 4.7 log kob/g'a denk gelen bu degerlerin, ekmekler satin alindigi giin analize
tabi tutuldugu dustinuldiginde, bu tez calismasinda 0. ginde tespit edilen TMAB
degerlerinden gok yuksek oldugu agiktir. Ancak sdzii gecen galismada, incelenen ekmek

orneklerinin firinlarda agik olarak tiiketime sunulan Grunler arasindan segilmis olmast
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bu durumu agiklamaktadir. Ayrica Ornekler laboratuvara getirilinceye kadar gecen

surenin de goz ardh edilmemesi gerekir.

Cizelge 4.3. Farkli sicaklik derecelerinde muhafaza edilmis normal ve kepekli
ekmeklere ait TMAB sayimi sonuglar

Sicaklik (°C) Sire Normal Ekmek Kepekli Ekmek
(guin) (log kob/g) (logkob/g)
0 2.458 + 0.003 2.285 + 0.084
1 2.344 + 0.036 1.702 £ 0.228
2 2.180 + 0.050 1.349 + 0.049
3 2.268 + 0.065 1.087 = 0.089
4 4 2024 £ 0.121 1.149 + 0.150
5 2.097 + 0.000 0.848 + 0.152
6 1.649 + 0.349 T.E.
0 1.148 £ 0.151 1.924 + 0.115
1 5.444 + 0.232 5.130+0.251
2 7.247+0.212 7.034 + 0.003
3 8.028+ 0.046 8.102 + 0.066
25 4 8.515+ 0.021 8.761 + 0.058
5 8.712 + 0.140 9.431+0.164
6 8.856 + 0.106 9.827 + 0.046
0 2455+ 0.176 2915+ 0.115
1 7.313+0.357 8.935 + 0.035
2 8.004 + 0.168 9.510 + 0.000
3 8.640 + 0.234 9.755 £ 0.045
37 4 9.393 + 0.039 9.545 + 0.075
5 9.506 + 0.067 9.645 + 0.065
6 9.584 + 0.071 8.945 + 0.425
0 0.698 + 0.000 3.666 + 0.143
1 7.623 + 0.075 7.851+0.204
2 9.140 + 0.037 8.946 + 0.504
3 9.329 + 0.002 9.250 £ 0.587
45 4 9.260 + 0.028 9.353 + 0.032
5 9.459 + 0.007 9.108 + 0.158
6 9.662 + 0.086 9.676 + 0.253

T.E. : Tespit edilemedi

Normal ve kepekli ekmeklerin TMAB sayimlarina ait varyans analizi sonuglar
Cizelge 4.4 de verilmistir. TMAB sayisinin degisimi Uzerine etkisi bakimindan sicaklik
dereceleri ve muhafaza sirderi arasinda istatistiki olarak onemli farkliliklar (p<0.01)
oldugu, ancak bu degisimin ekmek tipinden bagimsiz oldugu Cizelge 4.4.den
gorulmektedir. Ayrica, TMAB sayisindaki degisimi sicaklik x ekmek tipi, sicaklik x
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muhafaza sires ve sicaklik x ekmek tipi x muhafaza sliresi arasindaki interaksi yonlar
Onemli dizeyde (p<0.01) etkilerken, ekmek tipi x muhafaza sires arasindaki

interaksiyonun bu degisim tzerine herhangi bir etkisinin olmadigi gordlmustar.

Cizelge 4.4. Normal ve kepekli ekmeklerin TMAB sayimlarina ait varyans analizi

sonuglar
Varyasyon Kaynaklari SD KO F
Sicaklik (A) 3 254.0440031 4163.89"
Ekmek Tipi (B) 1 0.0208450 0.34
Muhafaza Siires (C) 6 43.4745785 71257
AXxB 3 2.5819168 42.32"
AxC 18 8.1665134 133.85"
BxC 6 0.0716467 1.17
AxBxC 18 0.3716318 6.09"
Hata 54 0.061011

(") P<0.01 seviyesinde farkl1l 1k ifade eder.

Normal ve kepekli ekmeklerin TMAB sayimi ortalamalarina ait Duncan Coklu
Karsilastirma Testi sonuclar: Cizelge 4.5.”de verilmistir.

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari incelendiginde sicaklik dereces ve
muhafaza suresine bagli olarak norma ve kepekli ekmeklerin TMAB sayim
ortalamalar1 arasinda istatistiki  olarak  6nemli farkliliklar  (p<0.05) oldugu
gorulmektedir. Farkli sicaklik derecelerindeki TMAB sayim  ortalamalarina
bakildiginda, sicaklik dereces arttikga ekmeklerde tespit edilen TMAB sayisinin da
arttigi agiktir. Muhafaza siresi baz dindiginda ise siire uzadikga TMAB sayisinin da
arttigi ancak muhafazanin 4. ve 5. gunleri arasinda toplam canli sayisi bakimindan

herhangi bir farklilik olmadig: belirlenmistir.

Ekmeklerdeki TMAB sayisi ortalamasi 45°C’ de 8.485 log kob/g iken muhafazanin 6.
guniindeki TMAB sayisi ortalamasi 7.828 log kob/g olarak belirlenmistir (Bkz. Cizelge
4.5.) Sonuglar, ekmeklerde sicaklik derecesine bagli olarak TMAB sayisinda meydana
gelen artisin, muhafaza siresnin neden oldugu artistan daha fazla oldugunu
gostermektedir.



Cizelge 4.5. Normal ve kepekli ekmeklerin TMAB sayimi ortalamalarina ait Duncan
Coklu Karsilastirma Testi sonuclar

45°C 37°C 25°C 4°C
Sicak ik 8.485% + 0.350 8.180° + 0.454 7.013° + 0.498 1.773%+ 0.108
(N=27) (N=28) (N=28) (N=27)
6 5 4 3
7.828% + 0.863 7.389° + 0.889 7.299° + 0.859 7.033°+ 0.816
) (N=15) (N=16) (N=16) (N=16)
Sire
2 1 0
6.6857 + 0.767 5.798°+ 0.641 2.513"+ 0.218
(N=16) (N=16) (N=15)

Degisik harfler, ortalamalarin p<0.05 seviyesinde farkl1 ol dugunu gosterir.

Norma ve kepekli ekmeklerdeki TMAB'’lere ait gelisme egrileri Sekil 4.2.'de

verilmistir.

4.2.3. Normal ve kepekli ekmeklerdeki Bacillus sayisna muhafaza sicakhgr ve

siresinin etkis

Ekmekler yuksek sicaklikta pisirildikleri icin hammaddeler ile birlikte gelen vejetatif
bakteri hucreleri tahrip olur. Spor olusturarak olumsuz kosullarda canliliklarimt devam
ettirebilme yetenegine sahip olan Bacillus turleri, firin sicakligina dayanabilirler.
Dolayisiyla taze pismis ekmekte vejetatif Bacillus hicresine rastlanmamas: gerektigi
dustnulebilir. Ancak ekmeklerde 0. ginde yapilan analizler bunun aksini
gostermektedir. Bacillus varliginin, analizler yapilmadan dnce ekmeklerin sogutulmasi
sirasinda, su aktivitesinin de elverigli olmast sebebiyle, sporlarin gimlenmek igin uygun
ortami bulmus olmalarindan veya bes ortamina ekimden sonra bu sporlarin

¢imlenmesinden kaynaklandig: distinul mektedir.

4, 25, 37 ve 45°C’'de 7 guin boyunca muhafaza edilmis normal ve kepekli ekmeklere
ait Bacillus sayim sonuglar1 Cizelge 4.6.’da verilmistir.
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Cizelge 4.6. Farkl1 sicaklik derecelerinde muhafaza edilmis normal ve kepekli ekmeklere ait
Bacillus sayim sonuglar:

Sicaklik (°C) Siure Normal Ekmek Kepekli Ekmek
(gun) (log kob/g) (log kob/g)

0 1.493 £ 0.319 2.309 + 0.010
1 2.249 £ 0.122 1.940 + 0.014
2 2.077 £ 0.036 1.360 £ 0.185
3 2.154 + 0.008 T.E.

4 4 1.846 + 0.106 0.698 + 0.001
5 2211 +0.151 0.697 + 0.001
6 1.149 £ 0.151 T.E.
0 0.696 + 0.001 0.696 + 0.001
1 4.995 + 0.228 5.140 + 0.183
2 7.122 +0.232 7.068 + 0.035
3 8.052 + 0.071 8.163 + 0.027

25 4 8.540 + 0.022 9.319 + 0.652
5 8.638 + 0.234 9.547 + 0.078
6 8.728+ 0.187 9.695 + 0.022
0 2.087 + 0.357 2.766 + 0.186
1 7.375+ 0.286 9.028 + 0.044
2 8.032 + 0.215 9.405 + 0.026
3 8.613+0.221 9.645 + 0.012

37 4 9.277 + 0.026 9.384 + 0.176
5 9.400 = 0.080 9.556 + 0.065
6 9.456 + 0.026 8.879 + 0.593
0 0.937 £ 0.239 3.384 + 0.054
1 7.554 + 0.062 7.852 + 0.019
2 8.888 + 0.007 8.861 + 0.470
3 9.239 + 0.033 9.101 + 0.428

45 4 9.090 + 0.154 9.168 + 0.043
5 9.429 + 0.018 9.179 + 0.089
6 9.611 + 0.133 9.640 + 0.332

T.E. : Tespit edilemedi

Rosenkvigt ve Hansen (1995) yaz aylarindaki oda sicakligimi temsil etmes bakimindan
25-30°C'de 2 gun muhafaza ettikleri, koruyucu madde veya eksi maya igcermeyen normal,
kepekli ve laboratuar kosullarinda pisirilmis normal ekmeklerdeki Bacillus sayisini, sirasiyla,
6.2 log kob/g, 5.4 log kob/g ve 7.3 log kob/g olarak belirlemislerdir. Bu tez g¢alismasinda
25°C’de muhafaza edilmis olan her iki ekmek tipi icin yaklasik 7 log kob/g olarak tespit
edilen bu deger, Rosenkvist ve Hansen' nin (1995) laboratuvar kosullarinda tretilmis normal

ekmek icin tespit ettikleri deger ile uyum igindedir.
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Sorokulova vd (2003) 37°C'de muhafaza ettikleri ekmeklerdeki Bacillus sayisim
pisirmenin hemen ardindan, 24, 36, ve 48 saat sonra tespit etmiglerdir. Farkli un 6rnekleri ile
laboratuvar kosullarinda pisirilmis ekmekler icin belirtilen siirelere gore tespit ettikleri en
distik ve en yilksek degerler, sirasiyla 7 x 10% ve 1.3 x 10* kob/g, 3 x 10° ve 2 x 10 kob/g,
2 x 10* ve 8 x 10° kob/g, 4.1 x 10° ve 7.2 x 10° kob/g dir. Bu tez calismasinda 37°C’ de
muhafaza edilen normal ve kepekli ekmek igin 0, 24 ve 48. saatlerde belirlenen degerler ise
srastyla, onluk sayma siseminde, 1.2 x 10? ve 5.8 x 10% kob/g, 2.3 x 107 ve 1.1 x 10° kob/g,
1.1 x 108 ve 2.5 x 10° kob/g olarak bulunmustur. 0. giin degerleri birbirine cok yakin iken bu
tez calismasinda 1. ve 2. gunlerde belirlenen degerler yukarida sozi edilen calismadaki
degerlerden cok yuksektir. Bu durum, hamur formilasyonunun farkliligina ve muhafaza
sirasinda bakteri gelisimi icin olusan daha uygun kosullara (besin maddeleri, a,, inhibitor
veya aktivator maddeler v.b.) baglanabilir.

Bu tez calisjmasinda, gorsel olarak sinme hastaliginin Bacillus sayist  yaklasik
4 x 10® kob/g'a ulastigi zaman olustugu ancak Bacillus sayisi yaklasik 107 kob/g'a ulastigi
zaman kotu koku olusumu ile birlikte sinmenin bagladig: belirlenmistir. Cizelge 4.6. bu bilgi
1is1ginda incelendiginde normal ekmeklerde 25°C’ de siinme 2. giinde baslarken, 37 ve 45°C’ de
1. giinde bagsladigi; soz konusu kepekli ekmek oldugunda ise 25°C’ de yine 2. giinde, 37°C’' de
24 sadtten Once, 45°C'de ise 1. gunde basladigi gorilmektedir. Sinme hastaliginin gorsel
olarak olusumu agisindan bakildiginda ise normal ekmek igin 25°C’de 4. glinde, 37°C’de 3.
gunde, 45°C’ deise 2. guinde; kepekli ekmek icin 25°C de 3-4. giin arasinda, 37°C’ de 1. glinde,
45°C'de ise 2. gunde hagtaligin belirgin hale geldigi anlasiimaktadir. 37°C’'de muhafaza
edilmis normal ekmeklerde muhafaza stiresi boyunca sinme hastaliginin gelisimi Sekil 4.3'de
gosterilmistir. Sekil 4.4." de ise stinme hastalig: ile birlikte ekmek iginde olusan kahverengimsi

ve ipliksi yapi1 gorilmektedir.

Thompson vd (1998) hastaligin, gorsel olarak, 30°C’de muhafaza sirasinda 96 saat (4 guin)
sonra olustugunu tespit etmis ve hastaligi (-) sinme yok, (£) supheli siinme, (+) az sinme,
(++) orta derecede siinme, (+++) 6nemli derecede siinme, (++++) ileri derecede siinme ve

(+++++) oldukga fazla siinme seklinde derecelendirmislerdir.
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€) 4. gin f) 5. gln

g) 6. gln
Sekil 4.3. 37°C’ de muhafaza edilen norma ekmeklerde sinme hastaligimin gelisimi
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a)
Sekil 4.4. Sinme hastalig1 sirasinda ekmek icinde olusan kahverengimsi veipliksi yap1

Cizelge 4.7.de normal ve kepekli ekmeklerin Bacillus sayimlarina ait varyans analizi
sonuclart verilmistir. Cizelgeye gore sicaklik derecesi, ekmek tipi ve muhafaza slres ile
bunlar arasindaki interaksiyonlar ekmeklerdeki Bacillus sayisin istatistiksel olarak onemli
diizeyde (p<0.01) etkilemektedir.

Cizelge 4.7. Normal ve kepekli ekmeklerin Bacillus sayimlarina ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklar SD KO F
Sicaklik (A) 3 250.9625004 3211.947
Ekmek Tipi (B) 1 0.9083640 11.63"
Muhafaza Siires (C) 6 57.2984044 733.33"
AXxB 3 1.8414829 2357
AxC 18 9.1204393 116.73"
BxC 6 0.6449191 8.25"
AxBxC 18 0.5303610 6.79"
Hata 54 0.078134

(") P<0.01 seviyesinde farkl1lik ifade eder.

Normal ve Kkepekli ekmeklerin Bacillus sayimi ortdamaarina ait Duncan Coklu

Karsilastirma Testi sonuclar: Cizelge 4.8."de verilmistir.

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarindan goruldigt Uzere normal ve kepekli

ekmeklerin Bacillus sayimi ortalamalar: sicaklik derecesi, ekmek tipi ve muhafaza stiresinden
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Onemli duzeyde (p<0.05) etkilenmektedir. Cizelgeye gore sicaklik derecesi arttikca
ekmeklerin Bacillus yukunin de arttigi gozlenmistir. Her ne kadar bakterinin optimum
gelisme sicakligi olmasi sebebiyle 37°C’ deki Bacillus sayimi ortalamasi (8.076 log kob/g)
45°C’ dekinden (7.994 log kob/g) fazla olsa da istatistiki olarak, bu farkin énemli (p<0.05)
olmadhg: belirlenmistir.

Cizelge 4.8." e gore kepekli ekmekteki Bacillus sayimi ortalamasimn normal ekmektekinden
daha yuksek olmasi, kepekli unda baslangi¢c spor yikinun yiksek olmasi ile iliskilidir (Bkz.
Cizelge 4.2.). Kepekli un ile yapilan ekmeklerin Bacillus yukinin daha fazla olmasi, toprak
kokenli olan Bacillus turlerinin bugdayin kabuk tabakasinda bulunma olasiliginin gok daha
fazla olmasinin dogal bir sonucudur. Normal un udretiminde bugdayin kabuk tabakasi

uzaklastirilirken, Grintn mikroorganizma yuku de blyuk 6lglde azaltiimaktadir.

Normal ve kepekli ekmeklerin Bacillus sayimi ortadlamalari muhafaza slresi agisindan
incelendiginde; bakteri sayisinin muhafazamn dordinct guntne kadar artip, sonra azaldigi
dikkati cekmektedir. Ancak isatistiki olarak %5 Gnem seviyesinde bu azaisin anlamsiz
oldugu, aslinda 4., 5. ve 6. gunlerdeki Bacillus sayimi ortalamaar: arasinda hicbir fark

olmadig1 anlasilmaktadir.

Cizelge 4.8. Norma ve kepekli ekmeklerin Bacillus sayim: ortalamalarina ait Duncan Coklu
Karsilastirma Testi sonuclar

37°C 45°C 25°C 4°C
Sicak ik 8.076% + 0.463 7.994% + 0.481 7.074° + 0.519 1.632°+ 0.117
(N=28) (N=28) (N=27) (N=27)
Ekmek Keapekll Nobrmal
Tipi 6.321°+ 0.484 6.134" + 0.454
(N=55) (N=55)
4 5 6 3
7.514% + 0.815 7.359% + 0.889 7.323°+0.913 6.975" + 0.832
) (N=15) (N=16) (N=16) (N=16)
Sire
2 1 0
6.595° + 0.757 5.766° + 0.639 1.869° + 0.253
(N=16) (N=16) (N=15)

Degisik harfler, ortalamalarin p<0.05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.
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Deneme desenindeki temel varyasyon kaynaklari olan sicaklik derecesi, ekmek tipi ve
muhafaza sires kendi aralarinda karsilastirildiginda ise Bacillus sayimi ortalamasinin en
yuksek oldugu faktorin sicaklik derecesi (8.076 log kob/g) oldugu, bunu sirasityla, muhafaza
sires (7.514 log kob/g) ve ekmek tipinin (6.321 log kob/g) izledigi Cizelge 4.8.'den
gorulmektedir.

Sekil 4.5'de Bacillus lara ait gelisme egrileri verilmistir. Bu egrilerin TMAB egrileri ile
benzer egilim gostermesi, bakteri sayim sonuglarinin birbirine ¢ok yakin olmasi, firin
sicakligina spor olusturarak dayanmas: nedeniyle, TMAB'yi olusturan bakterilerin buyik
cogunlugunu Bacillus turlerinin olusturdugunu gostermektedir. Nitekim TMAB sayisi ile
Bacillus sayisi arasinda, istatistiki olarak, pozitif yonlt gucli bir iliski oldugu belirlenmis ve
R? degeri normal ve kepekli ekmekler icin sirasiyla, 0.984 ve 0.810 olarak hesaplanmustir.
Kepekli ekmek icin hesaplanan R? degerinin nispeten daha diisiik olmasinin, 4°C’ de muhafaza
edilen ekmeklerde Bacillus sayimlarina iliskin tespit edilemeyen iki adet veri olmasindan

kaynaklandig1 distunilmektedir.

Sekil 4.5. incelendiginde 25°C, 37°C ve 45°C’ de muhafaza edilen her iki ekmek 6rnegi icin
de tipik mikroorganizma gelisim egrileri elde edildigi gortlmektedir. Ancak 6lum evresini de
icermesi bakimindan, 37°C’de muhafaza edilen kepekli ekmek icin elde edilen egri, tipik
mikroorganizma gelisim egrisini daha iyi yansitmaktadir. 37°C'de elde edilen gelisme
egrilerinin tipik mikroorganizma gelisim egrilerine daha yakin olmasi;, bu sicakligin
bakterinin, buna bagl1 olarak da siinme hastaliginin gelismesi igin, optimum sicaklik derecesi
oldugunu gostermektedir. Leuschner vd (1998) de yari-pismis ve tekrar-firinlanmig, sodalt
esmer ekmekte sinme gelisimini inceledikleri bir calismada Bacillus turlerinin en hizlt
gelistigi sicaklik derecesinin 37°C oldugunu bulmuslardir. Bu tez galigmasinin sonuglar: ile

yukarida atifta bulunulan galisma sonuglar: birbirini destekler niteliktedir.

Sekil 4.5." e bakildiginda 45°C’ de muhafaza edilen kepekli ve normal ekmek igin baslangic
yukut, 37°C’ de bekletilen ekmeklere gore daha fazla olmasina ragmen, bakteriyel yukteki artis
daha azdir. Kepekli ekmek icin 37°C’'de 5. gunden sonra 6lum fazi bagslarken, 45°C’de 6.
gunde bile 6lim fazimn baslamadigi gorilmektedir. Bu farkliligin 37°C'nin bakterinin en
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hizl1 gelistigi sicaklik derecesi olmasindan kaynaklandig: distnulmektedir. 37°C’ de gelisme
daha hizli oldugu igin muhtemelen ortamdaki besin maddelerinin tikenmesi, ortamda
metabolitlerin birikmesi gibi olumsuz kosullar da daha hizl1 olusmakta ve yaslanan bakteri
hiicreleri 45°C ye gore daha erken dlmektedir. 45°C’ de bakterilerin daha yavas gelismesi ve
0lum evresine daha geg gegmesi ise optimum gelisme sicakligindan uzaklasma sonucu bakteri
metabolizmasinin yavaslamasi ile izah edilebilir. Aym durumun normal ekmek igin soz
konusu olmamasi, yani 37°C’ de 6lum fazinin baglamamis olmasi, kepekli ekmegin baslangig
Bacillus yukinun daha fazla olmasina bagli olarak, ortamdaki besin igin yarisan bakteri

sayisinin fazlalig1 nedeniyle olusan metabolitlerin de fazla olmasiylailiskilendirilebilir.

25°C’de normal ve kepekli ekmek icin bakteri sayisi 3. giine kadar neredeyse birbirinin
aynmiyken 3. guinden sonra kepekli ekmekte az da olsa bir artis gergeklesmistir. Bu sicaklikta
bakteri gelisimi nispeten daha yavas gergeklesmis ve durgun faz, her iki ekmek tipi igin de 4.
gunde baslamistir. Bu durum 25°C'de 6 gunlik muhafaza siresinin bakterinin gelisme

evresini tamamlamast icin yeterli olmadigint dustindirmektedir.

4°C’ de muhafaza sirasinda, kepekli ekmekte 3. giinden sonra bakteri gelisiminin tamamen
durdugu, normal ekmekte ise 5. glinden sonra belirgin bir azalma oldugu gérilmektedir. 25°C
ve 4°C’'de gorulen bu gelisme bicimleri, yine muhafaza sicakligimin bakterinin optimum
gelisme sicakligindan uzaklasiimas: ve metabolik aktivitesinin dismes ile agiklanabilir. 4°C
zaten mikroorganizma gelismesinin sinirlandig: sicaklik derecesi araligindadir. Bu sicaklikta
bakterilerin cogalmas: zaten beklenmez. Leuschner vd (1998) de 4°C’de muhafaza edilen
kismi pismis ekmeklerde Bacillus gogalmasinin engellendigini belirlemislerdir. Mevcut
literattr bilgileri bu tez ¢alismasinin bu bulgularin destekler niteliktedir.
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4.2.4. Normal ve kepekli ekmeklerde yapilan kuf sayimi sonuglari

Dichloran Rose Bengal Agar (DRBC) ve Patato Dextrose Agar’a (PDA) paraldli
olarak yapilan ekim sonucunda ortamlarda gelisme olmadig: icin maya-kuf sayisi tespit
edilememistir. Orneklerde kiif bulunmamasinin nedeni, ekmeklerde yapilacak analizleri
olumsuz etkilememesi icin pisiriimeden 6nce ekmek hamurlarinin yuzeyine %40’ ik
sodyum propiyonat/propiyonik asit karigimiin puskurtilmesi ve kontaminasyon
olmadan ekmeklerin paketlenmesi, mayamn bulunmama nedeni ise yuksek sicaklikta

pisirme sirasinda maya hiicrelerinin tahrip olmasidir.

4.3. Ekmeklere Ait Fiziksel Analiz Sonuclari

4.3.1. Su aktivites 6lgim sonuglari

Giudaarin pek cok Onemli oOzelligi, Ozellikle de mikrobiyal gelismeye karsi
hassasiyetleri gidada mevcut su ile ilgilidir. Fakat bir gidanin su iceriginin, tek basina
kararhilik Gzerindeki en o©nemli etken oldugu sodylenemez (Coultate 1996).
Mikroorganizmalarin gelismeleri ve yasama yetenegi, gidalarin mutlak nem iceriginden
cok kullanilabilir veya aktif su igerigine baglidir. Buttin mikroorganizmalar 1.0 ile 0.98
ay degerlerinde, cogalma yeteneklerinde herhangi bir azalma olmaksizin gelisebilirler.
090 a, degerinde ise mikroorganizmalarin c¢ogunun gelismesi  engellenir.
Mikroorganizmalarin gelismeleri 0.90 a, degerinden 0.60 a, degerine indikge yavaslar;
0.60'in altindaki ay degerlerinde ise higbir gelisme mumkin degildir (Sekin ve
Karagdzli 2004).

Normal ve kepekli ekmeklerin muhafaza sicaklik ve slresine bagli su aktivitesi
Olcim sonuclar: Cizelge 4.9.”da verilmistir. Mikroorganizmalarin gelismeleri icin uygun
su aktivitesi degerleri g6z 6nunde bulundurularak bu cizelge incelendiginde deneme
ekmeklerinin su aktivitesi degerlerinin mikroorganizma gelisimi igin oldukga uygun
bolgede (0.9'un Uzerinde) oldugu gorilmektedir. Bu da ekmeklerin bakteri gelisimine
uygun sicakliklarda muhafaza edilmesi halinde kolayca stintip, bozulabilecegine isaret
etmektedir. Kirschner ve von Holy (1989) de ekmek i¢ neminin yiksek olmasinin
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sinme gelisimini destekleyecegini ifade etmis ve su aktivitesinin bakterinin ¢cogalma,
metabolik aktivite ve yiuksek sicakliga dayanimim etkiledigini belirtmislerdir. Pepe vd
(2003) ise depolama sirasinda pH, su aktivites ve sicaklik derecesinin sporlarin
cimlenmes ve ¢imlenen hicrelerin gelismesinde 6nemli rol oynadigim ve 0.95'in

Uzerindeki su aktivitesi degerinin siinme hastaligin tetikledigini bildirmislerdir.

