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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

PROBIYOTIK BAKTERILERIN BAKLAGIL UNLARI ICEREN in vitro
KOSULLARDA VE SUT MODELINDE CANLILIGININ VE BAZI
PROBIYOTIiK OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Merve Begiim OZYUREK

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dal

Damsman: Prof. Dr. Tiilay OZCAN

Cahismanin ilk boliimiinde, Lactobacillus casei ve Bifidobacterium animalis subsp. lactis
probiyotik bakteri suslarinin sirasiyla karbonhidrat igermeyen MRS (de Man, Rogosa and Sharpe)
ve TPY (Tryptone Peptone Yeast Extract) temel besi ortamina ilave edilen baklagil unlari
ekstraktlarini in vitro kosullarda fermente edebilme yetenekleri arastirilmistir. Besi ortamlarina
substrat kaynagi olarak %2 bezelye, kuru fasulye, mas fasulyesi ve boriilce unlari ile %3 oraninda
kiiltiir ilave edilerek, 37°C’de 48 saat siireyle anaerobik kosullarda fermantasyona birakilmustir.
Karbonhidrat kaynagi igcermeyen 6rnek negatif kontrol, %2 glikoz ve %2 iniilin igeren drnekler
pozitif kontrol olarak degerlendirilmistir. Fermantasyonun 0., 24., ve 48., saatlerinde alinan
orneklerde hiicre yogunlugu (ODeso), pH, probiyotik bakteri sayisi, prebiyotik aktivite sayisi
(PAS), laktik asit ve kisa zincirli yag asitleri (KZY A) miktarlar1 belirlenmistir. Besi yeri 6rnekleri
probiyotik bakteri sayilar1 agisindan degerlendirildiginde genel olarak bakteri sayisinin tiim
orneklerde >7 logio kob/mL oldugu ve en yiiksek bakteri sayisinin ise L. casei + boriilce unu
ornegine ait oldugu goriilmiistiir. Kullanilan bakteri ¢esidi ve baklagil unlar1 ¢cesidine gére KZY A
miktarlarimin farklilik gosterdigi ve kuru fasulye unu iceren orneklerin laktik asit ve toplam
KZY A miktarlarmin en yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Caligmanin ikinci boliimiinde, rekonstitiie edilen (%11,11 KM) yagsiz siitlere %2 baklagil unu
ekstrakti (bezelye unu, kuru fasulye unu, mas fasulyesi unu ve bdriilce unu) ile, %3 oraninda
L. casei ve B. animalis subsp. lactis probiyotik bakteri kiiltiirleri ayr1 ayri ilave edilerek
fermantasyonu izlemek i¢in, siit modeli olusturulmustur. Depolama siiresince (1., 14., ve 28.
giinler) fermente siit matrikslerinde mikrobiyel, fizikokimyasal ve tekstiirel o6zellikler
incelenmistir. Siit model sisteminde canli bakteri sayilari incelendiginde, L. casei’nin B. animalis
subsp. lactis’e gore canlihigimi daha yiiksek oranda korudugu tespit edilmistir. L. casei + mas
fasulyesi unu 6rneginin toplam amino asit bilesimi ve toplam antioksidan aktivitesi ile B. animalis
subsp. lactis + boriilce unu 6rneginin toplam fenolik madde degeri, farkli unlar1 iceren siit
modellerine gore daha yiiksek bulunmustur. Sonuglar incelendiginde, baklagil unlari ilave edilmis
in vitro model ve siit model sisteminin, L. casei ve B. animalis subsp. lactis bakterilerinin gelisimi
icin uygun ortami olusturdugu ve baklagil unlarinin potansiyel prebiyotik etkilerinin oldugu
goriilmiistiir. Depolama boyunca probiyotik bakterilerin sayisinin terapdtik yarar icin Onerilen
canli hiicre sayisinda (>7 logio kob/g) oldugu saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Probiyotik, baklagil, bezelye, kuru fasulye, mas fasulyesi, boriilce,
in vitro, siit modeli

2020, x + 146 sayfa.



ABSTRACT

MSc Thesis

INVESTIGATION of VIABILITY and SOME PROBIOTIC PROPERTIES of
PROBIOTIC BACTERIA in in vitro CONDITIONS and MILK MODEL
SYSTEM ENRICHED with LEGUME FLOURS

Merve Begiim OZYUREK

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Tiilay OZCAN

The first section of the present study investigates the ability of Lactobacillus casei ve
Bifidobacterium animalis subsp. lactis probiotic strains to ferment the legume flour extracts added
in carbohydrate-free MRS (de Man, Rogosa and Sharpe) and TPY (Tryptone Peptone Yeast
Extract) basal media under in vitro conditions. The basal media supplemented with 2% pea, white
kidney bean, mung bean and cowpea flours extracts and inoculated with 3% bacterial culture,
were incubated for 48 hours at 37°C under anaerobic conditions. The samples with no
carbohydrate was designated as negative control whereas the samples with 2% glucose or inulin
were evaluated as positive controls. Optical density (ODeso), pH, enumaration of probiotic
bacteria, prebiotic activity score (PAS), lactic acid and short chain fatty acids (SCFA) contents
were analysed on 0, 24 and 48 hours of fermentation. When the samples were examined, it was
found that probiotic bacteria counts in all samples were generally >7 logiocfu/mL and the highest
number of bacteria was observed in sample containing L. casei + cowpea flour. The content of
the SCFA was bacterial species and legumes flour type-dependent. The highest content of lactic
acid and total SCFA were found in samples containing white kidney bean flours.

In the second section of the study, the reconstituted milk (11.11% DM) containing 2% legume
flour extracts (pea, white kidney bean, mung bean and cowpea flour) and 3% L. casei and B.
animalis subsp. lactis probiotic bacteria cultures was used as milk model system and the variations
on microbiological, physicochemical and textural properties of fermented milk samples were
determined on the 1st, 14th and 28th days of storage. According to the viable cell counts, it was
observed that the viability of L. casei was higher than B. animalis subsp. lactis in the milk model
system. The values for total amino acid composition and total antioxidant activity of L. casei +
mung bean flour samples and the total phenolic compounds of B. animalis subsp. lactis + cowpea
flour samples were higher than other milk models for flour samples. The results suggested that
the in vitro and milk models with legume flours, such as pea, white kidney bean, mung bean and
cowpea were good matrices for growth of L. casei and B. animalis subsp. lactis and displayed a
potential prebiotic activity. Furthermore, both matrix were able to maintain the prescribed
minimum viable counts of bacteria with therapeutic benefits (>7 logio cfu/g) throughout storage.

Key words: Probiotic, legumes, pea, white kidney bean, mung bean, cowpea, in vitro,
milk model system

2020, x + 146 pages.
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1. GIRIS

Fonksiyonel gidalar; proteinler, karbonhidratlar, yag asitleri, vitaminler, mineraller, diyet
lifleri, antioksidanlar gibi temel besin ogelerinin disinda, istenen gereksinimler
dogrultusunda zenginlestirilen ve takviye edilen besinleri igeren gidalardir. Son yillarda
insan saglig1 lizerine olumlu etkileri olan fonksiyonel gidalarin, nutrasétiklerin ve gida
takviyelerinin roliine iligkin yapilan arastirmalarda artig goriilmektedir (O’Connor 2017,
Brown ve ark. 2018).

Stit endiistrisi; tiiketicilerin saglikli gidalara olan taleplerinin artmasi nedeniyle,
fonksiyonel Ozellikler iceren yeni gidalarin {iretilmesi konularina yonelmektedir. Bu
bakimdan, siit {rlinleri tretiminde siklikla kullanilan, insanlarin iist gastrointestinal
sisteminde sindirelemeyen bilesenleri igeren ve segici olarak istenen bakterilerin
gelisimini tetikleyen prebiyotikleri ve Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirleri gibi
probiyotik bakterileri igeren terapotik gida formiilasyonlar1 raflarda yer almaya
baslamaktadir. Bu tirtinlerin kullanimi ile beraber de bagirsaklarin mikrobiyel bilesimleri
faydali yonde degismektedir (Betoret-Valls ve ark. 2011, Akin ve Ozcan 2017).

Yapilan caligmalar incelendiginde fermente edilmis gidalarmn antik zamanlardan beri
tiketilmekte oldugu ancak probiyotik gidalarin son yiizyilda insanlarin beslenme
aliskanliklarma dahil edildigi goriilmektedir. Siit ve siit {irlinleri probiyotiklerin taginmasi
icin en uygun besin gruplarindandir. Saglik etkileri son derece yiiksek olan siit, yogurt,
peynir, kefir gibi fermente {irtinler tiiketiciye sunulmakta, fermente olmayan dondurma,
bebek mamasi formiilasyonlari, ¢ikolatal tathlar gibi {iriinler de probiyotik suslar ile
desteklenerek, bu gidalarin da faydalarmin artmasi saglanmaktadir (Aragon-Alegro ve
ark. 2007, Prado ve ark. 2015, Baglatzi ve ark. 2016, Linares ve ark. 2017).

Probiyotiklerin saglik iizerine etkileri konusunda yapilan klinik aragtirmalarda,
gastrointestinal enfeksiyonlar1 azalttigi, laktoz metabolizmasinda iyilesmeye neden
oldugu, antimutajenik ve antikarsinojenik Ozelliklere sahip oldugu, immiin sistem

tizerinde uyarict etkilerinin oldugu, Helicobacter pylori enfeksiyonunu baskilayabildigi



gibi bir¢ok etkisinin oldugu saptanmistir (Playne ve ark. 2003, Shah 2007, Hekmat ve
ark. 2009, Zare ve ark. 2013, Ahmad ve Khalid 2018).

Baklagiller; protein, mineral, vitamin ve biyoaktif bilesenler agisindan oldukga zengin
kaynaklardir, bu nedenle beslenmenin &nemli bir parcasini olusturmaktadirlar. Insan
saglig1 lizerine yararl etkileri olan bu baklagil tohumlarinin islenmesi ve tohumlardan
yeni gida TUriinleri iiretilmesi konularinda, diinya c¢apinda bir artis goriilmektedir.
Ozellikle son yillarda vejetaryen beslenmeye olan ydnelimin de artmasiyla, baklagil ve
tahillar beslenmede 6nemli yer tutmaktadir (Aguilera ve ark. 2011, Magalhaes ve ark.
2017).

Baklagiller, bir¢ok fizyolojik ve metabolik siiregte 6nemli rol oynamakla birlikte insanlar
icin biyolojik degeri yiiksek fenolik bilesiklerin de kaynagidirlar. Fenolik bilesiklerin
biliylik bir ¢ogunlugu baklagil tohumlarinin ¢ekirdeklerinde yogunlagsmaktadir. Bu
biyoaktif bilesikler, gidanin tadinin, kokusunun ve aromasinin olusmasinda belirleyici
faktorlerdir. Ayrica serbest radikallerin uzaklastirilmasina yardimci olmakta, proteinler
ile etkilesime girebilmekte ve antioksidan 6zelligin olusumuna katkida bulunmaktadirlar.
Bu sebepler ile baklagillerin, yeni terapotik gidalar olarak kullanimlarma olan ilginin
giderek arttig1 goriilmektedir (Aguilera ve ark. 2011, Sabate ve Soret 2014, Singh ve ark.
2017).

Tane baklagillerin kuru madde oranmin %55-65" ini karbonhidratlar olusturmaktadir.
Baklagil karbonhidratlari, az miktarda yavas sindirilen karbonhidrat bilesenlerini ve
yiiksek miktarda sindirelemeyen ancak bagirsakta fermente edilebilen diyet liflerini ya da
prebiyotik bilesenleri igermektedirler. Bagirsaga ulasan bu karbonhidratlar temel olarak;
direncli nisasta (saglikli bireylerin ince bagirsaginda sindirilemeyen nisasta), ¢oziinebilen
ve ¢bziinemeyen diyetsel lifler ve sindirilemeyen ¢oklu sekerlerdir. Ornegin bezelye
baklagilinde toplam diyet lifi oran1 %14 ile 26 arasinda degisirken, kuru fasulyede %23
ile 32 civarinda, mas fasulyesinde %25 ve boriilcede ise %6-7 civarinda bulunmaktadir
(Osorio-Diaz ve ark. 2002, Timko ve ark. 2007, Brummer ve ark. 2015, Yasmeen ve ark.
2017).



Besinsel lifler sindirim sistemi enzimleri tarafindan hidrolize edilemeyen farkl
Ozelliklere sahip karbonhidratlar1 igermekle birlikte, Lactobacillus ve Bifidobacterium
tiirleri gibi bazi probiyotik bakterilerin yardimiyla fermente edilmekte ve kalin bagirsakta
bu bakterilerin hiicresel popiilasyonlarindaki artisla beraber laktik asit ve kisa zincirli yag
asitleri (SCFA, KZYA) olusumu gerceklesmektedir. Asetik asit, biitirik asit ve
propiyonik asit gibi KZY A’lar 6zellikle bagirsaklarin asitliginin artmasinda ve gerekli
metabolik enerjinin saglanmasinda gorev almaktadirlar (Plaza-Diaz ve ark. 2019,
Venegas ve ark. 2019).

Insan saghigina yararl bircok etkileri bulunan probiyotik bakterilerin baklagillerle birlikte
kullaniminin arastirilmas1 ve besin igerigi yiiksek c¢esitli gida iirlinleri iiretiminin
gergeklestirilmesi amactyla bu konularda daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bagirsak mikrobiyotasinda hayatta kalma yetenegi gosteren probiyotik bakterilerin
islevselliklerini devam ettirebilmeleri i¢in gerekli olan enerji; fruktooligosakkaritler,
laktuloz, laktitol, galaktooligosakkaritler ve soya fasulyesi oligosakkaritleri gibi
oligosakkaritler tarafindan saglanabilmektedir. Bu oligosakkaritlerin sindirimini saglayan
a-galaktosidaz enzimi, insan sindirim sistemi tarafindan {retilememekte ve bu
oligosakkaritler prebiyotik olarak fermente edilebilmektedirler. Kuru fasulye ve
bezelyede yiiksek oranda bulunan galaktooligosakkaritler ve ¢ogu baklagilde bulunan
direngli nisasta, probiyotik bakterilerin gelisimini destekleyen bilesenlere 6rnek olarak
verilmektedir (Ranadheera ve ark. 2010, Zare ve ark. 2013, Fan ve ark. 2014, Kerry ve
ark. 2018).

Probiyotik iiriinlerin gelistirilmesinde uygun gida matriksinin se¢imi, raf démrii boyunca
triinde meydana gelen biyokimyasal degisimlere ve bakteri sayisina, gastrointestinal
sistemdeki mikroorganizmalarin hayatta kalmasina ve ¢ogalmasina etki etmesi sebebiyle

onem teskil etmektedir (Ranadheera ve ark. 2010).

Bu ¢aligmada, bitkisel protein, diyet lifi, vitamin ve mineral kaynagi olan baklagillerden;
bezelye, kuru fasulye, mas fasulyesi ve boriilce unlarmnin prebiyotik olarak kullanim
potansiyellerinin in vitro kosullarda ve Lactobacillus casei ve Bifidobacterium animalis

subsp. lactis probiyotik kiiltiirlerini iceren fermente siit modelinde, canliiginin ve



gelisiminin arastirilmasi, probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi, ayrica iiretilen fermente

stitiin fermantasyon ve depolama boyunca mikrobiyel, fizikokimyasal ve tekstiirel

ozelliklerinin izlenmesi amaglanmistir. Calisma kapsaminda;

1)
1)

V)

V)

Vi)

Vi)

V1IN

Lactobacillus casei ve Bifidobacterium animalis subsp. lactis tiirlerinin bezelye,
kuru fasulye, mas fasulyesi ve boriilce unlar1 igeren in vitro besi ortaminda
gelisimlerinin ve canliliginin incelenmesi,

Prebiyotik aktivite sayis1 (PAS) nin belirlenmesi,

Karbonhidrat igeren baklagillerin, potansiyel prebiyotik kaynagi olarak
kullanimlar1 ve probiyotik bakterilerin gelisimi ile olusan laktik asit ve kisa
zincirli yag asitlerinin (KZY A) kompozisyonunun belirlenmesi,

Lactobacillus casei ve Bifidobacterium animalis subsp. lactis tiirlerinin bezelye,
kuru fasulye, mas fasulyesi ve boriilce unlar1 i¢eren siit matriksinde gelisimlerinin
incelenmesi,

Uretimi yapilan fermente siitlerde fizikokimyasal (pH, protein, renk (L*, a*, b*
degerleri)) ve tekstiirel analizlerin incelenmesi ile tirtiniin teknolojik 6zelliklerinin
belirlenmesi,

Baklagillerin protein icerigi ile besinsel ve biyolojik etkisinin yorumlanabilmesi
amaciyla, siit matriksinde amino asit kompozisyonun belirlenmesi,

Antioksidan ve fenolik bilesik kompozisyonun belirlenmesi ile siit matriksinin
fonksiyonel 6zelliklerinin tanimlanmast,

Yapilan analizler sonucunda elde edilen verilerin istatistiksel olarak
degerlendirmesinin yapilmasi ve besi yeri ¢esidi, fermantasyon siiresi, baklagil
unlari ¢esidi, depolama siiresi etkisinin ve aralarindaki etkilesimlerin agiklanmasi

ve yorumlamalarin yapilmast amaglanmastir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2000’li yillardan itibaren gelisen fonksiyonel gida iiretimi, tiiketicilerin besleyici,
giivenli, dogal ve saglkli gidaya olan talepleri dogrultusunda giderek Onem
kazanmaktadir. Bir besin kaynagmim fonksiyonel gida olarak sayilabilmesi i¢in; dogal
bilesenlerden iiretilmis olmasi ve tiiketildiginde viicuda fizyolojik agidan fayda sagliyor
olmas1 olmas1 gerekmektedir (Menrad 2003, Arihara 2006, Khan ve ark. 2011, Birch ve
Bonwick 2019).