Cizelge 4.9. Norma ve kepekli ekmeklerin muhafaza sicaklik ve sliresine bagli su
aktivitesi 6lguim sonuglar: (X + SE)

Sicaklik (°C) Sire Normal Ekmek Kepekli Ekmek
(gtn)
0 0.979 + 0.006 0.970 £ 0.024
1 0.980 + 0.006 0.992 + 0.002
2 0.994 + 0.001 0.985 + 0.005
3 0.999 + 0.000 0.978 £ 0.001
4 4 0.997 £ 0.002 0.983 + 0.000
5 0.997 £ 0.002 0.972 £ 0.004
6 0.997 + 0.002 0.965 + 0.003
0 0.979 £ 0.011 0.948 + 0.006
1 0.996 + 0.003 0.965 + 0.005
2 0.982 + 0.006 0.963 + 0.005
3 0.980 + 0.011 0.971 £+ 0.002
25 4 0.989 + 0.006 0.967 + 0.005
5 0.988 + 0.004 0.956 + 0.002
6 0.971 + 0.000 0.961 + 0.004
0 0.979 £ 0.011 0.989 + 0.007
1 0.996 + 0.003 0.996 + 0.004
2 0.982 + 0.006 0.982 + 0.001
3 0.980 + 0.011 0.975 £ 0.010
37 4 0.989 + 0.006 0.971 + 0.009
5 0.988 + 0.004 0.964 + 0.001
6 0.971 + 0.000 0.967 + 0.006
0 0.997 £ 0.002 0.964 + 0.012
1 0.998 + 0.002 0.978 + 0.003
2 0.997 £ 0.002 0.963 + 0.001
3 0.990 + 0.008 0.955 + 0.002
45 4 0.990 + 0.008 0.966 + 0.001
5 0.990 £ 0.001 0.974 £ 0.004
6 0.972 + 0.001 0.973 £ 0.007

Cizelge 4.10."da norma ve kepekli ekmeklerin su aktivitesi 6lgimlerine ait varyans

analizi sonuglar: verilmistir. Cizelgeden goruldugl Uzere sicaklik derecesi, ekmek tipi
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(p<0.01) ve muhafaza sires (p<0.05) su aktivitesi degerini istatistiki olarak Gnemli
duzeyde etkilerken, bunlarin ikili interaksiyonlar1 su aktivitesi degerini etkilememis

ancak Uglu interaksiyonun etkisi istatistiki olarak dnemli (p<0.01) bulunmustur.

Cizelge 4.10. Norma ve kepekli ekmeklerin su aktivitesi Glglimlerine ait varyans
analizi sonuclari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F
Sicaklik (A) 3 0.00114137 1755
Ekmek Tipi (B) 1 0.01035651 159.22"
Muhafaza Siires (C) 6 0.00027692 4.26
AxB 3 0.00011568 1.78
AxC 18 0.00010657 1.64
BxC 6 0.00008345 1.28
AxBxC 18 0.00015617 240"
Hata 54 0.00006504

(") P<0.01 seviyesinde farkl1l 1k ifade eder.

Normal ve kepekli ekmeklerin su aktivites dlgimu ortalamalarina ait Duncan Coklu

Karsilastirma Testi sonuclar: Cizelge 4.11." de verilmistir.

Cizelge 4.11. Normal ve kepekli ekmeklerin su aktivitesi 6lgimi ortalamalarina ait
Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

37°C 4°C 45°C 25°C
Sicakhk 0.9872+0.003 0.985%0.002 0.979° +0.003 0.972°+0.003
(N=28) (N=28) (N=28) (N=28)
Normal K epekli
Ekmek Tipi 0.990° +0.001 0.971° +0.002
(N=56) (N=56)
1 2 4 3
0.988%+0.003 0.983%+0.004 0.982%+0.003 0.980°°+0.004
) (N=15) (N=16) (N=16) (N=16)
Sire
5 0 6
0.979” +0.004 0.978™ +0.005 0.975°+0.003
(N=16) (N=16) (N=15)

Degisik harfler, ortalamalarin p<0.05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.

Cizelge 4.11. incelendiginde sicaklik dereceleri agisindan istatistiki olarak farklilik
(p<0.05) arz eden ¢ ayr1 grup (4°C ve 37°C, 45°C, 25°C) olustugu, 4°C ve 37°C’'nin su
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aktivitesi degeri Uzerine aym etkiyi gosterdigi anlasiimaktadir. Ayrica su aktivitesi
ortalamasimin en yuksek oldugu sicaklik derecelerinin 4°C ve 37°C, en dustik oldugu
sicaklik derecesinin ise 25°C oldugu gorilmektedir. Sekil 4.6.’ da sicaklik derecesi ile su
aktivitesi arasindaki iliski gorulmektedir.

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuclarindan, farkli ekmek tiplerinin su aktivitesi
ortalamalarimin istatistiki olarak 6nemli (p<0.05) duzeyde farkli oldugu ve normal
ekmegin su aktivitesi ortalamasinin (0.990) kepekli ekmege ait ortalamadan (0.971)
daha yiksek oldugu anlasiimaktadir. Bu durumun kepekli ekmegin su baglama

kapasitesinin dahafazla olmasindan kaynaklandig: diistinilmektedir.

Cizelge 4.11'deki Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari muhafaza stiresinin
ekmeklerin su aktivites ortalamasini etkilemedigini, istatistiki olarak ginler arasinda

bir farklilik (p<0.05) olmadigim gostermektedir.

0,991
0,985
B 09
2 0975
% b
F 0971
0,965
0,96 ‘ ‘ ‘
4c 25C 37C 45C

Sicaklik Derecesi

Sekil 4.6. Normal ve kepekli ekmeklerin su aktivitesi degerinin sicaklik etkisiyle
degisimi
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4.4. Normal ve Kepekli Ekmeklerdeki Teksturel (Yamsal) Degisimlere Muhafaza
Sicak g ve Suresinin Etkis

4.4.1. Ekmeklerde sertlik dlgimine ait sonuclar

Farkl1 sicakliklarda muhafaza edilen normal ve kepekli ekmeklerde yapilan ekmek igi
sertlik 6lgimine ait sonuclar Cizelge 4.12." de verilmistir.

Cizelge 4.12. Norma ve kepekli ekmeklerin muhafaza sicaklik ve stiresine bagli sertlik
Ol¢lim sonuglart (X + SE)

Sicaklik (°C) Sire Normal Ekmek Kepekli Ekmek
(gtn) (9 (9
0 451.990 + 24.268 536.012 + 43.564
1 676.646 £ 4.942 588.956 + 43.687
2 738.626 + 3.384 1065.068 + 30.800
3 773.726 £ 71.013 1006.357 + 90.781
4 4 723.556 + 109.837 1018.693 £ 100.873
5 880.273 £ 70.907 1193.180 + 35.028
6 920.134 £+ 97.392 1020.808 + 103.331
0 482.742 + 48.550 444,906 * 7.465
1 523.230 £ 0.837 561.438 + 15.436
2 528.571 + 70.925 502.534 + 18.589
3 471.645 + 10.655 509.431 £ 42.820
25 4 506.993 £ 9.493 501.488 + 34.285
5 399.121 + 12.766 835.731 £ 9.764
6 356.363 + 31.125 815.163 + 44.267
0 307.214 £ 12.872 488.743 + 17.489
1 409.171 + 15.500 240.926 + 38.834
2 315.746 + 5.950 199.208 + 12.443
3 291.199 £ 25.497 178.389 + 2.640
37 4 240.675 + 7.359 167.765 + 24.967
5 210.457 + 6.042 239.674 £ 9.777
6 170.011 + 0.983 199.007 + 20.609
0 455.750 = 30.786 424.950 + 25.844
1 474.376 + 20.582 469.562 + 21.112
2 341.608 £ 3.957 546.322 + 62.377
3 339.552 + 5.908 606.147 + 57.463
45 4 259.383 £ 1.057 669.813 + 61.169
5 295.112 + 20.450 288.768 + 24.382
6 275.949 £ 30.796 420.381 + 71.588
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Tekstr Analiz cihazinda sertlik, birinci sikistirma amnda ede edilen maksimum
kuvvet olarak belirlendiginden, sertlik degeri de bir kuvvet birimi olan gram (g)

cing nden olculmustdr.

Normal ve kepekli ekmeklerde sertlik dlglimune ait varyans analizi sonuglar: Cizelge
4.13'de verilmistir. Bu sonuglara gore, normal ve kepekli ekmeklerin sertlik degeri
sicaklik derecesi, ekmek tipi ve muhafaza slresine istatistiki olarak dnemli (p<0.01)
duizeyde baglidir. Ayrica sicaklik x ekmek tipi, sicaklik x muhafaza stiresi, ekmek tipi x
muhafaza siires ve sicaklik x ekmek tipi x muhafaza siires arasindaki interaksiyonlarin

da sertlik degeri Uizerinde 6nemli (p<0.01) etkisinin oldugu gorulmektedir.

Cizelge 4.13. Normal ve kepekli ekmeklerin sertlik Olglimlerine ait varyans analizi

sonuglart

Varyasyon Kaynaklari SD KO F
Sicaklik (A) 3 1602977.030 41862
Ekmek Tipi (B) 1 301867.036 78.83"
Muhafaza Siires (C) 6 15213.003 397"
AXxB 3 61830.528 16.15 "
AxC 18 63055.323 16.47"
BxC 6 30391.771 7.94"
AxBxC 18 28094.603 7347
Hata 56 3829.167

(") P<0.01 seviyesinde farklilik ifade eder.

Normal ve kepekli ekmeklerin sertlik degeri ortalamalarina ait Duncan Coklu
Karsilastirma Testi sonuclari Cizelge 4.14’de, muhafaza siiresi boyunca ekmeklerin

sertlik degerinde meydana gelen degisimin grafigi ise Sekil 4.7."de verilmistir.

Cizelge 4.14. incelendiginde normal ve kepekli ekmeklerin sertlik degeri
ortalamalarimin sicaklik derecesi, ekmek tipi ve muhafaza stiresinden 6nemli diizeyde
(p<0.05) etkilendigi gorulmektedir.

Ekmeklerde bayatlama hizimin sicaklikla ters orantili oldugu, dolayisiyla disuk

sicakliklarda bayatlamanin daha hizli olacag: ve bayatlama hizinin maksimum oldugu

sicakligin 4°C oldugu bilinmektedir. Ekmek bayatlamas: da kabugun yumusamas: ve
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ekmek iginin sertlesmesi olarak karakterize edilir (Gray ve Bemiller 2003, Cauvain
2004). Bu tez calismast sonuclar ile yukarida verilen literattr birbirini destekler
niteliktedir. Nitekim sertlik degerlerindeki artis egiliminin 4°C’'de muhafaza edilen
ekmeklerde (828.14g) daha fazla oldugu ve bunu sirasiyla 25°C, 45°C ve 37°C'nin
izledigi gorulmektedir. Ekmeklerde bayatlamanin 4°C’ de daha hizl1 olacagi g6z dniinde
bulunduruldugunda bu sicaklikta bekletilen normal ve kepekli ekmeklerde muhafaza
sires boyunca sertlikte meydana gelen, yaklasik, sirasiyla %49 ve %52'lik artisin
normal oldugu dustnulmektedir. Patel vd (2005) de benzer olarak depolama siiresince
ekmek ici sertliginin arttigimt bulmuglardir. Bu literatir sonucu, tez calismasinda elde

edilen bulgu ile uyum icindedir.

Duncan Coklu Karsilastirma testi sonucglari kepekli ekmeklerin sertlik degeri
ortalamasimn  (561.68g) normal ekmeginkinden (457.85g) fazla oldugunu
gostermektedir. Kepekli ekmeklerin su aktivites ortalamasinin daha duistik olmasi (Bkz.
Cizelge 4.11.) bu durumun nedenini kismen agiklamaktadir. Ekmek iginin su baglama
Ozelliginin dustik olmasi, ekmek icinde su kaybina bagl olarak, ekmegin daha sert bir
hal almasina neden olmustur. Nitekim Czuchagjowska ve Pomeranz (1989) ekmek
kabuguna yakin kisimlarda su aktivitesi ve nem igerigindeki degisimlerin ekmek
bayatlamasi dolayisiyla da sertlesmesini etkiledigini bildirmiglerdir.

Cizelge 4.14'e gbre muhafaza siresi boyunca gunler arasinda, 0. gin disinda,
ekmeklerin sertlik degeri ortalamaar: agisindan herhangi bir farklilik yoktur. 0. gin
degerleri ise diger gunlere gore daha dusuk bulunmugtur. Yani, istatistiksel olarak
Onemli dizeyda (p<0.05) farklidir. Bu durum, taze ekmeklerin daha yumusak

olmasinin dogal bir sonucu olarak degerlendirilebilir.

Ekmeklerde sertlik sicakliga bagli olarak 6nemli dlglide degisim gostermistir. En sert
ekmekler 4°C'de, en yumusak ekmekler ise 37°C'de muhafaza edilen ekmekler
olmustur. 25 ve 45°C'de muihafaza edilen ekmekler 4°C’de muhafaza edilenden
yumusak, 37°C’de muhafaza edilenden ise sert bulunmustur. Burada ilging olan sonug
37°C’'de muhafaza edilen ekmeklerin 45°C’'de muhafaza edilenden daha yumusak

olmasidir. Adlinda bu durum 37°C’'nin ekmeklerin sinmes icin ideal sicaklik olmasi
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nedeniyle siinmesi sonucu sivilasmasindan kaynaklanmaktadir. Gergek bir yumusaklik

desildir.

Cizelge 4.14.den kepekli ekmeklerin normal ekmeklere gore 6nemli 6lclide sert
oldugu gorulmektedir. Muhafaza sliresine bagli olarak ekmek sertliginin 0., 1. ve 5.
gunler farkli oldugu, depolamayla sertligin arttigi, sinmenin baslayip gelistigi glnler
olan 2., 3., 4. ve 6. gunler ise ayn duzeyde ve 1. giin ile 5. giin arasindaki degerlerde
oldugu gorilmektedir. Besinci gin degerlerinin farkhiligi, muhtemelen sicaklik ve
ekmek tipi ile ilgili verilerin de ortalamaya dahil edilmesinden dogan bir tesir

karismasina baglanabilir.

Cizelge 4.14. Normal ve kepekli ekmeklerin sertlik degeri ortalamalarina ait Duncan
Coklu Karsilastirma Testi sonuclar

4°C 25°C 45°C 37°C
Sicakhk 828.14°+43.09 530.50°+25.94 419.12°+24.79 261.30°+17.78
(N=28) (N=28) (N=28) (N=28)
Ekmek Kepekli Normal
Tipi 561.68% +39.56 457.85" +27.34
(N=56) (N=56)
5 2 6 3
542.79%+90.33 528.17%+66.68 522.23%+84.13 522.06%+66.56
) (N=16) (N=16) (N=16) (N=16)
Sire
4 1 0
511.05%+71.32 493.04°+32.25 449.04° +17.80
(N=16) (N=16) (N=16)

Degisik harfler, ortalamal arin p<0.05 seviyesinde farkl1 oldugunu gosterir.

Asagidaki grafikten de (Sekil 4.7) anlasilacagi Uzere 4°C’de muhafaza edilen
ekmeklerde nisasta retrogradasyonunun fazlaligi ve bakteri faaliyetinin durmast
nedeniyle kepekli ekmekte daha fazla olmak tzere her iki ekmekte de ekmek ici sertligi
artmigtir. 25°C’de muhafaza edilen kepekli ekmeklerde sicakligin bakteri gelisimi igin
optimum sicakligin altinda kalmasi sonucu, ekmek ici sertlesmesi 5. guine kadar, 4°C’ye
gore daha diusuk diizeyde olacak sekilde artmis, 5. glinden sonra ekmek iginin siinmesi
ile birlikte diismeye baslamistir. Ancak normal ekmeklerde, daha farkli olarak, ilk gin

goOzlenen artistan sonra muhafaza stiresince ekmek i¢i sertliginde bir azalma meydana
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gelmistir. Bu durum, normal ekmeklerin su aktivitesi degerinin daha yiksek olmasindan

veya zayif bir olasilik da olsa deneysel bir hatadan kaynaklanmus olabilir.

Bacillus gelisiminin optimum oldugu 37°C’ de, normal ve kepekli ekmeklerin ekmek
ici sertligindeki azalig egiliminin, sinme ile birlikte ekmek icinde meydana gelen

sivilasmanin bir sonucu oldugu dustndlebilir.

45°C’ de muhafaza edilen kepekli ekmeklerde ekmek ici sertliginde yuksek sicaklik
nedeniyle su kaybi sonucu baslangicta bir artis gozlenmis, 4. giinden sonra siinmenin
ilerlemesi sonucu belirgin sekilde azalma gergeklesmistir. Normal ekmeklerde ise ilk
gun godzlenen hafif bir artistan sonra, yine su aktivitesinin etkisiyle, dizenli bir azalig

egilimi gozlenmistir.
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4.4.2. Ekmeklerde adezif yapiskanhk ol¢giimiine ait sonuglar

Farkli sicakliklarda muhafaza edilen norma ve kepekli ekmeklerin ekmek iginde
Olculen adezif yapiskanlik degerlerine ait bulgular Cizelge 4.15." de verilmistir.

Cizelge 4.15. Normal ve kepekli ekmeklerin muhafaza sicaklik ve stiresine bagl adezif
yapiskanlik 6l¢im sonuclar: (X = SE)

Sicaklik (°C) Sire Normal Ekmek Kepekli Ekmek
(gun)
0 -24.292 + 11.550 -20.277 + 1.886
1 -34.536 + 3.882 -31.256 + 0.310
2 -40.830 + 7.365 -49.311 + 0.960
3 -44.269 + 12.671 -58.583 + 3.567
4 4 -48.611 + 5.812 -60.210 + 7.193
5 -52.805 + 7.934 -64.857 + 9.183
6 -49.301 + 1.619 -66.392 + 9.517
0 -19.123 + 0.580 -8.356 + 3.408
1 -27.194 + 1.845 -25.207 + 3.664
2 -30.433 + 7.645 -19.137 + 1.996
3 -28.377 + 1.963 -19.685 + 3.297
25 4 -39.815 + 2.253 -45.784 + 14.956
5 -37.361 + 3.633 -54.035 + 3.527
6 -64.627 + 8.864 -91.373 + 36.890
0 -3.592 + 0.180 -24.513 + 1.006
1 -18.228 + 0.704 -105.792 + 43.956
2 -27.771 + 2.641 -150.574 £ 5.371
3 -46.373 + 5.482 -167.960 + 12.615
37 4 -47.967 + 1.865 -200.199 + 38.040
5 -51.086 + 0.795 -205.777 £ 14.096
6 -41.397 + 5.797 -224.296 + 7.981
0 -36.234 + 3.343 -19.256 + 0.144
1 -56.510 + 0.997 -22.101 + 0.756
2 -66.413 + 0.543 -43.573 + 13.087
3 -105.339 + 6.813 -45.368 + 7.054
45 4 -83.368 + 24.362 -64.869 + 10.134
5 -52.289 + 15.328 -77.735+0.511
6 -45.443 + 2.204 -72.424 + 8.959
Sonuglarin  negatif degerli olmasi,, Tekstir Profil Analizi cihazinda adezif

yapiskanligin, birinci sikistirmanin sonunda oOlgilmesi nedeniyle grafigin, eksenin alt
tarafinda kalmasindan kaynaklanmaktadir.  Bir ifade
yapiskanliklar: artmakta, bunun sonucu olarak da ilk sikistirma kuvveti ile probun geri

baska ile  ekmeklerin
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cekilmesi sirasinda ekmek ici tarafindan uygulanan tutulma kuvveti arasinda negatif bir
fark olugmaktadir.

Normal kosullarda adezif yapigkanlik Olgimanun, ekmek icin uygun olmadigi
bildirilmektedir (Anonymous 2001). Ancak sinme gelisimi ile birlikte ekmek igi
yapisinda meydana gelen degisim, bu parametrenin de Olgulebilir hale gelmesini
saglamaktadir. Bakteri tarafindan hidrolize ugratilan ekmek icinde viskoz ve yapiskan
bir yap1 olusmakta, bu yap1 sayesinde de bu parametre stinmts ekmekte dlgllebilir hale
gelmektedir.

Norma ve kepekli ekmeklerde adezif yapiskanlik Olgimine ait varyans analizi
sonuclart Cizelge 4.16.' da verilmistir. Bu sonuglara gore, normal ve kepekli ekmeklerin
adezif yapiskanlik degeri Uzerine sicaklik, ekmek tipi ve muhafaza sires ile bunlar
arasindaki tim interaksiyonlarin istatistiki olarak onemli etkisinin (p<0.01) oldugu

belirlenmistir.

Cizelge 4.16. Normal ve kepekli ekmeklerin adezif yapiskanlik dlglimlerine ait varyans
analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F

Sicaklik (A) 3 17739.95717 64.43"
Ekmek Tipi (B) 1 23740.80806 86.23"
Muhafaza Siires (C) 6 7900.70361 28.70"
AXxB 3 26545.18067 96.41"
AxC 18 1140.58378 414"
BxC 6 2178.94750 791"
AxBxC 18 645.05456 2347
Hata 56 275.3238

(") P<0.01 seviyesinde farklilik ifade eder.

Normal ve kepekli ekmeklerin adezif yapiskanlik 6lgimu ortalamalarina ait Duncan
Coklu Karsilastirma Testi sonuglart Cizelge 4.17.'de verilmistir. Varyasyon kaynaklar:
olan sicaklik derecesi, ekmek tipi ve muhafaza stiresinin ekmeklerin adezif yapiskanlik

degerini 6nemli diizeyde (p<0.05) etkiledigi cizelgeden gorilmektedir.
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Adezif yapiskanhik degeri ortalamasi Uzerine sicaklik derecesinin  etkisi
incelendiginde tim sicaklik derecelerinin etkilerinin birbirinden Onemli dizeyde
(p<0.05) farkl1 ve 37°C’'de muhafaza edilen ekmeklerde ortalama degerin (93.966) en
yuksek oldugu gorilmektedir. 37°C igin saptanan ortalama deger diger sicakliklarda
elde edilenlerin yaklasik 2-3 kat1 kadardir. Bu da yine 37°C' nin bakterinin optimum
sicaklik dereces olmasi nedeniyle kepekli ekmekte daha fazla olmak Uzere ekmek
icindeki sivilasmamin  dolayisiyla da  yapiskanligin  daha fazla olmasindan
kaynaklanmaktadir. 4°C ve 25°C’'de elde edilen ortalama degerlerin dusukligl de
bakteriyel faaliyetin daha az olmasimn dogal bir sonucudur. 45°C’ de ise 4°C ve 25°C’ ye
gore daha yuksek olmakla birlikte bakterinin optimum c¢alisma sicakligindan, bir baska
ifade ile optimum enzimatik hidroliz kosullarindan uzaklasildig: igin 37°C’ dekine gore
oldukga dustk bir deger elde edilmistir.

Cizelge 4.17. ekmek tipinin adezif yapmskanlik Gzerine etkisi bakimindan
incelendiginde kepekli ekmekte meydana gelen yapiskanhigin (72.828) normal
ekmektekinin (43.699) neredeyse 2 kat1 kadar oldugu gorilmektedir. Bu durum kepekli
ekmegin Bacillus yukune ait ortalamanin normal ekmektekinden daha fazla olmasindan
kaynaklanmaktadir (Bkz. Cizelge 4.8.). Bakteri yukintn daha fazla olmast nedeniyle
ekmek icinde meydana gelen mikrobiyal aktivitenin dogal sonucu olarak, yapigskanlik da
daha fazla olmaktadir.

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore muhafaza siiresi boyunca adezif
yapiskanlik degerinin glnlere gore dizenli bir artis egiliminde oldugu gordlmektedir.
Ancak 2, 3, 4, 5 ve 6. gunler arasindaki fark istatistiki olarak 6nemsiz seviyededir.
Dolayisiyla muhafaza siires agisindan adezif yapigskanlik degeri icin O, 1 ve 2-3-4-5-6.

gunler olmak Uzere tg¢ farkli grup olusmustur.

Muhafaza sires (81.906) ve ekmek tipine (72.818) oranla, adezif yapiskanlik
degerinde sicakligin (93.966) meydana getirdigi artisin daha fazla olmasi, bakterinin
enzimatik faaliyetinin bir gostergesi olarak kabul edilebilecek adezif yapiskanlik
degerinin sicakliga bagimliligimn daha fazla oldugunun bir kaniti olarak kabul
edilebilir.
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Cizelge 4.17. Norma ve kepekli ekmeklerin adezif yapigkanlik 6lgimu ortalamaarina
ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuclar:

37°C 45°C 4°C 25°C
Sicak ik 93.966%+15.05 56.494+ 4.794 46.109°3.010 36.465" +4.601
(N=28) (N=28) (N=28) (N=28)
Ekmek Kegekll Norbmal
Tipi 72.818%+8.362 43.699°+2.879
(N=56) (N=56)
6 5 4 3
81.906°+14.92 74.493%+13.31 73.853%+13.55 64.494"°+12.01
. (N=16) (N=16) (N=16) (N=16)
Sire
2 1 0
53.505°+10.23 40.103% 8.09 19.455% 2.69
(N=16) (N=16) (N=16)

Degisik harfler, ortalamalarin p<0.05 seviyesinde farkl1 ol dugunu gosterir.

Sekil 4.8.’de muhafaza sires boyunca ekmeklerin adezif yapiskanlik degerinde
meydana gelen degisimin grafigi verilmistir. Grafigin, Bacillus yiki dogrultusunda
sekillendigi (Bkz. Cizelge 4.6. ve Sekil 4.5.) ve genellikle artis egiliminde oldugu
gorulmektedir. Bacillus turlerinin amilaz ve proteaz sadgilayarak ekmek igini
sivilastirma egiliminin bir sonucu olan bu artigin 37°C’ de bekletilen kepekli ekmeklerde
¢ok daha fazla olmasi, bakterinin gelismes igin en uygun sicaklik derecesinin 37°C
oldugunun bir gostergesi olarak kabul edilebilir. 37°C’'de muhafaza edilmis normal
ekmekler icin de adezif yapigskanlik degerinde bir artis sdz konusudur. Ancak bu artis
egiliminin daha dustk olmasi, bakterinin gelismesi igin kepekli ekmegin daha uygun bir
bes ortami oldugunun kamti olarak dustnulebilir. 4°C’'de muhafaza edilmis her iki
ekmek tipi icin de adezif yapiskanlikta artis gergeklesmistir. Fakat bu artis, ekmekte
g0Ozle gorulur bir yapiskanliga neden olacak boyutta degildir. 25°C’ de muhafaza edilmis
normal ekmeklerde 6. giinde ani bir artig gbzlenirken, kepekli ekmeklerde bu ani artis 4.
gunde baslamis, 6. guinde ise 5. giin elde edilen degerin yaklasik 2 kat1 kadar seviyeye
ulasmistir. Bu durum da yine sinmenin gelisimi ile iliskilendirilebilir. Adezif
yapiskanlik degeri agisindan 45°C’de muhafaza edilmis norma ekmeklerde bir can
egrisinin olustugu Sekil 4.8.den gorulmektedir. Bu olusumun muhteme nedeni,
bakterinin 45°C’ de enzim fadiyetinin zamanla artip 3. glinde optimuma ulasmast ve
bundan sonra da tekrar azalmasi olabilir. Aym durumun kepekli ekmekte gbzlenmemesi

substrat konsantrasyonunun sinirlayici etkisinden kaynaklanabilir.
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4.4.3. Ekmeklerde kohezif yapiskanhk ol¢gimine ait sonuglar

Farkli sicakliklarda muhafaza edilen normal ve kepekli ekmeklerin icinde 6l¢ulen kohezif

yapiskanlik degerleri bulgular: Cizelge 4.18."de verilmistir.