Besinsel icerigi yiiksek gidalarin beslenme diizenlerine dahil edilmesiyle beraber saglik
iizerindeki etkilerinin ve tiikketim oranlarmin arttigr gorilmiistiir. 1980’11 yillarda
Japonya’da olusturulan FOSHU (Foods For Specific Health Use, Ozel Saglik Kullanimi
I¢in Olan Gidalar) kavramu ile fonksiyonel gidalar igin diizenleyici gergeveler ¢izilmistir.
FOSHU kriterlerine gére modifiye edilmis fonksiyonel gidalarin su 6zellikleri tagimasi

gerekmektedir;

I.  Tiketilen triinlerin saglik tizerine fayda saglamasi,
ii.  Uriiniin saglik iizerine yararlar1 hakkinda bilimsel ¢alismalarin yapilmis olmas,
iii.  Fonksiyonel bilesenlerin besinsel igeriklerinin kanitlanmis olmasi,
iv.  Fonksiyonel iiriinlerin insanlarin tiiketimi i¢in giivenli olmasi,
V.  Fonksiyonel oldugu belirtilen iiriiniin fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak sahip
oldugu 6zelliklerin nitel ve nicel analiz yontemleri ile tanimlanmis olmas,
vi.  Gidalarin islenmesi ve depolanmasi siiresince iriinde onem teskil edecek
degisikliklerin olmamasi,
vii.  Saglik etkisinin maksimum diizeyde fayda saglayabilmesi i¢in giinlik belirli
miktarlarda tiiketiliyor olmasi,
viii.  Uriiniin tibbi amacl kullanilan ilag sinifina dahil olmamas: (Kaur ve Singh 2017,

Birch ve Bonwick 2019).

Nutrasotikler olarak da adlandirilan fonksiyonel gidalar, gida endiistrisinin bilylimeye
devam eden alanlarindan biri olarak goriilmektedir. Bu biiyiimenin itici giict, tiiketicilerin

saglikli gidaya olan ilgilerinin artmasi ve giinliik beslenme diizenlerinde aktif rol almak



istemeleridir. Artan saglik sorunlar1 da tiiketiciler {izerinde farkindalik yaratmakta ve
tiiketicileri sagliklarini korumanm etkili ve uygun yollarmi aramaya tesvik etmektedir

(Champagne ve Mollgaard 2008, Birch ve Bonwick 2019).

Fonksiyonel gidalarin tiretilmesindeki amag, tiiketiciler i¢cin dengeli bir beslenme diizeni
olusturmanin yanisira, kalp-damar hastaliklari, obezite, seker hastaligi, osteoporoz,
yiksek tansiyon gibi kronik rahatsizliklarin giderilmesini saglamaktir. Bu sebeple
probiyotik mikroorganizmalar ve/veya prebiyotikleri iceren fonksiyonel gida tiretimleri
son yillarda biyiik ilgi gormektedir (Siro ve ark. 2008, Bhat ve Bhat 2011, Rodrigues ve
ark. 2012).

Diinya genelindeki fonksiyonel gida pazari g6z 6niine alindiginda siit ve siit iiriinlerinin
payt yiksektir ve fonksiyonel igecekler de bu sektoriin 6nemli bir boliimiini

olusturmaktadir. Saxelin ve ark. (2003) siit tiriinlerini {i¢ gruba ayirmaktadir;

I.  Temel siit Girinleri: yogurt, tereyagi, peynir, dondurma gibi klasik siit tirtinleri,

ii.  Ilaveli/zenginlestirilmis siit iiriinleri: diisiik laktoz icerikli veya laktozsuz iiriinler,
bazi vitaminler ve/veya mineraller ile zenginlestirilmis siitler, bebekler i¢in
hipoalerjenik formiiller,

iii.  Fonksiyonel siit iirtinleri: temel besin 6gesi igeriginin disinda sagliga yararl

etkileri olan siit veya siit dis1 gida bilesenleri ile zenginlestirilmis {iriinler.

Fonksiyonel gidalarin igerisinde fonksiyonel siit tiriinleri, diyet lifi, omega-3, fitosterol,
izoflavanoid, konjuge linoleik asit, mineraller ve vitaminler gibi bilesenleri icermekte ve
saglikli gidalar olarak 6nemli rol oynamaktadir. Probiyotik bakterilerin gelisimi i¢in
uygun ortam kosullarma sahip olan siit iirlinlerinden fermente gidalarm {iiretilmesiyle,
gidalar daha uzun siire korunup muhafaza edilmekte, besin degerleri arttirilmakta ve
duyusal ozellikleri gelistirilmektedir (Saarela 2009, Abd EIl-Salam ve ark. 2011,
Champagne ve ark. 2018, Karaman ve Ozcan 2018).

Tirk Gida Kodeksi’ne gore fermente siit iirlinleri; ‘siitiin uygun mikroorganizmalar

tarafindan fermantasyonu ile pH degerinin koagiilasyona yol acacak veya agmayacak



sekilde disiiriilmesi sonucu olusan ve icermesi gereken mikroorganizmalar1 yeterli
sayida, canli ve aktif olarak bulunduran siit iirtinleri’ seklinde tanimlanmaktadir. Tebligin
Ek-2’de belirtilen iiriin 6zelliklerine gore fermente siit iiriinleri ‘en az 107 kob/g toplam
spesifik mikroorganizma’ ve ‘en az 10° kob/g etikette belirtilen toplam ilave

mikroorganizma’ icermelidir (Anonim 2009).

2.1. Probiyotikler ve Prebiyotikler

Rus asilli bir mikrobiyolog olan Elie Metchnikoff, 20.yy’in baslarinda bagisiklik sistemi
iizerine yaptig1 caligmalarinda, besinsel takviyelerin bagirsak florasi lizerine olumlu
etkileri oldugunu ve toksin iireten bakterilerin gelisimlerini baskiladigimi soyleyerek
probiyotik ¢aligmalarinm temelini atmistir (Lourens-Hattingh ve Viljoe 2001, Govender
ve ark. 2014).

Metchnikoff’un teorisinden sonra bilim insanlar1 bu konudaki arastirmalarini siirdiirmeye
devam etmisler ve Lactobacillus acidophilus’un bazi suslarini izole etmeyi
basarmiglardir. Rettger ve Horton (1914) ve Rettger ve Cheplin (1920a, 1920b) fareler ve
insanlar iizerine yapmis olduklar1 ¢alismalarinda, beslenme diizenine ilave edilen siit
ve/veya laktozun, bagirsaklarda Asidofilus ve Bifidus tiirlerinin miktarini arttirdigini
gostermiglerdir. Bu bulgular fermente edilmis iirtinlere olan ticari ilgiyi arttirmaya

baslamustir.

Japon mikrobiyolog Minoru Shirota, 1930 yilinda mide-bagirsak sisteminde canli halde
kalabilen bir bakteri olan Lactobacillus casei Shirota susunu izole etmeyi basarmis ve
‘yakult’ ismiyle bilinen fermente siit iirlinii tiretiminde basariyla kullanmistir. 1930’larin
sonlart ve 1950 yillar1 arasinda diinya genelinde yasanan savaglar gibi olaganiistii
kosullar1 nedeniyle hiz kaybetse de, 1950’lerin baglarinda ¢alismalar tekrar ilgi kazanarak

probiyotik konseptinin ortaya ¢ikmasina imkan tanmimustir (\Vasiljevic ve Shah 2008).

Terminolojik olarak ilk defa Vergin (1954) tarafindan kullanilan ve ‘yasam igin’
anlamma gelen ‘probiyotik’ kelimesi, Lilly ve Stillwell (1965) tarafindan ‘diger

mikroplarmn gelismesini tesvik eden mikroplar’ olarak tanimlanmustir. Fujii ve Cook



(1973) vyaptiklar1 calismalarda probiyotiklerin i¢inde bulundugu konak hiicredeki
enfeksiyonlara karsi direng olusturabildigini ve bunu yaparken in vitro kiiltiiriin

gelismesini baskilamadigini belirtmislerdir.

Parker (1974) probiyotikleri, bagirsaklarin mikrobiyel dengesinin olusmasina yardimci
olan mikroorganizmalar olarak tanimlamistir. Bu tanim giiniimiizdeki tanimlara yakin
olmakla beraber, o donemin yazarlar1 tarafindan antibiyotikleri dahi i¢ine alabilecek bir
tanim oldugu gerekgesiyle elestirilmistir. Fuller (1992) hayvanlar iizerine yaptigi
calismalar sonucunda probiyotiklerin sindirim sistemi lizerinde faydalar1 olan mikrobiyel

besin takviyesi olduklarini belirtmistir.

Salminen ve ark. (1999) yaptiklar1 arastirmalar sonucunda probiyotikleri, tiiketildikleri
zaman konak¢inin saghgi lizerine yararh etkileri olan mikroorganizmalar1 igeren
maddeler ve bu maddelerden tiretilmis siit iirtinleri olarak tanimlamaktadir. Schrezenmeir
ve De Vrese (2001) ise bu mikroorganizmalarm yeterli sayida ve canli halde bulunuyor

oldugunu belirterek literatiire katki saglamistir.

Anadon ve ark. (2006) probiyotikleri, yeterli miktarda tiiketildiklerinde saglik {izerine
olumlu etkileri olan bakterileri ve mayalar1 iceren canli mikroorganizmalar oldugunu
belirterek, en genis tanimlamalardan birini yapmistir. 2000’li yillardan giinlimiize bu
faydali mikroorganizmalarin saghigimiz iizerine etkileri arastirilmaya devam etmektedir
(Vasiljevic ve Shah 2008, Lauzon ve ark. 2014, Calatayud ve Suarez 2017, Barat ve
Ozcan 2018, Champagne ve ark. 2018, Corbo ve ark. 2018).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarm Orgiitii (FAO) ve Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO)
hazirladig1 rapora goére probiyotik mikroorganizmalarm; mide ve safra asidine karsi
direngli olmasi, potansiyel patojen mikrorganizmalara karsi antimikrobiyel etKi
gosterebilmesi, insan epitel hiicreleriyle uyum gosterebilmesi, safra hidrolaz enzimlerini

aktiflestirebilmesi gibi 6zelliklere sahip olmasi1 gerekmektedir (Anonim 2002).



Govender ve ark. (2014)’na gore; bir mikroorganizmanin probiyotik olarak sayilabilmesi
i¢in;
I.  insanlarm mide-bagirsak sisteminde dogal olarak bulunuyor olmalidir.
il.  bagirsak florasini istenmeyen mikroorganizmalara karsi koruyan antimikrobiyel
bilesenler tiretebilmelidir.
iii.  mide asidi, safra tuzlari, oksijen ve enzimlere karsi stabilitesini koruyabilme
ozelligi tasimalidir.
iIv.  bagirsak duvarina yiiksek oranda tutunabiliyor olmalidir.
v.  antibiyotiklere kars1 direngli olmalidur.

vi.  tiiketime uygun Ve insan saghigina fayda sagliyor olmalidir.

Probiyotik bakterilerin tanimlanmasi asamalarinda test edilen 6zellikler Sekil 2.1.’de
sematize edilmektedir (lannitti ve Palmieri 2010, Arora ve Baldi 2017). Probiyotik
bakterilerin, gidalarin emilimini artirirarak sindirim sisteminin diizenlenmesi, bagirsak
mikrobiyotasinin iyilestirilmesi, antimikrobiyel bilesenlerin iiretilmesi gibi dogrudan ve
dolayl1 bir ¢ok etkisi bulunmaktadir (Fioramonti ve ark. 2003, Taverniti ve Guglielmetti
2011).

Probiyotiklerin bu biyolojik gorevlerini yerine getirebilmeleri i¢in, ilave edildikleri
gidalara uygulanan proses kosullarindan, mide-bagirsak sisteminin son agamasina kadar
olan kosullara kars1 dayananikli olmalar1 gerekmektedir. Bu kosullar, 1s1 degisimleri,
osmotik basing degisimleri, oksidasyon, midedeki kuvvetli asit ve safra konsantrasyonlar1
gibi degiskenler olabilmektedir (Mills ve ark. 2011, Tripathi ve Giri 2014). Probiyotik
bakterilerin stabilitesini etkileyen faktorler Sekil 2.2.’de verilmektedir (Soccol ve ark.
2010).

Diisiik pH ve yiiksek asitlikten kaynakli stres, midedeki hidroklorik asit varligiin dogal
etkisi ile ortaya ¢ikabilecegi gibi, fermente siit iiriinlerinin fermantasyonu sonucunda
laktozun laktik asite ve diger organik asitlere doniigiimii ile de meydana gelebilmektedir.
Asitlikten kaynakli stres mikroorganizmalarda hiicre zari, DNA ve proteinlere zarar

verebilmektedir bu sebeple probiyotik formiilasyonlarda kullanilacak olan bakteriler



yiiksek asitlik kosullarini tolere edebilecek kapasitede olmalidir (De Dea Lindner ve ark.

2007, Sanchez ve ark. 2007, Corcoran ve ark. 2008, Wesche ve ark. 2009).

Asidik ortam
kosullarina dayanmkhhk

Safra tuzu toleransi

Antibiyotiklere karsi
diren¢

Jelatinaz enzimi
aktivitesi

Antimikrobiyel aktivite

Fermantasyon profili

Belirli bir inkiibasyon siiresi boyunca, farkli pH
kosullarma  ayarlanmmsg olan mide-bagirsak
simiilasyonununda  bakterilerin = canliliginin  test
edilmesi (Pelinescu ve ark. 2009)

*Kolestrol dengesini saglamada onemli etkileri olan
safra tuzlarmin probiyotik bakteri suslari tizerine olan
etkisinin test edilmesi (Tok ve Aslim 2007)

*Tarama yontemiyle c¢esitli bakterilerin, amoksisilin,
gentamisin, tetrasiklinler, klindamisin, kanamisin,
nalidiksik asit gibi farkli tiirde antibiyotikler
tizerindeki etkisinin degerlendirilmesi (Gueimonde ve
ark. 2013)

* Mikrorganizmanin jelatini  daha  kiiciik
polipeptidlere, peptidlere, ve organizma tarafindan
kullamilabilen amino asitlere hidrolize eden jelatinaz
ekoenzimi  iiretime  yeteneginin  arastirilmasi
(Stamatova ve ark. 2007)

+Laktik ve asetik asit gibi organik asitlerin ve hidrojen

peroksit, etanol, diasetil, asetaldehit, asetoin, karbon
dioksit, reuterin, reuterisiklin ve bakteriyosinler gibi
antimikrobiyel ~metabolitlerin  iiretiminin  deger-
lendirmesi (Ahmadova ve ark. 2013)

*Cesitli probiyotik tiirler tarafindan karbonhidratlarin
kullanimimin degerlendirilmesi (Shehata 2012)

Sekil 2.1. Probiyotik bakterilerin tanimlanmasinda uygulanan biyokimyasal testler
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Fermantasyon

Besi yeri bilesimi Proses
Hidrodinamik kosullar Sicaklik kosullar
Fiziksel kosullar Oksijen miktari
Toksik etkili yan iiriinler Donma ve kurutma kosullar:

(Cozlinmiis oksijen miktar1

Depolama Sindirim Sistemi
Sicaklik Midenin asitlik kosullar1
Nem miktari Enzimatik faaliyetler
Oksijen miktar1 Cevrenin bilesimi

Tastyict gidanin veya diger

; it veya ¢ Ince bagirsaktaki safra tuzlari
bilesenlerin asitligi

Sekil 2.2. Probiyotik bakterilerin stabilitesine etki eden faktorler

Probiyotik bakterilerin stabilitesi {izerine etkili olan bir diger etken enzimlerdir. Ornegin
midedeki pepsin enzimi, proteinlerin hiicre zarmnin yapisini hidrolize edebilmekte bu da

sitoplazma zarmnin biitiinliigiinii bozabilmektedir (Mills ve ark. 2011).

Probiyotikler iizerine inaktive edici etkiye neden olabilecek etmenlerden biri de ince
bagirsaktan salgilanan safra tuzlaridir.  Safra, inorganik ve organik bilesiklerin
karisimindan olusan bir salgidir. %60 oraninda kolik asit, kenodeoksikolik asit,
deoksikolik asit gibi safra asitleri olusmaktadir. Geri kalan kisim fosfolipitler, kolestrol,
lipovitaminler, immiinoglobulinler, su ve elektrolitlerden olusmaktadir. Safra asitlerinin
taurin ve glisin aminoasitleri ile konjugasyonu sonucunda safra tuzlar1 olusmaktadir. Ince
bagirsakta bulunan safra tuzlari, hiicre zarina zarar vererek, osmotik basing degisimleri
ve diisiik pH nedeniyle DNA hasarina yol agarak veya proteinlerin yanls katlanmasma

neden olarak antimikrobiyel etki gostermektedir. Bu sebeple segilecek olan probiyotik
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mikroorganizmanin safra tuzlarmna karsi dayanikli olmasi onemli bir faktér haline

gelmektedir (Olejnik ve ark. 2005, Sanchez ve ark. 2007, Amund 2016).

Bir insanin genonumundan yaklasik 150 kat fazla gen tasiyan bagirsak mikrobiyotasi,
viicuttaki en Onemli organlardan biri haline gelmektedir. Bagirsaklar, viicuttaki metabolik
gelisimlerin diizenlenmesi, epitel hiicrelerin gelisiminin arttirilmasi, dogustan gelen
bagisiklik 6zelliklerinin desteklenmesi gibi bir ¢ok biyolojik siirecte yer almaktadir.
Yapilan ¢aligmalarda iltihabi bagirsak hastalig1 (IBD), seker hastaligi, damar sertlesmesi,
alkolik karaciger hastalig1 (ALD), alkolik olmayan yaglh karaciger hastaligi (NAFLD),
siroz, bazi kanser tiirleri ve metabolik sendromlar gibi hastaliklarin insanlarin bagirsak
mikrobiyotalariyla iliskili oldugu sdylenmektedir (Ley ve ark. 2006, O’Hara ve Shanahan
2006, Wang ve ark. 2016, Wang ve ark. 2017a).

Viicutta meydana gelen, stres kaynakli veya bakteriyel kontaminasyon kaynakli etkilerin
azaltilmasinda etkili olan probiyotikler, viicutta istenmeyen mikroorganizmalar olan
patojen bakterilerin neden oldugu hastaliklarin Onlenmesine yardimci olmakta,
antibiyotik kaynakli diyarenin etkilerinin azaltilmasini saglamaktadir. Yapilan caligmalar
probiyotik kullanimin seker hastaligiin diizenlenmesinde, kemik erimesinin tedavisinde,
alerji  semptomlarmin  azaltilmasinda, laktoz intoleransinin  semptomlarinin
hafifletilmesinde ve kan basmcinin diizenlenmesinde destekleyici etkilerinin oldugunu
gostermektedir. Sekil 2.3.te probiyotiklerin insan saghgi {lizerine olan etkileri
gosterilmektedir (Mattila-Sandholm ve ark. 2002, Plessas ve ark. 2012, Baquerizo-Nole
ve ark. 2014, McFarland ve Goh 2018).

Insan sagligina yararli etkileri olan, cogunlugunu laktik asit bakterileri (LAB)’nin
olusturdugu probiyotik mikroorganizmalar, genellikle Lactobacillus ve Bifidobacterium
tiirlerine ait olan mikroorganizmalardir. Laktik asit bakterileri, Amerika Saglik Bakanlig1
biinyesinde bulunan Gida ve Ila¢ Kurumu (FDA) tarafindan GRAS (genellikle giivenilir
olarak taninan) kategorisinde tanimlanmaktadir. LAB tiirleri gram pozitif, gubuk sekilli,
spor olusturmayan, hareketsiz, fakiiltatif anerob bakterilerdir (Arora ve Baldi 2017,
Pimentel 2017).
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Sekil 2.3. Probiyotiklerin insan sagligi iizerine yararl etkileri

Lactobacillus tiirleri asitligi yiiksek olan mide ortaminda daha fazla gelismekte ve etkin

koruma saglamakta iken, Bifidobacterium tiirleri mide-bagirsak kanalinda ve

bagirsaklarda daha fazla gelismekte ve karbonhidratlarin sindirimine fayda
saglamaktadir. Saccharomyces, Streptococcus ve Lactococcus gibi tiirler de probiyotik
olarak kullanilan diger mikroorganizmalardir (Rabiu ve Gibson 2002, Maragkoudakis ve

ark. 2006).

Saglikli bir bireyin mide-bagirsak sisteminde bulunan mikroorganizmalar ve miktarlar1

Sekil 2.4.’te goriilmektedir (Govender ve ark. 2014).
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Sekil 2.4. Saglikli bir bireyin mide-bagirsak sistemindeki mikrobiyel ¢esitlilik

Laktik asit bakterileri ailesinin temel iiyesi olan Lactobacillus tiirleri, insan mukozasinin
en iyi bilinen probiyotik bakteri tiirlerindendir. Bagisiklik sistemindeki 6zelliklerine,
molekiiler, biyokimyasal ve ekolojik farkliliklarina gore 180’den fazla tiire sahip olan bu
bakterilerden bazilari; L. acidophilus, L. casei, L. crispatus, L. fermentum, L. gasseri,
L. iners, L. jensenii, L. paracasei, L. plantarum, L. reuteri, L. rhamnosus’dur. insan
viicudunda sindirim sistemi, bosaltim sistemi ve lireme sisteminde bulunan Lactobacillus
tiirleri sekerlerin fermantasyon yoluyla laktik asite doniistiiriilmesini saglamaktadirlar.
Lactobacillus tiirlerinin morfolojik goriintiisii Sekil 2.5.”te gosterilmektedir (Yang ve ark.
2018, Gaspar ve ark. 2019, Kuczkowska ve ark. 2019).

2008 yilinda Uluslararasi Sistematik Bakteriyoloji Komitesi Adli Komisyonu tarafindan
L. casei, L. paracasei ve L. rhamnosus’un genetik ve taksonomik 6zellikler agisindan
benzer olduklari sonucuna varilmis ve bunlarin Lactobacillus casei grubu (LCG)
bakteriler olarak isimlendirilmesine karar verilmistir (Tindall 2008, Huang ve Huang

2018).
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L. casei bakterisindeki ‘casei’, ‘caseification; peynirlestirme’ kelimesinden gelmektedir.
Lactobacillaceae familyasina ait olan bu bakteri, gram pozitif, hareketsiz, spor
olusturmayan, ¢ubuk sekilli, asidik ortam kosullarina toleransli bir bakteridir. 15 ile 45°C
arasinda gelisebilme yeteneklerine sahip olan L. casel, siit tiriinlerinden, sebzelerden ve
bitkisel fermente iirlinlerden, insan ve hayvanlarin sindirim sistemlerinden, anne
stitiinden, ¢esitli canlilar i¢in yasam kaynagi olan topraklardan ve su kaynaklarindan elde
edilmektedir (Aydin 2000, Amin ve ark. 2009, Longdet ve ark. 2011, Somer ve ark.
2012).

Endiistriyel alanda saglik alanindaki faydalar1 dolayisiyla en ¢ok calisilan bakterilerden
biri olan L. casei, fermente siit {irlinleri, peynir dondurma gibi bir ¢ok iiriinde aromay1
tyilestirmek ve tekstiirel Ozellikleri giiclendirmek adma kullanmilmaktadir. Laktoz
intoleransina sahip hastalarda semptomlar1 azalttig1, bagirsak hareketlerini diizenledigi ve
bagisiklik sistemini gelistirdigi i¢in probiyotik olarak smiflandirilmaktadir (Balthazar ve
ark. 2018, Hill ve ark. 2018, Garcia ve ark. 2019).

Bagirsak mikroflorasindaki en 6nemli bakterilerden olan Bifidobacterium tiirleri patojen
ve ¢iirlik¢iil bakterilere karsi aktif rol oynamalarindan dolay1 probiyotik bakterilere dahil
edilmektedirler. Insanlarin bagirsak sagligi icin oldukca dnemli olan Bifidobacterium
tiirlerinin filogenetik ve fizyolojik durumlar1 hakkinda smirli bilgiler bulunmaktadir.
Bifidobacterium cinsine ait olan bu bakteriler, gram pozitif, spor olusturmayan, gaz
olusturmayan, anaerobik, katalaz negatif (Bifidobacterium indicum ve Bifidobacterium
asteroides haric) dzelliktedirler. Ik olarak 1990 yilinda Tissier tarafindan yeni dogmus
sit emen bir bebegin diskisindan izole edilen bu tiir, Bacillus bifidus olarak
adlandirilmigtir. Bu isimlendirmedeki ‘bifid’, ‘iki parcaya boliinmiis’ anlamina
gelmektedir ve bu bakteriler morfolojik olarak Y veya V seklinde bulunmaktadir
Bifidobacterium tiirlerinin morfolojik gortntiisii Sekil 2.5.’te gosterilmektedir (Ventura
ve ark. 2004, Ferdousi ve ark. 2013).
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(b)

Sekil 2.5. Lactobacillus (a) ve Bifidobacterium (b) tiirlerinin morfolojik yapisi

Molekiiler tekniklerdeki gelismeler ile birlikte bakteriyel taksonomi alaninda onemli
degisiklikler meydana gelmistir. Birgok bakteri tiirtiniin dogru tanimlanmasi, modern
taksonominin temel tasi olarak kabul edilen 16S rRNA genini esas alarak
gerceklestirilebilmektedir. Bifidobacterium cinsine ait olan tiirler 16S rDNA dizileri
arasinda %93'in {izerinde Ozdeslik gosteren, uyumlu bir filogenetik birim
olusturmaktadirlar, Sekil 2.6.’da bu tiirler gosterilmektedir (Masco ve ark. 2004, Ventura
ve ark. 2004).

Gegmiste iki ayr1 tiir olarak diisiiniilen Bifidobacterium animalis ve Bifidobacterium
lactis’in, yapilan arastirmalar sonucunda ayni tiiriin alt tiirlerini olusturdugu bulunmustur.
Bifidobacterium animalis subsp. lactis bakterisi, ayni cins igindeki diger tiirler ile
karsilastirildiginda asit ve oksijeni daha cok tolere edebildigi i¢in, gida iirlinlerinde ticari

olarak kullaniminin daha fazla oldugu calismalarda belirtilmistir (Matsumoto ve ark.

2004, Simpson ve ark. 2005, Lomonaco Ve ark. 2015).

Yapilan arastirmalar, B. animalis subsp. lactis bakterisinin biinyesinde bulunan
endopeptidazlar sayesinde peptid baglarini hidrolize etmede katalizér gérevi gordiiglini
ve siit Uriinlerindeki proteinleri kullanma yetenegine sahip oldugunu gdstermektedir. Bu
mikroorganizma ayni zamanda epitel dokuyu olusturan mukus sivisina yapismakta ve

bagirsaktan gegiste hayatta kalmaktadir (Matsumoto 2002, Janer ve ark. 2005).
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Sekil 2.6. Bifidobacterium tiirlerinin tanimlanmasi

Probiyotik gidalarin iiretiminde probiyotik kiiltiirlerin etkinligini artirmak amaciyla
prebiyotik substratlar kullanilmaktadir. Ilk olarak, Gibson ve ark. (1995) tarafindan
tanimlanan prebiyotikler bu tanimlamada ‘bagirsaklardaki yararli bakterilerin
gelisimlerini takviye ederek, ilgili organizmanin bagirsak dengesini olumlu yodnde
etkileyen gida bilesenleri’ olarak belirtilmistir. Uluslararasi Probiyotik ve Prebiyotik
Bilim Dernegi (ISAPP) ise prebiyotikleri ‘konak¢1 mikroorganizmalar tarafindan segici
olarak kullanilan ve saglik agisindan yarar saglayan substratlar” olarak tanimlamaktadir.
Son yillarda goriis birligine varilarak ortaya ¢ikarilan bu tanimin, karbonhidrat olmayan
maddeleri icermesi, gastrointestinal sistem disindaki viicut bolgeleri igin de uygulanabilir
olmasi ve gida bilesenleri disindaki kategorileri de icermesi sebebiyle daha genis ¢apli
oldugu diisiintilmektedir (Gibson ve ark. 2017, Mohanty ve ark. 2018).

Prebiyotik bilesenler, kalp saghgmni koruma, kolon kanseri riskini azaltma, solunum
sistemi ve sindirim sistemi enfeksiyonlara karg1 viicut direncini arttirma, bagirsaklardaki
iltihabi reaksiyonlar1 azaltarak alerjilere karsi koruma, vitaminlerin bakteriyel yollarla

sentezini arttirma, kalsiyum ve magnezyum gibi minerallerin emilimini yiikseltme ve
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kolestrol seviyesini diisiirme gibi bir ¢cok aktif rol oynamaktadir (Patil 2013, Karaman ve
Ozcan 2018).

Iniilin, fruktooligosakkKaritler, laktuloz, diyet lifi ve gamlar gibi gida yardimc1 maddeleri
olarak kullanilan prebiyotiklerin ¢ogu bitkilerden elde edilmektedir. Enginar, kara
hindiba, sarimsak, sogan, kuskonmaz, pirasa, ispanak, domates, tatli patates gibi sebzeler,
muz, dut gibi meyveler, bugday, arpa, yulaf gibi tahillar, mercimek, nohut, kuru fasulye,
boriilce gibi baklagiller dogal olarak prebiyotik bilesenler icermektedir. Normal sartlarda
bu gidalardaki prebiyotik bilesenlerin seviyesi diisiik oldugu i¢in ticari olarak ekstrakte
edilmekte ve sonrasinda gidalarin bilesimine katilmaktadir (Jackson 2010, Moongngarm
ve ark. 2011, Ozcan ve ark. 2016, Bosnea ve ark. 2017).

Bir bilesenin prebiyotik olarak adlandirilmasi igin asagidaki Kriterleri saglamasi

gerekmektedir;

i.  Bitkilerin tiketilebilen kisimlarindan elde edilmeli,
ii.  Oligosakkarit/polisakkarit karisimindan olusan bir karbonhidrat grubu igermeli,
iii.  Midedeki yiiksek asitlige ve sindirim enzimlerine direngli olmali,
iv.  Mide-bagirsak sisteminin iist kisimlarinda sindirilmeden gegebilmeli,
V.  Konakg1 tarafindan metabolize edilmeli ve fermantasyonla yararh etkileri ortaya
¢ikarilmali,
vi.  Bagirsak mikrobiyotasindaki saglikli bakterilerin ve probiyotiklerin aktivitesini

secici olarak arttirmali (Seifert ve Watzl 2007, Mohanty ve ark. 2018).

Ozellikle Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirleri basta olmak {izere kolondaki yararli
bakterilerin sayisimi arttiran prebiyotik lif iniilin, bakterilerin metabolizmasini uyararak
gelisimlerini arttirmakta, bagirsaktaki mikrobiyel dengenin saglanmasina yardimci
olmakta ve fonksiyonel gidalarin iiretiminde yaygmn olarak kullamilmaktadir. Ince
bagirsakta sindirelemeyen ancak kolonda laktik asit bakterileri tarafindan fermente
edilebilen iniilin, kalsiyum, magnezyum, demir gibi minerallerin emilimini arttirmakta,
serum ve kolestrol seviyesini diisiirmektedir. Iniilin gidalarda diyet lifi olarak, yag ve

seker ikamesi olarak, tekstiir gelistirici olarak kullanilmaktadir. In vitro ve in vivo
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kosullarda prebiyotik etkisi kanitlanmis olan bilesiklerden biridir (Bosscher ve ark. 2006,
Shoaib ve ark. 2016, Ozcan ve ark. 2018, Iraporda ve ark. 2019).

Prebiyotik bilesenlerin etkisinin belirlenmesi igin Olgiilen ve/veya karsilastirilan
Ozellikler;
i. Oziimseme oram: Belirli bir siire sonunda bakterilerin fermantasyonu sonucu
kolonda kalan substrat konsantrasyonu,

ii.  Bakteriyel popiilasyonda degisim: Bakterilerin fermantasyon siirecinde
gosterdikleri gelisim,

iii.  Prebiyotik aktivite sayis1 (PAS): Mikroorganizmanin gelisimini destekleyen
substratin diger mikroorganizmalara etkisinin ve glikoz gibi prebiyotik olmayan
substrattaki gelisiminin logaritmik konsantrasyonunun karsilastirilmasi

iv. KZYA iiretimi gibi belirleyici parametrelerle agiklanmaktadir (Usta ve ark.
2015).

Sinbiyotik terimi; yeterli miktarda tiiketildiginde konak¢mnin saghgi iizerine olumlu
etkileri olan probiyotik mikroorganizmalarin ve yeterli miktarda tiiketildiginde sindirim
sistemindeki mikrorganizmalarin aktivitesini secici olarak uyaran, mide-bagirsak
sisteminde sindirilmeden kolona ulasan, burada fermente olan ve konakg¢1 sagligina yarar
saglayan prebiyotiklerin kombine sekilde bir arada kullanimlar1 anlamma gelmektedir.
Sinbiyotikler sayesinde probiyotik mikroorganizmalarin ve prebiyotiklerin ayri ayri
etkilerinin, birlikte kullanimlar1 ile arttirilmasi saglanmaktadir (Kumar ve ark. 2016,
Moumita ve ark. 2017).

Ince bagirsaktan ve mideden hidrolize edilmeden gecen prebiyotikler, probiyotik
mikroorganizmalarla kombinasyon seklinde kullanildiklarinda, probiyotikler igin mide-
bagirsak kanalinda koruyucu gorev iistlenmekte ve probiyotiklerin gelisimlerinin

artmasini saglamaktadir (Bandyopadhyay ve Mandal 2014, Cremon ve ark. 2018).
Postbiyotikler, konakg¢1 hiicreye dogrudan veya dolayli bir sekilde yarar saglayabilen,

probiyotikler tarafindan {iretilen yan iirlinler veya metabolik aktiviteyi arttiric1 faktorler

olarak tanimlanmaktadir. Bu tanimin igine, organik asitler, KZY A’lar, vitaminler, hiicre
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ici ve hiicre dis1 polisakkaritler, enzimler, bakteriyosinler ve hiicre duvari bilesenleri dahil

olmaktadir (Tsilingri ve Rescigno 2013, Malashree ve ark. 2019).

Prebiyotiklerin bagirsaklar {iizerindeki yararli etkileri, direkt olarak laktik asit
bakterilerinin bagirsaklardaki immiin sistem hiicreleriyle dogrudan temas etmesiyle veya
diyet liflerinin fermantasyonu sonucunda olusan asetik asit, biitirik asit, propiyonik asit
gibi KZYA olusumuyla ortaya ¢ikmaktadir (Schley ve Field 2002, Lomax ve Calder
2009).

Yapilan ¢aligmalarda KZY A miktarlarindaki artisin obezite ve insiilin direnci lizerinde
olumlu etkileri oldugu goriilmektedir. KZY A’den asetik asit, kolestrol mekanizmasinda
ve lipitlerin parcalanmasinda kullanilan, yararli bakterilerin gelisimini tesvik eden bir
metabolittir. Propiyonik asit, bagirsaklardaki yag asiti reseptorleriyle iletisime gegerek
doygunluk sinyalinin génderilmesini ve hiicrenin glikoz ihtiyacinin diizenlenmesini
saglamaktadir. Biitirik asit ise glikozun yikimai i¢in etkili olmakta, bagirsaklardaki oksijen
dengesini korumakta, bagirsak mikrobiyotasinda meydana ¢ikan bozulmalarin 6nlenip
dengelenmesine yardimci olmakta, kolon kanseri hiicrelerinin apoptozunu saglamaktadir
(Lin ve ark. 2012, Frost ve ark. 2014, Byndloss ve ark. 2017, Valdes ve ark. 2018, Zhao
ve ark. 2018).