Cizelge 4.18. Normal ve kepekli ekmeklerin muhafaza sicaklik ve siiresine bagli kohezif
yapiskanlik 6lgim sonuclar: (X £ SE)

Sicaklik (°C) Sure Normal Ekmek Kepekli Ekmek
(guin)
0 0.562 + 0.002 0.562 + 0.011
1 0.342 + 0.007 0.359 + 0.002
2 0.317 = 0.003 0.308 + 0.011
3 0.309 + 0.032 0.316 + 0.009
4 4 0.283+ 0.014 0.288 + 0.005
5 0.275 £ 0.009 0.283 + 0.001
6 0.257 + 0.001 0.266 + 0.000
0 0.542 + 0.007 0.622 + 0.031
1 0.414 + 0.018 0.469 + 0.002
2 0.390 + 0.016 0.410 £ 0.012
3 0.340 = 0.007 0.389 + 0.009
25 4 0.319 + 0.004 0.375 + 0.004
5 0.305+ 0.011 0.318 + 0.005
6 0.299 + 0.036 0.345 + 0.015
0 0.665 + 0.023 0.529 + 0.004
1 0.530 + 0.037 0.463 + 0.030
2 0.461 + 0.012 0.477 £ 0.000
3 0.424 + 0.007 0.499 + 0.015
37 4 0.429 £ 0.024 0.597 + 0.000
5 0.423 + 0.044 0.601 + 0.072
6 0.401 + 0.022 0.582 + 0.014
0 0.463 + 0.008 0.571 + 0.027
1 0.447 £ 0.021 0523 + 0.011
2 0.461 + 0.011 0.534 + 0.019
3 0.473 + 0.026 0.479 £ 0.019
45 4 0.460 = 0.003 0.466 + 0.047
5 0.447 + 0.013 0.403 + 0.007
6 0.433 + 0.003 0.399 + 0.028

Kohezif yapiskanlik, tekstir analiz cihazinda ikinci sikistirma aminda elde edilen pozitif

kuvvet alaninin, birinci sikistirmada elde edilen pozitif kuvvet alamina oranlanmasi ile elde
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edilen bir deger olmasi nedeniyle birimsizdir. Duyusal anlamda triintin deformasyon miktart,

fiziksel anlamdaise i¢ baglarin kuvveti hakkinda bilgi verir (Szczesniak 1998).

Normal ve kepekli ekmeklerde kohezif yapiskanlik 6lglimune ait varyans analizi sonuglar
Cizelge 4.19.da verilmistir. Sonuglar, normal ve kepekli ekmeklerin kohezif yapiskanlik
degeri Uzerine sicaklik derecesi, ekmek tipi ve muhafaza siresinin istatistiki olarak 6nemli
duzeyde (p<0.01) etkisi oldugunu gostermektedir. Ayrica sicaklik x ekmek tipi, sicaklik x
muhafaza suresi ve sicaklik x ekmek tipi x muhafaza sires arasindaki interaksiyonlarin
ekmeklerin kohezif yapiskanlik degeri Uzerine 6nemli etkisinin (p<0.01) oldugu saptanirken,
ekmek tipi x muhafaza sliresi arasindaki interaks yonun bu degerin degisimi Uzerine istatistiki

olarak 6nemli diizeyde etkisinin bulunmadig: belirlenmistir.

Cizelge 4.19. Normal ve kepekli ekmeklerin kohezif yapiskanlik dlgimlerine ait varyans
analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F
Sicaklik (A) 3 0.15784482 193.59"
Ekmek Tipi (B) 1 0.03308594 4058~
Muhafaza Siires (C) 6 0.06757318 82.88"
AXxB 3 0.00384322 471"
AxC 18 0.00783101 9.60"
BxC 6 0.00108354 1.33
AxBxC 18 0.00637852 7.82"
Hata 56 0.00081535

(") P<0.01 seviyesinde farklilik ifade eder.

Normal ve kepekli ekmeklerin kohezif yapiskanlik degeri ortalamalarina ait Duncan Coklu
Karsilastirma Testi sonuclar: Cizelge 4.20." de verilmistir.

Ekmeklerin kohezif yapiskanlik degeri Uzerine denemede uygulanan farkli sicaklik
dereceerinin p<0.05 seviyesinde farkli etkiler gosterdigi, dolayisiyla sicaklik dereceleri
arasinda istatistiki olarak onemli dizeyde farklilik oldugu Cizelge 4.20.’de gorulmektedir.
37°C disinda, sicaklik derecesi arttikga kohezif yapiskanlik degerine ait ortalamanin da arttigi
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anlasilmaktadir. En yiksek ortalamanin 37°C’ de muhafaza edilmis ekmeklere ait olmasi ise

yine bu sicakligin, bakterinin optimum gelisme sicakligi olmasindan kaynaklanmaktadr.

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore kepekli ekmegin kohezif yapiskanlik
degerine ait ortalamanin daha yiksek olmasi, muhafaza boyunca bu tip ekmeklerde meydana
gelen deformasyonun ¢ok daha fazla oldugunun bir kamiti olmaktadir. Dolayisiyla siinme
hastaliginin gelisimi ile birlikte kepekli ekmeklerin i¢ bag kuvvetinin norma ekmeklere gore
daha fazla zayifladigi sdylenebilir.

Cizelge 4.20.' ye gore; kohezif yapiskanlik degeri agisindan 0. ve 1. gunler arasinda p<0.05
Onem seviyesinde farklilik varken; 2., 3. ve 4. gunler istatistiki olarak 0. ve 1. gunden farkl
olmakla birlikte kendi aralarinda fark igermemektedirler. Yine aym sekilde kohezif
yapiskanlik degeri agisindan 5. ve 6. ginler istatistiki olarak diger guinlere gore farkli, ancak
kendi aralarinda ayni etkiyi gostermektedirler. Carr ve Tadini (2003) maya ve bitkisel yag
ilave edilmis ekmeklerin, Carr ve Tadini (2006) depolama suresince kismi pismis
dondurulmus ekmeklerin, Wang vd (2002) farkl1 tipte lif ilave edilmis ekmeklerin kohezif
yapiskanlik degerindeki degisimin istatistiki olarak 6nemsiz oldugunu belirlemiglerdir.

Cizelge 4.20. Normal ve kepekli ekmeklerin kohezif yapiskanlik 6lglimi ortalamalarina ait
Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglar

37°C 45°C 25°C 4°C
Sicakhk 0.506%+ 0.016 0.468"+ 0.010 0.395°+ 0.018 0.337%+ 0.019
(N=28) (N=28) (N=28) (N=28)
Ekmek Kepekli Normal
Tipi 0.444%+ 0.015 0.409°+ 0.013
(N=56) (N=56)
0 1 2 3
0.564% + 0.015 0.443° + 0.017 0.420° + 0.019 0.404° + 0.019
) (N=16) (N=16) (N=16) (N=16)
Sire
4 5 6
0.402° + 0.026 0.382° + 0.028 0.373%+ 0.026
(N=16) (N=16) (N=16)

Degisik harfler, ortalamalarin p<0.05 seviyesinde farkl1 oldugunu gosterir.
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Bu baglamda, Cizelge 4.18. ve muhafaza stires: boyunca ekmeklerin kohezif yapiskanlik
degerinde meydana gelen degisimin grafiginin gosterildigi Sekil 4.9. incelendiginde 4°C’ de
muhafaza edilmis norma ve kepekli ekmeklere ait kohezif yapiskanlik degerleri sonuclarinin
birbirine gok yakin oldugu, sirekli bir azalis gergeklestigi ancak bu azalisin yalmzca 1. glinde
belirgin oldugu gorulmektedir. Bu azais, 4°C’de mikroorganizma gelismesinin olmamasi
nedeniyle ekmeklerde siinme olmamasi, bilakis bayatlama sonucu ekmek icinin kuru kirilgan
bir yap1 almasindan kaynaklanmaktadir.

25°C’de muhafaza edilmis ekmeklere ait sonuglara bakildiginda (Sekil 4.9.), 4°C'de elde
edilmis grafikler ile benzer egilim gosterdigi ancak degerlerin biraz daha yuksek oldugu gbze
carpmaktadir. 25°C’de ekmek i¢ci muhafaza sicakligi bakteri optimum gelisme sicakligindan
uzak oldugu icin slinme ge¢ gelismekte, bu arada ekmek i¢i bayatlama nedeniyle kismen kuru
ve kirillgan bir yap1 kazanmakta, dolayisiyla yapiskanlik degeri azalmaktadir. 4°C’de elde
edilen grafiklere gore tek farklilik kepekli ekmeklerde 6. guinde bir artis gozlenmis olmasidir.
Bu durum da kepekli ekmeklerdeki siinmenin 6. giinde artik belirginlesmesi ile birlikte ekmek
ici baglarinda meydana gelen zayiflamadan kaynaklanmaktadir.

Sekil 4.9.’da 45°C'de muhafaza edilmis ekmeklere ait grafiklerin 4°C ve 25°C’deKi
grafiklere gore biraz daha farkl: oldugu gortlmektedir. ilk giin gerceklesen azalistan sonra
hafif bir artis gbzlenmis, bu artis 3. giinde de devam etmis, bundan sonra ise ¢ok az olmakla
birlikte surekli bir azalis gerceklesmistir. Her iki ekmek tipi icin de durum, aym sekilde
seyretmistir. 45°C’'de ise ekmek ici hizl1 sindigu halde yuksek sicaklik nedeniyle kohezif
yapiskanlik pek bir artis gosteremeyip, ¢ok az dismektedir. Bu durum sicakligin viskozite
Uzerindeki dusurucu etkisi, ekmek iginin yiksek sicaklik nedeniyle daha yumusak kalmasi,

siinme sonucu olusan ipliksi yapimn daha bir akiskanlik kazanmasina dayandirilabilir.

37°C de muhafaza edilen kepekli ekmeklerde kohezif yapiskanligin artis egiliminde oldugu
Sekil 4.9."da gorulmektedir. Bu da 37°C’ de siinmenin optimum gelismesiyle birlikte nisasta
ve proteinlerin parcalanmasi nedeniyle i¢ baglarin kuvvetinin azaldigim dolayisiyla kohezif
yapiskanlik degerinin arttigim gostermektedir. Normal ekmeklerde bu degerin azalmas ise
sinme etkisi ile bayatlama etkisinin rekabetine dayandirilabilir.
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4.4.4. Ekmeklerde elagtikiyet 6lgimineait sonuclar

Normal ve kepekli ekmeklerin muhafaza sicaklik ve siiresine bagl elastikiyet 6lgim

sonuclar: Cizelge 4.21."de verilmistir.

Cizelge 4.21. Normal ve kepekli ekmeklerin muhafaza sicaklik ve siresine bagl
elastikiyet 6l¢iim sonuglar: (X = SE)

Sicaklik (°C) Slre Normal Ekmek Kepekli Ekmek
(gun)
0 0.806 + 0.021 0.763 + 0.002
1 0.953 + 0.002 0.845 + 0.008
2 0.935 + 0.029 0.956 + 0.019
3 0.928 + 0.017 0.917 £ 0.022
4 4 0.965 + 0.014 0.972 + 0.031
5 1.091 + 0.107 0.950 £ 0.009
6 0.964 + 0.020 0.951 + 0.002
0 0.942 + 0.002 0.899 + 0.006
1 1.076 = 0.045 0.924 + 0.021
2 1.124 + 0.187 0.887 + 0.053
3 0.938 + 0.003 0.874 + 0.056
25 4 0.951 £+ 0.015 0.798 + 0.041
5 0.962 + 0.036 0.911 £+ 0.022
6 0.884 + 0.082 0.814 + 0.024
0 0.909 £ 0.007 0.735 + 0.008
1 0.886 + 0.029 0.849 + 0.020
2 0.847 + 0.036 0.915 + 0.053
3 0.946 + 0.018 0.941 £ 0.007
37 4 0.934 + 0.003 0.969 + 0.012
5 0.924 + 0.008 1.044 + 0.112
6 0.927 + 0.036 0.981 + 0.012
0 0.700 + 0.028 0.761 + 0.020
1 0.758 + 0.020 0.832 + 0.032
2 0.862 + 0.003 0.867 + 0.049
3 0.801 + 0.018 0.876 + 0.020
45 4 0.876 + 0.033 0.929 + 0.032
5 0.890 + 0.014 0.816 + 0.022
6 0.865 + 0.031 0.859 + 0.067

Normal ve kepekli ekmeklerde elastikiyet 6lglimine ait varyans analizi sonuglar
Cizelge 4.22."de verilmistir. Ekmeklerin elastikiyet degeri Uzerine etkisi bakimindan
sicaklik ve muhafaza siiresinin %1, ekmek tipinin ise %5 6nem seviyesinde istatistiki
olarak 6nemli oldugu gorilmektedir. Bununlabirlikte sicaklik x ekmek tipi ve sicaklik x
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muhafaza slires arasindaki interaksyon istatistiki olarak onemli (p<0.01) bulunurken,
ekmek tipi x muhafaza siires arasindaki interaksiyon ile varyasyon kaynaklart
arasindaki UclU interaksiyonun ekmeklerin elastikiyet degeri Uzerine 6nemli bir etkisinin

olmadigi gorulmdastir.

Cizelge 4.22. Normal ve kepekli ekmeklerin elastikiyet dlglimlerine ait varyans analizi

sonuglart

Varyasyon Kaynaklari SD KO F

Sicaklik (A) 3 0.05568032 15.00
Ekmek Tipi (B) 1 0.02351901 6.34

Muhafaza Siires (C) 6 0.02925812 7.88"
AXxB 3 0.02626201 7.07"
AxC 18 0.01095096 295"
BxC 6 0.00175670 0.47

AxBxC 18 0.00641956 1.73

Hata 56 0.00371249

(") P<0.05 seviyesinde, (") P<0.01 seviyesinde farkl1lik ifade eder.

Normal ve kepekli ekmeklerin elastikiyet 6lgimi ortalamaarina ait Duncan Coklu
Karsilastirma Testi sonuglart Cizelge 4.23."de, muhafaza siires boyunca ekmeklerin

elastikiyet degerinde meydana gelen degisimin grafigi Sekil 4.10."da verilmistir.

Cizelge 4.23’e gore sicaklik dereces arttikga ekmeklerin elastikiyet degeri
ortalamalar1 azalmaktadir. Ancak sonuglar istatistiki olarak incelendiginde, p<0.05
Onem seviyesinde 4°C, 25°C ve 37°C’'de muhafaza edilmis ekmeklere ait elastikiyet
Olcimleri arasinda hicbir farklilik olmadigi anlasilmaktadir. Bu t¢ sicaklik derecesi,
elastikiyet Gzerine aym etkiyi gostermistir. 45°C’ de muhafaza edilmis ekmeklerde ise
elastikiyet degeri ortalamasinin daha dustik oldugu gorulmektedir.

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuclari, ekmek tipleri arasinda elastikiyet degeri
acisindan istatistiki olarak p<0.05 6nem seviyesinde farklilik oldugunu ve normal
ekmekteki elastikiyet 6lgimine ait ortalamamin (0.916) kepekli ekmektekine (0.887)
gore daha yuksek oldugunu gostermektedir. Elastikiyet, Grinun ilk sikistirma esnasinda
deforme olduktan sonra geri donustnun ne kadar iyi olduguyla ilgili bir degerdir.
dolayisi ile drinun eski halini alma yetenegi hakkinda bilgi verir. Bu durumda siinme
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ile birlikte normal ekmegin kepekli ekmege gore eastikiyetini daha iyi korudugundan
soz edilebilir. Ayrica Wang vd (2002) farkl: tipte lif katkilamann ekmeklerin elastikiyet
degerini azalttigim saptamiglardir. Shah vd (2006) de ekmek hamurlarini ksilanazla
katkilamanin elastikiyet degerini etkilemedigini  belirlemis, kontrol Orneklerinde
elastikiyet degerini 0.84, ksilanazli ekmeklerdeise 0.79 oldugunu bulmuglardir.

Cizelge 4.23."de muhafaza sures dikkate alindiginda, ekmeklerin elastikiyet 6lcimu
ortalamalar: agisindan iki farkli grup olustugu gozlenmistir. 1, 2, 3, 4, 5 ve 6. gunler
arasinda istatigtiki olarak herhangi bir farkliligin olmadigi, 0. gin degerinin ise
bunlardan farkli (p<0.05) ve daha dustk oldugu anlasilmaktadir. 1-6. gunler arasinda
elastikiyet degeri agisindan istatistiki olarak bir farklilik olmasa da bu gunler arasindaki
degisimin belirli bir dizen iginde olmamasi her gun yeni bir ekmegin analize
alinmasindan kaynaklanmaktadir. Gunler arasinda istatistiki olarak farklilik olmadig:
Sekil 4.10."da da gorilmektedir. Carr vd (2006) kismi pismis dondurulmus ekmeklerin
elastikiyet degerinin 7 gunlik depolama siires boyunca istatistiki olarak degismedigini
saptarken, kismi pismis ekmekleri 9 aya kadar depolayan Vulucevic vd (2004) ise 4
hafta depolama sonunda elastikiyeti, onemli Ol¢ide bozulan bir parametre olarak
belirlemislerdir. Carr ve Tadini (2003) maya ve bitkisel yaglarin kismi pismis
dondurulmus ekmeklerin fiziksel ve tekstirel Ozellikleri Uzerindeki etkisini
belirledikleri caligmada, farkli miktarlarda maya ve bitkisel yag ilavesinin elastikiyet
degerini 6nemli diizeyde etkilemedigini belirlemislerdir.

Cizelge 4.23. Normal ve kepekli ekmeklerin elastikiyet dlcimi ortalamalarina ait
Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglar

4°C 25°C 37°C 45°C
Sicakhk 0.928°+ 0.016 0.927% + 0.020 0.915% + 0.015 0.835° + 0.013
(N=28) (N=28) (N=28) (N=28)
Ekmek Nog mal Kebpekll
Tipi 0.916°+ 0.014 0.887° + 0.011
(N=56) (N=56)
5 4 2 6
0.948%+ 0.026 0.924® + 0.016 0.924® + 0.029 0.905® + 0.018
) (N=16) (N=16) (N=16) (N=16)
Sire
3 1 0
0.902® + 0.014 0.890° + 0.024 0.814° + 0.022
(N=16) (N=16) (N=16)

Degisik harfler, ortalamalarin p<0.05 seviyesinde farkl1 oldugunu gosterir.
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4.4.5. Ekmeklerde zamkslik analizine ait sonuglar

Normal ve kepekli ekmeklerin muhafaza sicaklik ve sliresine bagli zamksilik analizi

sonuclart Cizelge 4.24." de verilmistir.

Cizelge 4.24. Normal ve kepekli ekmeklerin muhafaza sicaklik ve siresine bagl
zamksilik analizi sonuglar: (X + SE)

Sicaklik (°C) Sire Normal Ekmek Kepekli Ekmek
(gun)

0 254.869 + 12.350 301.067 £ 29.953
1 231.082 £ 3.693 211431 £ 15.055
2 234.343 £+ 3.680 331.720 + 18.691
3 241.739 + 46.601 320.383 £ 37.318
4 4 205.731 £ 40.136 294.359 + 33.025
5 242443 + 28.134 339.003 £ 10.911
6 237.035 £ 24.163 273.016 £+ 26.210

0 263.567 £ 30.650 276.264 £ 9.155
1 217.531 £ 9.600 263.733 £ 10.987

2 205.482 + 19.554 201.082 £ 7.161
3 161.164 + 0.112 198.685 + 20.899
25 4 162.306 + 0.616 189.014 + 16.304
5 122.044 + 7.442 266.283 £ 6.944
6 117.273 + 14.423 281.703 + 28.003

0 204.859 £ 15.510 258.706 £ 7.810
1 218.040 £ 22.930 112.377 + 25.265

2 145.632 + 1.331 94.800 + 5.503

3 123.114 + 13.899 87.798 £ 5.703
37 4 103.900 + 2.167 100.243 + 14.778
5 88.590 + 7.417 137.724 + 3.964

6 71.647 £ 2.303 116.575 + 9.400
0 210.246 + 10.094 242.716 £ 26.035
1 213.917 + 18.593 245.645 £ 15.361
2 157.307 + 6.042 292.638 + 43.654
3 159.264 + 4.835 289.286 * 16.454

45 4 119.499 + 1.702 310.030 £ 3.519
5 129.326 + 3.517 116.360 + 9.460
6 122.705 + 14.787 164.735 + 17.820

Zamksilik fiziksel anlamda yar1 kat1 bir gida maddesini yutmaya hazir hale getirmek

amaciyla parcalamak icin gerekli enerji, duyusal anlamda ise yar1i kati gidamn

cignenmeye karsi gosterdigi direng olarak tammlanir (Szczesniak 1998).

89



Ekmekte tekstir olgumia ile ilgili yapilmis calismalarda zamksilik analizine
rastlanmamustir. Bunun nedeni, sertlik x kohezif yapiskanlik olarak hesaplanan
zamksilik degerinin, yalmzca yar1 kati gidalara uygulanabilir olmasidir (Szczesniak
1998, Anonymous 2007). Ancak muhafaza siires boyunca Bacillus faaliyeti nedeniyle
sunmus olan ekmeklerde, tekstir dlgiimunde kullamlabilecek bir parametre olarak
distnilmastar. Bu durumda 4°C’de muhafaza edilmis olan ekmeklerde zamksilik
Olcim sonuclart ¢ok anlamli degildir. Cunkd bu sicaklikta, ekmeklerde siinme

gerceklesmedigi icin ekmek icinde bir sivilasma s6z konusu olmamaktadir.

Normal ve kepekli ekmeklerde zamksilik degerine ait varyans analizi sonuglart
Cizelge 4.25' de verilmistir. Cizelge incelendiginde ekmeklerin zamksilik degeri Gzerine
her G¢ temel varyasyon kaynagimin yam sira bunlarin aralarindaki interaksiyonlarin da
istatistiki olarak 6nemli diizeyde (p<0.01) etkis oldugu gorilmektedir.

Cizelge 4.25. Normal ve kepekli ekmeklerin zamksilik degerine ait varyans analizi

sonuglart

Varyasyon Kaynaklari SD KO F
Sicaklik (A) 3 82577.7730 116.01°
Ekmek Tipi (B) 1 65351.7100 91.81"
Muhafaza Siiresi (C) 6 11286.6664 15.86"
AxB 3 9932.4216 13.95"
AxC 18 4538.5730 6.38"
BxC 6 3687.9397 518"
AxBxC 18 3862.3206 5.43"
Hata 56

(") P<0.01 seviyesinde farkl1l 1k ifade eder.

Normal ve kepekli ekmeklerin zamksilik degeri ortalamalarina ait Duncan Coklu
Karsilastirma Testi sonuclar: Cizelge 4.26." da verilmistir.

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari, zamksilik degeri ortalamasinin 4°C’ de
muhafaza edilmis ekmeklerde (265.59) en yiiksek, sinmenin optimum oldugu 37°C’ de
muhafaza edilmis ekmeklerde (133.14) ise en disuk oldugunu gostermektedir. Ancak
4°C’'de muhafaza sirasinda ekmekler kati hallerini koruduklarindan bu sicakliktaki
zamksilik degerinin bir anlami olmamaktadir. 25°C (209.01) ve 45°C'de (198.12)
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muhafaza edilmis ekmeklerin zamksilik degeri ortalamalar: arasinda ise istatistiki olarak
herhangi bir farkliligin olmadig1 gorulmektedir. Bu iki sicaklik derecesinin zamksilik

degeri Uizerine etkisi aynidir.

Daha once de bildirildigi gibi zamksilik, sertlik x kohezif yapiskanlik olarak
belirlenir. Bu durumda kepekli ekmegin sertlik (Bkz. Cizelge 4.14.) ve kohezif
yapiskanlik (Bkz. Cizelge 4.20.) degerlerinin daha yuksek olmasi, Cizelge 4.26." ya gore
kepekli ekmegin zamksilik degeri ortalamasinin (225.62) norma ekmege gore (177.31)
daha yiksek olmasinin nedenini de agiklamaktadir. Bu sonucu etkileyen temel faktorler
yine ekmeklerin baslangi¢ Bacillus yuki ve su aktivites olmaktadir. Kepekli ekmegin
su aktivitesinin daha distik olmast muhafaza slresince daha sert kalmasina, bu da
zamksilik degerinin yikselmesine neden olmaktadir. Zamksilik degerinin yiiksek olmast
da kepekli ekmegin cignenmeye karsi1 gosterdigi direncin daha fazla olmasi ve ekmegi

parcalamak icin daha fazlaenerji harcanmasi gerektigi anlamina gel mektedir.

Zamksilik, yar: kat1 gidalara uygulanabilir bir parametre olmasina ragmen Shah vd
(2006) ksilanaz ile katkiladiklari ekmeklerde zamksilik 6lglimi yapmiglardir. Sertligin
dort kattan fazla azaldigini, kohezif yapiskanligin arttigin, elastikiyet ve zamksiligin ise
azadigim belirlemiglerdir. Kslanaz icermeyen ekmeklerde zamksilik 9.33 iken,
ksilanaz katkili ekmeklerde bu deger 6.42'ye dusmustir. LiterattUrde bildirilen
degerlerin bu tez calismasinda bulunan degerlere gore ¢ok diisiik olmasimn nedeni, bu
tez caismasinda sertlik gram olarak Olgulurken Shah vd'nin (2006) calismasinda
Newton cinsinden Olculmis olmasidir. Selllaz, ksilanaz ve B-glukanazin ekmek
tekstir Gzerindeki etkisini inceleyen Haros vd (2002) de sertlik, zamksilik ve

cignenebilirligin azaldigin saptamiglardr.

Cizelge 4.26. muhafaza slires agisindan incelendiginde 0. glinde zamksilik degerine
ait ortalama en yuksek iken (265.59) zamanla surekli azalmistir. Ancak istatistiki olarak
%5 o6nem seviyesinde 1. ginden 6. gune kadarki zaman dilimi iginde zamksilik
degerinde 6nemli duizeyde bir degisim gbzlenmemistir. Yani istatistiki olarak bu sire
icindeki azalis g0z arch edilebilecek kadar azdir. Fakat 0. glin degeri diger gunlerden
Oonemli seviyede (p<0.05) farkhdr.
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Cizelge 4.26. Norma ve kepekli ekmeklerin zamksilik degeri ortalamalarina ait
Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

4°C 25°C 45°C 37°C
Sicak ik 265.59° + 9.72 209.01° +10.74 198.12° +13.24 133.14° +10.60
(N=28) (N=28) (N=28) (N=28)
Ekmek Kegekll Norbmal
Tipi 225.62%+10.99 177.31°+ 7.78
(N=56) (N=56)
0 1 2 3
251.54%+ 9.30 214.22° +11.67 207.88°+19.42 197.68°°+20.49
. (N=16) (N=16) (N=16) (N=16)
Sire
4 5 6
185.64“+20.37 180.22%+21.97 173.097 +19.10
(N=16) (N=16) (N=16)

Degisik harfler, ortalamalarin p<0.05 seviyesinde farkl1 oldugunu gosterir.

Sekil 4.11.’de normal ve kepekli ekmeklerde tekstir Olglimune ait resimler

gosterilmistir.

Sekil 4.12.’de muhafaza siresi boyunca ekmeklerin zamksiliginda meydana gelen
degisimin grafigi verilmistir. Buna gore 25°C’de muhafaza edilen norma ekmeklerin
zamksiliginda 3. gune kadar gozlenen surekli azalmamn 4. ginde sabit kaldigi, 5. gin
tekrar azaldigi ve sabitlendigi; muhafaza siires sonunda normal ekmeklerin zamksilik
degerinin yaklasik %55 azaldigi gorulmektedir. Kepekli ekmeklerde ise durum biraz
daha farkl1 seyretmistir. 4. gline kadar gozlenen stirekli azalma, 5. glinde yerini artisa
birakmigtir. Bunun nedeni de kepekli ekmegin sertlik degerinde 5. giinde meydana
gelen ani artistir. Muhtemeldir ki bu durumun sebebi, farkl1 bayatlama ve siinme olgusu,
bir tesir karismas: veya deneysel hata da olabilir.