Laktik asit bakterilerinin siit iirlinlerini fermente etmesi sonucunda, bakteriyosinler,
vitaminler, biyoaktif peptidler, ekzopolisakkaritler, ndrotransmitter maddeler gibi insan
saghgt ve bagisiklik sistemi {izerine olumlu etkileri olan biyoaktif bilesikler

sentezlenmektedir (Linares ve ark. 2017, Neilson ve ark. 2017).

Patel ve ark. (2013) Bifidobacterium animalis Bb12 susunu kullandiklar1 ¢alismalarmda
fermente siit Uriinlerinde amino asit, niikkleik asit, yag asitleri ve karbonhidrat
metabolizmas1 i¢in elzem olan kobalamin (Bi2) vitamininin miktarmin artigini

belirtmislerdir.
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Drywien ve ark. (2015) Lactobacillus casei KNE-1 probiyotik kiiltiiriinii kullanarak
yaptiklar1 ¢aligmada, tirettikleri muzlu fermente siit igeceginde tiamin (B1) ve rivoflavin

(B2) vitaminlerin miktarlarinin arttigin1 géstermislerdir.

Dertli ve ark. (2016) dogal bir polisakkarit olan ekzopolisakkarit liretme yetenegine sahip
olan Streptococcus thermophilus FD-DVSST-BODY3 kiiltiiriinii kullanarak tiretmis
olduklar1 fermente dondurmada teknolojik ve reolojik ozellikler agisindan ekstra
stabilizator kullanimma gerek duyulmadan istenen 0Ozelliklerin yakalanabilecegini

belirtmislerdir.

2.2. Baklagiller

Son yillarda degisen beslenme diizeniyle beraber soya fasulyesi ve tiirevleri gibi yiliksek
protein igerikli bitkisel besin kaynaklarma yonelim giderek artmaktadir. Bu artis,
alternatif bitkisel kaynaklarm iiretilmesini zorunlu hale getirmektedir. Tane baklagiller,
hayvancilikla beraber artan bitkisel protein ihtiyacin1 karsilamakta ve yabani otlarla,
haserelerle, hastaliklarla, sera gaz1 emisyonuyla, ¢evresel ve insani boyuttaki tehlikelerle

miicadele edilmesine yardime1 olmaktadir (Renna ve ark. 2011, Pasiakos ve ark. 2015).

Soya fasulyesi ve yer fistig1 gibi yiiksek yag oranma sahip olan baklagillerin aksine
bezelye, fasulye, nohut ve mercimek gibi baklagiller, diisiik yag oranina sahiptirler ve
tropikal iklimlerde tahillardan sonra en Onemli ikincil protein kaynagi olarak

kullanilmaktadirlar (Nemecek ve ark. 2008).

Tiirkiye Toprak Mahsiilleri Ofisi (TMO) verilerine gore yemeklik tane baklagiller, diinya
niifusunun yaklagik %25°1 igin protein kaynagi durumundadir. Diinya genelinde
insanlarm beslenme diizeninde, protein igeriginin %22’si, karbonhidrat igeriginin %7’si
yemeklik tane baklagillerden saglanirken, hayvanlarin beslenme diizeninde protein
iceriginin %38’1, karbonhidrat igeriginin ise %5’i yemeklik tane baklagillerden
saglanmaktadir. Baklagiller genel olarak diinya genelinde iiretilmektedir ancak bazi ¢esit
baklagillerin yogun olarak bulunduklari cografyalarin dagilimi degismektedir. Ornegin;

bezelye Avrupa ve Amerika iilkelerinde, kuru fasulye Asya ve Amerika iilkelerinde, mas
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fasulyesi Asya tlilkelerinde, boriilce ise Afrika lilkelerinde yogunlukla iiretilmektedir

(Keatinge ve ark. 2011, Anonim 2018).

Yapilan arastirmalar sirasinda baklagillerin literatiirlerde ‘pulses’ ve ‘legumes’ olarak
her iki sekilde de gegtigi goriilmektedir. Adebo ve ark. (2017)’nin belirttigine gore,
‘pulses’ terimi genellikle kuru halde hasat edilen tohumlar i¢in kullanilirken, ‘legumes’
terimi daha genel anlamda biitiin baklagiller i¢in kullanilmaktadir. Gida Standartlar1
Komisyonu (CAC)nun ve Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) niin
tanimlamalarinda da bu ayrim, kurutulmus tohum baklagilleri ve baklagil bitkileri olarak

belirtilmektedir.

Diinya genelinde tiiketilmekte olan baklagiller, fazla sayida c¢eside ve isme sahiptir,
bunlardan 11 tanesi FAO tarafindan taninmaktadir. Bu ¢esitler arasinda yer alan bezelye,
kuru fasulye, mas fasulyesi ve boriilce baklagilleri i¢in yapilan isimlendirmeler Cizelge
2.1.’de belirtilmektedir (Adebo ve ark. 2017).

Bitkisel proteinler, sistein ve metiyonin gibi siilfiir igceren amino asitler bakimindan
hayvasal proteinlere kiyasla daha diisiik biyolojik degere sahiptirler. Ancak yemeklik tane
baklagiller, lisin, 10sin, iz616sin, fenilalanin gibi esansiyel amino asitler agisindan 6nemli

kaynaklar olarak goriilmektedirler (Boye ve ark. 2010, Millar ve ark. 2019).

Vitamin ve mineraller agisindan da zengin olan baklagiller 6zellikle demir, ¢inko, folat
ve diger B vitaminlerini igermektedir. Bu nedenle yeni gida formiilasyonlarmin
iiretilmesinde ve mikro besinlerin viicuda alinmasinda onemli bir besin grubu olarak

goriilmektedir (Campos-Vega ve ark. 2010, Beelen ve ark. 2017).

Baklagiller lizerinde yapilan ¢alismalarda, baklagillerin diyet lifi agisindan 1iyi bir kaynak
oldugu, kalin bagirsakta fermente edilebildigi ve asetik asit, biitirik asit, propiyonik asit
gibi kisa zincirli yag asitleri liretimini gergeklestirdigi belirtilmektedir. KZY A’lardan
biitirik asit, hiicrelerin farklilagmasini engelleyerek bagirsaklarda tiimor olusmasi riskini
azaltmakta, propiyonik asit ise rediiktaz enzimini inhibe ederek kolestrol yiikselmesinin

onlenmesine yardimei olmaktadir (Feng ve ark. 2018, Kerry ve ark. 2018).
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Cizelge 2.1. Bezelye, kuru fasulye, mas fasulyesi ve boriilce i¢cin Diinya genelinde
kullanilan isimler

Ornek Ortak isim Yerel isim Botanik isim

Bezelye Dry peas Pea, Pisum sativum
Green pea,
Garden pea

Kuru fasulye Dry beans White kidney bean, Phaseolus vulgaris
Navy bean,

Haricot bean,

Dry bean

Mas fasulyesi Dry beans Mung bean, Vigna radiata
Green gram,
Golden gram

Boriilce Dry cowpea Cowpea, Vigna unguiculata

Black-eyed pea

Viicut sagligi icin ¢ok faydali olan baklagil diyet lifleri, safra tuzlarma baglanmakta ve
karacigerdeki emilimi azaltarak kolestrol iizerine olumlu etkiler gostermektedir. Lifli ve
viskoz yapilartyla, kandaki glikoz salinnmmi kontrol etmekte, diyabet ve obezite
tedavisine yardimci1 olmaktadir. Yiiksek diyet lifi igerigine yani diisiik glisemik indekse
sahip bu gidalar, yemeklerden sonra kan sekeri ve insiilin arasindaki dengenin
saglanmasina yardimci olmakta, seker hastalarinda genel kan sekeri ve lipid

konsantrasyonlarini iyilestirmektedir (Trinidad ve ark. 2010, Valdes ve ark. 2018).

2016 yilinin Diinya Bakliyat Yili ilan edilmesiyle beraber, baklagiller iizerine yapilacak
olan inovatif ¢aligmalarda artis beklenmektedir. Diinya capinda giderek biiyiiyen niifus
artis1 ve degisen beslenme diizenleri, siirdiirebilir gida iliretimi konusunda yenilik¢i
fikirler ortaya ¢ikarilmasmni ve baklagil kaynakli bilesenlerin fonksiyonel gidalarda
kullanimini tegvik etmektedir (Aiking 2011, Beelen ve ark. 2017).
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Hammaddelerin un formunda kullanilmasi, hasat sonrasi kayiplarin 6nlenmesine, iirtiniin
raf Omriiniin ve ticari degerinin arttirilmasma yardimci olmaktadwr. Fonksiyonel ve
teknolojik Ozelliklerin arttirilmasi amaciyla makarna, ekmek, biskiivi ve atigtirmaliklar
gibi gidalarin yapiminda tercih edilen unlarm, siit tirinleri gibi bagka gida kategorilerinde
de kullanimi1 miimkiindiir. Potansiyel prebiyotik 6zellik gosteren unlarin, probiyotik siit
trtinleri tiretiminde kullaniminin mikroorganizma gelisimlerini ve iriiniin genel
bilesimlerini arttrmak i¢in uygun alternatifler oldugu diistiniilmektedir (Ozcan ve ark.
2016, Silva ve ark. 2016, Santos ve ark. 2017).

2.2.1. Bezelye (Pisum sativum L.)

Bezelye (Pisum sativum L.), biinyesinde 800’den fazla cins ve 18,000’den fazla tiir
barindiran Leguminosae/Fabaceae ailesinin en biiyiik alt tiirii olan Papilionoideae’nin,
Pisum cinsine ait bir baklagildir (Sekil 2.7). Ortalama 5 ile 9 santimetre uzunlugunda bir
dis kabuk ve onun igerisindeki tohumlardan meydana gelmektedir. Arkeolojik kalintilar
bezelyenin gegmisinin M.O. 10000’li yillara kadar dayandigini desteklemektedir.
Bezelye iiretiminde diinya genelinde en uygun kosullara ve %25 ile en yiiksek iiretim
oranina sahip olan iilke Kanada’dir. Bezelyenin insan beslenmesinde kullanim orani en
yiiksek olan iilkeler ise Asya ve Kuzey Amerika tilkeleridir. Diinya ticaretinde baskin bir
iirlin olan bezelyenin, diinya iizerindeki ithalat ve ihracat oran1 %35-40 civarindadir ve
biitlin baklagil iirtinleri arasinda oldukca yiiksek orana sahip oldugu bilinmektedir. 2014
verilerine gore diinyada bezelye tiretimi 11.3 milyon tondur (Chung ve Liu 2011, De Ron
2015, Senapati ve ark. 2019).

Tiirkiye’de, 2016 yili Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gére yillik bezelye

tiretimi; 115 bin tonu insan beslenmesi igin, 121 bin tonu hayvan beslenmesi i¢in olmak

tizere toplamda 236 bin tondur (Anonim 2016).
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Sekil 2.7. Bezelye (Pisum sativum L.)

Bezelye, yiiksek oranda sindirilebilir protein icermektedir. Ayrica igerisinde
bulundurdugu karbonhidratlar, kalsiyum ve fosfor gibi mineraller, vitaminler, diyet lifleri
ve antioksidanlar gibi bilesenler ile beraber olduk¢a zengin ve besleyici bir besin grubunu
olusturmaktadir. Bu nedenle kurutma, dondurma gibi yontemlerle veya konserve haline
getirilerek, mevsimi olmadig1 zamanlarda da siklikla tercih edilmektedir (Bhuita ve

Saurabh 2017).

Soya fasulyesi protein fraksiyonuna kiyasla bezelye proteinleri, metiyonin ve sistein
amino asitleri agisindan diisiik olmasma ragmen, lisin, aspartik asit ve glutamik asit
acisindan daha zengindir ve yeni alternatif protein kaynaklari olarak goériilmektedir
(Hejdysz ve ark. 2017, Konieczka ve ark. 2018). Yesil bezelye unu ve sar1 bezelye ununa

ait amino asit kompozisyonlar1 Cizelge 2.2.”de verilmektedir (Millar ve ark. 2019).

Diinyanin her bolgesinde rahatlikla yetistirilen bezelye, tarlalarda her dénem farkli
iirlinlerin yetistirilmesi amaciyla yapilan ¢aligmalar i¢in de oldukca verimli bir tirlindiir.
Yiiksek protein ve enerji kaynagi olan bezelye baklagili, glutensiz ekmek cesitleri,
ekstriide atistirmaliklar, makarna, islenmis siiriilebilir peynir ve probiyotik iirlinlerde

diyet lifi katkis1 olarak kullanilmaktadir (Niliifer-Erdil 2016, Akin ve Ozcan 2017)

Bezelyenin de dahil oldugu yemeklik tane baklagiller, yliksek oranda sindirime direngli
lifler ve nisasta icermektedirler. Tiiketilmeleriyle beraber kandaki glikoz seviyesinin
hizlica yiikselmesini Onlemekte ve diisiik glisemik indeksli gidalar arasinda

sayillmaktadirlar. Bezelyenin sindirilebilirliginin yavas olmasi; yiiksek viskoz ¢dziiniir
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diyet lifi icerigine, igerisindeki c¢esitli bilesenlerin varligina ve nisastadaki nispeten

yiiksek amiloz igerigine baglanmaktadir (Chung ve Liu 2011).

Cizelge 2.2. Yesil bezelye ununa ve sar1 bezelye ununa ait amino asit bilesimleri

Yesil bezelye unu  Sar bezelye unu Onerilen doz*

mg/g protein mg/g protein giinliik mg/kg
Esansiyal amino asitler
Histidin 35 25 20
izolosin 35 38 20
Losin 70 177 39
Lisin 63 70 30
Metiyonin 11 12 10
Fenilalanin 38 49 25
Treonin 37 40 15
Valin 39 49 26
Esansiyel olmayan amino asitler
Alanin 41 43 -
Arjinin 74 79 -
Aspartik asit 109 114 -
Sisteik asit 12 16 -
Sistein 12 14 -
Glutamik asit 147 166 -
Glisin 37 42 -
Serin 43 47 -
Taurin 31 21 -
Tirozin 21 30 -

*WHO/FAO/UNU, 2007 Raporu

Bezelye ve kuru fasulye gibi baklagillerin yag i¢eriklerinin (~% 2), nohut (~% 7) ve soya
fasulyesi (~%20) gibi baklagillerin yag iceriklerine oranla daha disiik oldugu
bilinmektedir. Yiiksek yag icerigine sahip olan baklagil tiirlerinin gidalarda kullanim1
sirasinda yag asitlerinin ugucu bilesiklere oksidasyonu ile aroma ve raf Omriinde
istenmeyen degisikliklere neden oldugu belirtilmektedir, bu sebeple diisiik yag oranina
sahip olan baklagillerin, gidalarin besinsel olarak takviye edilmesinde kullanimina daha
uygun oldugu sdylenebilmektedir (Guichard 2002, De Almeida Costa ve ark. 2006, Day
2013).
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Yiiksek verim ile elde edilebilme, uygun maliyetli iiretim, yiliksek besin degerine sahip
olma gibi 6zellikleri nedeni ile bezelye, yeni gida formiilasyonlarmma kolaylikla dahil
edilebilmektedir. Ancak hammaddenin toplanmasi, parcalanmasi, liriine dahil edilmesi
asamalarinda tiiketici tarafindan arzu edilmeyen baklagilimsi aromalar meydana
gelebilmektedir. Diinyanin en eski muhafaza tekniklerinden biri olan fermantasyon ile
bezelyede istenmeyen tat bilesenleri baskilanabilmekte, gidalarin duyusal kalitesi
arttirilmakta, besinlerin toksik etkileri azaltilmakta, antioksidatif ve antimikrobiyel
bilesikler iiretilmektedir (Steinkraus 2002, Murat ve ark. 2013, Tamang ve ark. 2016).

Meinlschmidt ve ark. (2016) soya protein izolat1 ve Lactobacillus helveticus laktik asit
bakterisi kullanarak yapmis olduklar1 ¢alismada, fermantasyonun istenmeyen

baklagilimsi ve acimsi tatlar1 azalttigini belirtmislerdir.

Chung ve Liu (2011) yaptiklar1 arastirmada, ii¢ farkli bezelye ¢esidinden elde edilen
unlarin ve izole edilen nisastalarin fizikokimyasal Ozelliklerini ve in vitro
sindirilebilirliklerini ~ karsilastrmuslardir.  Bezelyelerden elde edilen nisastalarin
fizikokimyasal Ozelliklerinin daha Onceki g¢alismalarda incelendigini ancak nisasta
tiirlerinin (hizli sindirilebilir nisasta, yavas sindirilebilir nigasta, direngli nisasta) tamami
ve glisemik indeks hakkinda in vitro boyutta yapilan ¢alismalarda eksiklikler oldugunu,
bezelye nisastasindaki yiiksek amiloz igeriginin ve jellesme kapasitesinin, diisiik
sindirilebilirlik ve diisiik glisemik indeks ile dogru orantili oldugunu belirtmislerdir.
Bezelye nisastalarmin hidrolize etme yeteneklerinin, bezelye unlarindan fazla oldugu
aciklanmistir. Daha yiliksek direngli nigsasta miktarmin; daha yiiksek protein miktari, daha
yiiksek amiloz miktari, daha yiiksek jelatinizasyon sicakligi ve amiloz-yag kompleksi icin

daha ytiksek erime entalpisi gibi bir ¢ok faktorle iligkili oldugu belirtilmistir.

Parra ve ark. (2012) Lactobacillus acidophilus ve Lactobacillus casei kiiltiirleri ile
yaptiklar1 caligmada, Orta Amerika’da ve Afrika’da yaygin olarak tiiketilen giivercin
bezelyesini (Cajanus cajan L. Millsp) kullanarak, fermente baklagil iriinii tiretimi
gerceklestirmisler ve siit, muz, ¢ilek gibi bilesenler ekleyerek bu bilesenlerin etkilerini
saptamay1 amaglamislardir. Uretimi takip eden 3, 7, 14, 21 ve 28. giinlerde yapilan pH

analizi, canli mikroorganizma sayimi ve duyusal analizler sonucunda; her iki susun da
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bezelye bazli fermente siit iiretimine uygun oldugu ve diisitk maaliyetli protein kaynagi
olabilecegi belirtilmistir. Hiicre sayimma bakildiginda L. acidophilus’un siit igeren
ortamda daha fazla gelistigi soylenirken, L. casei’nin gelisiminin biitiin ortamlarda benzer
oldugu belirtilmistir. Depolama boyunca L. acidophilus pH iizerinde 0.34 ile 1.86
birimlik azalmaya neden olurken, L. casei 0.11 ile 0.98 birimlik diisise neden olmus,
elde edilen sonuglarm daha onceki sonuglart dogruladigr ve L. casei’nin ¢ok yiiksek
miktarda laktik asit liretemedigi icin pH {iizerinde etkisinin daha yavas oldugu

belirtilmistir. Yapilan duyusal analizlerde siit i¢ceren 6rnekler daha ¢ok begenilmistir.

Zare ve ark. (2013), Lactobacillus rhamnosus (AD200) probiyotik bakterisini kullanarak
yaptiklar1 ¢alismada yagsiz siit tozundan fermente i¢ecek iiretimi gergeklestirilmis, %1-3
bezelye unu ilavesi ve %1-3 yagsiz siit tozu ilavesi yapilmis iiriinlerde, fermantasyon
stiresi ve 28 giinliikk depolama siiresi boyunca pH, serum ayrilmasi, renk degisimleri ve
reolojik 6zellikler belirlenmistir. % 3 oraninda bezelye unu ile zenginlestirilmis 6rnegin,
fermantasyonu sonlandirma belirteci olan 4.5 pH’a en hizli ulasan 6rnek oldugu
belirtilmistir. Bezelye tozu ilave edilmis 6rnekler ile yagsiz siit tozu ilave edilmis 6rnekler
bakteri gelisimleri agisindan karsilastirildiginda, bezelye unu igeren 6rneklerin koloni
sayilarmmin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Depolama boyunca 6rneklerin koloni
sayilarinda azalma olmasina ragmen, 28 giiniin sonunda probiyotik fermente igecek i¢in
gerekli olan sayida mikroorganizma (10° kob/100mL) igerdikleri belirlenmistir. Bezelye
unu ile takviye edilen 6rneklerde son tiriinde daha fazla sarilik oldugu belirtilmis, daha az

serum ayrilmasi dolayisiyla daha iyi bir jel yapis1 oldugu séylenmistir.

Millar ve ark. (2019), bakla unu, yesil bezelye unu ve sar1 bezelye unu iizerine yaptiklari
calismada, baklagil unlarmnin tahillarla zenginlestirilmis gidalara alternatif olarak
kullanilabilecegini ve yiiksek besin degerine sahip iirlinler gelistirilebilecegini
belirtmislerdir. Arastirmada {i¢ baklagil ununun bilesimleri analiz edilmis, i¢erisindeki
mineral madde, amino asit, fitik asit ve fenolik madde bilesenlerinin miktarlar1 tespit
edilmistir. Elde edilen sonuglarda bakla unu 28 g/100 g ile protein igerigi agisindan en
yiiksek degere sahipken, yesil bezelye unu 15 g/100 g ile toplam diyet lifi igerigi agisindan

en yliksek degere sahip oldugu bulunmustur. Her ii¢ unun formiilasyonlarinda yeterli
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miktarda esansiyel amino asitin bulundugu ve proteinlerle zenginlestirilmis gidalarin

iiretiminde kullanima uygun oldugu belirtilmistir.

Ben-Harb ve ark. (2019), ¢esitli peynirlerden ve bitkilerden elde edilen 55 adet bakteri
susu i¢in bezelye proteinleri ile zenginlestirilmis emiilsiyonlarda arastirma yapmislardir.
Bu aragtirmalar sonucunda; aroma ve duyusal tat profilini, endojen mikroorganizmalara
kars1 rekabet etme yeteneklerini ve ayrica %100 bezelye proteini i¢eren ve karbonhidrat
kaynagi igermeyen ortamda ve %50 bezelye proteini: %50 siit iceren ortamda ilgili
suslarin biiyiime yeteneklerini arastirmiglardir. Calisma sonucunda bezelye ve siit
emiilsiyonlarmin karigik halde bulundugu ortamda hizli sekilde pH distsi
gerceklesirken, sadece bezelye emiilsiyonu igeren ortamda alkali ve notr fermantasyon
gerceklestigi tespit edilmistir. Lactobacillus tiirlerine ait olan degerlendirmede hem
protein hem de protein:siit emiilsiyonlarinda iyi bir gelisim gozlemlenmistir. Karigik
emiilsiyonun Actinobacteria ve Proteobacteria gelisimini inhibe ettigi goriilmiistiir. Ek
olarak bezelye bazli emiilsiyonda ger¢eklesen fermantasyon isleminin hekzanal oranini

azaltarak, yesil bezelye aromasinin hissedilebilirligini diistirdiigii soylenmistir.

Akin ve Ozcan (2017), fermente siit icecegi tirettikleri bir ¢alismada, 21 giinliik depolama
stirecinde kontrol grubu 6rnekleri bitkisel proteinli 6rnekler ile karsilastirmis, bitkisel
proteinlerin su tutma kapasitelerinin diisiik olmasina bagh olarak serum ayrilmasmin
yiiksek ¢iktigin1 gézlemlemislerdir. Bununla birlikte bezelye protein izolat1 ilave edilen
orneklerde serum ayrilmasmin diger protein katkili 6rneklere gore daha diisiik oldugu

belirtilmistir.

2.2.2. Kuru fasulye (Phaseolus vulgaris L.)

Kuru fasulye Leguminosae/ Fabaceae ailesinin Phaseolus vulgaris L. cinsine ait yemeklik
bir tane baklagildir (Sekil 2.8). Diinyadaki ekim alan1 ve iiretim potansiyeli bakimindan
en onemli baklagillerden olan kuru fasulye, Dogu Afrika ve Latin Amerika’ da siklikla
tiikketilmekte, demir, ¢inko, tiamin, folik asit gibi mikro besinlerin viicuda alinmasinda

onemli rol oynamaktadir (Petry ve ark. 2015, Anonim 2018).
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FAO’ nun 2016 y1l1 verilerine gore diinya genelinde ekim alanlar1 kiyaslandiginda %32,2
ile Hindistan ilk siradadir, onu Myanmar ve Brezilya takip etmektedir. Tiirkiye’de ise
Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gére nohut ve bezelyeden sonra iigiincii
sirada yer alan kuru fasulye, 2017 yili itibariyle toplam baklagil ekim alanlarinin

%11’inde yetistirilmektedir (Polat 2017, Anonim 2018).

Yiiksek bir protein kaynagi olan kuru fasulye, ¢cesidine bagli olarak %14 ile %33 arasinda
protein igermektedir. 90 gram kuru fasulye, yetigskin bir insanin giinliik almasi1 gereken
protein ihtiyacinin yaklasik %15’ini karsilamaktadir. Lisin, fenilalanin ve tirozin amino
asitleri agisindan zengin olan kuru fasulye Diinya Saglk Orgiiti (WHO) tarafindan

belirlenen minimum gereklilikleri karsilamaktadir (Chavez-Mendoza ve Sanchez 2017).
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Sekil 2.8. Kuru fasulye (Phaseolus vulgaris L.)

Kuru fasulyenin karbonhidrat igeriginin %50’sinden fazlasmi nigasta, geri kalan
kisimlarini ise monosakkaritler ve oligosakkaritler olusturmaktadir. Kuru fasulyedeki
sindirilemeyen oligosakkaritler, direngli nisasta, ¢oziinen ve ¢oziinmeyen diyet lifleri
kalin bagrsaga ulasarak fermente olmaktadir. Amerikan Hububat Kimyacilar1 Birligi
(AACC) diyet lifini, ‘ince bagirsakta sindirime ve emilime ugramayan, kalin bagirsakta
kisman veya tamamen sindirimeye ugrayabilen, tiiketilebilir bitki kisimlar1® olarak

tanimlamaktadir (Tosh ve Yada 2010, Chavez-Mendoza ve Sanchez 2017).

Fenolik bilesikler, tokoferoller, kalsiyum, demir, ¢inko gibi mineraller ve doymamis yag
asitleri igeren fasulye, tiiketildiginde viicuda biyolojik aktiviteler saglamaktadir.

Proteinler, oligosakkaritler, nisasta tohumun i¢ kisimlarinda bulunurken, fenolik
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bilesenler ve diyet lifi tohum kabugunda daha yiiksek oranda bulunmaktadir (Pedrosa ve
ark. 2015, Hall ve ark. 2017, Los ve ark. 2018).

Yapilan caligmalarda fasulye tiiketiminin, metabolik ve kardiyovaskiiler hastaliklarin
goriilme riskini digiirme, serum Kkolesterol seviyesi ve hiperglisemiyi azaltma, kolon,
meme Ve prostat kanserinin dnleme gibi yararlarmin oldugu goriilmektedir (Jenkins ve

ark. 2012, Mojica ve ark. 2017, Reverri ve ark. 2017, Los ve ark. 2018).

Yiiksek besin icerigine sahip fasulyenin fermantasyonu hakkinda cok fazla ¢alisma
yapilmamistir ancak protein sindirilebilirligi, tirliniin tekstiir ve aroma 6zellikleri lizerine
olumlu etkileri oldugu bilinmektedir (Bigliardia ve Galati 2013, Diana ve ark. 2014,
Worku ve Sahu 2017).

Jayamanohar ve ark. (2019), meksika fasulyesi ekstrakti kullanarak yapmis olduklar1
calismada, meksika fasulyesinden ekstrakte edilen polisakkaritlerin, in vitro prebiyotik
potansiyellerini, fermantasyon 06zelliklerini ve antibiyofilm olusturma 6zelliklerini
aragtirmiglardir. Bu polisakkaritler standart fruktooligosakkaritler ile kiyaslandiginda
mide ve bagirsak sivilarinda daha az sindirilebilirlik géstermistir. Ayn1 zamanda Meksika
fasulyesi ilavesi L. plantarum ve L. fermentum probiyotik bakterilerinin gelisimlerini

arttirmig, Escherichia coli kaynakli biyofilm olusumunu %79 oraninda inhibe etmistir.

Song ve ark. (2016), yaptiklar1 ¢alismada Phaseolus vulgaris ekstraktinin obezite ile
iligkili metabolik sendromlara etkisini ve bagirsak mikrobiyotasiyla iligkisini
arastrmiglardir. Kuru fasulye ekstrakti ile takviye edilmis diyet uygulanan farelerde
viicut agrrhginin azaldigi ve insiilin direncinin gelistigi goriilmiistiir. Bagirsak
mikrobiyota gelisimi 16S rDNA dizilimi ile analiz edilmis ve Bifidobacterium,
Lactobacillus ve Akkermansia probiyotik bakterilerinin canliliginda gorece artis oldugu

belirtilmistir.
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2.2.3. Mas fasulyesi (Vigna radiata L. Wilczek)

Mas fasulyesi Leguminosae/ Fabaceae ailesinin Vigna radiata L. Wilczek cinsine ait bir
baklagildir (Sekil 2.9). Ozellikle Hindistan, Giineydogu ve Dogu Asya tariminda énemli
yer tutmaktadir. Yiiksek protein igerigi sebebiyle tahil bazli diyetlerde tamamlayict
bilesenler olarak kullanilmaktadir. Diinya genelinde sicak iklim kosullarinda
yetistirilmeye uygun olan bu tane baklagil, ¢imlendirilmis sekilde salatalara ilave edilerek
tilketilmektedir (Lambrides ve Godwin 2007).

Sekil 2.9. Mas fasulyesi (Vigna radiata L. Wilczek)

Diinyadaki en az bilinen baklagillerden biri olmasina ragmen, icerdigi kaliteli protein
orantyla gelismekte olan iilkeler i¢cin cok 6nemli bir besin haline gelmektedir. Lisin amino
asiti icerigi bakimindan yiiksek olan mas fasulyesi ayn1 zamanda diyet lifi, vitamin ve

mineraller agisindan oldukga zengindir (Khalil 2006, Akaerue ve Onwuka 2010).

Mas fasulyesi protein izolatlarinin igerdigi amino asit kompozisyonlar1 ve Birlesmis
Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO) ve Diinya Saglhk Orgiitii (WHO) tarafindan
kilavuzda belirtilen miktarlar Cizelge 2.3.’te gosterilmektedir (FAO/WHO 1991, Kudre
ve ark. 2013, Yi-Shen ve ark. 2018).

Mas fasulyesi proteinlerinin ve peptitlerinin, anjiyotensin doniistiiriici enzimi (ACE) nin

inhibe edici aktiviteye, antifungal ve antibakteriyel aktivitelere sahip oldugu 6nceki

calismalarda belirtilmektedir. ACE inhibitorleri, kardiyovaskiiler hastaliklarin
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tedavisinde ve 6nlenmesinde yarar saglayan enzim inhibitorleridir (Yiiksel 2004, Yi-Shen

ve ark. 2018).

Khalil (2006) tarafindan yapilan bir calismada, mas fasulyesinin antioksidan iceriginin
arttirllmasinda, ¢imlenme ve fermantasyon iglemlerinin etkilerinin  dlgililmesi
amaglamistir. Bu amagla; L. casei, L. helveticus, L. reuteri bakteri kiltiirleri
kullanilmistir. En yiiksek protein artist L. casei ile fermente edilmis mas fasulyesi
orneklerinde goriliirken, en diisiik protein artis1 L. helveticus kiiltiirii kullanilan ve
cimlendirilen drneklerde gozlemlenmistir. Genel olarak biitiin gruplarda protein artisi

olmustur.

Cizelge 2.3. Mas fasulyesi protein izolatlarimin igerdigi amino asit kompozisyonlari

Amino asit cesidi Mas fasulyesi protein FAO/WHO (mg/g
izolat1 (mg/g protein) protein)

Fenilalanin + Tirozin 90.3 63

Losin 74 66

Lizin 62.4 58

Valin 46.3 35

izo16sin 39.1 28

Histidin 27.9 19

Tireonin 28.4 34

Metiyonin + Sistein 13 25

Triptofan 6.4 11
Glutamik asit 125.4 -
Aspartik asit 85.3 -
Arginin 64.4 -
Serin 38.5 -
Alanin 32.2 -
Glisin 32.2 -
Pirolin 30 -

Wu ve ark. (2015) mas fasulyesi ve laktik asit bakterilerini kullanarak yaptiklari

caligmalarinda, mas fasulyesi siitii hazirlamis ve Lactobacillus plantarum B1-6
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probiyotik kiiltiirii kullanarak yeni fonksiyonel iiriin denemesi gergeklestirmislerdir.
Fermente edilmis mas fasulyesi siitlerinin anjiyotensin doniistiiriicii enzimi (ACE) inhibe
edici aktivitesi Olgiilmiistiir. Bakteri populasyonu tizerine her seferinde bir faktor
denenecek sekilde, sakaroz konsantrasyonunun, inokiilim konsantrasyonunun,
inkiibasyon sicakligmin ve siiresinin etkileri aragtirilmistir. L. plantarum B1-6 susu ile
fermente edilen mas fasulyesi siitiiniin, fermantasyon sonunda 6nemli 6lgiide daha yiiksek
bir ACE onleyici aktivite (%67.5) gosterdigi bulunmustur.

Swieca ve ark. (2019) yaptiklar1 ¢alismada, L. plantarum’un filizlenmis baklagil
orneklerinde, besinlerin icerigi ve sindirilebilirligi tlizerindeki etkisini belirlemeyi
amacglamistirlar. Bu amagla mercimek, soya fasulyesi, azuki fasulyesi ve mas fasulyesi
filizleri L. plantarum 299v probiyotik kiiltiirii ile inokiile edilmistir. Kontrol grubu ve
probiyotik bakimindan zengin filizlerin sogukta muhafaza sonrasinda dahi besin
kalitelerini koruduklar1 goriilmiistiir. Besinlerin sindirilebilirligi genel olarak ¢ok fazla
degismemis ancak mas fasulyesi filizlerinde nisasta sindirilebilirliginde artis

gozlenmistir.

2.2.4. Boriilce (Vigna unguiculata L. Walp)

Boriilce, 1liman bolgelerde yetisen ve ekonomik agidan fayda saglayan Phaseoleae
takimimin Leguminosae/Fabaceae familyasinin Vigna unguiculata L. Walp cinsine ait bir
tane baklagildir (Sekil 2.10). Boriilce gelismekte olan iilkelerde, insanlar igin 6nemli bir
protein kaynagidir. Diinyadaki iiretim ve tiiketim oranlarma bakildiginda %87 ile en
yiiksek oranin Bati Afrika’da oldugu goriilmektedir. Her ne kadar Anadolu Vigna
unguilata L. Walp 'in tretimi agisindan merkezi konumunda olmasa da, yapilan
calismalarda Tirkiye’nin farkli tiirde boriilce iiretimi agisindan oldukga elverisli oldugu

belirtilmektedir (Langyintuo ve ark. 2003, Timko ve ark. 2007, Kir ve ark. 2017).
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Sekil 2.10. Boriilce (Vigna unguiculata L. Walp.)

Diistik yag icerigi ve yiiksek protein i¢erigi ile besleyici bir gida olan boriilcenin, tahillara
ve yumru bitkilere kiyasla iki ile dort kat fazla protein i¢erdigi bilinmektedir. Ortalama
bir boriilce tanesi kuru maddede %23-32 protein, %50-60 karbonhidrat, yaklasik %1 yag
icermektedir. Lisin ve triptofan aminoasitleri agisindan zengin olan boriilce, metiyonin
ve sistein aminoasitlerini hayvansal proteinlere kiyasla daha az igermektedir. (Khalid ve
Elharadallou 2013, Cruz ve ark. 2014, Kirse ve Karklina 2015, Jayathilake ve ark. 2018).

Boriilcenin diger baklagillere benzer sekilde fazla miktarda ¢oziinen veya ¢ozlinmeyen
diyet lifleri igermesinin, saglikli bir bagirsak mikrobiyotasinin olusturulmasinda ve
korunmasinda onemli bir potansiyele sahip oldugunu gostermektedir (Ngoma ve ark.