37°C de muhafaza edilen kepekli ekmeklerde hesaplanan zamksilik degerleri ilk giin
keskin bir disusle yaridan asagiya inmis, diger 4 gun boyunca hemen hemen aym
duzeyde sabit kalmis, 5. gunde ¢ok hafif artmig, 6. glinde tekrar azalmistir. Normal
ekmekte ise muhafaza siires boyunca siirekli bir azalma oldugu ve 2. giinde azalmanin
en bariz oldugu gozlenmistir. Kepekli ekmegin zamksilik degerindeki toplam azalma
yaklasik %55 iken normal ekmegin zamksilik degerindeki azalma yaklasik % 65'tir.
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45°C’de muhafaza sirasinda ise kepekli ekmeklerin zamksilig: ilk 4 gin artmis, 5.
gunde keskin bir dists gostermis, 6. gin ise hafif bir yikselme gostermistir. Normal
ekmeklerde ise zamksilik degerinde tutarsiz bir degisim s6z konusudur. Bu durum
sertlik ve kohezif yapiskanliga bagli olarak ortaya ¢ikan bir degisim oldugu icin, her iki
parametrenin degisimi Uzerinde etkili olan, bakteri ¢cogalmasi, metabolik aktivitesi ve
bayatlama Uizerine etkili faktorler ve sinme sonucu olusan hidrolizatin karakteristikleri
ile sicaklhigin birlikte degerlendiriimesiyle agiklanabilecek oldukga kompleks bir
olaydir. 4°C’'de muhafaza edilmis ekmeklerde zamksilik olgimu bir anlam ifade
etmediginden grafikte sadece degisimi gostermek amaciyla verilmis, agiklama yapmaya
gerek duyulmamustir.

a) Kepekli ekmek b) Normal ekmek

Sekil 4.11. Norma ve kepekli ekmeklerde tekstir olgimi
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4.4.6. Ekmeklerde gignenebilirlik analizine ait sonuglar

Normal ve kepekli ekmeklerin muhafaza sicaklik ve siresine bagli cignenebilirlik

analizi sonuglar1 Cizelge 4.27.' de verilmistir.

Cizelge 4.27. Normal ve kepekli ekmeklerin muhafaza sicaklik ve siresine bagl
cignenebilirlik analizi sonuglar: (X = SE)

Sicaklik (°C) Slre Normal Ekmek Kepekli Ekmek
(gun)
0 205.937 £ 4.479 229.457 £ 21.340
1 220.463 £ 4.126 178.550 + 10.995
2 218.879 £ 9.891 317.448 £ 24.356
3 223.666 * 39.564 291.566 * 26.356
4 4 198.267 + 35.875 286.885 + 43.872
5 255.216 + 44.693 321.888 £ 8.377
6 227.625 + 18.896 260.547 £+ 25.202
0 247.715 £ 28.871 249.876 £ 11.132
1 233.312 £ 22.429 243.132 £ 3.415
2 232.772 £ 58.759 177.255 + 4.440
3 150.674 + 1.316 174.695 + 28.480
25 4 154.207 + 3.282 152.208 + 6.093
5 117.483 + 11.410 243.286 + 0.051
6 113.626 + 14.606 228.719+ 16.111
0 186.364 + 15.545 190.535 + 4.766
1 193.570 + 14.117 95.929 + 22.815
2 122.506 + 4.849 87.565 + 9.768
3 115.870 + 10.695 83.121 + 4.877
37 4 97.375 £ 2.102 97.362 + 15.612
5 81.547 + 7.095 143.389 + 19.490
6 65.987 + 5.563 114.422 + 8.092
0 146.530 + 1.261 184.523 + 24.006
1 161.751 + 18.927 204.892 £ 21.272
2 135.135 + 5.863 256.033 £ 52.415
3 127.249 + 7.328 253.264 £ 20.040
45 4 106.118 + 6.665 287.448 + 13.932
5 115.451 + 5.143 91.320 + 11.683
6 107.621 + 12.354 140.564 + 4.281

Cignenebilirlik fiziksel anlamda kat1 bir gida maddesini yutmaya hazir hale getirmek
amaciyla pargalamak icin gerekli enerji, duyusal anlamda ise saniyede bir gigneme
olacak sekilde gidanin cignenebilmesi icin gerekli cigneme sayisi ve gidanin
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konsistensini ¢ignemeye uygun hale getirebilmek icin uygulanan sabit orandaki kuvvet
olarak tammlanmir (Szczesniak 1998), eastikiyet x zamksilik olarak hesaplanir
(Anonymous 2007).

Cignenebilirlik, yalmzca kat1 gidalara uygulanabilen bir parametre olmas nedeniyle
sinme hastalig: ile birlikte sivilasarak yari kati hale gegen ekmeklerde 6lguminin
bilimsel olarak uygun olmadig: dustintlebilir. Ancak zamksilik verileri ile benzerlik arz
etmesinden dolayr siinme hastaligi ile birlikte ekmek i¢i yapisinda meydana gelen
degisimlerin agiklanmasinda kullanilip kullanmlamayacagimn test edilmesi bakimindan
denemeye dahil edilmistir.

Normal ve kepekli ekmeklerde cignenebilirlik degerine ait varyans analizi sonuglar:
Cizelge 4.28. de verilmistir. Cizelgeye gore ekmeklerin gignenebilirlik degeri; sicaklik
derecesi, ekmek tipi ve muhafaza siires ile sicaklik dereces x ekmek tipi, sicaklik
dereces x muhafaza sliresi, ekmek tipi x muhafaza siires ile bunlar arasindaki Uclu

interaksiyonlar tarafindan istatistiki olarak dnemli diizeyde (p<0.01) etkilenmektedir.

Cizelge 4.28. Normal ve kepekli ekmeklerin cignenebilirlik degerine ait varyans
analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F

Sicaklik (A) 3 77720.7271 92.77"
Ekmek Tipi (B) 1 37373.2591 46"
Muhafaza Siires (C) 6 4223.2590 5.04"
AXxB 3 8129.2891 9.70"
AxC 18 5176.3457 6.18"
BxC 6 3789.2882 452"
AxBxC 18 3595.6804 429"
Hata 56 837.7944

(") P<0.01 seviyesinde farkl1lik ifade eder.

Normal ve kepekli ekmeklerin gignenebilirlik degeri ortalamalarina ait Duncan Coklu
Karsilastirma Testi sonuclar: Cizelge 4.29." da verilmistir.

Cizelge 4.29. incelendiginde her bir sicaklik derecesinin gignenebilirlik Gzerindeki
etkisinin istatistiki olarak 6nemli dizeyde (p<0.05) farkli oldugu gorulmektedir.
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Sicaklik derecesine bagli olarak stinmenin gergeklesme seviyesine gore gignenebilirlik
degerleri azalmisg, sinmenin optimum oldugu 37°C’de en disik degere (119.68)
ulasmustir. Dolayisiyla sadece siinmis ekmekte yapilan degerlendirme bir anlam ifade
etmeyebilir. Ancak bu tez ¢alismasinda oldugu gibi muhafaza siires boyunca diizenli
olarak yani hem saglam hem de hastalikli ekmeklerde yapilan olcumlerle birlikte,
sonuglar arasinda bir karsilastirma yapmak mumkin olabileceginden cignenebilirlik
verilerinin, sinme hastaligimn  ekmek icinde meydana getirdigi  degisimin

aciklanmasinda kullanilabilecegi diistinilmektedir.

Ekmek tipinin cignenebilirlik degerini istatistiki olarak farkli seviyelerde (p<0.05)
etkiledigi Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarinda gosterilmistir. Zamksilik x
elastikiyet olarak hesaplanmasi nedeniyle bu testlerde yapilan agiklamalar
cignenebilirlik icin de gegerlidir. Kepekli ekmegin eastikiyet (Bkz. Cizelge 4.23.)
degeri norma ekmege gore daha disuk olsa da sertlik (Bkz. Cizelge 4.14.) ve kohezif
yapiskanlik (Bkz. Cizelge 4.20.) dolayisiyla da zamksilik (Bkz. Cizelge 4.26.) degerinin
yuksekligi ¢ignenebilirlik degerinin de yiksek olmasina neden olmustur.

Cizelge 4.29. Normal ve kepekli ekmeklerin cignenebilirlik degeri ortalamalarina ait
Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglar

4°C 25°C 45°C 37°C
Sicak ik 245.46% + 9.71 194.21° +10.25 165.56° +12.19 119.687+ 8.27
(N=28) (N=28) (N=28) (N=28)
Ekmek Kepekli Normal
Tipi 199.50°%+10.17 162.96° + 7.90
(N=56) (N=56)
0 2 1 3
205.12° + 9.62 193.45%+20.10 191.45%+12.18 177.51°°+18.37
. (N=16) (N=16) (N=16) (N=16)
Sire
4 5 6
172.48>+19.82 171.20°+22.16 157.39° +17.62
(N=16) (N=16) (N=16)

Degisik harfler, ortalamalarin p<0.05 seviyesinde farkl1 ol dugunu gosterir.

Cizelge 4.29. muhafaza sires agisindan incelendiginde, sinme ile birlikte
cignenebilirlik degerlerinde bir azalma oldugu gorulmektedir. Ancak istatistiki olarak

%5 Onem seviyesinde ara gunler arasinda gignenebilirlik degeri agisindan bir farkliligin
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olmadigi, 0. ve 6. gunler arasinda ise 6nemli seviyede (p<0.05) farklilik oldugu
anlasiimaktadir.

Cignenebilirlik parametres ile zamksilik parametresi her iki tip ekmekte de
neredeyse aym degerler zannedilecek kadar birbirine yakin ve parael bulunmustur.
Sayisal deger olarak birbirlerinin aymsi olmasalar da muhafaza sires boyunca
grafiklerin egilimi (artma-azalma duizeni) neredeyse birbirinin aymdir. Dolayisiyla
zamksilik icin yapilan agiklamalara benzer sekilde sinme ile ¢ignenebilirlik arasindaki

iliskiyi de tammlamak mimkinddr.

Muhafaza stresi boyunca ekmeklerin cignenebilirliginde meydana gelen degisimin
grafiginin verildigi Sekil 4.13.’e gore 4°C'de muhafaza edilen kepekli ekmeklerin
cignenebilirlik 6zeligi ilk gun azalmis, 2. gun yaklasik %80 artmig, 3. ve 4. gunde

azalan deger, 5. gun tekrar artmig, 6. gun ise azal mgtir.

Normal ekmekte muhafaza siresi boyunca dizenli bir artis ya da azalis egilimi
gozlenmemekle birlikte 6 giin muhafaza sonunda ekmeklerin gignenebilirlik degerinde
0. glne gore yaklasik %10’luk bir artis gerceklesmistir. 25°C’de muhafaza edilen
kepekli ekmeklerde gignenebilirlik degerinde 4. gune kadar suren strekli azalis, 5.
gunde yerini artisa birakmis, 6. giin bu deger yeniden azalmigtir. Normal ekmeklerde
ise cignenebilirligi 3. guine kadar stirekli azalmis, 4. gun ¢ok hafif arttiktan sonra tekrar
azalisa gecmistir. 37°C’ de muhafaza edilen kepekli ekmeklerde ¢ignenebilirlikte 4. giine
kadar duzenli olmamakla birlikte bir azalma, 4. ve 5. ginlerde ¢ok az artma, 6. giinde
ise tekrar azalma gorulmustir. Normal ekmeklerde ise ilk gin gdzlenen gok az bir
artistan sonra surekli bir azalma gergeklesmistir. 45°C’de muhafaza edilen kepekli
ekmeklerde ise 4. gune kadar ¢ok diizenli olmamakla birlikte hafif bir artig, 5. giinde
keskin bir dusus ile yaklasik %68’lik bir azalma, 6. ginde ise hafif bir tekrar artis
meydana gelmistir. Normal ekmeklerde ise ilk gtin ¢cok az artan ¢ignenebilirlik degeri,
4. gune kadar surekli azalmis, sonra yine ¢ok az bir artistan sonra azalisa gegmistir. Bu
olay oldukga kompleks olup, zamksilik parametresinde oldugu gibi agiklanabilir.
Gambaro vd (2006), depolama stiresince ekmeklerin gignenebilirliginin 6nemli diizeyde

arttigim, Carr vd (2006) ise kismi pismis dondurulmus ekmeklerde ¢gignenebilirligin 4.
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gune kadar azalip sonra arttigim belirlemislerdir. Bu tez ¢alismasinda 4°C’ ye ait olan
bulgular Gambaro vd (2006) tarafindan bildirilen sonuclara benzerlik gostermektedir.
Diger bulgular ise tamamen sinme ile meydana gelen sivilastirma etkisi ile bayatlama

sonucu olusan sertlik ve kirillganlik arasindaki degisim veiliskilerle agiklanabilir.

4.4.7. Ekmeklerde esneklik dlgimiine ait sonuclar

Normal ve kepekli ekmeklerin muhafaza sicaklik ve siiresine bagli esneklik analizi

sonuclart Cizelge 4.30.’da verilmistir.

Cizelge 4.30. Normal ve kepekli ekmeklerin muhafaza sicaklik ve siresine bagli
esneklik 6l¢iim sonuclar: (X £ SE)

Sicakhik (°C)  Sire(gun) Normal Ekmek Kepekli Ekmek
0 0.251 + 0.015 0.233+ 0.015
1 0.109 £ 0.001 0.110 £+ 0.005
2 0.096 + 0.002 0.095 + 0.003
3 0.091 + 0.008 0.092 £+ 0.008
4 4 0.076 + 0.004 0.086 + 0.000
5 0.080 + 0.001 0.082 + 0.003
6 0.078 + 0.003 0.079 £+ 0.002
0 0.254 + 0.001 0.288 + 0.030
1 0.150 + 0.006 0.177 + 0.005
2 0.141 £+ 0.009 0.140 £ 0.002
3 0.111 + 0.001 0.130 + 0.008
25 4 0.100 £ 0.001 0.114 + 0.005
5 0.090 + 0.005 0.093 + 0.003
6 0.078 + 0.009 0.092 + 0.001
0 0.329 + 0.016 0.209 + 0.006
1 0.215 + 0.024 0.093 + 0.006
2 0.138 + 0.001 0.056 + 0.001
3 0.106 + 0.011 0.053 + 0.003
37 4 0.111 + 0.004 0.050 + 0.002
5 0.097 £ 0.022 0.042 £+ 0.001
6 0.101 + 0.004 0.047 £+ 0.002
0 0.163 + 0.006 0.240 + 0.019
1 0.140 + 0.008 0.207 £ 0.013
2 0.141 + 0.004 0.208 + 0.024
3 0.117 + 0.004 0.170 £ 0.012
45 4 0.108 + 0.015 0.159 + 0.023
5 0.123 + 0.009 0.083 + 0.004
6 0.131 + 0.009 0.099 + 0.004
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Sekil 4.13. Normal ve kepekli ekmeklerdeki ¢ignenebilirlik analizi sonuglart
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Normal ve kepekli ekmeklerde esneklik degerine ait varyans analizi sonuglar1 Cizelge
4.31.’de verilmistir. Buna gore ekmeklerin esneklik degeri sicaklik dereces ve
muhafaza stiresine bagli olarak istatistiki olarak %1 Onem seviyesinde, ekmek tipine
bagli olarak ise %5 Onem seviyesinde farklilik arz etmektedir. Temel varyasyon
kaynaklar1 arasindaki interaksiyonlara bakildiginda, ekmek tipi x muhafaza slresi
arasindaki interaksiyonun ekmeklerin esneklik degerini etkilemedigi, ancak diger tim
interaksiyonlarin ekmeklerin esneklik degeri Gzerine 6nemli dizeyde (p<0.01) etkisi

oldugu gorulmektedir.

Cizelge 4.31. Norma ve kepekli ekmeklerin esneklik degerine ait varyans analizi

sonuglar

Varyasyon Kaynaklari SD KO F
Sicaklik (A) 3 0.00901558 4341°
Ekmek Tipi (B) 1 0.00137901 6.64
Muhafaza Siires (C) 6 0.05015980 24152"
AXxB 3 0.01711865 82.43"
AxC 18 0.00204034 9.82"
BxC 6 0.00042159 2.03
AxBxC 18 0.00106787 5.14"
Hata 56 0.00020769

() P<0.05 seviyesinde,
(") P<0.01 seviyesinde farklilik ifade eder.

Normal ve kepekli ekmeklerin esneklik degeri ortalamaarina ait Duncan Coklu
Karsilastirma Testi sonuclar: Cizelge 4.32." de verilmistir.

Cizelge 4.32. sicaklik derecesinin esneklik degeri ortalamasi Uzerine etkisi
bakimindan incelenirse muhafaza sicakliklarindan 4°C ve 37°C'nin istatistiki olarak
ayni etkiyi gosterdigi, aralarinda farklilik olmadigs; diger sicaklik derecelerinin ise etki
duizeylerinin 6nemli seviyede (p<0.05) farkli oldugu gorulir. 4°C’ de muhafaza sirasinda
hizla bayatlama ile sertleserek esnekligini kaybeden ekmekler, 37°C'de muhafaza
sirasinda ise siinme ile yapiskan bir hal almasi nedeniyle esnekligini yitirmistir. Stinme
hastaliginin gelisimi ile azalmakla birlikte esneklik degerine ait ortalamann en iyi
korundugu muhafaza sicakligi 45°C'dir. 25°C'de esnekligin azalmasimin da yine
bayatlamanin etkisi ile sertligin artmasindan kaynaklanabilecegini disundurmektedir.

Bayatlama 4°C’ye gore nisbeten daha yavas oldugundan esneklik degeri de 4°C'de
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muhafaza edilmis ekmeklere ait degerlere gore biraz daha yuksek kalmustir. Sekil

4.14. de ekmeklerin muhafaza sicakliklarina ait esneklik degeri ortalamalar: verilmistir.

0,16

0,141

0,121

0,11

Esneklik 0,08
0,061

0,041

0,021

0

4C 25C 37C 45C
Sicak ik derecesi

Sekil 4.14. Ekmeklerin muhafaza sicakliklarina ait esneklik degeri ortalamalari

Cizelge 4.32.'deki Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuclarina gére ekmeklerin
esneklik degeri ortalamalart kepekli ve norma ekmekte istatistiki olarak farklidir
(p<0.05). Norma ekmeklere ait esneklik degeri ortaamasinin (0.133), kepekli
ekmeklere ait ortalamadan (0.126) daha yuksek oldugu gorulmektedir. Nitekim Wang
vd (2002) de ekmek hamuruna farkli tipte lif ilavesinin esneklik degerini azalttigim
belirlerken; Haros vd (2002) ekmeklere ksilanaz ilavesinin esnekligi artirdigini, seltilaz
ve glukanaz ilavesinin ise esnekligi cok fazla degistirmedigini belirlemislerdir.
Dolayisiyla bu tez calismasinda ekmek tiplerine bagli olarak belirlenen esneklik
degerlerinin yukarida sozi gecen calismalar ile uyum icinde oldugu gorilmektedir.

Cizelge 4.32.’ye gore muhafaza slresinin ekmeklerin esneklik degeri ortalamasi
Uzerindeki etkisi istatistiksel olarak incelendiginde 5 grubun olustugu; 3. ile 4., 5. ile de
6. gun arasinda herhangibir farklilik olmadigi, diger giinler arasinda 6nemli farkliliklar
(p<0.05) oldugu, muhafaza stires boyunca esneklik degerine ait ortalamanin azaldigi
gorulmektedir. Son vyillarda ekmeklerin tazeliginin belirlenmes icin esneklik
degerinden de yararlanilchgr bildirilmektedir (Leake 2007). Bu tez c¢alismasinin

bulgular: ile verilen literatir bulgularinin uyumlu oldugu gorilmektedir.
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Cizelge 4.32. Normal ve kepekli ekmeklerin esneklik degeri ortalamalarina ait Duncan
Coklu Karsilastirma Testi sonuclar

45°C 25°C 37°C 4°C
Sicak ik 0.149% + 0.009 0.140° + 0.012 0.117°+ 0.015 0.111°+ 0.011
(N=28) (N=28) (N=28) (N=28)
Ekmek Noarmal Kebpekll
Tipi 0.133%+ 0.008 0.126° + 0.009
(N=56) (N=56)
0 1 2 3
0.246%+ 0.013 0.150° + 0.011 0.127°+ 0.011 0.1097 + 0.008
. (N=16) (N=16) (N=16) (N=16)
Sire
4 6 5
0.100%+ 0.008 0.088° + 0.006 0.086°+ 0.006
(N=16) (N=16) (N=16)

Degisik harfler, ortalamalarin p<0.05 seviyesinde farkl: oldugunu gosterir.

Sekil 4.15.’de muhafaza siresi boyunca ekmeklerin esneklik degerinde meydana
gelen degisimin grafigi verilmistir. Grafige bakilirsa her iki ekmek tipi icin de bitin
sicaklik derecelerinde muhafaza sirasinda, Urinin sikistirma sonrast eski  halini

alabilmesinin bir gostergesi olan esneklik degerinin, azalma egiliminde oldugu gorular.

Sekil 4.15' e gore 4°C, 25°C ve 37°C’ de muhafaza edilen ekmeklerde esneklik degeri
diizenli ve hizla azalip sabitlenirken, 45°C’ de muhafaza edilen ekmeklerde ise azalma
daha diizensiz gegeklesmektedir. 45°C de ilk giin meydana gelen azalma ekmek tipine
gore yaklasik %13-14 iken diger sicaklik derecelerinde ilk gun gozlenen azalma, en
fazla 37°C’ de muhafaza edilmis ekmeklerde olmak Uzere, yaklasik %40-60 arasinda
degismistir. Muhafazanin ilk gunu ile son gunu arasindaki azalma, yani toplamda
meydana gelen azalma incelendiginde ilk sirayr %77 lik azalma ile 37°C’ de muhafaza
edilmis kepekli ekmek alirken, son sirayr %19’ luk oran ile 45°C’ de muhafaza edilmis
normal ekmek almustir. Bu farkli durumu, ekmek icindeki suyun yiizeye ve kilitli
muhafaza poseti icine ¢ikmasi, sinmenin daha hizl1 seyretmesi ve ekmek bayatlamasi
ile agiklamak mumkindudr. Sinme hastaligr ekmegin merkezinde baslayip gelistiginden
merkez kisminda sinme, buna bagli olarak da yumusama daha fazla olmaktadir. Ancak
sicakhigin yiksek olmasi merkezdeki suyun yuzeye transferine neden oldugundan, su
kayb: az da olsa bir kurumaya neden olmaktadir. Yumusama ve kuruma arasindaki

dengelenmeyle birlikte esneklikte ¢ok az bir degisim sbz konusu olmaktadr.
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Sekil 4.15. Normal ve kepekli ekmeklerdeki esneklik analizi sonuclar
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45. Normal ve Kepekli Ekmeklerin Toplam Indirgen Seker, Toplam Serbest
Amino Ast ve Kalint1 Protein Miktarlar1 Uzerine Muhafaza Sicakhg ve

SiUresinin Etkis

Ekmekte siinme hastal1g1, vejetatif hale gegen Bacillus hiicrelerinin amilaz ve proteaz
salgilayarak nisasta ve proteinleri pargalamas ile baslar. Par¢alanan bu molekillerin ya
da bunlarin pargalanmasi sonucu olusan yeni bilesiklerin, sinme hastaliginin
gelisiminin takibinde indikator olarak kullamlabilecegi distunilmektedir. Bu amagla
farkli sicakliklarda muhafaza edilen ekmeklerin, muhafaza siresi boyunca toplam
indirgen seker, toplam serbest amino asit ve kalinti protein miktarlarinda meydana gelen

degisim incelenmistir.

Ekmeklerin muhafazasi sirasinda siinme hastaliginmin gelisimi ile birlikte nisastamn ve
proteinin pargalanmasi sonucu toplam indirgen seker ve toplam serbest amino asit
miktarinda strekli bir artis, kalinti protein miktarinda ise sirekli bir azalis olmasi
beklenir. Ancak elde edilen sonuglar, muhafaza sicakligina ve bu bilesiklerin birbirleri
ile olan etkilesimlerine bagli olarak, ayr1 ayr1 olmak Uzere, cok farkli bir profil

sergilemektedir.

Y apilan analiz sonuclar: incelendiginde normal ve kepekli ekmeklerin toplam indirgen
seker, toplam serbest amino asit ve kalintt protein miktarlarina ait standart hatalarin
yuksekligi dikkati cekmektedir. Sonuglardaki bu heterojen degisim; stinme ile birlikte
ekmek icinde meydana gelen heterojen yapimin Orneklemeyi giclestirmesine
baglanabilir. Ayrica muhafaza siiress boyunca her giun anaizler igin yeni bir ekmek

kullanmliyor olmasi da bu sonucu az daolsa etkilemektedir.

45.1. Ekmeklerin toplam indirgen seker analizine ait sonuglar

Normal ve kepekli ekmeklerin muhafaza sicaklik ve siiresine bagl: toplam indirgen

seker miktar1 analizi sonuclari Cizelge 4.33." de verilmistir.
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Cizelge 4.33. Normal ve kepekli ekmeklerin toplam indirgen seker miktar: Uzerine
muhafaza sicaklig1 ve siiresinin etkisi (X + SE)

Sicaklik (°C) Sire Normal Ekmek Kepekli Ekmek
(gtn) (mg/kg) (mg/kg)
0 35934.437 + 1118.394 43776.734 + 1625.349
1 37901.034 + 1108.478 39704.511 + 335.091
2 37128.967 + 1978.969 41855.046 + 272.839
3 38531.616 + 2710.289 36741.874 + 2574.156
4 4 37197.770 £ 941.788 40206.221 + 1258.462
5 37450.867 + 2678.288 39063.138 £ 97.699
6 38977.574 + 2513.091 39668.935 + 159.922
0 38807.257 + 448.979 57645.042 + 1396.833
1 34037.074 + 389.183 59276.689 + 24.142
2 53642.490 + 10748.504 65119.230 + 10254.180
3 185866.973 + 9661.283 80707.550 + 6613.803
25 4 196182.708 + 3520.965 166573.518 + 3925.388
5 155841.260 + 9948.116 125590.537 + 24325.888
6 176667.188 + 6442.218 86402.462 + 5821.445
0 39156.907 + 503.278 30588.921 + 236.165
1 124216.434 + 66212.318 223589.930 + 24754.868
2 220339.964 + 7960.305 166522.499 + 3914.923
3 255083.704 + 3944.232 146455.501 + 8515.186
37 4 223581.080 + 6033.151 157483.525 + 18557.174
5 187328.287 + 8345.312 164394.785 + 2798.670
6 182746.713 + 13799.708 136115.008 + 27265.183
0 37473.665 + 1571.721 52719.949 + 297.825
1 82333.594 + 207.692 94327.965 + 11114.685
2 203676.429 + 3436.717 116454.972 + 22363.530
3 176425.918 + 13500.268 157809.607 + 17637.350
45 4 194103.727 + 30271.519 139911.535 + 937.372
5 212113.964 + 8083.361 93241.030 + 1164.870
6 208141.876 + 2127.557 11914.986 + 2453.751

Normal ve kepekli ekmeklerin toplam indirgen seker miktarina ait varyans analizi
sonuglar1 Cizelge 4.34.'de verilmistir. Ekmeklerin toplam indirgen seker miktarimn
deneme desenindeki varyasyon kaynaklari olan sicaklik derecesi, ekmek tipi ve
muhafaza sures ile bunlar arasindaki tlim interaksiyonlardan 6nemli olgliide (p<0.01)

etkilendigi cizelgeden gorilmektedir.
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Cizelge 4.34. Normal ve kepekli ekmeklerin toplam indirgen seker miktarina ait

varyans analizi sonuglart

Varyasyon Kaynaklari SD KO F

Sicaklik (A) 3 74939746989 85.36
Ekmek Tipi (B) 1 16455418720 18.74"
Muhafaza Siiresi (C) 6 23054884417 26.26
AxB 3 6211085170.5 7.07"
AxC 18 6503274666.7 7417
BxC 6 6317781211.8 7.20"
AxBxC 18 2793712273.2 318"
Hata 56 877962722.58

(") P<0.01 seviyesinde farkl1lik ifade eder.

Normal ve kepekli ekmeklerin toplam indirgen seker miktar1 ortalamalarina ait

Duncan Coklu Kargilastirma Testi sonuclar1 Cizelge 4.35' de verilmistir.

Cizelge 4.35. Norma ve kepekli ekmeklerin toplam indirgen seker miktar:
ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

37°C 45°C
Sicak ik 161257.38°+12809.04 127189.23°+12701.84
(N=28) (N=28)
25°C 4°C
117185.77°+15500.16 38867.05°+ 507.58
(N=28) (N=28)
Ekmek Normal Kef)ekll
Tipi 123246.05°+10836.35 99003.66"+ 9440.974
(N=56) (N=56)
4 3 5
159292.93%+23908.72 134702.84°+18711.71 131205.12"+16156.32
(N=16) (N=16) (N=16)
2 6 1
Sire 113092.45™+18273.34 110644.39°+ 18511.60 86923.40° +16698.42
(N=16) (N=16) (N=16)
0
42012.86°+ 2193.78
(N=16)

Degisik harfler, ortalamalarin p<0.05 seviyesinde farkl1 oldugunu gosterir

Cizelge 4.35."e gore istatistiki olarak 25°C ve 45°C'nin etkis aym olmak Uzere,
ekmeklerin toplam indirgen seker miktar: Gizerine muhafaza sicaklik derecesinin etkisi

bakimindan dnemli dizeyde (p<0.05) farkliliklar vardir. Ekmeklerde toplam indirgen
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seker miktarinin en yuksek seviyeye (161257.38mg/kg) ulastigi muhafaza sicakliginn
37°C oldugu cizelgeden gorulmektedir. Genel bir kural olarak enzim konsantrasyonu
arttitkga enzim hizi da dogru orantil bir sekilde artis gosterir (Temiz 1998). Dolayisiyla
bu sicaklikta Bacillus turlerinin gelisimi optimum oldugundan bakteri sayisindaki artisa
bagli olarak salgilanan amilaz miktar1 da fazla olmus ve enzimatik olarak gerceklesen
parcalanma reaksiyonunun hiz kazanmasi daha fazla indirgen seker olusumu ile
sonuglanmustir.  Enzim aktivites ile sicaklik arasinda ¢an egrisi seklinde bir iliski
oldugundan dusuk sicakliklara dogru gidildikge enzimlerin aktivitesi de giderek
azamaktadir (Temiz 1998). 4°C, ekmeklerde amilazin, nisastayr parcalayabilecek
Olclde aktivite gosterebilmesi igin oldukga disuk bir sicakliktir. Bundan da 6nemlisi
zaten bu sicaklikta bakterinin aktivite gostermesi soz konusu olmadigindan amilaz
salgilamas: da mumkun degildir. Bu sebeple toplam indirgen seker miktarinin en dusik
(38867.05 mg/kg) oldugu sicaklik derecesi 4°C olmaktadir. 25°C ve 45°C'nin aym
etkiyi gostermesi de yine enzim aktivitesi-sicaklik iliskisinin gan egrisi seklinde olmasi
ile agiklanabilir. Egrinin maksimum noktas: 37°C’ ye denk geldiginden 25°C ve 45°C, bu
noktanmin her iki yamnda yaklasik aym hizada yer almaktadir. Dolayisiyla enzim
aktivitesi bu iki sicaklikta ayn: seviyede olmakta, nisasta pargalanmas: da yaklasik ayni
miktarda olmaktadr.

Cizelge 4.35.deki Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuclarina gore deneme
ekmeklerinin toplam indirgen seker miktar: Uzerine farkli seviyede (p<0.05) etki
gosterdigi, normal ekmege ait degerin (117185.77mg/kg), kepekli ekmege ait degerden
(99003.66mg/kg) yiksek oldugu anlagiimaktadir. Bu durum, normal ekmegin nisasta
miktarimin oransal olarak daha fazla olmasindan kaynaklanmis olabilir. Enzimatik
reaksiyonlarda belirli bir konsantrasyona kadar substrat miktarinin artmasi enzim hizim

artirmakta (Temiz 1998), buna bagli olarak da reaksiyon Urlint fazla olmaktadir.

Cizelge 4.35. muhafaza siresi agisindan incelendiginde toplam indirgen seker
miktarimin 4. gine kadar artip sonra azaldigi, 2, 3, 5 ve 6. gunlerin indirgen seker
miktar1 Uzerine etkisinin aymt oldugu, diger gunlerin etkisinin farkli seviyelerde
(p<0.05) oldugu gorulmektedir. Cok duzensiz bir degisim oldugu disunilse de bakteri

gelisimi, bakterinin enzim salgilamasi, enzimin ¢alisma kosullar1 gibi faktorler goz
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oninde bulunduruldugunda indirgen seker miktarinda gozlenen degisim ¢ok dogal
goOrulmektedir

Sekil 4.16.'da Cizelge 4.8.’deki degerlere gore Bacillus sayisi-muhafaza sires ve
Cizelge 4.35.deki degerlere gore toplam indirgen seker-muhafaza siresi grafikleri
verilmistir. Her iki grafigin aslinda benzer bir egilimi oldugu gorilmektedir. Her
ikisinde de grafik 4. gtine kadar artis gosterip sonra azalmistir. Bu durum indirgen seker
miktarinda gozlenen degisimin tamamen Bacillus sayisina bagli olarak sekillendigini
gostermektedir. Sekil 4.16.'da Bacillus sayisindaki keskin artis ve azaslar ise
bakterinin enzim salgilama yetenegi, enzim-sicaklik iligkisi gibi faktorlere baglanabilir.
Ayrica indirgen seker miktarinda 4. giinden sonra gozlenen azalmarnin, daha sonra da
aciklanacagi Uzere protein parcalanmasina bagli olarak oransal gergeklestigi
dustnulmektedir. Clnkd tim diger kosullarin sabit oldugu dustnultirse indirgen seker

miktarinda 4. giinden sonra azalan bir egimle artis olmasi gerekirdi.
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M uhafaza Siresi (gln)
Sekil 4.16. Bacillus sayisi-toplam indirgen seker miktari-muhafaza siiresi iliskisi

Normal ve kepekli ekmeklerde toplam indirgen seker miktar1 degisimini gosteren
grafik Sekil 4.17.’de verilmistir.

Parametrelerdeki genel degisime bakildiginda, diizenli olmamakla birlikte baslangicta

degerlerin arttig1, sicakliga bagli olarak bir stire sonratekrar dustigti gorilmektedir. Bu
durum ise sicakliga bagl1 olarak bakterilerin protein ve karbonhidratlar: hidrolize ettigi,
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daha sonra mikroorganizmalarin hayat evrelerine bagli olarak bu hidrolizatlarin bir
kismini kullandigi ve bunun sonucunda, ¢zellikle denemenin son ginlerine dogru
indirgen seker miktarlarinin  tekrar  distugl  gordlmektedir. Bu  durum,
mikroorganizmalarin denemenin sonlarina dogru 6lum evresine geldigi, hidroliz
yeteneklerinin azaldigi ancak yasamlarint surdurenlerin  bedenme ihtiyaglarin

surdurerek bu maddeleri kullanmis olmalari ile agiklanabilir.

Sekil 4.17.’de 4°C’'de muhafaza edilmis hem norma hem de kepekli ekmeklerde
toplam indirgen seker miktarinin muhafaza siresince degismedigi gortlmektedir. Bu
sicaklikta sinme gergeklesmedigi icin toplam indirgen seker miktar: da sabit kalmustir.
Bu durum 4°C’de mikroorganizmalarin aktivitelerinin durmus veya ¢ok yavaslamis
olmasi ile izah edilebilir. Daha 6nce de belirtildigi gibi aktivites yavaslayan bakterinin
enzim salgilama yeteneginin azalmasi ve mevcut enzimin de disuk sicaklikta
aktivitesinin yavaslhiyor olmasi indirgen seker miktarimin degismeme nedenini
aciklamaktadir. Cok dar sinirlar iginde gergeklesen degisim (Bkz. Cizelge 4.33.) her giin
farkli bir ekmek kullamimasindan kaynaklanmaktadir.

25°C’ de stinme normal ekmeklerde 4. glinde baslarken, kepekli ekmeklerde 3. ve 4.
gun arasinda baglamaktadir. Sekil 4.17.de indirgen seker miktari normal ekmekler igin
3. gunde, kepekli ekmekler igin ise 4. guinde maksimum degere ulasmistir. Normal
ekmeklerde siinme tam olarak baslamadan 6nce indirgen seker miktarinda gozlenen
artis amilazin aktivitesine daha dnce baslayip nisastayr pargaladiginin, buna bagli olarak
sinmenin gergeklestiginin gostergesidir. Kepekli ekmekte ise bakteri yukinin fazla
olmast enzim salgilanmasinin da daha fazla olmasina dolayisiyla indirgen seker
miktarindaki artisin daha erken baslamasina neden olmaktadir. Her iki ekmekte de
muhafazanin ilk glnlerinde indirgen seker miktar1 sabit kalmis, sonra aniden artis
gostermistir. Ancak beklendigi gibi, miktar artisi devam etmeyip azalmistir. Bu durum
nisasta pargalanmasinin yan sira protein par¢alanmasinin da gergeklesmesi ile indirgen
seker miktarinda oransal olarak bir azalisa neden olmasindan kaynaklanabilecegi gibi

indirgen sekerleri mikroorganizmalarin kullanmasindan da kaynaklanabilir.
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Stnme etmeni bakteriler icin optimum gelisme sicakligi olan 37°C’'de, Sekil 4.17.'de
kepekli ekmeklerde gorulen indirgen seker miktarindaki hizli artig, sinmenin birinci
gunden itibaren bagladiginin bir gostergesi olabilir. Bakteri yikl ve buna bagli olarak
enzim miktarimin fazlaligi ayrica enzim igin optimum kosullarin saglanmis olmast
nedeni ile indirgen seker miktart hizla artmigtir. Ancak substrat miktarimin daha az
olmasi ve kosullarin proteaz igin de uygun olmast nedeniyle 1. giinden sonra indirgen
seker miktarinda azalma baglamistir. Normal ekmekteki degisim de yine benzer sekilde
aciklanabilir. Bu ekmeklerde bakteri ylikiinuin daha az olmasi nedeni ile indirgen seker
miktar1 maksimuma 3. giinde erismis, daha sonra azalmistir. Her iki ekmekte de
gorulen azalma protein hidrolizi sonucu Ornek igindeki seyrelmeden ve bakterilerin

enerji ihtiyac igin serbest indirgen sekeri kullanmasindan kaynaklanmis olabilir.

45°C’de muhafaza edilmis norma ekmeklerde indirgen seker miktart 2. gunde,
kepekli ekmeklerde ise 3. ginde maksimum degere ulasmistir. 37°C’de muhafaza
edilmis ekmeklere gore tam ters bir sonucun elde edilmesinin, yani kepekli ekmekteki
artisin daha sonra gergeklesmesinin nedeninin kepekli ekmekte bakteri yuku daha fazla
da olsa enzimin optimum c¢alisma sicakligindan uzaklasilmasi sonucu, normal ekmege
gore daha az olan substrat ile enzim etkilesmesinin daha uzun zaman amasindan
kaynaklandigi dustinulmektedir. Diger sicaklik derecelerinden farkli olarak kepekli
ekmekte 3. ginden sonra gozlenen sirekli azalis protein pargalanmasi ile birlikte

aciklanabilecek bir olaydir.

Tum sicaklik derecelerinde toplam indirgen seker miktarinda gbzlenen degisimin
Bacillus yukune dolayisiyla da sinme gelisimine paralel olarak sekillenmesi bu
parametrenin  sinme hastaliginin  takibinde indikator olarak kullanilabilecegini

gostermistir.
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4.5.2. Ekmeklerin toplam serbest amino asit analizineait sonuglar

Cizelge 4.36.”da normal ve kepekli ekmeklerin muhafaza sicaklik ve stiresine bagli

toplam serbest amino asit analizi sonuglar: verilmistir.

Cizelge 4.36. Normal ve kepekli ekmeklerin toplam serbest amino asit miktar: Uzerine

muhafaza sicaklig1 ve siiresinin etkisi (X + SE)

Sicaklik (°C) Sire Normal Ekmek Kepekli Ekmek
(gun) (mg/kg) (mg/kg)
0 1462.671 + 27.949 1865.750 + 86.112
1 1367.885 £ 59.940 1935.062 + 41.130
2 1432.598 + 48.541 1766.224 + 35.206
3 1314.040 + 171.372 1658.068 + 2.464
4 4 1193.527 + 101.661 1690.513 £ 65.360
5 1119.779 + 62.341 1730.866 + 28.810
6 1203.509 + 60.135 2089.189 + 219.728
0 1381.351 + 8.051 1270.430 + 47.436
1 1499.063 + 192.114 1185.518 + 30.597
2 1154.209 + 57.191 1119.851 + 19.275
3 1315.423 + 37.239 604.867 + 8.909
25 4 1547.283 + 170.706 1356.801 + 176.223
5 2415.871 + 77.555 1487.806 + 4.141
6 2046.062 + 51.670 1805.081 + 814.604
0 826.869 + 14.387 2347.291 + 40.466
1 630.042 £ 59.193 3778.588 + 3.762
2 756.650 + 40.934 9224.709 + 181.253
3 1068.406 + 250.774 18066.204 + 377.807
37 4 1138.549 + 40.076 22358.597 + 358.556
5 6869.242 + 751.644 26440.408 + 1651.323
6 7736.957 + 1557.951 20245.088 + 1487.037
0 1324.131 + 84.887 1836.231 + 100.441
1 1407.193 + 82.805 1674.429 + 54.554
2 2577.186 + 132.518 1532.857 + 280.892
3 7748.547 + 444.951 2047.780 + 31.366
45 4 12314.367 + 929.525 2436.858 + 154.544
5 14587.911 + 2176.173 8522.962 + 2150.345
6 18358.377 + 581.510 7561.317 + 1713.123

Cizelge 4.37."de normal ve kepekli ekmeklerin toplam serbest amino asit miktarina

ait varyans analizi sonuglar: verilmistir. Bu sonuglar, ekmeklerin toplam serbest amino

asit icerigini sicaklik derecesi, ekmek tipi ve muhafaza siires ile bunlar arasindaki tim

interaksiyonlarin 6nemli diizeyde (p<0.01) etkiledigini gostermektedir.
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Cizelge 4.37. Normal ve kepekli ekmeklerin toplam serbest amino asit miktarina ait

varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F
Sicaklik (A) 3 351494731 427.08"
Ekmek Tipi (B) 1 95984160 116.62"
Muhafaza Siires (C) 6 115436565 140.26
AxB 3 351364954 426.92"
AxC 18 38446057 46.71"
BxC 6 5385774 6.54"
AxBxC 18 26043232 31.64"
Hata 56 823019

(") P<0.01 seviyesinde farklilik ifade eder.

Normal ve kepekli ekmeklerin toplam serbest amino asit miktar1 ortalamalarina ait

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuclari Cizelge 4.38." de verilmistir.

Cizelge 4.38. Normal ve kepekli ekmeklerin toplam serbest amino asit miktar:
ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuclari

37°C 45°C
Sicak ik 8677.685%+ 1710.030 5995.010° + 1067.867
(N=28) (N=28)
4°C 25°C
1559.263° + 58.836 1442.115° + 92.709
(N=28) (N=28)
Ekmek Kegekll Nogmal
Tipi 5344.262% + 966.263 3492.77% + 614.945
(N=56) (N=56)
5 6 4
7896.855% + 2156.017 7630.697°+ 1870.817 5504.562° +1884.130
(N=16) (N=16) (N=16)
3 2 1
Sire 4227.917° + 1459.931 2445535 + 675.219 1684.722° + 225.036
(N=16) (N=16) (N=16)
0
1539.340° + 113.071
(N=16)

Degisik harfler, ortalamalarin p<0.05 seviyesinde farkl1 ol dugunu gosterir.

Cizelge 4.38."e gore toplam serbest amino asit miktar1 Uzerine etkisi bakimindan

sicaklik dereceleri arasinda istatistiki olarak 6nemli diizeyde (p<0.05) farkliliklar vardir.

114



Ancak 4°C ile 25C’deki ortalama degerler arasinda ¢ok az farkliliklar olsa da aslinda
ayni etkiye sahip olduklari, etkileri arasindaki farkin istatistiki olarak anlamsiz oldugu
gorulmektedir. 37°C’de toplam serbest amino ast miktar: ortalamas: (8677.685mg/kg)
en yuksek degere ulagsmustir. Serbest amino asitler ekmeklerde bulunan Bacillus
turlerinin proteaz salgilayarak proteinleri pargalamasi ile olustugu icin bu, beklenen bir
sonuctur. Cunkd bakterinin optimum aktivite gosterdigi sicaklik derecesidir. Farkli
turlerde Bacillus'lardan elde edilen proteazlarin optimum aktivite gosterdikleri sicaklik
derecderinin, kullamlan substrata da bagli olarak, 40-50°C arasinda degistigi
bildirilmistir (Sierecka 1998, Y ang vd 2000, Singh vd 2001). En disuk ortalama deger
de yine beklendigi gibi 4°C ve 25°C’ de elde edilmistir. Enzimatik bir reaksiyon sonucu
olusmasi nedeniyle, toplam serbest amino asit miktar1 ortalamasimin sicaklik ile
degisimi, toplam indirgen seker miktarinin degisiminde yapilan yorumlar ile benzer
sekilde agiklanabilir. Enzim-sicaklik iliskisinin ¢an egrisi seklinde olmasi nedeniyle

optimum sicakliktan saptikga olusan reaksiyon triniin de daha az olmasi dogaldr.

Toplam serbest amino asit miktarim ekmek tiplerinin farkl: sekillerde (p<0.05)
etkiledigi; kepekli ekmege ait ortalama degerin (5344.262mg/kg), normal ekmege ait
degerin (3492.775mg/kg) neredeyse 1.5 kati kadar oldugu Cizelge 4.38.den
gorulmektedir. Kepek tabakasinin protein igeriginin (Sidhu vd 1999, Dexter ve Sarkar
2004) ve Bacillus yukunin daha fazla olmasi, kepekli ekmegin daha ¢abuk siinmesi bu
durumun nedenini agiklamaktadir. Hem enzim hem de substratin fazla miktarda olmasi,

reksiyonun meydana gelme olasiliginm artirmustur.

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuclari (Cizelge 4.38.), muhafaza stresinin
toplam serbest amino asit miktar1 Uzerindeki etkisi bakimindan incelenirse, 0-1 ve 5-6.
gunlerin etkisi aym olmakla birlikte diger glnlerle karsilastinldiginda istatistiki olarak
tamamen farkl: etki (p<0.05) gosterdigi gorultr.

Sekil 4.18.'de Cizelge 4.8.’deki degerlere gore Bacillus sayisi-muhafaza sires ve
Cizelge 4.38.’deki degerlere gore toplam serbest amino asit-muhafaza siiresi grafikleri
verilmistir. Muhafazanin 1. giinuinde Bacillus sayisi neredeyse 3 katina gikarken, amino

asit miktarinda degisim olmamas: (Sekil 4.18.), bakterinin proteaz salgilamasinin
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hemen baslamadigimin gosterges olabilir. Proteaz miktari zamanla artmis ve 5. giinde
serbest amino asit miktar: maksimum degere ulagmustir. 6. giin aminoasit miktarinda bir
azama soz konusudur. Ancak istatistiki olarak 6nemsiz olan bu azalisin, nisasta ve

protein miktarindaki degisime bagl1 nisbi bir azalis oldugu distunilmektedir.
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Sekil 4.18. Bacillus sayisi-toplam serbest amino asit miktari-muhafaza siires iliskisi

Sekil 4.19."da normal ve kepekli ekmeklerde toplam serbest amino asit miktarinin
muhafaza stresine bagli degisimini gosteren grafik verilmistir. Grafikteki genel
degisime bakildiginda, muhafazamn ilk ginlerinde sabit olan serbest amino asit
miktarinin artisa gegtikten sonra azalma egilimi gosterdigi gortlmektedir. 4°C ve
25°C’de muhafaza edilmis normal ve kepekli ekmeklerin serbest amino asit iceriginde
muhafaza stiresince herhangi bir degisim meydana gelmemistir. 4°C zaten bakterinin
faaliyet gosteremedigi bir sicaklik derecesi oldugundan elde edilen sonug oldukca
dogaldir. 25°C’ de de herhangi bir degisimin olmamasi, bu sicaklikta 7 giinltik muhafaza
suresince proteazin aktive olamadiginin ve sinme hastaliginin sadece amilaz tarafindan

nisastanin pargalanmasiyla olustugunun bir gostergesi olabilir.

37°C’'de muhafaza edilmis normal ekmekler ile 45°C’de muhafaza edilmis kepekli
ekmeklerde egilim tamamen aymdir (Sekil 4.19.). Baslangigta sabit olan amino asit
miktar: 4. guinden sonra artmig, 5. ginde tepe noktaya ulasmugstir. Aralarindaki tek fark
45°C’ de muhafaza edilmis kepekli ekmeklerdeki amino asit miktarinin biraz daha fazla

olmasidir.
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37°C'de muhafaza edilmis kepekli ekmeklerde proteaz aktivites 1. gunden itibaren
baslamis ve serbest amino asit miktar1 da zamanla artarak 5. guinde en Ust seviyeye
ulasmistir. 45°C’de muhafaza edilmis normal ekmeklerde ise amino asit miktarindaki

artis 2. giinde baglamis ve muhafaza stiresince stirekli artmustir.

Serbest amino ast miktarinda meydana gelen degisimi sadece proteaz etkisine bagl
olarak incelemek hata olur. Amilaz etkisi ile nisastamin parcalanmasi da bagil olarak
amino asit miktarindaki degisimi etkilemektedir. Sekil 4.17.’deki 37°C’de muhafaza
edilmis kepekli ekmege ait grafik incelendiginde indirgen seker miktarinin 1. glinde en
Ust degerine ulasip sonra azaldigi, Sekil 4.19.’da aym ekmege ait amino asit grafigine
bakildiginda ise baslangigta sabit olan amino asit miktarimin 1. giinden sonra artisa
gectigi gorulmektedir. Yine benzer sekilde 45°C’ de muhafaza edilmis normal ekmege
ait indirgen seker ve aminoasit grafikleri incelenirse, indirgen seker miktarimin 2. giine
kadar artip sonra azaldigi, aminoasit miktarinin ise 2. guine kadar sabit kalip sonra arttigi
gorulur. iki degisim arasindaki bu ztlik, aslinda aralarindaki uyumun bir gostergesi
olarak dstinulebilir. indirgen seker miktarinin artmasi sirasinda amino asit miktarinn
sabit kalmasi, muhtemelen bakterinin amilaz aktivitesinin proteaz aktivitesine gore daha
fazla olmasindan kaynaklanmaktadir. Bir stire sonra proteaz da baskin hale gelmekte, bu
durumda amino asit miktar: artmaktadir. Amino asit miktarindaki artisa bagl olarak da

indirgen seker miktarinda nisbi bir azalis olmaktadir.

37°C’'de muhafaza edilmis norma ekmek ile 45°C’'de muhafaza edilmis kepekli
ekmekte indirgen seker ve amino asit miktarlarinda gozlenen degisim biraz daha farkl:
sekilde agiklanabilir. Her ikisinde de indirgen seker miktar: 3. giine kadar artip sonra
azairken, amino ast miktar1 4. gune kadar sabit kalip sonra artmistir. Amino asit
miktar: degismeden indirgen seker miktarinin azalisa gegmesi, muhtemelen szl gegen
sicaklik derecelerinde muhafaza edilmis ekmeklerde Bacillus yikinin daha fazla ve
ortam kosullarimn daha uygun olmasi nedeniyle, mevcut besinin 3. giinde tikenmesine
ve Uretilen indirgen sekeri bakterinin besn olarak kullanmasina baglanabilir. 4. giinden
sonra proteazin da aktivite gostermesi ile amino asit olusumuna bagli nisbi bir azalig

hem de indirgen sekerin besin olarak kullanmlmasina bagl1 azalis gergeklesmis olabilir.
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Sekil 4.19. Norma ve kepekli ekmeklerde toplam serbest amino asit miktar: degisimi
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4.5.3. Ekmeklerin kalnt protein analizine ait sonuclar

Cizelge 4.39."da normal ve kepekli ekmeklerin muhafaza sicaklik ve sliresine bagl
kalint1 protein analizi sonuclar1 verilmistir. Elde edilen sonuglar beklenilenden biraz
farkl1 bir profil sergilemis, muhafaza sliresince azalacag: tahmin edilen kanti protein

miktar artis gbstermistir.

Cizelge 4.39. Normal ve kepekli ekmeklerin kalint1 protein miktar: Uzerine muhafaza
sicakligr ve stiresinin etkisi (X = SE)

Sicaklik (°C) Sire Normal Ekmek Kepekli Ekmek
(gtn) (mg/kg) (mg/kg)
0 890.411 + 183.004 1257.993 + 261.460
1 689.084 + 34.064 1224.042 + 63.075
2 749.245 + 139.645 471.270 + 6.349
3 1010.414 + 137.259 571.967 + 40.662
4 4 764.264 + 0.752 1150.680 + 50.812
5 482.840 + 0.149 519.822 + 36.232
6 692.187 + 120.895 747.068 £ 36.007
0 753.029 + 23.866 653.337 £ 16.767
1 638.082 + 62.739 835.219 + 125,501
2 647.373 £ 5.099 1289.712 + 338.323
3 811.310 £ 57.529 852.804 + 50.089
25 4 999.768 * 26.653 2173.161 + 15.805
5 1088.386 + 45.692 955.744 + 130.047
6 1272.294 + 99.862 2288.094 + 804.880
0 586.327 + 48.213 999.463 + 168.579
1 486.240 + 7.514 1987.636 + 452.425
2 782.710 + 101.131 2711.069 + 112.935
3 1398.734 + 163.160 3611.877 + 642.214
37 4 2123.035 + 132.812 3193.447 + 38.436
5 2774212 + 134.121 3608.296 + 13.850
6 3232.032 + 200.099 3883.450 + 991.065
0 1340.787 + 21.755 1047.213 + 69.735
1 1472.908 + 78.111 738.869 + 153.130
2 1881.504 + 110.446 589.535 + 124.578
3 2181.290 + 17.163 851.732 + 294.782
45 4 1820.243 + 313.040 935.221 + 61.765
5 2259.500 + 258.390 2716.406 + 194.673
6 2247.147 + 376.316 2775.585 + 22.619

Muhafaza siresince kalinti protein miktarinda gozlenen artisin nedeninin analiz

yonteminden kaynaklandigi dusunilmektedir. Analizin prensibi, Bradford ayirac
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icindeki Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasinin ¢ozeltideki proteine baglanmasi ve
olusan protein-boya kompleksinin boyamn maksmum absorbsiyonunu 465nm’den
595nm’ye kaydirmasina dayanmaktadir. Absorbsiyon miktari da c¢ozeltideki protein
miktar1 ile orantili oldugundan protein miktarim belirlemek mimkin olmaktadir
(Bradford 1976, Anonymous 2006). Ancak Bradford un (1976) bildirdigine gore ayirag
icindeki boyanin bazi temel amino asit ve aromatik amino asitlere baglanma egilimi de
vardir. Dolayisiyla sinme hastaligir ile birlikte proteazlar tarafindan protein
parcalandikca agiga amino asitler de gikmakta ve ayirag icindeki boya hem proteine
hem de yeni olugsan amino astlere baglanmaktadir. Ancak protein miktarinda gbzlenen
artis1 sadece buna baglamamak gerekir. Daha Once de ifade edildigi gibi ekmek icinde
bakteri dnce amilaz salgilayarak nisastayr pargalamakta, proteaz salgilanmasi daha
sonra baglamaktadir. Nisasta par¢alandikga proteinin butiin igindeki pay: artmakta ve
miktar: dahafazla olarak tayin edilmektedir.