2018).

Boriilce, beslenme iizerine olumlu etkilerinin yani sira, insan saghigma faydali biyoaktif
bilesenler icermektedir. Yapisinda ¢esitli fenolik bilesenler, oksidatif stres iizerine
dogrudan ve dolayli etkileri olan flavonoidler, kardiyovaskiiler sistem iizerine etkileri
aragtirtlmaya devam eden bazi peptitler gibi bilesenler bulundurmaktadir (Ojwang ve ark.
2013, Quansah ve ark. 2013, Awika ve Duodu 2017).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Cahisma kapsaminda kullanilan mikroorganizmalar

In vitro kosullarda probiyotik bakterilerin gelisimlerinin incelenmesi ve siit modelinde
canliliginin ve bazi probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla kullanilan probiyotik
bakteri suslar1 Lactobacillus casei (DSM 20011) ve Bifidobacterium animalis subsp.
lactis (DSM 10140) tiirleri, DSMZ (Leibniz Institute DSMZ-German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures-Almanya) firmasinin kiiltiir koleksiyonundan temin

edilmistir.

Prebiyotik aktivite sayist tayini i¢in kullamilmak {izere alman Enterococcus tiirii
mikroorganizma 6rnegi; Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi kiiltiir

koleksiyonundan temin edilmistir.

3.1.2. Baklagil unlan

Calisma kapsaminda probiyotik bakterilerin gelisimleri tizerine etkilerinin, prebiyotik
potansiyellerinin ve siitteki fonksiyonel etkilerinin belirlenebilmesi amaciyla tedarik
edilen baklagil unlarmdan; bezelye unu, kuru fasulye unu, mas fasulyesi unu ve boriilce
unu, aym isimli yemeklik tane baklagillerin 6giitiiliip toz haline getirilmesiyle elde
edilmistir. Tito ticari isimli bu iiriinler, Smart Chemistry (Izmir, Tiirkiye) firmasindan
temin edilmistir. Calismada kullanilan baklagil unlarmnin firma tarafindan belirtilen enerji
ve besin degerleri sirasiyla Cizelge 3.1., Cizelge 3.2., Cizelge 3.3. ve Cizelge 3.4.’te

verilmistir.
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Cizelge 3.1. Bezelye ununa ait enerji ve besin degerleri

Enerji ve Besin Degerleri

Enerji (kcal/ kJ)
Karbonhidrat

- Seker
Protein

Yag

- Doymus yag

Lif
Kolesterol
Sodyum
Potasyum

Kalsiyum

Miktar (100 g)
333 kcal/ 1393 kJ
609
6,79
26,79
0g
0g
26,79
0 mg
13 mg
980 mg
0 mg

Cizelge 3.2. Kuru fasulye ununa ait enerji ve besin degerleri

Enerji ve Besin Degerleri

Enerji (kcal/ kJ)
Karbonhidrat

- Seker
Protein

Yag

- Doymus yag

Lif
Kolesterol

Sodyum

Miktar (100 g)
292 kcal/ 1222 kJ
33,19
2990
19,3 g
1649
0,479
39
0g
350 mg
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Cizelge 3.3. Mas fasulyesi ununa ait enerji ve besin degerleri

Enerji ve Besin Degerleri Miktar (100 g)

Enerji (kcal) 347 kcal
Karbonhidrat 639

- Seker 79
Protein 24 g
Yag 12 ¢

-  Doymus yag 0,39
Lif 16 g
Kolesterol Og
Sodyum 15 mg

Cizelge 3.4. Boriilce ununa ait enerji ve besin degerleri

Enerji ve Besin Degerleri Miktar (100 g)

Enerji (kcal) 343 kcal
Karbonhidrat 61,79

- Seker 0g
Protein 22,8 g
Yag 159

-  Doymus yag 159
Lif 449
Kolesterol O0g
Sodyum 35 mg
Potasyum 1024 mg
Kalsiyum 74 mg
Vitamin A 301U
Vitamin C 0 mg
Demir 5,8 mg
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3.1.3. Yagsiz siit tozu

Kontrol grubu ve baklagil unlar1 ekstrakti ile zenginlestirilen siit modeli ve fermente siit
iiriiniiniin Uretiminde rekonstitue siitiin elde edilmesi amaciyla kullanilan yagsiz siit tozu
Eker Siit Uriinleri Gida Sanayi ve Ticaret A.S. (Bursa, Tiirkiye)’den temin edilmistir.
Calismada kullanilan yagsiz siit tozuna ait bilesen listesi ve miktarlar1 ¢izelge 3.5.’te

verilmistir.

Cizelge 3.5. Yagsiz siit tozuna ait bilesenler

Bilesenler (%) Miktar
Nem 5,0 (max)
Yag 0-0,5 (max)
Protein 23,5
Toplam kuru madde 95,0

3.1.4. iniilin

Calisma kapsaminda kullanilan ve prebiyotik 6zellige sahip olan iniilin, Beneo-Orafti-
HSI (Tienen, Belgika) firmasmdan temin edilmistir. Iniiline ait olan ve firma tarafindan

beyan edilen 6zellikler Cizelge 3.6.’da verilmistir.
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Cizelge 3.6. Calismada kullanilan iniilin {iriiniine ait 6zellikler

Parametre
Goriiniim
Tat
Suda ¢oziiniirliik (25 °C)
Yogunluk
Iniilin

Glikoz + Fruktoz + Sakkaroz

Toplam kurumadde

Karbonhidrat icerigi

Protein

Yag

Vitamin ve mineraller

Kalori degeri

Tletkenlik (w = 15 g /100g)

pH (w =10 ¢g/100 g km)

Kursun (Pb, ppm)

Arsenik (As, ppm)

Kadmiyum (Cd, ppm)

Civa (Hg, ppm)

Toplam aerobik, mezofilik mikroorganizma sayisi (kob/g)
Maya (kob/g)

Kiif (kob/g)

Anaerobik HsS iireten termofilik sporlar (kob/g)
Enterobacteriaceae (EMS/q)

Bacillus cereus (kob/g)

Koagiilaz pozitif stafilokoklar (EMS/0,1 g)
Toplam koliform

E. coli (EMS/qg)

Clostrida spp. (EMS/g)

Salmonella spp. (EMS/250 g)

Listeria spp. (EMS/25 g)

40

Ozellik
Beyaz-hafif sari, toz
Hafif tatli-tatsiz
>200 g/L
650 + 50 g/L
>86 9/100 g
<14 g/100 g
(97 £2) g/100 g
>99,5 g/100 g
Ihmal edilebilir
Ihmal edilebilir
Ihmal edilebilir
215 kcal / 871 kJ
<250 uS/cm
5,0-7,0
<0,02
<0,03
<0,01
<0,01
<1000
<20
<20
<25
Negatif
100 kob/g
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif



3.2. Yontem

3.2.1. Probiyotik bakterilerin baklagil unlari iceren in vitro kosullarda canhhgimnin
ve baz1 probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi

Calismanin birinci asamasinda L. casei ve B. animalis subsp. lactis probiyotik
bakterilerinin, baklagil unlar1 ilave edilmis in vitro kosullarda gelisimleri incelenmis ve

baz1 probiyotik 6zellikleri belirlenmistir (Sekil 3.1).

N\

L. casei ve B. animalis subsp. lactis tiirlerinin bezelye, kuru fasulye, mas
fasulyesi ve boriilce unlari igceren besi ortaminda gelisimlerinin ve
fermantasyon ozelliklerinin incelenmesi

\
Karbonhidrat ve protein igeren baklagillerin, potansiyel prebiyotik
kaynagi olarak kullanimlar1 ve probiyotik bakterilerin gelisimi ile
olusan laktik asit ve KZYA kompozisyonunun belirlenmesi
[

Prebiyotik aktivite sayisimim belirlenmesi ve bakteri tiirlerinin
gelisimlerinin karsilagtirilmasi

/

Sekil 3.1. Probiyotik bakterilerin ilgili besi yerinde gelisimlerinin incelenmesi

Probiyotik bakterilerin gelisme ortam ve kiiltiirlerin aktive edilmesi

Calismada kullanilan Lactobacillus casei (DSM20011) ve Bifidobacterium animalis
subsp. lactis (DSM 10140) probiyotik bakterilerinin birinci aktivasyonu igin Cizelge
3.7.’de belirtilen bilesenleri iceren bazal gelisme ortami kullanilmistir. Aseptik kosullar
altinda inokiile edilen bakteriler, 37°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmigtir.
Anaerobik kosullarin saglanabilmesi amaciyla oksijen tutucu o6zellikteki AnaeroGen

(Oxoid, Ingiltere) ilave edilmis, anaerobik jarlarda (Merck, Almanya) inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiirlerin ikinci defa aktive edilmesi amac1yla; Lactobacillus
casel i¢in esas gelisme ortami olan MRS (De Man, Rogosa ve Sharpe) sivi besi yeri
(Cizelge 3.8.), Bifidobacterium animalis subsp. lactis i¢in esas gelisme ortami olan TPY
(Tripton Pepton Maya Ekstrakti) sivi besi yeri (Cizelge 3.9.) hazirlanmis, besiyerlerinin
icerisindeki bilesenler ¢oziindiiriilerek, 121°C’de 15 dakika sterilize edilmis ve kiiltiirler
ilave edilerek 37°C’de 24 saat siireyle tekrar inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon siiresi
sonunda aktif hale getirilen kiiltiirler, galismanin inokiilasyon asamalarinda kullanilmak
iizere -80° C’de depolanmistir. Depolanan stok kiiltiirlere, kullanilmadan 6nce MRS
Broth besi yerinde 37°C’de 24 saat siireyle zenginlestirme islemi uygulanmis ve ¢alisma

icin hazir hale getirilmistir.

Cizelge 3.7. Bazal gelisme ortami bilesimi

Bilesenler Miktar (g/L)
Kazein pepton 10,00
Et ekstrakti 5,00
Maya ekstrakti 5,00
Bacto soyton 5,00
Glikoz 10,00
K:HPO4 2,00
MgSO..7H,0 0,20
MnS0O4.H,0O 0,05
Tween 80 1,00 mL
NaCl 5,00
L-cysteine 0,50

Tuz soliisyonu

CaCk.2H.O 0,25
MgSQO4.7H20 0,50

KoHPO, 1,00 40,00 mL
KH2PO4 1,00
NaHCO3 10,00
NaCl 2,00
Saf su 1000,00 mL
Rezazurin (25mg/100mL) 4,00 mL
Saf su 950,00 mL
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Cizelge 3.8. Lactobacillus casei i¢in gelisme ortam1 olan MRS sivi besi yeri bilesimi

Bilesenler Miktar (g/L)
Et ekstrakti 10,000
Kazein pepton 10,000
Maya ekstrakti 5,000
Glikoz 20,000
Tween 80 1,000
K2HPO, 2,000
Na-asetat 5,000
Amonyum hidrojen sitrat 2,000
MgSO4 0,200
MnSO4 0,003

Cizelge 3.9. Bifidobacterium animalis subsp. lactis igin gelisme ortami olan TPY sivi
besi yeri bilegimi

Bilesenler Miktar (g/L)
Tripton 10,000
Pepton 5,000
Maya ekstrakti 2,500
Glikoz 5,000
Tween 80 1,000
K>:HPO4.3H,0 2,000
MgClI2 0,500
ZnS04.7H0 0,200
CaCl; 0,150
FeCls.6H,0 0,003
L-cysteine HCI 0,500
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Baklagil unlar ilaveli gelisme ortaminin hazirlanmasi ve kiiltiir fermantasyonu

Calismada kullanilan probiyotik bakterilerin, baklagil unlarin1 prebiyotik olarak
kullanabilme ve fermente edebilme yeteneklerini belirlemek amaciyla L. casei igin
karbonhidrat icermeyen MRS sivi besi yeri, B. lactis i¢in karbonhidrat igermeyen TPY
siv1 besi yeri bazal gelisme ortami olarak kullanilmistir. %10’luk soliisyonlar halinde
hazirlanan ve 4000 rpm’de 25 dakika santrifiijlenen bezelye unu, kuru fasulye unu, mas
fasulyesi unu ve boriilce unu 6rnekleri, 0,45 pm ¢apinda porlari olan filtreler (Millipore,
Sartorious AG, Goettingen, Almanya) kullanilarak fiziksel sterilizasyon islemine tabi

tutulmus ve un ekstraktlar1 hazirlamistir (Sousa ve ark. 2015).

Sterilize hale getirilmis olan baklagil unlar1 ekstraktlar1 Ozcan ve ark. (2017)’nin
calismasinda belirtilen yontemlere baz1 modifikasyonlar yapilarak, son konsantrasyonda
%2 oraninda olacak sekilde ilgili besi yeri ortamlarina ilave edilmistir. Karbonhidrat
kaynag1 icermeyen gelisme ortamui negatif kontrol, %2 oraninda glikoz ve %2 oraninda

iniilin (Orafti-HSI) igeren gelisme ortamlar1 ise pozitif kontrol olarak belirlenmistir.

Aktif hale getirilen L. casei ve B. lactis kiiltiirleri besi ortamina %3 oraninda ilave edilmis
ve 37°C’de 48 saat siireyle anaerobik kosullar altinda inkiibasyona birakilmistir.
Anaerobik ortam kosullarmi saglamak amaciyla, oksijen tutucu 6zellikteki AnaeroGen
(Oxoid, Ingiltere)’lar kullanilmis ve ornekler anaerobik jarlarm (Merck, Almanya)
icerisinde, 37°C’de 48 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. In vitro ¢alisma igin

planlanmis ve uygulanmis olan deneme deseni Cizelge 3.10.’da verilmektedir.

In vitro kosullarda fermantasyon siiresince uygulanan analizler

pH analizi

Fermantasyonun 0., 24. ve 48., saatlerinde asitlik gelisiminin saptanmas1 amaciyla pH

3151/SET (WTW, Almanya) marka pH metre ile 6lglimler gergeklestirilmistir (Ozcan ve
ark. 2017).
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Cizelge 3.10. Probiyotik bakterilerin ilgili besiyerlerinde gelisimlerinin incelenmesine ait
deneme deseni

Bakteri Besi Yeri Fermantasyon Siiresince
Cesidi Cesidi Uygulanan Analizler
0.saat 24 .saat 48.saat
Negatif Kontrol
Glikoz
Iniilin
_pH
L. casei Bezelye Unu -ODses0
Kuru Fasulye Unu -pH -pH -Probiyotik
Mas Fasulyesi Unu -ODeso -ODeso bakteri sayis1
Boériilee Unu -Probiyotik -Probiyotik -Laktik asit
bakteri sayis1  bakteri sayist  ve kisa
Negatif Kontrol o
zincirli yag
Glikoz asitlerinin
Iniilin (KZYA)
B.animalis 5,006 Uny belirlenmesi
subsp. lactis

Kuru Fasulye Unu
Mas Fasulyesi Unu

Bortlce Unu
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Optik yogunluk (ODsso)

Deneme desenine gore hazirlanmis olan besi yeri ortamlarinda gelismis olan kiiltiirlerin,
o ortamlarda bulunan karbonhidrat kaynaklarini fermente edebilme kapasitelerinin
degerlendirilmesi amaciyla, fermantasyonun 0., 24. ve 48. saatlerinde Shimatzu UV 1800
model (Kyoto, Japonya) spektrofotometre kullanilarak 650 nm’de 6l¢timler yapilmistir
(Ozcan ve ark. 2017).

Probiyotik bakteri sayisimin belirlenmesi

Fermantasyonun 0., 24. ve 48. saatlerinde L. casei ve B. lactis sayisinin belirlenmesi
amactyla karbonhidrat kaynagi icermeyen negatif kontrol grubu, glikoz ve iniilin iceren
pozitif kontrol gruplar1 ve baklagil unlarini iceren drneklerden 10" °den 107%°a kadar
diliisyonlar hazirlanmis ve MRS Agar (Merck, Almanya) kullanilarak ekim yapilmastir.
Anaerobik inkiibasyonu saglamak igin anaerobik jar (Merck, Almanya) ve oksijeni
uzaklastirmak amaciyla AnaeroGen (Oxoid, Ingiltere) kullanilmistir. 37°C’de 72 saat
stiresince gergeklesen inkiibasyon islemi sonrasinda gelisen bakteriler i¢in sayim (30-300

kob/mL) yapilmis ve sonuglar logaritmik olarak verilmistir (Ozcan ve ark. 2017).

Probiyotik aktivite sayisitmin (PAS) belirlenmesi

Probiyotik aktivite sayisi analizi, deneme desenine gore hazirlanmis olan baklagil unlar1
ilaveli besi yerlerinde Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirlerinin  gelisme
potansiyellerini birbirleriyle ve bagirsak kdkenli bir mikroorganizma ile karsilagtirmak
amactyla  yapilmistir. Karsilastirmanin  dogru  yapilabilmesi i¢in, baslangic
mikroorganizma sayilarinin esit olmasi saglanmistir. Huebner ve ark. (2007) nin 6nerdigi
yontemde, bir gecelik kiiltiirler % 1(v/v) oraninda, son konsantrasyonda % 2 oranlarinda
glikoz, iniilin ve baklagil unlarini i¢eren L. casei ve B. lactis icin MRS sivi1 besi yerine,
Enterococcus i¢in TSB (Tryptic Soy Broth: Tryptone 17,00 g/L; Bacto soytone 3,00 g/L;
Glikoz 2,50 g/L; KoHPO4 2,50 g/L; NaCl 5,00 g/L) sivi besi yerine ilave edilmis ve
kiiltiirler 37°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. 0. ve 24. saatlerdeki bakteri
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gelisimleri yapilan sayimlarla belirlenmis ve probiyotik aktivite sayis1 asagidaki esitlik

kullanilarak hesaplanmstur.