Normal ve kepekli ekmeklerin kalinti protein miktarina ait varyans analizi sonuglar:
Cizelge 4.40.da verilmistir. Buna gore ekmeklerin kalinti protein miktar: ¢ temel
varyasyon kaynagi ve bunlar arasindaki sicaklik derecesi x ekmek tipi, sicaklik derecesi
X muhafaza sires ve sicaklik dereces x ekmek tipi x muhafaza sires
interaksiyonlarina bagli olarak istatistiki olarak ©6nemli (p<0.01) farkliliklar arz
etmektedir. Yalmzca ekmek tipi x muhafaza slres arasindaki interaksiyonun

ekmeklerin kalint1 protein igerigini istatistiki olarak etkilemedigi gorilmektedir.

Cizelge 4.40. Norma ve kepekli ekmeklerin kalinti protein miktarina ait varyans
analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F
Sicaklik (A) 3 11288568.14 97.53"
Ekmek Tipi (B) 1 2620191.35 2264
Muhafaza Siires (C) 6 317474554 27.43"
AXxB 3 3662527.27 31.64"
AxC 18 1114916.68 963"
BxC 6 112311.88 0.97
AxBxC 18 449505.11 388"
Hata 56 115746.7

(") P<0.01 seviyesinde farklilik ifade eder.
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Normal ve kepekli ekmeklerin kalinti protein miktar1 ortalamalarina ait Duncan

Coklu Karsilastirma Testi sonuclar: Cizelge 4.41." de verilmistir.

Cizelge 4.41. Normal ve kepekli ekmeklerin kalint1 protein miktar: ortalamalarina ait

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglar

37°C 45°C
Sicak ik 2241.323%+ 234.976 1632.710° + 141.650
(N=28) (N=28)
25°C 4°C
1089.879° + 108.254 801.520° + 53.982
(N=28) (N=28)
Ekmek Kegekll Norbmal
Tipi 1594.311% + 148.602 1288.405° + 100.654
(N=56) (N=56)
6 5 4
2142.232° + 306.824 1800.650° + 288.762 1644.977° + 204.134
(N=16) (N=16) (N=16)
3 2 1
Sire 1411.266° + 1140.302" + 193.616 1009.0107 + 132.120
255.577 (N=16) (N=16) (N=16)
0
941.070% + 74.175
(N=16)

Degisik harfler, ortalamalarin p<0.05 seviyesinde farkl1 ol dugunu gosterir.

Cizelge 4.41.’ den de anlasilacag: Uzere denemede kullamlan muhafaza sicakliklar
kalint1 protein miktar: Gzerine farkl: etki (p<0.05) gostermektedir. Sicaklik derecelerinin
kalinti protein miktar1 Uzerindeki etkileri siinme olusturma potansiyellerine gore
sekillenmistir. 37°C'de muhafaza edilen ekmeklerin  kalinti  protein  miktar:
2241.323mg/kg olup diger sicakliklarda muhafaza edilen ekmeklere ait degerlerden
Onemli diizeyde (p<0.05) yuksektir. Kalinti protein miktarinin en dusik (801.520mg/kg)
oldugu sicaklik dereces ise 4°C olarak belirlenmistir. Sinmenin fazla oldugu sicaklik
derecelerinde hem nisasta pargalanmasina bagli nisbi artis hem de analiz yonteminin
daha 6nce sbzu edilen olumsuz 6zelligine bagli artig ile protein miktar1 fazla olarak

belirlenmistir.
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Ekmek tiplerinin kalinti protein miktar: Uzerindeki etki duzeyleri de istatitiki olarak
Onemli seviyede (p<0.05) farkli bulunmustur (Cizelge 4.41.). Kepekli ekmegin kalinti
protein miktar1 ortalamasi 1594.311mg/kg, normal ekmegin kalinti protein miktar
ortalamasi ise 1288.405mg/kg olarak bulunmustur. Kepekli ekmege ait deger istatistiki
olarak onemli seviyede (p<0.05) yuksektir. Kepek tabakasinin protein igeriginin daha
yuksek olmasi ve kepekli ekmeklerin daha hizli ve ¢ok slinmesi bu durumun nedenini
aciklamaktadhr.

Muhafaza siresinin kalinti protein miktar: ortalamasi Uzerine etkisi bakimindan
Cizelge 4.41.”deki Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari incelendiginde; aym
etkiye sahip gunler olmakla birlikte istatistiki olarak farkli seviyede (p<0.05) etki
gosterdikleri gortlmektedir. 0., 1. ve 2. gun ile 3., 4. ve 5. guinuin etkileri kendi iclerinde
ayni ancak diger gunlerle karsilastirildiginda farkli (p<0.05) seviyelerdedir. Gunlere ait
kalint: protein miktar: ortalamalarina bakildiginda, sinme ilerledikge protein miktarinin
da arttigi anlasilmaktadir. Bu durum da yine daha O0nce t6ne siirilen gerekgeler ile

aciklanabilir.

Sekil 4.20."de normal ve kepekli ekmeklerin kalinti protein miktarlarindaki degisimi
gosteren grafik verilmistir.

45°C’ de muhafaza edilen kepekli ekmege ait kalinti protein (Sekil 4.20.) ve toplam
serbest amino asit miktarinda (Bkz. Sekil 4.19.) dordincu gune kadar bir degisim
gozlenmemesi o0 ana kadar proteaz aktivitesinin baslamamigs olmasindan
kaynaklanabilir. 4. giinden sonra kalinti protein miktarinin artmasinin muhtemel sebebi
amilaz faaliyetini engelleyebilecek bir ortam olusmasi nedeniyle proteazin aktive
olmasi, buna bagli olarak da protein parcalanmasi gergeklesmesine ragmen nisasta
miktarimin sabit kalmasi nedeniyle proteinin nisbi payinin artmasi olabilir. Diger
sicakliklarda gozlenen dalgalanmalarin ortamda bakterinin kullanabilecegi amino asit
varken onu kullanmasi, aksi halde proteinleri parcalayarak besn olusturmas: sonucu

gerceklestigi dustnulmektedir.
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4.6. Sinme Etmeni Bacillus Tlrlerinin Tamlanmast

4.6.1. Sunme etmeni Bacillus turlerinin tamlanmasina yonelik olarak yapilan
biyokimyasal testlere ait sonuglar

Cizelge 4.42.’de normal, Cizelge 4.43.’de ise kepekli ekmekten izole edilmis tirlere
ait biyokimyasal test sonuglar: verilmistir. Bacillus tirtine uygun olduklar: dustintlerek
22's normal, 19'u kepekli ekmekten izole edilen suslarin tamamimn Gram pozitif ve
cubuk seklinde olduklar: tespit edilmistir.

Nutrient Agar’ da gelistirilen kilttrler Uzerinde yapilan testte K7 disindaki tim tirler
katalaz pozitif olarak belirlenmistir. Katalaz negatif olarak belirlenen K7, Chocolate
Agar Uzerinde gelistirildikten sonra test tekrarlanmis ve bu kez pozitif sonug elde
edilmistir.

Indol testi, mikroorganizmalarin triptofan aminoasitini parcalayarak indol olusturma
yeteneklerini belirlemek amaciyla yapilir. Genel olarak Bacillus tirleri indol negatif
canlilardir. Bu galismada da bu testin sonuclari, ekmeklerden izole edilen tiim tirler igin
negatif olarak tespit edilmistir (Sekil 4.21.).

Sekil 4.21. Negatif indol testi
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Cizelge 4.42. Normal ekmekten izole edilen Bacillustirlerine ait biyokimyasal test sonuglar

AuEuekeq
9WIZOoZ17

D085

Dol

D00E

D002

0N %0T

IOBN 9%/

IOBN %S

(uy019)
awsipo P,/ Hd

(1ebv)
pwsipo ap.L'§ Hd

nwnsn|O
uojssesoJpiyia

TE

nwnsn|O [opug

Yl0 A 663

nuo/seulweag
uiuee|ius4

nuo/sepe o
uizoaig

TE

el

+

ewsesiN

TE

TE

1Z110pIH ulreer

1Z1[0 IpIH UBZe

TE

nwnsn|o
zeb uepzoyn|o

IuUe -

01sX%-d

zoulqe Iy-

203N19-d

pad 1B IN

Jonexso Id ssbo A\

BWSIPO Y 1qo Beuy|

Zefere

"
"
-
"
"
-
-
"
-
-
"
-
-

ewelog we .l

Te|re|oz]

N1

N2

N3

N4

N5

N6

N7

N8

N9

N10| +

N11|+

N12 | +

N13| +

N14 | +

N15| +

N16 | +

N17 |+

N18 | +

N19| +

N20 | +

N21| +

N22 | +

TE : Tespit edilemedi

a: Cok az gelisme d: Muhtemelen pozitif

125



Cizelge 4.43. Kepekli ekmekten izole edilen Bacillus turlerine ait biyokimyasal test sonuclart
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Bacillus turlerinin gogu fenilalanini fenilprivik asite donustirecek enzim aktivitesine
sahip degillerdir. Cizelge 4.42. ve Cizelge 4.43."den de goruldigu gibi izole edilen tim

turler bu test agisindan negatif sonug vermistir.

Ekmeklerden izole edilen tirlerin inkiibasyon sicakliklarimn belirlenmesi igin yapilan
testte 20°C, 30°C ve 45°C'de butin tourlerin gelisebildigi, 55°C'de ise gelisme
gosteremeyen tirler oldugu tespit edilmistir. 55°C de yaklasik 16-18 saatlik inkiibasyon
siresince N7, N12, N14, N17, N18, N19, N20, N21, N22, K2, K3, K4, K5, K8, K11,
K12, K15, K16, K18 ve K19 hi¢ gelisemezken; N2, N3, N6, N11, N15, K1, K13 ve
K14 cok az, N1, N4, N5, N8, N9, N10, N13, N16, K6, K7, K9, K10 ve K17 ise iyi
gelisme gostermislerdir. Inkuibasyon sires biraz daha uzatildiginda (yaklasik 20-22
saat) ¢ok da farkli bir sonucla karsilasilmamis, zaten gelisme gozlenmis olan turlerde
koloni sayisinin gok az arttigi gorulmustur. Termofilik turler 55°C’ de optimum olarak
12-16 saatte gelisebildiklerinden inkiibasyon suresinin daha fazla uzatiimasinin anlamli
olmayacagi dusunilmustir. 30°C ile 45°C'de bitin turler 16-18 sastte
gelisebilmislerdir. 20°C' de ise ilk 16-18 saatlik inkiibasyon sirasinda N2, N3, N7, N15,
K1, K12, K13, K15 ve K18 ¢ok iyi gelisirken, inkiibasyon sires 24 ve 48 saate

uzatildiginda diger tirlerde de gelisme oldugu gozlenmistir.

Sodyum klorir (NaCl) iceren ortamda gelisme testi sonuglari, segilen t¢ farkl: tuz
konsantrasyonunda (%5, %7 ve %10), inkibasyon siires degismek kosulu ile K9
disindaki tim turlerin gelisebildigini gostermistir. %5 NaCl iceren Nutrient Broth'da
tum trler yaklasik 24 saat inkubasyon sonunda, %7 NaCl iceren Nutrient Broth’da ise
N6 ve N20 48, diger tlrler 24 saat inkubasyon sonunda gelisme gostermislerdir. %10
tuz igeren ortamda ise gelisme farkli giinlerde olmus, bu nedenle inkiibasyon 14 gline
kadar uzatilmistir. ilk 24 saat sonunda sadece N1, N10, N13, N16, K10 ve K18
izolatlar: pozitif olarak degerlendirilmistir. N2, N3,N4, N5, N6, N7, N8, N9, N12, N14,
N15, N17, N21, N22, K2, K3, K4, K7 ve K19 2 guin; N11, N18, N20 3 guin, K1, K13,
K14, K15, K16, K17 ve standart Bacillus subtilis suslar1 4 giin; N19 ve K12 5 giin; K8
6 gun; K11 ise 7 gin inkubasyondan sonra gelisme gostermistir. K11, K12, K13 ve
K14'de paralel olarak yapilan ekimlerden yalmzca birinin pozitif sonug¢ vermes, bu

konuda kesin karar verilmesini guclestirmistir. Ancak Sneath’e (1984) gére “sus ya da
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hiicrelerin %11-89'unun pozitif” olabileceginin bildirilmesi ve Jock vd' nin (2002)
yaptiklart calismada kendi izolatlari icin bu ifadeyi kullanmis olmasi nedeniyle
ekmeklerden izole edilen bu tirler, Cizelge 4.43."de de goruldigi gibi “muhtemelen
pozitif” olarak ifade edilmistir. Bu ¢alismada tarilama ile ilgili olarak yapilmis diger
testlerde de ayn: yol izlenmistir.

MR-VP Broth'da gelistirilmis kulttrler Gzerinde Metil Red ve Voges Proskauer
testleri yapilmistir. Metil Red testi sonuglarina goreilk etapta N1, N9, N10, N13, N19,
K10 ve K17 pozitif olarak degerlendirilirken, 15dk sonra izolatlarin tamamimn negatif
reaksiyon verdigi gozlenmistir. Voges Proskauer testinde ise N1, N2, N9, N10, N13,
N14, N15, N16, N19, N20, K1, K2, K9, K10 ve K17 pozitif, digerleri negatif sonug
vermistir. Sekil 4.22." de pozitif ve negatif sonuclar gosterilmistir.

Sekil 4.22. Pozitif ve negatif Voges-Proskauer testi sonuclari (1.tlp +, 2. tip -)

Ekmeklerden izole edilmis olan turlerin oksijen isteklerini belirlemek igin Anaerobik
Agar’ a yapilan ekim sonucunda N1, N9, N10, N13, N16, N19, K2, K3, K7, K9, K10 ve
K17 izolatlarimn pozitif sonug verdigi, diger tirlerin gelisemedikleri saptanmustir.
Dolayisiyla gelisme gosterebilen izolatlarin anaerobik tirler olduklar anlasilmaktadir.
Kontrol olarak kullanilan standart Bacillus subtilis suslarinin sbz konusu agarda

gelismemeeri sonuclarin yorumlanmasin kolayl astirmstir.
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pH 5.7 de gelisme testi brothda yapildigi zaman N1, N2, N3, N4, N5, N9, N10, N12,
N15, N16, N17, N19, N22, K1, K2, K3, K5, K9, K10, K15, K16, K17 ve K18, 1 gin;
K13 ve K14, 2 giin; N6, N7, N11, N18, N21, K4 ve K19, 5 gin; N14 ve K12, 6 gin;
N13, 7 gun inkilbasyondan sonra gelisme gosterirken, N8, N20, K6, K7, K8 ve K11
icin inkiibasyona 14 giin daha devam edilmesine ragmen negatif sonug elde edilmistir.
Bunun Uzerine aym test agarda da tekrarlanmig ve 24 saatlik inkiibasyon sonunda tim
izolatlarin pozitif sonug verdigi belirlenmistir. Sneath’ e (1984) gore agar ya da brothdan
birinde gelisme gorilmes pozitif degerlendirme igin yeterli oldugundan tim tarler
pozitif olarak kabul edilmistir.

Karbonhidrat Fermentasyon Testi igin D-glukoz, D-ksiloz, L-arabinoz ve D-mannitol
kullamlarak, ekmeklerden izole edilen Bacillus cinsine ait tirlerin bu karbonhidratlar:
kullanarak asit ve gaz olusturup olusturmadiklar: belirlenmistir. D-glukozu K1 ve K3
disindaki tim tdrler kullanarak asit olusturmus ancak gaz olusumu sadece N16, N17,
N19 ve K8 izolatlarinin gelistirildigi besiyerlerinde gorilmustir. D-ksilozu tim tarlerin
kullandig: tespit edilmistir. L-arabinozu N7, N17, K3, K8, K11, K12, K13, K14, K15 ve
K19 kullanamamstir. N1, N2, N3, N6, N8, N9, N10, N12, N13, N16, N19, N20, K2,
K6, K7, K9, K10 ve K17, 24 saat inklibasyondan sonra L-arabinozu kullanarak besi yeri
rengini sariya gevirirken; N11 ve K4, 7 gin; K1 ve K5, 8 giin; N22 ve K3, 9 giin; N4,
N5, N14, N15, N18, N21, K16 ve K18, 10 gin inkiibasyondan sonra pozitif sonug
vermiglerdir. D-mannitolde de yine farkli inkibasyon sirelerinde pozitif sonuca
ulasilmustir. 24 saat sonra pozitif reaksiyon veren tirler N1, N2, N3, N9, N10, N13,
N16, N19, N20, K2, K6, K7, K9, K10 ve K17'dir. N4, N12, N15, N17, N21, K1, K3,
K4 ve K16, 5 gun; N8, K5 ve K15, 7 gin;, N6, N7, N11, N22, K8 ve K12, 8 guin; N5,
N14 ve N22, 9 gun; K11, K12, K13, K14 ve K19 ise 10 gun inkibasyondan sonra
gelisme gostermislerdir. Mannitolli besyerinde gelisme gosteremeyen tek izolat
K18'dir. Her 4 karbonhidrat igcin de standart Bacillus subtilis susu 24 saat
inkiibasyondan sonra pozitif sonug vermistir. Sekil 4.23."de karbonhidrat fermentasyon
testine ait pozitif ve negatif tupler gosterilmistir.
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Sekil 4.23. Karbonhidrat fermentasyon testine ait pozitif ve negatif sonuclar
(1. tlp +, 2. tip -)

Nisasta Hidroliz Testi sonuglarina gore N20 izolatinin nisastayr pargalayamacigi
tespit edilmistir. Testin ayrimindaki guiglik nedeniyle N1, N8, N10 ve K2 hakkinda net

bir karar verilememis, ancak diger izolatlarin olumlu sonug verdigi belirlenmistir.

Bakterilerin sitrat1 karbon, amonyum tuzlarim da azot kaynagi olarak kullanabilme
yeteneklerini belirlemek icin yapilan sitrat testi sonuglarina gore pozitif reaksiyon veren
izolatlar N1, N2, N3, N4, N22, K2, K6, K7, K9 ve K10’ dur. Bunlar arasindan K6 ve K7
24 saat; N1, N2 ve K2 7 gun; N22, N3, N4, K9 ve K10 12 giin inkilbasyondan sonra

besiyeri rengini maviye donistirerek olumlu sonug vermistir.

Birgok Bacillus tirinin dihidroksiaseton Uretip Uretemedigi tespit edilememis, geri
kalanlarin da gogunun negatif oldugu belirlenmistir (Sneath 1984). Ancak bu galismada
ekmeklerden izole edilen tirlerin hepsinin pozitif reaksiyon vermesi analizden
kaynaklanan bir hata olabilecegi fikrini akla getirmektedir.

Cizelge 4.42. ve Cizelge 4.43’de Kazein Hidrolizasyon Testi sonuclarina
bakildiginda N2 ve K10 izolatlar1 igin net bir karara varilamadigi; N3, N10, N19 ve K2
turlerinin negatif reaksiyon verdigi, geri kalan diger izolatlarin ise kazeini kullanabildigi
yani pozitif sonu¢ verdigi dolayisiyla proteaz salgilama yeteneginde olduklar
gorulmektedir. Sekil 4.24."de bu teste ait sonuclar gbsterilmistir.
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Sekil 4.24. Pozitif ve negatif kazein hidrolizasyon testi sonuclari
(1. ve 2. petri +, 3. petri -)

Tirozin hidrolizasyon testi sonuglart N2, N3, N9, N11, N13, N16, N20, K1, K2, K6,
K9 ve K17 izolatlarinin tirozini pargalama yeteneginde olmadigini; N1, N8, K7 ve K10
izolatlarimin tespit edilemedigini, diger turlerin pozitif sonug verdigini gostermektedir
(Cizelge 4.42 ve Cizelge 4.43.).

Jelatin Hidrolizasyon Testi, mikroorganizmalarin, jelatini hidrolize eden jelatinaz
enzimi sentez yetenegini 6lgmede kullamlir. Bu calismada test edilen izolatlardan N1,
N9, N10, N13, K2, K9 ve K10'un sz konusu enzimi salgilayamadiklar: tespit
edilmistir.

Yumurta sarisi testi ise lesitinaz enzim varligimn tespiti amaciyla yapilir. Bakteri bu
enzime sahip ise yumurta sarisimi pargalayarak besiyerinde gelisme gosterebilir. Cizelge
4.42. ve Cizelge 4.43." e gbre sadece N1, N2, N9, N10, N13, N16, N21, K2, K9, K10 ve
K17 izolatlar lesitinaz salgilama yetenegindedir. Bu test igin inktbasyon 14 gline kadar
surdirdlmasttr. N1, N2, N16, K10 ve K17, 1 gin; N9, N10, N13, K2 ve K9, 2 gun;

N21 ise 4 gun inklibasyondan sonra pozitif sonug vermistir.

Lizozim varliginda gelisme testi, sadece N20 ve K4 izolatlar: igin negatif olarak
sonuglanmustir. Bu testte de olumlu sonug veren izolatlarin inktibasyon siirdleri farklilik
arz etmektedir. N2, N4, N7, N10, N11, N12, N15, N16, N19, N21, N22, K2, K3, K4,
K7, K9, K10, K11, K13, K16, K17 ve K18 24 saat sonunda gelisme gosterirken; N1,
N3, N5, N9, N13, N18, K14 ve K15 48 saat; N6, N8, N14, N17, K1, K5, K6, K8, K12
ve K19 ise 72 saat sonunda gelisebilmiglerdir.

131



4.6.2. Biyokimyasal testler ve API (Analitik Profil indeksi) kitleri sonuglarina gore

izole edilen tirlerin tamlanmas

Bu tez calismasinda, tamlama isleminin hem klask yontemlerle (biyokimyasal
testler) hem de API kitleri ile yapilmasimin nedeni, her iki yontemle elde edilen
sonuclart karsilastirip aralarinda uyum olup olmadigint belirlemektir. Collins vd (1991)
her iki yontemin de gogu zaman guvenilir oldugunu ancak bazi durumlarda ikisinin de
hatal1 sonug verebilecegini bildirmis; Bacillus turlerinin dnemli 6l¢tide heterojen olmasi
nedeniyle uygulanan biyokimyasal testlerin yeterince tekraralanabilir olmadigin,
anahtar cizelgeler ile tipik turlerin ayriminin kolay oldugunu ancak atipik ya da ara
turlerin tamlanmasinda zorluklarla karsilasildigini, bu durumlarda API kitlerinin daha
guvenilir sonug verdigini ifade etmislerdir. Fakat kendi yaptiklar: ¢alismada birinin
digerinden daha guvenilir oldugunu dustindirebilecek bir sonug elde edemediklerini
beirtmislerdir. Nitekim yaptiklar: ¢alismada standart suslarin bazilarimin klasik yontem

bazilarinin da API kitleri ile yanlis olarak tamilandigin bildirmislerdir.

Calismamizda 22’ s normal, 19'u kepekli ekmekten elde edilen toplam 41 izolat hem
biyokimyasal testler hem de API kitleri ile tamlanmigtir. Biyokimyasal testlere gore
tanilama, Cizelge 4.42. ve Cizelge 4.43.’de verilen test sonuclarimin Ek 3.’ deki gizelge
ile karsilastirllarak en iyi uyum saglayan turin belirlenmesi suretiyle yapilmistir. Bu
testlerde %100 uyum saglamak sz konusu degildir. Dolayisiyla yapilan karsilastirmada
karsit testler belirlenmis, calismamizdaki testlerle karsitligi en az olan turin segilmesi
yoluna gidilmistir. Cizelge 4.44."de biyokimyasal testlerle yapilan tamlamada karsitlik
arz eden testler verilmistir. API kitleri ile tamlama ise bilgisayar destekli olarak
yapiimakta, yine biyokimyasal testlerdekine benzer bir yol izlenmekte, ancak program,
olasilik hesabin yaparak test sonucunu belli bir % ile vermektedir. Bu % o6lgusiinde de
sonuglarin yorumunu “mikemmel tamlama’, “cok iyi tamlama’, “iyi tamlama’ ya da
“kabul edilebilir profil” gibi 4 ana baglik altinda yapmaktadir. Bunlarin disinda “cins
bazinda tarlama’, “glvenilir olmayan tamlama’, “supheli tamlama’ ve *“kabul

edilemez profil” gibi segenekler de mimkindir.
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Cizelge 4.44. Biyokimyasal testlerle tamlamada karsitlik arz eden testler

Izolatlar Tur Karsit Testler
N1 Bacillus licheniformis Jdatin Hidrolizi, Yumurta Sarisi
N2 Bacillus subtilis Y umurta Sarist
N3 Bacillus subtilis Kazein Hidrolizi
N4 Bacillus subtilis Tirozin Degradasyonu
N5 Bacillus megaterium -
N6 Bacillus subtilis Tirozin Degradasyonu
N7 Bacillus megaterium -
N8 Bacillus megaterium -
N9 Bacillus coagulans Y umurta Sarist
N10 Bacillus licheniformis Jdatin Hidrolizi, Kazein Hidrolizi
N11 Bacillus subtilis Sitrat
N12 Bacillus subtilis Tirozin Degradasyonu, Sitrat
N13 Bacillus coagulans Y umurta Sarist
N14 Bacillus subtilis Tirozin Degradasyonu, Sitrat
N15 Bacillus subtilis Tirozin Degradasyonu, Sitrat
N16 Bacillus subtilis Y umurta Sarisi, Sitrat
N17 Bacillus megaterium Sitrat
N18 Bacillus megaterium Sitrat
N19 Bacillus licheniformis Kazein Hidrolizi
N20 Bacillus pumilus Sitrat
N21 Bacillus subtilis Tirozin Degradasyonu, Sitrat
N22 Bacillus subtilis Tirozin Degradasyonu
K1 Bacillus subtilis Sitrat
K2 Tanilanamad: *
K3 Tanilanamad: *
K4 Bacillus subtilis Voges-Proskauer, Sitrat
K5 Bacillus subtilis Sitrat
K6 Bacillus subtilis -
K7 Bacillus licheniformis -
K8 Bacillus megaterium Sitrat
K9 Bacillus licheniformis Jelatin Hidrolizi
K10 Bacillus licheniformis Jelatin Hidrolizi
K11 Bacillus megaterium Sitrat
K12 Bacillus megaterium Sitrat
K13 Bacillus megaterium Sitrat
K14 Bacillus megaterium Sitrat
K15 Bacillus subtilis Sitrat
K16 Bacillus subtilis Voges-Proskauer, Sitrat
K17 Bacillus licheniformis Sitrat
K18 Bacillus subtilis Voges-Proskauer, Sitrat
K19 Bacillus megaterium Sitrat

* Karsit test coklugu nedeniyle karar verilemedi
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Bu calismada bazi izolatlar her iki yontemle de ayn tir olarak belirlenirken, bazi
izolatlarin tamilama sonuglari 6nemli 6lglide farklilik gostermistir. Cizelge 4.45."de

biyokimyasal testler ve API kitleri ile yapilan tanilama sonuglar1 verilmistir.