PAS =

[ (Probivotik logaritma savisi kob/mL. 24.caa Prebivais - Probivotik logaritma savisi kob/mL g cae Pnbn-«gl]

(Probivotik logaritma sayis: kob/mL 24 sat Giikez - Probivotik logaritma sayisi kob/mL g saat Gikoz)

(Enterik logaritma savisi kob/mL 24ssu Prebivorik - Enterik logaritma savisi kob/mL o aar Prebiveik)
(Enterik logaritma say1s1 kob/mL 24.am Giike: - Enterik logaritma sayisi kob/mL o s Gies)

Laktik asit ve kisa zincirli yag asitlerinin (KZYA) belirlenmesi

L. casei ve B. animalis subsp. lactis bakterileri tarafindan iiretilen metabolitlerden laktik
asit ve kisa zincirli yag asitleri (asetik, propiyonik ve biitirik) analizleri 48 saatlik

fermantasyon siiresi sonunda belirlenmistir.

Laktik asit analizi i¢in DAD (SPD-M20A) dedektorlii, Shimadzu Prominence marka
20ACBM model yiiksek performans likit kromatografi (HPLC, Japonya) cihazi, Inertsil
ODS-4 (250 mm* 4,6 mm, Sum; GP Sciences, Japonya) kolonu, LC20 AT pompasi
kullanilmistir. Mobil faz olarak pH’s1 ortofosforik asitle 3’e sabitlenmis ultra saf su

secilmistir. Ornekler vortekslenerek santrifiij edildikten sonra enjekte edilmistir (Aktas
ve ark. 2005)

Asetik asit, propiyonik asit ve biitirik asit analizleri Agilent 7697A Headspace ve Agilent
7890A GC 5975C MS cihazlar1 kullanilarak, Yilmazer ve Se¢ilmis (2006)’in 6nerdigi
metoda uygun olarak gergeklestirilmistir. Metoda gore; 35°C’de 5 dakika beklendikten
sonra dakikada 50°C’lik bir artigla 150°C’ye ulasilmis ve bu sicaklikta 5 dakika

beklenmistir.
Cihazin dedektor ve enjektor sicaklhigr sirasiyla 200°C ve 180°C, akis hiz1 25 psi (He),

termostat zamani 5 dk, basing zamani 0,5 dk, enjeksiyon zamani 0,08 dk ve ¢izim zamani

0,5 dk olacak sekilde ayarlanmistir. Homojen haldeki sivi drneklerden 4 mL almarak
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headspace sistemine enjekte edilmistir (Yilmazer ve Secilmis 2006). Toplam KYZA

asagidaki formiile gore hesaplanmistir.

Toplam KZYA=A+B + P
A: Asetik asit

B: Biitirik asit

P: Propiyonik asit

3.2.2. Probiyotik bakterilerin baklagil unlan iceren siit modelinde canhhgmnin ve
baz probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi

Calismanin ikinci asamasinda L. casei ve B. animalis subsp. lactis probiyotik
bakterilerinin, baklagil unlar1 igeren siit modelinde gelisimleri incelenmis ve bazi

probiyotik dzellikleri belirlenmistir (Sekil 3.2).

L. casei ve B. animalis subsp. lactis tiirlerinin bezelye, kuru fasulye,
mas fasulyesi ve boriilce unlari iceren siit matriksinde gelisimlerinin ve
fermantasyonun incelenmesi

Baklagillerin protein igeriginin besinsel ve biyokimyasal etkisinin
yorumlanabilmesi amaciyla, siit matriksinde amino asit
kompozisyonun belirlenmesi

Antioksidan ve fenolik bilesik kompozisyonun belirlenmesi ile sit
matriksinin fonksiyonel 6zelliklerinin tanimlanmasi

Fermente siit matriksinde fizikokimyasal (pH, protein, renk (L*, a*, b*
degerleri)) ve tekstiirel analizlerin yapilmasi ile {iriiniin teknolojik
ozelliklerinin belirlenmesi

Sekil 3.2. Probiyotik bakterilerin siit modelinde gelisimlerinin incelenmesi
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Probiyotik bakterilerin aktive edilmesi

Calismada kullanilan Lactobacillus casei (DSM20011) ve Bifidobacterium animalis
subsp. lactis (DSM 10140) probiyotik bakterilerinin birinci aktivasyonu i¢in Cizelge
3.7.’de belirtilen bilesenleri iceren bazal gelisme ortami kullanilmistir. Aseptik kosullar
altinda inokiile edilen bakteriler, 37°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir.
Anaerobik kosullarin saglanabilmesi amaciyla oksijen tutucu ozellikteki AnaeroGen

(Oxoid, Ingiltere) ilave edilmis, anaerobik jarlarda (Merck, Almanya) inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiirlerin ikinci defa aktive edilmesi amaciyla; Lactobacillus
casei i¢in esas gelisme ortami olan MRS (De Man, Rogosa ve Sharpe) sivi besi yeri
(Cizelge 3.8.), Bifidobacterium animalis subsp. lactis i¢in esas gelisme ortami olan TPY
(Tripton Pepton Maya Ekstrakti) sivi besi yeri (Cizelge 3.9.) hazirlanmis, besiyerlerinin
icerisindeki bilesenler ¢oziindiiriilerek, 121°C’de 15 dakika sterilize edilmis ve kiiltiirler
ilave edilerek 37°C’de 24 saat siireyle tekrar inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda
aktif hale getirilen kiiltiirler, ilgili asamalarda kullanilmak tizere -80° C’de depolanmustir.
Depolanan stok kiiltiirlere, kullanilmadan 6nce MRS Broth besi yerinde 37°C’de 24 saat

stireyle zenginlestirme islemi uygulanmis ve ¢calisma i¢in hazir hale getirilmistir.

Baklagil unlar ilaveli fermente siit matriksinin hazirlanmasi

Yagsiz siit tozunun 125 g/L oraninda saf su ile karistirilmasiyla %11,11 kuru maddeli
rekonstitiie siit elde edilmistir. Elde edilen rekonstitiie siit, 90°C’de 10 dakika siireyle 1s1l
isleme maruz birakilmig ve daha sonra ~50°C’ye sogutulmustur. Caligma oncesinde in
vitro ortamda oldugu gibi hazirlanan baklagil unlar1 ekstraklari, farkli oranlarda (%1, %2,
%3) denenerek 6n denemelerde belirlenen ve segilen baklagil unu ekstrakti %2 oraninda

stite ilave edilmistir.

Siitiin sicaklig1 37°C’ye sogutulduktan sonra, aseptik kosullarda probiyotik kiiltiirler ayr1
ayr1 (8-9 log10 kob/mL olacak sekilde) %3 oraninda ilave edilmis, pH degeri 4.7’ye
ulasana kadar 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan

sonra oda sicakliginda (20+£°C) 30 dakika bekletilen fermente siitler buzdolabina (4+1°C)
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alinarak 28 giin siireyle depolanmistir. Depolamanin 1., 14. ve 28. giinlerinde planlanan

analizler gerceklestirilmistir. Calismaya ait deneme deseni Cizelge 3.11°de, iiretim akis

semasi Sekil 3.3.’te, orneklere ait gorseller Sekil 3.4.te verilmektedir.

Cizelge 3.11. Fermente siit matriksine ait deneme deseni

Bakteri
Cesidi

L. casei

B. animalis
subsp. lactis

Fermente Siit

Matriksi Cesidi

Kontrol

Iniilin

Bezelye Unu

Kuru Fasulye Unu

Mas Fasulyesi Unu

Bortlce Unu

Kontrol

Iniilin

Bezelye Unu

Kuru Fasulye Unu

Mas Fasulyesi Unu

Bortilce Unu

Depolama Siiresince

Uygulanan Analizler

1.giin 14.giin
_pH
-Probiyotik
bakteri sayis1
-Renk tayini  -pH
-Protein -Probiyotik
tayini bakteri
-Amino asit  sayisi
bilesimi -Renk
-Toplam tayini
antioksidan -Tekstiirel

aktivite tayini analizler
-Toplam

fenolik

madde tayini

-Tekstiirel

analizler
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28.giin

-pH
-Probiyotik
bakteri
sayisi
-Renk
tayini
-Tekstiirel

analizler



Rekonstitiie siit eldesi
(%11,11 kuru maddeli)

k.

Isitma (90°C'de 10
dakika)

N

Sogutma (50°C)

.

Baklagil unu ekstrakti
ilavesi %2

A

Sogutma (37°C)

N

Probiyotik kiiltiir ilavesi
%3

b

Inkiibasyon (37°C)

N

Inkiibasyonun
sonlandirilmas: (pH 4.7)

N

Sogutma ve depolama
(4°C)

Sekil 3.3. Fermente siit matriksine ait tiretim akis semasi
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Sekil 3.4. Fermente siit matrikslerine ait gorseller

Fermente siit matriksinde probiyotik bakteri sayisinin belirlenmesi

L. casei ve B. animalis subsp. lactis sayisinin belirlenmesi

Homojen hale getirilmistir olan d6rneklerden, aseptik kosullar altinda 10’ar g alinarak, 90
mL steril fizyolojik tuzlu su igeren ortama aktarilmis ve sirasiyla 107%-1079uk
diliisyonlar hazirlanmis ve ekimler icin dokme plak yontemi kullanilmistir. Uygun
diliisyonlardan 3 paralelli olacak sekilde steril petri kutularina 1mL aktarilarak iizerine
donma sicakliginin biraz tizerinde (~45°C), kalinlig1 en az 2 mm (~12-15 mL besi yeri)
olacak sekilde agarli besi yeri dokiilmiistiir. Besi yeri dokiildiikten sonra besi yeri ve

ornegin iyice karigmasi saglanmustir.

52



Besi yeri olarak her iki bakteri i¢cin de MRS agar (Merck, Almanya) kullanilmistir. Kendi
halinde jellesmeye birakilan besi yerleri katilastiktan sonra, petri kutulari ters gevirilerek
37°C’de 72 saat siireyle anaerobik jarlarin (Merck, Almanya) igerisinde inkiibasyona
birakilmistir. Anaerobik kosullarin saglanmasi amaciyla AnaeroGen (Oxoid, Ingiltere)
kullanilmistir. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra olusan koloniler (30-300
kob/mL) sayilarak L. casei ve B.animalis subsp. lactis sayisi saptanmis ve sonuglar
logaritmik olarak verilmistir (Tabasco ve ark. 2007, Abdollahzadeh ve ark. 2018).

Fermente siit matriksinde fizikokimyasal analizler

Fermantasyon ve depolama boyunca pH analizi

Rekonstitiie siite %3 oraninda kiiltiir ilavesi asamasindan baglanarak, fermantasyon
stiresince ve inkiibasyonun sonlandirilma pH’st olan 4.7’ye ulasilincaya kadar pH
olgiimleri yapilmistir. Inkiibasyon siiresi tamamlanan 6rnekler, depolamaya almmus,
Olciim icin ayrilan 6rneklerdeki pH degisimleri 24 saat siireyle takip edilmistir. 28 giin
stiresince Uriinlerde gergeklesen degisimin tespit edilmesi amaciyla depolama siiresi
boyunca (1. ve 28. giin) pH &l¢iimleri kaydedilmistir. Olgiimler sirasinda pH metre’de
(pH 315i/SET, WTW, Almanya) gerekli kalibrasyonlar yapilarak ornekler analize
hazirlanmistir (AOAC 2012).

Renk tayini

Kontrol grubu ve baklagil unlar1 ilaveli fermente siit {irlinleri 6rneklerinde renk tayini
MSEZ-4500L HunterLab (Virginia, ABD) cihaz1 kullanilarak yapilmistir. Renk tayini
sonucunda okunan degerlerden; L* (parlaklik), a* (+kirmuzi/-yesillik), b* (+sarv/-
mavilik) degerleri saptanmistir. Siyah ve beyaz tablalar yardimiyla standardize edilen
cihaz ile, tiim 6rneklerde ti¢ tekrarh olarak ¢alisilmistir (Delikanli ve Ozcan 2014). Sekil

3.5’te Hunter renk sistemindeki parametrelerin (L*, a*, b*) skalas1 verilmektedir.

53



Sekil 3.5. Hunter renk sistemindeki parametrelerin (L*, a*, b*) skalas1

Protein tayini

Kontrol grubu ve baklagil unlari ilaveli fermente siit {irlinlerinde protein tayini Gerhardt
(Almanya) marka azot/protein tayin cihazi kullanilarak Ol¢iilmiistiir. Toplam protein
tayini Kjeldahl yontemine gore yapilmistir. Homojen sekilde karistirilan 6rneklerden 5’er
g almarak {izerlerine 2-3 g yakma tuzu (2 g K2SO4 + 0,2 g Cu2SQOs) ilave edilmis daha
sonra 18 mL derisik HoSO4 eklenerek yakma diizenegine yerlestirilmis ve kademeli
sekilde arttirilarak 380°C’de 45 dk siireyle yakma islemine maruz birakilmistir. Ayni
kimyasallar, igerisinde fermente siit triinii 6rnegi olmadan eklenerek sahit numune

hazirlanmustir.

Yakma islemi biten tiipler yakma iinitesinden ¢ikarilarak oda sicakligma sogumasi
saglanmistir. Ayr1 bos bir erlene her bir 6rnek i¢in damitma basamagina hazirlik olarak
%?2’lik 50 mL H3BO3 ve 4 mL 1:1 oraninda hazirlanmis metilen mavisi-metil kirmizisi
karisik indikatorii karisimi eklenmistir. Yaklasik 7 dakika siiren islem sonunda destilatlar
0,1 N H2SOq ile destilat renk degistirene kadar titre edilerek harcanan miktar asagidaki
formiile yerlestirilmis ve % protein miktart AOAC (2000)’ye goére hesaplanmustir.
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(V6—Vs) XN x 0,014
% Azot = — x 100

% Toplam protein = % Azot X F

V6: Ornek icin harcanan 0,1 N H,SOs miktart (mL)

Vs: Sahit i¢in harcanan 0,1 N H>SO4 miktart (mL)

N: H2SO4 normalitesi (0,1)

m: Ornek miktar: (g)

F: Siit iiriinlerinde protein tayini igin kullanilan sabit (6,38)

Amino asit bilesimi

Baklagil unlar1 ilaveli fermente siit orneklerinde esansiyel amino asitlerden; valin,
metiyonin, iz6losin, 16sin, fenilalanin, histidin ve lisin, esansiyel olmayan amino
asitlerden ise; arjinin, serin, glisin, alanin, pirolin, tirolin, tirozin, aspartik asit ve glutamik
asit analizleri yapilmistir. Analizler sirasinda DAD (SPD-M20A) dedektorlii Shimadzu
Prominence marka 20ACBM model yiiksek performans likit kromatografi (HPLC, Japonya)
cihazi, 40°C sicakliktaki ACES C-18 (250 mm* 4,6 mm, Sum; GP Sciences, Japonya) kolonu,
CTO-10ASVp model kolon firin1 ve LC20 AT pompa kullaniimistir. Kose ve ark. (2011)’nin
belirttigi yontem iizerinde gerekli modifikasyonlar yapilarak gergeklestirilen analizlerde akis

hiz1 ImL/dk, enjeksiyon hacmi ise 50 pL’dir. Sonuglar 254 nm’de degerlendirilmistir.

Toplam antioksidan aktivite tayini (DPPH yontemi)

Ornekler 4’er g tartilmus, iizerlerine 20 mL metanol-su (%70:30, v/v) ¢dzeltisi ilave
edilmis, 20°C'de karanlikta 4 saat siireyle ¢alkalanmis, siire sonunda ekstraktlar 3500
rpm'de 10 dakika santrifiijlenmistir. Santriflij islemi sonunda orneklerdeki sivi kisim
filtrelerden (Whatman) gecirilerek antioksidan kapasite tayini ve toplam fenolik madde

tayini i¢cin hazir hale getirilmistir (Ozcan ve ark. 2019)

Fermente siit 6rneklerinde antioksidan madde tayini Zhao ve ark. (2014)’nin ve Oliveira
ve ark. (2009)’nin ¢alismalarinda belirtilen DPPH yontemi modifiye edilerek yapilmustir.
Yo6ntemin prensibi; kararl serbest radikal difenil-1-pikrilhidrazi (DPPH)’in antioksidan
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kimyasallarin varliginda karakteristik mor renginin agilmasimin spektrofotometrik olarak
belirlenmesidir. 0,039 g DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) metanolde ¢dzdiiriilip 100
mL’ye tamamlanarak (1x10° M) stok cdzelti hazirlanmis, bu stok ¢dzeltiden 6 mL
alinarak 100 mL’ ye tamamlanmustir (6x10°M). Analiz igin hazirlanan ektstraktlardan
0,1 mL alinarak iizerine 3,9 mL 6x10-5 M DPPH c¢ozeltisi eklenmistir. 30 dk bekleme
siresinden sonra 515 nm’de metanole karsi spektrofotometrik okuma yapilmistir.
Absorbans degerleri 125 mg/L lik stok trolox ¢ozeltisinden farkli konstantrasyonlarda
hazirlanmig olan trolox kurvesinden olusturulan formiille ‘‘mg Trolox/g’’olarak

hesaplanmaistir.

Toplam fenolik madde tayini

Baklagil unlar1 ilave edilen fermente siitlerde toplam fenolik madde miktari, Devi ve ark.
(2019)’nin belirttigi Folin-Ciocalteau yonteminin modifiye edilmesi ile yapilmustir.
Yontemin prensibi; fenolik bilesenlerin Folin-Ciocalteau (FC) ayiraci ile indirgenerek
oksitlenmis forma donlismesi ve olusan mavi rengin spektrofotometrik olarak

Olclilmesidir.

Hazirlanan ekstraksiyonlardan 0,20 mL alinarak, 2,3 mL saf su ile hacimce 1:5 oraninda
saf su ile seyreltilmis 0,15 mL FC ayrac1 eklenmis, 5 dk boyunca vortekslenmis, daha
sonra 0,3 mL %35’lik asir1 doymus NaCOs ¢ozeltisi ilave edilip karanlik ortamda 2 saat
stire ile bekletilmistir. Siire sonunda 6rneklerin absorbansi, su ile hazirlanan taniga karsi
725 nm’de okunmustur. 500 mg/L’lik stok gallik asit c¢ozeltisinden farkh
konsantrasyonlarda hazirlanan gallik asit kurvesinden elde edilen formiil yardimiyla ‘mg

gallik asit esdegeri (GAE)/g’ olarak hesaplanmustir.