Ekmeklerden elde edilen 41 izolattan 13 tanes her iki yontem ile de aym tir olarak
belirlenmistir. Bunlardan 6’ s1 B. licheniformis, 4’ (i B. megaterium, 2's B. subtilis, 1'i B.
pumilus'tur. Ancak biyokimyasal testler ile B. megaterium oldugu saptanan izolatlar,
API kitleri yardimiyla “muhtemelen B. megaterium’ olarak tanilanmistir.

Izolatlardan 18 tanesinin tarsi yalmzca biyokimyasal testlerle yapilabilmis, 1 tanesi
(K3) ise ne biyokimyasal testlerle ne de API kitleri ile tarlanabilmistir. Biyokimyasal
testler yardimiyla API ile tamlanamayan bu 18 izolattan 11 tanesi B. subtilis, 6 tanesi
B. megaterium, 1 tanesi B. coagulans olarak belirlenmistir. Biyokimyasal testlerle
B. subtilis (K1) ve B. licheniformis (K7) olarak tamlanan izolatlar ise API kitleri ile

sadece cins bazinda tanlanabilmistir.

Bacillusturlerinin klasik yontemlerle ayirt edilmesi, 6zellikle de tek bir karakter (test)
agisindan farklilik gosteren tirlerde oldukga zordur. Ornegin B. subtilis ve B. pumilus
sadece nisastay1 hidrolize etme yetenekleri ile birbirlerinden ayrilirlar. Dolayisiyla bu
testin yorumunda yapilabilecek bir hata tanilama sonucunu tamamen degistirecektir
(Collins vd 1991, Thompson vd 1993). Yine benzer olarak B. subtilis ve B.
licheniformis anaerobik ortamda gelisme Ozelliklerine gore birbirlerinden ayirt edilirler.
Y apilabilecek deneysel bir hata, 6rnegin, ekim ve inkiibasyon sirasinda anaerobik
ortamin saglanamamasi, aerobik gelismeye olanak tanir ve testin sonucu bu hata ile
birlikte pozitif olarak belirlenir. Ayrica bir sus mutasyon ya da plazmid kayb: ile
anaerobik agarda gelisme yetenegi kazanabilir veya bu yetenegini kaybedebilir (Collins
vd 1991). Nitekim Collins vd (1991) yaptiklar: arastirmada izole ettikleri 10 bakteri
turtind biyokimyasal testler ile B. subtilis, API kitleri ile B. licheniformis, 10 tanesini de
biyokimyasal testler ile B. licheniformis, API kitleri ile B. subtilis olarak tarlamiglardir.

Cizelge 4.45." den de goruldugu gibi suslardan 2'si (N3 ve N6) biyokimyasal testler

ile B. subtilis olarak tamilanirken, API kitleri ile B. pumilus olarak tanilanmistir. Collins
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vd (1991) de siinmis ekmek, ekmek hammaddeleri ve firin ekipmanlarindan elde
ettikleri izolatlardan 9 tanesini biyokimyasal testler ile B. subtilis, APl kitleri ile

B. pumilus olarak tanmlamiglardr.

Cizelge 4.45’e gbre N9 ve NI13 biyokimyasal tetlerle B. coagulans olarak
tanilanmasinaragmen, APl kitleri ile N9 tanilanamamis, N13 ise B. licheniformis olarak
tanilanmigtir.  Bunun nedeni B. coagulansin Ek 3'de de goruldugu gibi  klasik
yontemlere dayali pek ¢ok test sonucunun %11-89 oramnda pozitif (d) olmasidir. Bu
durumda sonuglar pozitif olarak degerlendirildiginde B. licheniformis ten ayirt edilmesi
oldukga zordur. Thompson vd'nin (1993) bildirdigine gore Thompson (1992) de
yayinlanmamis bir ¢alismasinda biyokimyasal testlerle yaptigi tamlamada B. coagulans

ile B. licheniformis'i ayirt edememistir.

Bacillus tirlerinin klasik yontemlerle tanilanmasinda en ¢ok sikinti yaratan iki tar
B. subtilis ile B. amyloliquefaciens dir. Hatta biyokimyasal testler ile bunlarin ayirt
edilmesi imkansizdir. Bu tirlerin API kitleri ile de net olarak ayirt edilemedigi, sadece
inulinden asit olusturmactesti agisindan farklilik gosterdikleri ve zincir uzunluklarimn da
birbirlerinden farkli oldugu bildirilmistir (Logan ve Berkeley 1984). Fritze (2002)
B. amyloliquefaciens'in B. subtilis e gore laktozdan asit retiminin daha hizli, glukonat
kullanmmimin ise daha yavas oldugunu, iki turin ayirt edilmesinde sadece bu
Ozelliklerden yararlanilabilecegini, ancak net bir ayrim igin molekiler yontemlere

basvurulmasi gerektigini bildirmistir.

Cizelge 4.45’den goruldigi  Uzere  biyokimyasal test  sonuglarinda
B. amyloliquefaciens e rastlanmazken, APl kitleri ile yapilan tanilama sonucunda stz
konusu tir B.subtilis ile birlikte verilmistir. Laktozdan asit Uretimi ve glukonat
kullanimi testlerinin Ek 6’da verilen sonuglarina bakildiginda laktoz testinin yapildigi
29 numaral1 tupin N2 ve K15 izolatlar icin pozitif, K6 izolat1 igin ise negatif; glukonat
testinin ise (47 numaral tip) 3 izolat icin de negatif olarak degerlendirildigi
gorulmektedir. Bu durumda N2 ve K15 izolatlarimin laktozu daha erken kullanmig
olmasi sebebiyle, bu izolatlarin B. amyloliquefaciens, K6 izolatimin ise B. subtilis

oldugu sdylenebilir.
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Cizelge 4.45. Biyokimyasal testler ve API kitleri ile yapilan tamlama sonuglar

izolatlar

Biyokimyasal testler

APl CH

N1
N2
N3
N4
N5
N6
N7
N8
N9
N10
N11
N12
N13
N14
N15
N16
N17
N18
N19
N20
N21
N22
K1l
K2
K3
K4
KS
K6
K7
K8
K9
K10
K11
K12
K13
K14
K15
K16
K17
K18
K19

Bacillus licheniformis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis

Bacillus megaterium
Bacillus subtilis
Bacillus megaterium
Bacillus megaterium
Bacillus coagulans

Bacillus licheniformis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis

Bacillus coagulans
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis

Bacillus megaterium

Bacillus megaterium

Bacillus licheniformis
Bacillus pumilus
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis

Tanilanamad:
Tanilanamad:
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis

Bacillus licheniformis

Bacillus megaterium

Bacillus licheniformis

Bacillus licheniformis

Bacillus megaterium

Bacillus megaterium

Bacillus megaterium

Bacillus megaterium
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis

Bacillus licheniformis
Bacillus subtilis

Bacillus megaterium

Bacilluslicheniformis
Bacillus subtilisgamyloliquefaciens
Bacillus pumilus
Tamlanamad:
Tanilanamadh
Bacillus pumilus
Muhtemelen Bacillus megaterium
Bacilluslicheniformis
Tanilanamadh
Bacilluslicheniformis
Tanilanamadh
Tanilanamadh
Bacilluslicheniformis
Tanilanamadh
Tanilanamadh
Tanilanamadh
Tanilanamadh
Tanilanamadh
Bacilluslicheniformis
Bacillus pumilus
Tanilanamadh
Tanilanamadh
Bacillus sp.
Bacilluslicheniformis
Tanilanamadh
Tanilanamadh
Tanilanamadh
Bacillus subtilisamyloliquefaciens
Bacillus sp.
Muhtemelen Bacillus megaterium
Bacilluslicheniformis
Bacilluslicheniformis
M uhtemelen Bacillus megaterium
M uhtemelen Bacillus megaterium
Tanilanamadh
Tanilanamadh
Bacillus subtilisgamyloliquefaciens
Muhtemelen Bacillus thuringiensis
Bacilluslicheniformis
Tanilanamadh
Tanilanamadh

Sekil 4.25."de bazi izolatlara ait APl 20 E ve APl CH dgriplerinin inkiibasyon 6ncesi

ve sonrasindaki resimleri gosterilmistir.
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4.25.3) Inkiibasyon 6ncesi API 20E,  4.25.b) inkiibasyon sonrast APl 20 E

4.25.c) Inkiibasyon 6ncesi APl CH 4.25.d) inkuibasyon sonrasi APl CH

Sekil 4.25. Inkiibasyon 6ncesi ve sonrasinda API 20 E ve API CH stripleri

Sekil 4.26.'de biyokimyasal testler ile Sekil 4.27.de ise API kitleri ile tamlamasi
yapilmis normal ekmekten elde edilen 22 izolatin % dagilim verilmistir. Dagilimlara
bakildiginda her iki yontem arasinda goz arch edilemeyecek derecede farklilik oldugu
gorulmektedir. Biyokimyasal testler ile yapilan tamilamada izolatlarin sayica yarisi, yani
%50's B. subtilis olarak saptamrken, APl Kkitleri ile yamlan tamlama sonucunda
B. subtilis'amyloliquefaciens'in %4,55 oraminda bulundugu saptanmigtir. Bu durum,

APl kitleri ile izolatlarin yaklasik %55'inin tamlanamamis olmasina karsin, aym
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izolatlarin ¢ok buyuk bir kisminin (Bkz. Cizelge 4.45.) klask yontemlerle B. subtilis

olarak tamlanmasindan kaynaklanmaktadhr.

Pepe vd (2003) sinmis ekmekten elde ettikleri 61 izolatin tamamim biyokimyasal
testler ile B. subtilis olarak tamlamis, ancak molekuler yontemleri kullandiklarinda
durumun bdyle olmadigini, diger turlerin de bulundugunu belirlemislerdir. Sorokulova
vd (2003) ise siinmis ekmekten izole ettikleri turleri klasik yontemlerle tamlamis ve
izolatlarin  %50°'sinin  B. licheniformis oldugunu, bunun disinda B. subtilis ve
B. megaterium’un bulundugunu ancak B. megaterium’a test edilen ekmeklerden
yalmzca birinde rastlandigim bildirmislerdir. Rosenkvist ve Hansen (1995) bugday,
ekmek hammaddeleri, normal ve siinmis ekmekten Bacillus tirlerini izole etmis, klasik
yontemlerle Bacillus oldugunu dogruladiktan sonra APl CH ile tamlams ve sinmus
ekmekte sadece B. subtilis oldugunu belirlemislerdir. Collins vd (1991) yaptiklar:
tanilamada, en ¢ok bulunanan tirti hem biyokimyasal testler (%63.7) hem de APl CH
kitleri (%040.8) ile B. subtilis olarak belirlemislerdir. Ayrica APl CH ile %17.4 oramnda
da B. amyloliquefaciens bulundugunu saptamiglardir. Yapilmis olan bu galismalar da
dikkate alindiginda klask testlerle ayirt etmenin zorlugunun goz ardi edilemeyecegi

aciktir.

Daha Once belirtilen gerekgeler dogrultusunda N2 izolatinin B. amyloliquefaciens
oldugu dustnul rse, Sekil 4.27.’ da %4.55 oraminda B. subtilisamyloliquefacies  olarak

gosterilen tirtin aslinda sadece B. amyloliquefaciens oldugu anlasilir.

B. megaterium agisindan da durum B. subtilis ile benzerlik arz etmektedir. Sekil
4.26.da %22.73 olarak gorulen deger, Sekil 4.27.’de %4.55'dir. Daha Once de
aciklandig: gibi klasik yontemlerle B. coagulans1 B. licheniformisten ayirt etmenin
zorlugu nedeniyle, bu tire sadece Sekil 4.26.'da rastlanmaktadir. B. licheniformis ve
B. pumilus a bakildiginda ise tam ters bir durumla karsilasiimakta, Sekil 4.27."deki
%'lik dilimin daha fazla oldugu gorilmektedir. Bu da yine biyokimyasal testlerle
B. subtilisi  B.licheniformis ve B.pumilustan ayirt etmenin zorlugundan
kaynaklanmaktadir.
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969,00 9%04,55

0450 0O B. subtilis
%1364 O B. megaterium
@ B. licheniformis
O B. coagulans
O B. pumilus

%22,73

Sekil 4.26. Biyokimyasal testler ile tamlamasi yapilmig norma ekmekten elde edilen
izolatlarin % dagilim

O B. licheniformis

%22,73
O B.pumilus
O B.subtilis'amyloliquefaciens
%54,55 %1364 U Muhtemelen B. megaterium
%455 %04,55 @ Tandanamayan

Sekil 4.27. API kitleri ile tamlamasi yapilmis normal ekmekten elde edilen izolatlarin %
dagilim

Sekil 4.28."de biyokimyasal testler ile Sekil 4.29.’da ise API kitleri ile tarlamasi
yapilmis kepekli ekmekten elde edilen 19 izolatin % dagilimi verilmistir. Klasik
yontemlerle yapilan tamilama sonuglarina gore baskin tirtin normal ekmekteki gibi
B. subtilis  (%36.84) oldugu, bunu srasiyla B. megaterium (%31.58) ve
B. licheniformisiin (%21.05) izledigi goOrulmektedir. Tamlanamayan izolatlar ise
%10.53’ 10k dilimi olusturmaktadir. Sekil 4.29. incelendiginde tanilanamayan izolatlarin
yine buyuk bir %'yi olusturdugu, baskin tirin ise B. licheniformis (%21.05) oldugu
gorulmektedir. “Muhtemelen B. megaterium” olarak tamlanan tirlerin %'s ise
15.79'dur. %210.53' luk kisim sadece cins bazinda tarulanirken,
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B. subtilis'amyloliquefaciens ve “muhtemelen B. thuringiensis’ esit oranlarda olup
%5.26'’ l1k dilime sahiptirler.

Pepe vd (2003) de siinmis ekmekten izole ettigi turleri biyokimyasal testlerle
tanilarken tim turleri B. subtilis olarak belirlemis ancak molekiler yontemlerle yaptig
tanilamada B. thuringiensisin bulundugunu da saptamuglarcir. Bailey ve von Holy
(1993) ise ekmek hammaddeleri, hamur, esmer ekmek ve gida temas yizeylerinden
Bacillus turlerini izole etmis, klasik yontemlerle tamlamis ve esmer ekmekte bulunan
turlerin  B. subtilis (%58.7), B. licheniformis (%31), B.pumilus (%6.8) ve
B. megaterium (%3.5) oldugunu belirlemiglerdir.

Normal ve kepekli ekmekler arasinda bir karsilastirma yapildiginda kepekli ekmekte
B. pumilus'un buna karsilik normal ekmekte de B. thuringiensis'in olmadigi goraldr.
Her iki tip ekmekte de baskin tir, biyokimyasal testlerle yapilan tamlamada B. subtilis,
APl kitleri ile yapilan tamlamada ise B. licheniformis olarak belirlenmistir.
Biyokimyasal testler sonucu, normal ve kepekli ekmekler icin sirasiyla B.megaterium
%22.73 ve %31.58, B. licheniformis %13.64 ve %21.05; API testi sonucuna gore ise
B.megaterium %455 ve %1579, B.licheniformis %2273 ve %21.05 olarak
bulunmustur. Bizim ¢alismamizdan farkli olarak Leuschner vd (1998) esmer ekmekten

B. subtilisve B. licheniformis’ e ilaveten B. pumilus u daizole etmislerdir.

%010,53 .
0 O B. subtilis

O B. megaterium

@ B. licheniformis

O Tanlanamayan

%031,58

Sekil 4.28. Biyokimyasal testler ile tanilamas: yapilmis kepekli ekmekten elde edilen

izolatlarin % dagilim
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Tanlanamayan

%4211 %21,05

B. licheniformis

Muhtemelen B. megaterium

Bacillus spp.

9%15,79 B.subtilis'amyloliquefaciens

o
|
|
o
|

%526 9526 941053 g

Muhtemelen B. thuringiensis

Sekil 4.29. API kitleri ile tamlamast yapilmis kepekli ekmekten elde edilen izolatlarin
% dagilimt

4.7. Tama Yapilan Bacillus Turlerinin Sindirme Kapasitelerinin Dogrulanmas

Ekmeklerden izole edilen tirlerden gergekten hangisi ya da hangilerinin siinme
hastaligina neden oldugunu belirlemek icin yapilan dogrulama testi sonucglar1 Cizelge
4.46. da verilmistir. Dogrulama testi igin B. subtilis, B. licheniformis, B. megaterium,
B. pumilus ve B. thuringiensisin ikili, Gglt, dortl ve besli kombinasyonlar: pistikten
sonra otoklavlanarak steril hale getirilen ekmek dilimlerine asilanmis, ekmeklerde

37°C’ de muhafaza sirasinda stinme hastaligininin olusup olusmadig: i ncel enmistir.

Cizelge 4.46.dan da goruldigl Uzere 24 saatlik muhafaza sonrasinda ekmeklerin
hicbirinde gorsel olarak siinme hastaligi olusmamustir. Ancak hastaligin belirtilerinden
olan koéth koku olusumu hissedilir diizeydedir. 2. gin bitin ekmeklerde sinme
gOozlenmes test edilen tim turlerin hastaligi olusturdugunun gostergesidir. Bizim
calismamizdan farkl: olarak stinmeye neden olan tirleri Rosenkvist ve Hansen (1995)
ile Leuschner vd (1998) sadece B. subtilis, Sorokulova vd (2003) B. subtilis ve
B. licheniformis olarak belirlemislerdir. Collins vd (1991) ise bir dogrulama testi
yapmamis ancak yaptiklari ¢alismada siinmis ekmekte bulunma %'s en fazla olan
turlerin (B. subtilis ve B. licheniformis) siinme etmeni en 6nemli turler olabilecegini
ileri sirmUslerdir. Bu tez calismasinda elde edilen sonuclara benzer olarak Thompson
vd (1998) siinmeye neden olan trleri B. subtilis, B. licheniformis, B. megaterium ve
B. pumilus olarak belirlemis, ayrica B polymyxa min siindirme kapasitesinin dusik
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seviyede oldugunu saptamiglardir. Pepe vd (2003) ise sinmis ekmekten izole ettikleri
61 B. subtilisin 37 sinin slinme yaptigin: belirlemiglerdir.

Cizelge 4.46.da gorilen ilave her bir “+” isareti sinmenin biraz daha ilerlemis
oldugunu gostermektedir. Cizelgede 2. gine ait sonuclar incelendiginde
B. licheniformis'in tek basina siinme olusturma potansyeli dusik iken baska bir bakteri
ile birlikte calistiginda ekmeklerde olusan stinmenin nispeten daha fazla oldugu gorulUr.
Bu durumun muhtemel iki sebebi olabilir. Birincis B. licheniformisin adaptasyon
sirecinin uzun olmasi nedeni ile sinme olusturmasinin uzun zaman amasi, ikincisi ise
tek basina sindirme yetenegi az olmasina ragmen diger tiurlerle sinerjist etki
gostermesidir. Cizelgede tam ters bir durum da sdz konusudur. Soyle ki Ornegin
B. subtilis'in tek basina siindirme yetenegi yuksek iken B. licheniformis ile kombine
halde bulundugunda bu yeteneginde azalma gozlenmistir. Bu da B. licheniformisin B.
subtilis'in etkisini baskilayabilecegini distindirmektedir.

Genel olarak B. licheniformisin bulundugu kombinasyonlarda sinmenin daha az
oldugu, ancak B. licheniformis ile B. megaterium birlikte bulundugunda sinmenin
nispeten daha fazla oldugu gorilmektedir. Bu durum, bu bakteri turleri arasindaki
sinerjist etkiye isaret sayilabilir.

B. thuringiensis'in sinme yaptigini bildiren bir ¢aligmaya rastlanmamasina ragmen
bizim galismamizda bu bakterinin de sinme yaptig: belirlenmistir. Farkliligin nedeni
B. cereus dt grubu icinde yer alan (Pepe vd 2003) bu turin “muhtemelen
B. thuringiensis’ olarak tamlanmas: olabilir. Stinme yapabildigi bildirilen B. cereus
(Thompson vd 1993) ile karigma, ihtimal dahilindedir. Sekil 4.30."da her bir tir ve

bunlarin besli kombinasyonlarinin dogrulama sonuglar1 gosterilmistir.

Cizelge 4.46.' ya gbre muhafaza stiresi uzatildikga siinme gelisimi de artmaktadir. Bir
sire sonra ortamda bakterinin kullanabilecegi besin bitecegi ve bakterinin faaliyeti
sonucu metabolitler olusacag: icin bakteri gelisimi duracak, bakteri Olim fazina
gececektir. Ancak herhangi bir bakteriyel sayim yapilmadigindan sadece gorsel olarak

yapilan inceleme ile siinme gelisiminin durup durmadiginin ayrimim yapmann zorlugu
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nedeni ile 6lum fazinin hangi giin basladigi konusunda net bir karar verilememistir. Bu
fazin her bir kombinasyon igin farkli ginlere denk gelmesi, yukarida yapilmis olan
aciklamalar da g6z ©nunde bulunduruldugunda, olduk¢a dogaldir. Cizelgede “+”
isaretlerinin artinlmast ile gosterilen siinme gelisimi gercegi en dogru sekilde
yansitacak sekilde verilmeye calisilmistir. 5. ve 6. gin arasindaki fark ayirt

edilememistir.

Cizelge 4.46. Bacillus turlerinin sindirme kapasitelerinin  dogrulanmas: testi

sonuclar
Bakteri Turleri 1.gun 2.gun 3.g0n 4.g0in 5.gun 6. gln
S - ++++ -+
L - ++ +H++
M - ++++ At A R
P - ++++ -+
T - +++++ b
S+L - ++ +++ +++
S+M - ++++ -+
S+P - ++++ -+
S+ T - +++ +++ +++ +++ +++
L+M - ++++ A+ A R
L+P - +++ +++ +++ +++ +++
L+T - ++ +++ A+
M+ P - ++++ A+ AR
M+ T - +4++++ -+ A
P+T - ++++ A+ AR
S+L+M - ++++ A+ AR
S+L+P - ++++ A+ AR
S+L+T - + ++ +++ A+
S+M+P - ++ ++ +++ A+
S+M+T - ++++ A+ A R
S+P+T - +++ +++ +++ A+
L+M+P - ++ ++++ A+ A
L+M+T - +++ ++++ -+ A
L+P+T - +++ ++++ -+ A
M+P+T - ++++ A+ A R
S+L+M+P - ++++ A+ AR
S+L+M+T - ++ ++ +++ A+
S+M+P+T - ++++ A+ AR
S+L+P+T - ++ ++ +++ A+
L+M+P+T - ++++ A+ A R
S+L+M+P+T - +++ +++ A+
Kontrol - - - - - -

S: B. subtilis L: B. licheniformis M: B. megaterium P: B. pumilus T: B. thuringiensis

143



Sekil 4.30. Bacillustirlerinin siindiirme kapasitelerinin dogrulanmasi
(S B. subtilis  L: B. licheniformis M: B. megaterium P: B. pumilus T: B. thuringiensis)
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4.8. Sinme Hastahgimin Matematiksel Olarak Modellenmesi

Bu tez ¢alismasinda stinme gelisiminin takibinde kullamlan tim kimyasal ve teksturel
Ozelliklerdeki degisimler icin sicaklik derecesi ve muhafaza siresine bagli olarak
kinetik parametreler belirlenmeye galisilmig, ancak bu 6zelliklerin neredeyse tamaminin
0., 1. ya da 2. dereceden reaksiyonlara gore degismedigi gorilmustir. Bu durumun da
ekmeklerde sinme ile birlikte olusan heterojen yapidan kaynaklandig: distinilmektedir.
Teksturel 6lgtimlerde heterojen yapi nedeniyle mumkuin oldugunca fazla yerden 6lgiim
yapilarak bunlarin ortalamas: alinmistir. Kimyasal analizler icin ise her ne kadar
homojen drnek alinmaya galisilsa da sinmenin ekmek icinin tamaminda degil de belirli
bolgelerinde olmast 6rnek almay: zorlastirmistir. Kepekli ekmeklerde zaten heterojen
olan yapinmin bir de siinmeyle birlikte degismesi sonuglarin daha uyumsuz olmasina
neden olmustur. Su husus da goz 6ntinde bulundurulmalichir ki degisimi incelenen bittin
Ozellikler adinda bakteriyel faaliyete bagli olarak sekillenmektedir. Dolayisiyla bakteri
gelisim egrisinin lineer olmamas: diger parametrelerin de lineer olarak degismeme
nedenini agiklamaktadir. Su an elimizde mevcut yazilimlar ile non-lineer regresyon
analizi de yapilamadig: igin degisimi izlenen tim Ozellikler arasindan sozli gegen
reaksiyonlara (0., 1. ya da 2. dereceden) en iyi uyum saglayan bazi 6zellikler icin
kinetik parametreler hesaplanmistir. 4°C'de sinme hastaligi olusmadigi icin bu

sicaklikta elde edilen veriler, sinme hastaliginin modellenmesinde kullanmlimanmustir.

4.8.1. Normal ekmeklerin sertlik degeri degisim kinetiginin modellenmes

Kinetik parametreleri hesaplanan 0Ozelliklerden biri norma ekmeklerdeki sertlik
degisimidir. Ekmeklerin muhafaza strelerine karsilik sertlik degerlerinin (C-Co/CCo)
olarak aritmetik skalaya islenmesi sonucu dogrusal bir egri elde edildigi icin
reaksiyonun 2. dereceden olduguna karar verilmistir (Sekil 4.31.). Burada C, baslangig,
C son degeri temsil etmektedir. Elde edilen dogrularin egimi hiz sabitini vermektedir.

145



Sertlik (g)

Sire (giin)

25C ® 37C a 45C Dogrusal (25C) —— Dogrusal (37C) —— Dogrusal (45C)

Sekil 4.31. Sertlik degeri degisimi icin reaksiyon derecesinin belirlenmes

Cizelge 4.47. den de goruldugl Uzere 25°C, 37°C ve 45°C de elde edilen reaksiyon
hiz sabitleri sirasiyla 28.906 g'giin™, 45.448 g'gun™ ve 57.699 g'gin™ dir. Sertlik
degeri degisiminin sicaklik derecesine 6nemli seviyede (p<0.01) bagl: oldugu daha dnce
beirtilmisti. Cizelgeye gore sicaklik derecesi arttikga k degerleri azalan bir hizla
artmaktadir. Hiz sabitleri karsilastirildiginda 45°C’ de reaksiyonun 25°C’ dekine gore 2
kat daha hizl1 gergeklestigi gorulur. Yani stinme ile birlikte sertlik degerinde meydana
gelen azalma 45°C' de 2 kat daha hizlidir. 37°C’deki azalma hizi ise 25°C'ye gore 1.5
kat daha hizlidir.

Cizelge 4.47. Sertlik degeri degisimine ait k degerleri

Sicaklik derecesi (°C) k (g'gin™) R°
25 28.906 0.6053
37 45.448 0.8114
45 57.699 0.7930

Reaksiyon hizinin sicakliga bagimliligim belirlemek igin k degerlerinin dogal
logaritmasi (Ink) alinarak sicakligin resiprokaline (1/T) kars: grafik edilmis (Sekil 4.32.)
ve Arhenius ssitliginden yararlanarak aktivasyon enerjisi hesaplanmustir.
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4 - y = -3,2976x + 14,431
3,5 R? = 0,998

Ink
N
(&3]

¢ Ink
—— Dogrusal (Ink)

O T T T T T 1
31 3,15 3,2 3,25 3,3 335 34

/T *1000 (K)

Sekil 4.32. Sertlik degeri icin farkli sicakliklardaki hiz sabitlerine bagl1 olarak elde

edilen Arhenius egris

Elde edilen dogrunun egimi Ea/R’ ye esit oldugundan;

% = 3.2976* 1000

Ea=3297.6 (°K) * 8.314j/mol°K = 27416.25 j/mol

Buradan, reaksiyonun gergeklesebilmesi icin molekillerin sahip olmasi gereken
minimum enerji dizeyinin 27416.25j//mol oldugu anlasilmaktadir. Hesaplanan
aktivasyon enerjisinin yuksek olmasi, reaksiyonun sicaklik degisimine gok duyarl
oldugunun gostergesidir. Yani sicaklik derecesindeki kuglk bir degisim sertlikte

meydana gelen azalmayi hizlandiracaktir.
4.8.2. Normal ekmeklerde serbest amino asit olusum kinetiginin modellenmesi

Ekmeklerin muhafaza surelerine karsilik serbest amino asit konsantrasyonlarinin
doga logaritmalarinin aritmetik skalaya yerlestiriimesi sonucu elde edilen dogrusal
egriye gore serbest amino asit olusumunun 1. dereceden reaksiyon kinetigine gore
gerceklestigi belirlenmistir. Sekil 4.33."de 3 farkl: sicaklik derecesinde (25, 37 ve 45°C)
serbest amino asit miktarimin dogal logaritmasinin siireye karsi grafik edilmesiyle elde

edilen egriler gbsterilmistir.
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InC

Sire (gin)

25C = 37C a 45C Dogrusal (25C) —— Dogrusal (37C) —— Dogrusal (45C)

Sekil 4.33. Serbest amino asit konsantrasyonunun (C) dogal logaritmasinin stireye karsi
grafigi

Cizelge 4.48."de Sekil 4.33."de gosterilen dogrusal egrilerin egimlerinden elde edilen
hiz sabitleri ve bunlara ait korelasyon katsayilar: gosterilmistir. 25°C, 37°C ve 45°C’ de
elde edilen hiz sabitleri (k) sirasiyla 0.0866 giin™, 0.4248 gin™* ve 0.5046 giin™ dir. Bu
degerlere gore sicaklik derecesi 25°C den 37°C'ye ciktiginda reaksiyonun hizinda ¢ok
buyik bir artis gerceklestigi anlasilmaktadir. Bu durumun nedeni 37°C’de siinme
hastaliginin optimum olarak gelismesi ve bakterinin proteaz faaliyetine bagli olarak
aciklanabilir. 45°C’deki hiz sabitine bakildiginda ise reaksiyonun hizinin yine arttigi
ancak artis oramimn azaldigi gorultr. Yani reaksiyonun hizi tamamen siinme olusma

potans yeline gore sekillenmektedir.

Cizelge 4.48. Serbest amino asit konsantrasyonu degisimine ait k degerleri

Sicaklik derecesi (°C) k (giin™) R®
25 0.0866 0.5249
37 0.4248 0.7486
45 0.5046 0.9350
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3+ y = 8,7218x - 26,934
2 —
25 - . R®=0,9113
2 4
< 15
1 . ¢ Ink
05 | * —— Dogrusal (Ink)
O T T T T T 1
3,1 3,15 3,2 325 33 33 34
/T * 1000 (K)

Sekil 4.34. Serbest amino asit miktar: igin farkli sicakliklardaki hiz sabitlerine bagl
olarak elde edilen Arhenius egrisi

Reaksiyon hiz sabitlerinin doga logaritmalarimn 1/T’ye kars: grafigi cizildiginde
elde edilen dogrunun egimi (E&/R) 8.7218 * 1000 olmaktadir. Buradan;

% = 8721.8 (K)

Ea=8721.8 (%K) * 8.314j/mol°K = 72513.05j/mol elde edilir.
Aktivasyon enerjis degerinin oldukga yuksek bulunmasi reaksiyonun sicakliga
bagimliligimn ¢ok fazla oldugunun bir gostergesi olmaktadir. Dolayisiyla sicakligin gok

az artmasi bile proteinlerin enzimatik olarak pargalanma, yani serbest amino asit olusum

reaksiyonunun hizinin artmasina neden olur.
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5. SONUC

Bu calismada, ekmeklerde meydana gelen baslica bozulmalardan olan siinme
hastaliginin, dort farkli sicaklik derecesindeki (4, 25, 37 ve 45°C) gelisimi, normal ve
kepekli ekmeklerde ayr1 ayri1 olmak Uzere fiziksel, kimyasal, tekstiirel ve mikrobiyolojik
degisimlere bagli olarak incelenmis; ekmeklerden izole edilen Bacillus tirleri hem
klask yontemlerle hem de APl test kitleri ile tamlanmistir. Calismada kullanlan
sicakliklarin segilme nedeni; 4°C'nin sogukta depolama kosullarini, 25°C' nin oda
kosullarini, 45°C’ nin yaz aylarinda Antalya bdlgesinde bulunan ekmek satis ortamlarini
temsil etmesi, 37°C'nin ise Bacillus turlerinin optimum gelistigi sicaklik derecesi
olmasidir. Tamlamamn iki farkli yontemle yapilma nedeni ise karsilastirma yapma

imkan saglayarak en dogru sonuca hangi yontemle ulagilabilecegini belirlemektir.

Ekmeklerde bulunan siinme etmeni Bacillus turlerinin kaynagi temelde ekmek
hammaddeleridir. Bu nedenle tim hammaddelerde siinme sporu sayimi yapilmis ve spor
yuku en yiksek olan kaynagin maya (93EMS/g) oldugu, bunu sirasiyla kepekli un
(43EMS/g), normd un (23EMS/g), su (4.3EMS/g), seker (3.6EMS/g) ve tuzun
(<BEM S/g) izledigi saptanmustir.

Yapilan igatistiksel analizler, sinme gelisiminin takibi igin degisimi izlenen tim
mikrobiyolojik, kimyasal ve tekstiirel 6zelliklerin sicaklik derecesine 6nemli diizeyde
(p<0.01) bagimli oldugunu gostermistir. TMAB sayimi disindaki tim ozelliklerin
ekmek tipinden de 6nemli diizeyde (p<0.01) etkilendigi saptanmustur.

Arastirma sonuglari, katki maddes kullanmaksizin gergeklestirilen ekmek tretiminde
sinme hastaliginin yalnizca 4°C’de muhafaza edilen ekmeklerde olusmadigini, diger
sicakliklarda, sicaklik derecesine bagli olmakla birlikte farkli sirelerde hastaligin
olustugunu gostermistir. 4°C de siinme gelisimi gozlenmemistir ancak bu sicaklikta da
ekmek bayatlamasinin hizli olmasi olumsuz bir 6zellik olarak goze garpmaktadir.
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Ekmeklerde siinme hastalig1 kott koku olusumu ile baslamis, gorsel olarak hastaligin
hissedilir hale gelmes biraz daha fazla zaman almistir. Bu baglamda 25°C’ de her iki
ekmek tipi igin de 2. giinde kokudaki degisim fark edilir dizeye ulasirken, ekmeklerde
hastaligin gozlendigi noktalardaki kahverengilesme ve sivilasma normal ekmekte 3. ve
4. gun arasinda, kepekli ekmekte ise 4. glinde gergeklesmistir. 37°C ve 45°C’ de normal
ekmekte koku olusumu 1. guin icinde kendini gosterirken, gorsel olarak 37°C'de 3.
gunde, 45°C’de 2. gunde olusmustur. Kepekli ekmeklerde ise hastaligin daha kisa
surede olustugu tespit edilmistir. 37°C’ de koku degisimi bir giinden daha kisa sirede,
gorunttideki degisim ise 1. ginde; 45°C’de ise 1. gunde koku degisimi, 2. giinde ise
gorsel degisim gerceklesmistir.

Ekmeklerden izole edilen Bacillus turlerinin tamlanmasinda hem klasik yontemler
hem de API tes kitleri ile benzer sonuglar elde edilen izolatlar olsa da genel olarak
bakildiginda iki yontemle ulasilan sonuclar arasinda farkliliklar vardir. Bu durumun en
Onemli nedeni heterojen 6zelliklere sahip Bacillustirlerinin klasik yontemlerle tanisimn
zor olmasidir. Nitekim yapilan biyokimyasal testlerde pozitif sonucun kontrolu igin bazi
testlerde inkibasyon siresinin 14 gine kadar uzatilmas,, tamlama isleminin

hassasi yetini azaltmaktadir.

Normal ekmekte biyokimyasal testlerle B. subtilis (%650), B. megaterium (%22.73),
B. licheniformis (%13.64), B. coagulans (%9.09) ve B. pumilus (%4.55) olarak
tanilanan izolatlar, API test kitleri ile B. licheniformis (%22.73), B. pumilus (%13.64),
B. subtilis'amyloliquefaciens (%4.55), muhtemelen B. megaterium (%4.55) ve kabul
edilemez profil (%54.55) olarak tanilanmistir. Kepekli ekmekte ise biyokimyasal
tanilama sonuclar1 B. subtilis (%36.8), B. megaterium (%31.58), B. licheniformis
(%21.05) ve tanmlanamayan (%210.53) seklindeyken, APl test kitleri ile tanilama
sonuglart B. licheniformis (%21.05), muhtemelen B. megaterium (%15.79), Bacillus
spp. (%10.53), B. subtilisamyloliquefaciens (%5.26), muhtemelen B. thuringiensis
(%5.26) ve kabul edilemez profil (%42.11) seklindedir.

Yapilan calismalar B. subtilis ile oldukga yakin iliskili tirler bulundugunu; eskiden

B. subtilis olarak tamilanan pek ¢ok tiriin B. atropheus, B. mojavensis ve B. vallismortis
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oldugunun belirlendigini; B. subtilisin B. subtilis subsp. subtilis ve B. subtilis subsp.
spizizenii olmak Uzere iki alt gruba ayrildigin gostermistir (Nakamuravd 1989, Roberts
vd 1994, Roberts vd 1996, Reva vd 2004). Bu turlerin biyokimyasal testlerle ayirt
edilemedigi gibi APl veri tabaminda da yer amamasi, yapilan tamlamann
guvenilirligini  tehlikeye amaktadir. Dolayisiyla bu tez caismas: ile sadece
biyokimyasal testlerle degil, APl test kitleri ile de yeterince dogru sonug elde
edilemeyebilecegi gorulmustur. Nitekim bu sonug daha 6nce yapilmis ¢alismalarda da
bildirilmis, molekiler tekniklerle yapilacak tamlamanin gergegi dahaiyi yansitacag: 6ne
surtlmastar (Thompson vd 1993, Fritze 2002).

Ekmeklerde siinme, ekmek yapisinda meydana getirdigi degisimler itibariyle pek gok
kaynakta tarifi yapilan bir olusumdur. Bu calisma ile sinme hastaligi sonucu
ekmeklerin yapsal Ozelliklerinde (sertlik, adezif ve kohezif yapiskanlik, zamksilik,
cignenebilirlik, elastikiyet, esneklik) meydana gelen yapisal degisimler ilk kez
incelenmis olup bilim gevrelerince kullanilabilir bilimsel sayisal degerler ve uygulama
esaslar1 elde edilmistir. Bu calisma siinme gelisen ekmeklerde tekstiir analizlerinin de

siinme hizinin tahmininde kullanilabilecegini gostermistir.

Sinme hastaligimin matematiksel olarak modellenmesinde hem tekstirel hem de
kimyasal 0Ozelliklerdeki degisimlerin kullanilabilecegi ancak kinetik parametrelerin
bilinen lineer regresyon andizi ile belirlenmesinin pek mimkin olmadigi gorulmustur.
Ancak 0., 1. ya da 2. dereceden reaksiyonlara en iyi uyum saglayan ¢zellikler (sertlik
degisimi ve serbest amino ast olusumu) baz alinarak 25°C, 37°C ve 45°C'de
gerceklesen reaksiyonlar igin hesaplanan hiz sabitlerine gore sicaklik arttikga reaksiyon
hizinin da azalan bir hizla arttig: tespit edilmistir. Sinme ile birlikte ekmek icinde
meydana gelen degisimlerin sicakliga bagimliligimn yiksek oldugu, sertlik degisimi
icin 27416.25j/mol, ve serbest amino asit olusumu igin 72513.05j/mol olarak
hesaplanan aktivasyon enerjisi degerlerinden anlasiimaktadir. Serbest amino asit
olusumu igin belirlenen aktivasyon enerjisi degerinin daha da yuksek olmast bu
parametrenin sicaklik degisimlerinden daha fazla etkilendigini gostermektedir.
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Bugine kadar genellikle enzim dretme amacgli veya biyoteknolojik amaglar igin
kullanilan Bacillus lar, topraktan veya tuzlu, soda: ve benzer degisik su ortamlarindan
izole edilmistir. Oysa bu ¢alismada ekmeklerden izole edilerek, firinda 100°C’ ye yakin
sicakliklarda spor olusturarak canli kalabilen siinme etmeni bakteriler arasindan enzim
aktivitesine sahip olanlar: segilerek sanayinin bircok alaninda ihtiyag duyulan enzimleri
dretmenin mumkin olabileceginin ihtimal dahilinde oldugu gordlmustdr. Nitekim
sanayinin birgok alaninda, biyik olgekli enzim retiminde Bacillus subtilis ve Bacillus

licheniformis ten 6nemli 6l¢ude yararlanildigi bilinmektedir.

Ekmeklerde sinme etmeni bakterilerin biyokimyasal testler ve API kitleriyle tam
olarak tarmlanamayacagi, molekiler tekniklerle daha saghikli  tamlamaarin
yapilabilecegi, sinme sonucu olusan yapiya ve kimyasal degisimlere gore sinmenin
hizinin ve degisim seyrinin matematiksel fonksiyonlarla tahmin edilebilecegi, elde
edilen izolatlarin enzim dretme Ozellikleri ve bu Urettikleri enzimlerin karakterize

edilmelerinin, ileride bu yonde galismalarin surdirtilmesinin gerektigi sdylenebilir.
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7.EKLER

EK 1. En Muhtemel Say1 (E.M.S) Cizelges (Anonymous 1992)

Pozitif Tup Sayist EMS Pozitif TUp Sayisi EMS
gveya gveya gveya g veya g veya gveya g veya gveya
ml ml ml ml ml ml ml ml
0.01 0.001 0.0001 0.01 0.001 0.0001
0 0 1 30 2 1 3 340
0 0 2 60 2 2 0 200
0 0 3 90 2 2 1 300
0 1 0 30 2 2 2 350
0 1 1 60 2 2 3 400
0 1 2 90 2 3 0 300
0 1 1 120 2 3 1 350
0 2 0 60 2 3 2 400
0 2 1 90 2 3 3 530
0 2 2 120 3 0 0 250
0 2 3 160 3 0 1 400
0 3 0 90 3 0 2 650
0 3 1 130 3 0 3 950
0 3 2 160 3 1 0 450
0 3 3 190 3 1 1 750
1 0 0 40 3 1 2 1150
1 0 1 70 3 1 3 1600
1 0 2 110 3 2 0 95
1 0 3 150 3 2 1 1500
1 1 0 70 3 2 2 2000
1 1 1 110 3 2 3 3000
1 1 2 150 3 3 0 2500
1 1 0 190 3 3 1 4500
1 2 0 110 3 3 2 11000
1 2 1 150 3 3 3 11000+
1 2 2 200
1 2 3 240
1 3 0 160
1 3 1 200
1 3 2 240
1 3 3 290
2 0 0 90
2 0 3 140
2 0 2 200
2 0 2 260
2 1 0 150
2 1 1 200
2 1 2 300
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EK 2. Standart Egriler

Glukoz Standard Egrisi
S 700 - y = 302,21x + 21,348
E» 600 - R? = 0,9983
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0 0,5 1 1,5 2 2,5
Absorbans
Glutamik Asit Standard Egrisi
~ 30 -
()]
X
> 25 - y = 16,558x - 0,1097
= 20 R? = 0,9994
S 15 -
g
2 10
&
c S
o
¥ O T T T 1
0 0,5 1 1,5 2
Absorbans
Bovine Serum Albumin Standard Egrisi
el y = 40,062x - 0,0583
3 301 R2 = 0,9992
£ 251
§ 20 -
P
8 15 -
g 10
g 5
®]
x O T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Absorbans
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Ek 3. Bacillus tirlerinin ayirt edici 6ze likleri

3 » 0
3 E g ) 2 %) g =
Ozellikler o g g g g g o g s s g g gf R g%
T4 3 2 3 3 2 3 % g 2 8 s o3 & 8§ -
Hicre capr > 1.0 um - ND - - + - Vi - + - + . v }
Spor yuvarl akligi - - - - - - - - - - - + + -
Sporangium sismesi - + + + - + - + - + Vi - + - + +
Parasporal Kristaller - ND - - - - - - - - - - i, -
Katalaz + ND + + + - + + + + + + + + + +
Anaerobik Gelisme - - - + + - - - + d + - - - + +
Voges-Proskauer Testi + - - + + - - - + + NG - - -
VP Broth'da pH
<6 d ND + + ND - - + + + NG - - d
>7 - ND - - ND + + - - NG - - -
Asit Olusumu
D-Glukoz + ND + + + - - d + + NG + - +
L-Arabinoz + ND + - - ND - - - NG - - .
D-Ksiloz + ND + - - - - - - d NG - - -
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Ek 3."0n Devamu
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Ozdlikler

NG

ND

D-Mannitol

gaz

Glukozdan
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Hidroliz:

ND

ND
ND

Kazein

ND

Jelatin

Nisasta

Sitrat Kullanim

ND ND ND

ND

ND ND ND

ND

ND

ND

ND
ND

+

Propiyonat Kullanimi

Tirozin

Hidrolizasyonu

ND

ND

Fenilalanin

Deaminasyonu

ND ND

ND

ND

ND

ND
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Devami arkada
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Ek 3."0n Devamu

3 0 0
F 3 : 2 2 g : :
owie £ 5 E 0§ 5 4, s § 0§ £ 38 I 2 8 ¢
i 5 § 2 ¢ § § £ 5 5 8 & & 5 £ 5 5
6 o o © « o o o o £ «© @ @ @ o a0
d o« o < 5 < N o o = b Y q S 4 = 5
Nitrat Rediiksi yonu + ND - - + ND - d + d d - d d +
Indol Uretimi - - - + ND - - - - - - ND - - d
Dihidroksiaseton ND ND - + ND - - - ND - d ND - - -
Uretimi
NaCl ve KCl - - - - - - - - - - - - - - -
gereksinimi
Alantoin  ve  Urat - - - - - - - - - - - + - - -
gereksinimi
pH 6.8de gdisme, + - - + + + + + + + + - + + + - +
(Nutrient Broth)
pH 5.7 de gelisme + d - - + - - d + d + - - - - - -
NaCl’ de gelisme
%2 + ND ND ND + ND ND ND ND ND + + + + d + ND
%5 + ND - d + - + - ND d - + + - - - d
%7 + ND - - + - ND - d d - - + - - - -
%10 ND ND - - ND - - - ND - - - ND - - - -
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Ek 3."0n Devamu

2]
= % 0 g
A 3 3 ® %) 5 2
Ozellikler s = o £ 2 5 3 5 g S
2 a g_ ks B > = 9 %) 8— *3 ) 8
= o o) © y= \ %) [%2] S [o)) o > = = ] -
= Q — = O = = a o & g o 8 = o]
< = 3 g = Ie) g 3 = Q g = 2 c ® ©
3 8 < B 3 o 8 5 5 © © = = > = = =
d o o o« o« o« o« o« g % @ @ @ o @ @ @
i N ™ <t Lo © N~ (o] (@] - i i i i — — —
Gelisme sicaklig
5°C - - ND - - ND - - - - - - - + + - -
10°C d - ND - - ND - - d d - + d + + - -
30°C + - + + + + + d + + + + + d - + +
40°C + - + + + + + + d + + + + - - +
50°C d + - - - - + d - - + - - - - - -
55°C - + - - - - - d - - + - - - - - -
65°C - + - - - - - - - - - - - - - - -
Lizozim varhginda d ND - + + - - d + d - ND - - - + +
gelisme
H, + CO, veyaCO ile - - - - - - - - - - - - - - - - -
ototrof
-, Suslarin %90 ya da daha fazlasi negatif NG, Gelisme yok
+, Suslarin %90 ya da daha fazl asi pozitif (-)P, Cok az gaz kabarcig: olusabilir
v, Sus kararsizligi
d, Suslarin %11-89'u pozitif
ND, Veri yok Devami arkada
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Ek 3."0n Devamu
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Ek 3."0n Devamu
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Ek 3."0n Devamu
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Ek 3."0n Devamu

2]
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" .g 4 5 n
A E , & 5 £ 2 E
e i = 5 = = @] =
Ozellikler 5 5 s § g § & & ¢ s £ 8 3z § £ @
= 9 o o] g £ © 3 S 3 E = = 5 g B =
5] = 5 & & 3 5K g T 2 =3 E = 8 = =
2 5 = E £ £ E £ & g 8 8 2 8§ &% & £
) o o o o o o o o o o o o o o o o
© o (o} i N o < Tel © ~ © o () i Qi o <
— — N N N N N N N N N N o™ ™ ™ ™ o™
%10 - ND ND - - - ND ND + + - - ND - - - ND
Gelisme sicaklig
5°C - ND - - + + d - - ND d - - - - - -
10°C - ND - d + + + d - ND + - + - + - d
30°C + + + + - + + + + + + + - + - +
40°C - ND + + - - d d + d + - + - d + +
50°C - - + d - - - - - - - d + - + -
55°C - - + - - - - - - - - - - + - + -
65°C - - - - - - - - - - - - - + - + -
Lizozim  varhginda + - d - - ND - + - ND d + d + d - +
gdisme
H, + CO, veyaCOile - - - - - - - - - - - - - + - - -
ototrof

-, Suslarin %90 ya da daha fazlasi negatif
+, Suslarin %90 ya da daha fazl asi pozitif
v, Sus kararsizligi

d, Suslarin %11-89'u pozitif

ND, Veri yok

()P, Cok az gaz kabarcig ol usabilir
NG, Gelisme yok
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Ek 4. APl 20 E strip okuma tablosu

o Miktar Reaksiyonlar/ Sonuglar
Testler Aktif icerikler (mg/kip.) Enzimler Negatif PoZitif
i _RP. B-galaktosidaz (Ortho
onpg | 2-nitrofenil-pD- | g Nitrofenil-BD Renksiz San (1)
galaktopiranozid Galaktopiranosidaz
T o Kirmizi/
ADH L-arjinin 1.9 Arjinin DiHidrolaz Sa Turuncu (2)
. . . Kirmizi/
LDC L-lizin 1.9 Lizin Dekarboksilaz San Turuncu (2)
DC L-ornithin 1.9 Ornithin Dekarboksilaz Sart Kirmizy/
= " Turuncu (2)
CIT . . . Acik Mavi-
Trisodiumsitral | 0.756 | ClTrate (sitrat) kullanm | Gie | esiiMayi
Renksiz/ Siyah
H,S | Sodium thiosilfat | 0.075 H,S Uretimi Grims cbkelti/ince
cizgi
- Kirmizi/
URE Ure 0.76 UREaz San Turuncu (2)
TDA/hemen
TDA L-triptofan 0.38 Triptofan DeAminaz | Sart Kirmizi
kahverengi
JAMES/hemen
IND L-triptofan 0.19 INDol tretimi Renksiz/
zayif yesil/sarnt Pembe
VP - -~ Asetoin Uretimi (Voges VP1+VP2/10dk
Sodium pirtivat 19 Proskauer) Renksiz Pembe/kirmizi
LGELl | Jelatin (sigr . Siyah Siyah
0.6 GELatinaz pigment pigment
kaynakl1) yaygin degil yaygin
. Fermentasyon/oksidasyon | Mavi/Mavi- | Sari/grimsi
GLU D-glikoz 1.9 (GLUKo?) (4) yesil e
. Fermentasyon/oksidasyon | Mavi/Mavi-
MAN D-mannitol 1.9 (MANnitol) (4) yesil Sar1
; : Fermentasyon/oksidasyon | Mavi/Mavi-
INO Inositol 1.9 (INOsitol) (4) yesil Sar
. Fermentasyon/oksidasyon | Mavi/Mavi-
SOR D-sorbitol 1.9 (SORbitol) (4) yesil Sar
Fermentasyon/oksidasyon | Mavi/Mavi-
RHA L-rhamnoz 1.9 (RHAMnOZ) (4) yesil Sar1
Fermentasyon/oksidasyon | Mavi/Mavi-
SAC D-sukroz 1.9 (SACcharo?) (4) yesil Sar
. Fermentasyon/oksidasyon . .
MEL D-melibioz 19 (MELibioz) (4) Mavi/mavi Sart
. Fermentasyon/oksidasyon . .
AMY Amygdalin 0.57 (AMYgdalin) (4) Mavi/mavi Sar1
. Fermentasyon/oksidasyon . .
ARA L-arabinoz 19 (ARAbinoz) (4) Mavi/mavi Sar
OX (oksidaz test prospektiisiine Sitokrom-Oksidaz (oksidaz test prospektiisiine

bakiniz)

bakiniz)

(1) Cok acik sar1 pozitif olarak dustnulmeidir.
(2) 36-48 saat inkiibasyondan sonraturuncu renk negatif kabul edilmelidir.

(8) Okuma (kUpilde) yapilir.

(4) Fermentasyon tiiplin alt kisminda baslarken, oksidasyon kiiptil de baglar.
(5) 10 dakika sonra hafifce pembe renk negatif kabul edilmelidir.

173




Ek 5. APl CH dtriplerinin bilegimi

y - . QTY y o : QTY
Tup Test Etkin bilesenleri (ma/kiipil) Tup Test Etkin bilesenleri (mg/kiipil)
Eskulin 1.16
0 KONTROL ] 2 ESC Ferrik sitrat 0.152
1 GLY Gliserol 1.64 26 SAL Salisin 1.04
2 ERY Eritritol 1.44 27 CEL D-Sellobioz 1.32
3 DARA D-Arabinoz 14 28 MAL D-Madltoz 14
4 LARA L-Arabinoz 14 29 LAC D-Laktoz 14
5 RIB D-Riboz 14 30 MEL D-Médlibioz 1.32
6 DXYL D-Ksiloz 14 31 SAC D-Sakkaroz (siikroz) 1.32
7 LXYL L-Ksiloz 14 32 TRE D-Trihaloz 1.32
8 ADO D-Adoitol 1.36 33 INU Inulin 1.28
9 MDX Metil-bD-Ksilopiranozid 1.28 34 MLZ D-Melezitoz 1.32
10 GAL D-Galaktoz 14 35 RAF D-Raffinoz 1.56
11 GLU D-Glikoz 1.56 36 AMD Amidon (nisasta) 1.28
12 FRU D-Fruktoz 14 37 GLYG Glikojen 1.28
13 MINE D-Mannoz 14 38 XLT Ksilitol 14
14 SBE L-Sorboz 14 39 GEN Gentiobioz 0.5
15 RHA L-Ramnoz 1.36 40 TUR D-Turanoz 1.32
16 DUL Dulsitol 1.36 41 LYX D-Liksoz 14
17 INO Inositol 14 42 TAG D-Tagatoz 1.4
18 MAN D-Mannitol 1.36 43 DFUC D-Fukoz 1.28
19 SOR D-Sorbitol 1.36 44 LFUC L-Fukoz 1.28
20 MDM Metil-aD-Mannopiranozid 1.28 45 DARL D-Arabitol 14
21 MDG M etil-aD-Glukopiranozid 1.28 46 LARL L-Arabitol 14
22 NAG N-Asetilglukozamin 1.28 47 GNT Potasyum Glukonat 1.84
23 AMY Amigdain 1.08 48 2KG Potasyum 2-KetoGlukonat 212
24 ARB Arbutin 1.08 49 5KG Potasyum 5-KetoGlukonat 1.8
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