Tekstiirel analizler

Fermente siit {lirtinleri 6rneklerinin tekstiirel 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla Uludag
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii Enstriimental Analiz

Laboratuvarinda bulunan TA.XT plus Texture Analyser (Stable Micro Systems Ltd., UK)

cihaz1 ile Olglimler yapilmistir. Ters ekstriizyon probu ile back ekstriizyon testi
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uygulanmis ve analiz sirasinda baskilama iglemi 1 mm/s crosshead hizinda, 40 mm ¢apinda
ve 30 mm derinligindeki silindir probun fermente siit iiriinii 6rneklerine daldirilmasi ile
uygulanmistir. Ters ekstriizyon yontemine gore elde edilen grafiklerde probun 6rnege girmesi
ile pozitif alan, drnekten gikmasi ile negatif alan grafikleri elde edilmektedir. Orneklerin
tekstiirel 6zelliklerini gosteren parametrelerin hesaplanmasi amaciyla Texture Exponent 32
(2007) software (Stable Micro Systems, Godalming, UK) yazilimi kullanilmistir.
Degerlendirmeye alinan parametrelerden sikilik (firmness; g) maksimum pozitif kuvvet,
konsistens (consistency; gs) pozitif bolgenin alani, i¢ yapiskanlik (cohesiveness; Q)
maksimum negatif kuvvet ve viskozite indeksi (index of viscosity; gs) negatif bolgenin
alan1 olarak degerlendirilmistir. Analizi yapilan orneklerin standart olmasi amaciyla
derinligi 40 mm olan 100 g’lik kaplar kullanilmis ve analiz 4°C’de gergeklestirilmistir
(Joon ve ark. 2017).

Istatistiksel Analizler

Calismanm ilk asamasi olan baklagil unlarmin probiyotik bakteriler tarafindan in vitro
kosullarda fermente edilebilme yeteneklerinin belirlenmesi amaciyla yapilan analizlerde
ve ¢aligmanin ikinci asamasinda iiretilen fermente siitte mikrobiyolojik, fizikokimyasal
ve tekstiirel 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla yapilan analizlerde, veriler arasindaki
farkliliklarin tespit edilmesi amaciyla ve besi yeri ¢esidi, bakteri ¢esidi, fermantasyon ve
depolama siireleri arasindaki interaksiyonun agiklanabilmesi amaciyla Minitabl?7
Istatistik Programi kullanilarak varyans analizi (ANOVA, Analysis of Variance)
yapilmustir. Istatistiksel olarak 6nemli gériilen diizeyde farkliliklarin karsilastiriimasi
amactyla c¢oklu karsilastirma testlerinden Fischer’in LSD testi (Least Significant

Difference) kullanilmis ve p<0,01 ve p<0,05 diizeyinde karsilastirmalar yapilmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Baklagil unlarinin prebiyotik potansiyellerinin in vitro kosullarda incelenmesi
4.1.1. L. casei’nin in vitro kosullarda gelisiminin belirlenmesi

Laktik asit bakterileri (LAB) temel fonksiyonlar1 ile gida fermantasyonlarmnda oldukga
onemli olan mikroorganizmalardir. L. casei, yiiksek oranda laktik asit tiretimi, tirtinlerin
lezzet, aroma ve duyusal Ozelliklerini gelistirme, diisiik pH ve safra tuzuna yiiksek
tolerans, antimikrobiyel ve antidiyarejenik Ozellikleri ile fermente siit iriinlerinin
tretiminde probiyotik kiiltiir olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (Bertazzoni ve ark.
2004).

L. casei probiyotik bakterisi i¢in, farkli baklagil unlarini i¢eren substrat kaynaklari
eklenerek hazirlanmis besi yeri Orneklerindeki optik yogunluk (ODeso), pH ve
mikroorganizma sayilarindaki (logio kob/mL) degisimler Cizelge 4.1°de verilmistir.
Deneme desenine gore karbonhidrat kaynagi icermeyen 6rnekler negatif kontroli, glikoz

ve iniilin iceren 0rnekler ise; pozitif kontrolii temsil etmektedir.

L. casei’nin fermantasyonu siiresince farkli potansiyel prebiyotik substrat kaynagi iceren
besi yeri orneklerinde hiicre yogunlugunu belirlemek amaciyla 6lgiilen ODeso degerleri,
0,270 ile 2,137 arasinda degisim gostermistir. En yiiksek ODsso degeri fermantasyonun
48. saatinde Olgiilmiistiir. Besi yeri orneklerinin pH degerleri 3,96 ile 6,45 arasinda
degisim gostermistir. Genel olarak en diisiik pH degeri fermantasyonun 48. saatinde
glikoz iceren besi yerinde, en yiiksek pH degeri ise 0. saatinde karbonhidrat kaynagi
icermeyen kontrol 6rneginde Olgiilmiistiir. Hiicre metabolizmasi tizerinde olumlu etkisi
bulunan ve bir monosakkarit olan glikoz, L. casei tarafindan dogrudan absorbe
edilebilmekte ve kullanilabilmektedir (Halliwell ve Whiteman 2004).

Fermantasyon siiresi boyunca L. casei’ye ait bakteri sayilar1 8,000 logio kob/mL ile 9,992

logio kob/mL arasinda degigim gdstermistir, en yiiksek bakteri sayist fermantasyonun 0.

saatinde, en diisiik bakteri sayis1 ise 24. saatinde saptanmustir.
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Cizelge 4.1. L. casei i¢in 48 saatlik fermantasyon siiresi boyunca besi yeri 6rneklerindeki ODsso, pH degisimi ve L. casei sayisi (logio kob/mL)

Besi yeri cesidi ODeso pH L. casei sayisi
0.saat 24.saat 48.saat 0.saat 24 .saat 48.saat 0.saat 24 .saat 48.saat
Negatif Kontrol 0,272 0,270 0,591 6,45 5,84 6,21 8,073 8,504 8,051
Glikoz 0,270 1,863 1,873 6,40 4,02 3,96 8,265 8,414 8,256
Iniilin 0,274 0,993 0,993 6,41 4,89 4,79 8,717 8,000 8,458
Bezelye 0,316 1,866 1,777 6,40 5,43 5,43 9,498 8,227 8,110
Kuru Fasulye 0,307 1,284 1,224 6,41 5,51 5,46 8,301 8,332 8,506
Mas Fasulyesi 0,307 1,736 1,893 6,41 5,61 5,46 8,001 9,544 8,984
Boriilce 0,333 2,009 2,137 6,42 5,46 5,42 9,992 8,278 8,979
Minimum 0,270 0,270 0,591 6,40 4,02 3,96 8,001 8,000 8,051
Maksimum 0,333 2,009 2,137 6,45 5,84 6,21 9,992 9,544 8,984
Ortalama 0,297 1,432 1,499 6,41 5,25 5,25 8,692 8,472 8,478




L. casei’nin fermantasyonu siiresince optik yogunluk (ODeso), pH ve mikroorganizma
sayilarindaki (logio kob/mL) degisimlere ait LSD testi sonuglar1 Cizelge 4.2°de

verilmektedir.

Deneme desenine gore hazirlanmis besi yeri orneklerinin ODgso, pH degerlerinin ve
mikroorganizma sayilarinin (logio kob/mL) fermantasyon siiresi boyunca degisimini
belirlemek amaciyla yapilan varyans analizine gore, besi yeri ¢esidi, fermantasyon stiresi
ve besi yeri ¢esidi x fermantasyon siiresi arasindaki farkliliklar istatistiksel agidan p<0,01

diizeyinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.2).

Indirekt sayim yodntemleri ile, mikroorganizma kiiltiirlerindeki bulaniklik veya
absorbansin Olgiilmesiyle OD degerine ulasilabilmektedir. Bir hiicre siispansiyonu
tarafindan absorbe edilen 151k miktari, dogrudan hiicre kiitlesi ya da hiicre sayist ile
iligkilendirilebilmektedir. ~ Optik  yogunlugun fotometrik olarak  dlgiimiinde;
monokromatik bir 151k demeti, homojen bir hiicre siispansiyonu i¢inden gegerken iletilen
151k miktarindaki azalma (absorbans) tlirbidimetrik ya da refraktometrik yontemlerle

belirlenmektedir (Griffiths ve ark. 2011).

L. casei’nin fermantasyonu siiresince besi yeri ¢esitlerinin ODgso degerlerine iliskin LSD
testi sonuglarina gore, en yliksek ODsso degeri (1,493) boriilce unu ekstrakti ilave edilen
besi yeri ortaminda, en diisiik ODsso degeri (0,378) ise karbonhidrat kaynagi igermeyen
kontrol grubunda saptanmustir. Cizelge 4.2°ye gore glikoz, bezelye ve mas fasulyesi ilave

edilen besi yeri 0rneklerinin istatistiki olarak ayni gruba dahil oldugu goriilmiistiir.

Tahillar ve baklagiller, diyet lifi, protein, enerji, mineral, vitamin ve antioksidanlar gibi
bilesenleri ile fonksiyonel gida formiilasyonlarmin gelistirilmesinde yiliksek oranda
kullanilirken ayni zamanda probiyotik mikroorganizmalarin gelismesi i¢in fermente

edilebilir substratlar1 da igermektedirler (Charalampopoulos ve ark. 2002).

60



Cizelge 4.2. L. casei i¢in 48 saatlik fermantasyon siiresi boyunca besi yeri drneklerindeki
ODeso, pH degisimi ve L. casel sayisi (logio kob/mL) degerlerine ait LSD testi sonuglari

Besi yeri cesidi N ODeso pH L. casei saysi
Negatif Kontrol 9 0,378° 6,16° 8,209°
Glikoz 9 1,335 4,79" 8,312"
Iniilin 9 0,753 5,36° 8,392
Bezelye 9 1,320° 5,75¢ 8,612°
Kuru Fasulye 9 0,038° 5,79° 8,380"
Mas Fasulyesi 9 1,312 5,820 8,843°
Boriilce 9 1,493 5,76 9,083

Fermantasyon siiresi

0 21 0,297¢ 6,417 8,692?
24 21 1,431° 5,25" 8,471°
48 21 1,4982 5,25" 8,477°
ANOVA
Besi yeri ¢esidi (B) 6 ok *k -,
Fermantasyon siiresi (F) 2 ** ** **
BxF 12 ** ** *k
Hata 42

(*) p<0,05 diizeyinde 6nemli  ( **) p<0,01 diizeyinde 6nemli
Farkli harf tagtyan ortalamalar birbirinden farklidir.

Fermantasyon siiresine iligkin ODgso degerlerine ait LSD testi sonuglar1 Cizelge 4.2.’de
verilmis, fermantasyon boyunca meydana gelen farklilik istatistiksel agidan (p<0,01)
onemli bulunmustur. ODeso degerleri en yiiksekten en diisiige dogru 48. saat, 24. saat ve

0. saat olarak saptanmigstir.
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L. casei’nin fermantasyonu siiresince pH degerlerine iliskin LSD testi sonuglarina gore
en diisiik pH degeri (4,79) pozitif kontrol olarak degerlendirilen glikoz i¢eren 6rnekte, en
yiikksek pH degeri ise (6,16) negatif kontrol 6rneginde saptanmustir. En diisitk ODsso
degerinin ve en yiikksek pH degerinin karbonhidrat igermeyen kontrol 6rneginde
goriilmesi, besi yeri ortaminda karbonhidrat kaynagi yetersizligi nedeniyle L. casei’nin
gelisim gdsterememesi ve buna bagli olarak asitligin gelisememesini dogrular

niteliktedir.

Fermantasyon siiresine 1iliskin pH degerlerine ait LSD testi sonuglarina gore,
fermantasyon boyunca meydana gelen farklilik istatistiksel agidan (p<0,01) 6nemli
bulunmustur (Cizelge 4.2). Fermantasyonun 0. saatinde en yiiksek pH degerine
ulagilmistir. Fermantasyonun 24. ve 48. saatlerinde pH degerleri istatistiki olarak ayni

gruba dahil olmus ve pH diismiistiir.

Deneme desenine gore hazirlanmis glikoz, iniilin, bezelye, kuru fasulye, mas fasulyesi ve
boriilce unlari igeren besi yeri 6rneklerinde fermantasyon siiresince L. casei’nin sayisini
belirlemek amaciyla yapilan varyans analizi sonucglarma gore; besi yeri c¢esidi,
fermantasyon siiresi ve besi yeri ¢esidi X fermantasyon siiresi arasindaki farkliliklar
p<0,01 diizeyinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.2). Bakteri gelisimindeki farkliligin
glikoz, iniilin ve baklagil unlarmin prebiyotik potansiyellerinin farkli olmasi ve

fermantasyonun farkli diizeylerde ger¢eklesmesinden kaynakli oldugu diistiniilmektedir.

Fermantasyon siiresince L. casei sayisina iligkin LSD testi sonuglar1 Cizelge 4.2°de
verilmistir (p<0,01). Sonuglar incelendiginde en diisiik bakteri sayismin (8,209 logio
kob/mL) negatif kontrol, en yiiksek bakteri sayisinin (9,083 logio kob/mL) ise boriilce

unu ekstrakti igeren drnege ait oldugu goriilmektedir.
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Mikrobiyel fermantasyon sirasindaki degisimler ile biyokimyasal aktivite, temel
metabolitlerin yanisira, enerji kaynaklarini da ortaya ¢ikarmaktadir. Hidrolitik enzimlerin
aktivasyonu biiyiik molekiillii polisakkaritler ve proteinleri, kii¢iik molekiillii bilesiklere
dontistirmektedir (Herrera-Ponce ve ark. 2014). Gupta ve ark. (2000), fermantasyon
sirasinda mikroorganizma gelisiminin ve olusan metabolitlerin ortam bilesimden
etkilendigini, ayrica oksijen, pH ve substrat konsantrasyonunun da onemli faktorler

oldugunu belirtmektedirler.

Fermantasyon siiresine iliskin L. casei sayisi degerlerine ait LSD testi sonuglar1 Cizelge
4.2°de verilmis, meydana gelen farklilik istatistiksel agidan (p<0,01) 6nemli bulunmustur.
Fermantasyonun 0. saatinde bakteri sayis1 6zellikle boriilce ve bezelye unu ekstrakti
iceren ortamlarda en yiiksek degere ulagsmistir. Fermantasyonun 24. ve 48. saatlerinde
L. casei sayilar1 azalmistir. Bu durumun ilk 24 saat hizla gelisen fermantasyon sonucu
besiyerinde bulunan karbonhidrat kaynaklarmnin azalmasi ve daha sonra gelisimi
engelleyici  metabolitlerin ~ birikmesiyle,  ortamdaki  bakterilerin  canliligini
siirdiirememesine bagli olarak ortaya c¢iktigi disiiniilmektedir. L. casei probiyotik
bakterisinin fermantasyonu siiresince besi yeri 6rneklerinde meydana gelen ODeso, pH ve

L. casei sayilarmdaki (logio kob/mL) degisimler Sekil 4.1°de verilmistir.

Besi yeri ortamina ilave edilen baklagil unlarinin protein igerigi Lactobacillus tiirlerinin
gelisimini tesvik etmekte ve ortamdaki diisiik serbest amino asit konsantrasyonlari
baklagil unu ekstaraktlarmin eklenmesiyle gelistirilmektedir. Lactobacillus tiirlerinin
proteinaz ve peptidaz enzimleri, peptid ve amino asit tagima sistemleri iiretme
kabiliyetleri ile, besi yerinde bulunan amino asitleri daha etkili kullanmaktadirlar. L.
casei’nin fermantasyon siiresince daha yiiksek bir adaptasyon sergiledigi ve protein

takviyesi ile gelisiminin arttig1 belirtilmektedir (Pescuma ve ark. 2008).

Fermantasyon ortaminda proteinler ve karbonhidratlar gibi besin gruplari miktarmin
artmasi, o-amilaz enziminin aktivitesinde artisa neden olmaktadir. Lactobacillus
tiirlerinin a-amilaz iiretme yetenekleri sayesinde karbonhidratlarin metabolik sentezi

olumlu yonde artmakta ve bakterilerin gelisimleri desteklenmektedir (Calderon ve ark.
2003).
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4.1.2. B. animalis subsp. lactis’in in vitro kosullarda gelisiminin belirlenmesi

Bifidobacterium tiirlerinin gelisme orani, pH, sicaklik, ¢6ziinmiis oksijen miktari,
rekabet¢i mikroorganizmalar ve mikrobiyel inhibitorlerin  varligi gibi pek ¢ok
parametreden Onemli Olglide etkilenmektedir. Bu gelisim, fermantasyon boyunca
kademeli olarak gergeklesmekte, iniilin, oligosakkarit ve potansiyel prebiyotik
substratlarin varlig1 da bakteri gelisimini tesvik ederek mikrobiyel aktiviteyi olumlu
yonde degistirmektedir (Shori 2016).

B. animalis subsp. lactis probiyotik bakterisi i¢in, farkli baklagil substrat kaynaklari
icerecek sekilde hazirlanmis besi yeri 6rneklerindeki optik yogunluk (ODeso), pH ve

mikroorganizma sayilarindaki (logio kob/mL) degisimler Cizelge 4.3 te verilmistir.

B. animalis subsp. lactis’ in fermantasyonu siiresince farkli potansiyel prebiyotik substrat
kaynag1 iceren besi yeri orneklerinde hiicre yogunlugunu belirlemek amaciyla dlgiilen
ODeso degerleri 0,022 ile 2,471 arasinda degisim gostermistir. En yiiksek ODeso degeri
fermantasyonun 48. saatinde, en diisiik ODeso degeri ise fermantasyonun 0. saatinde

Olciilmiistiir (Cizelge 4.3).

Besi yeri 6rneklerinin pH degerleri 3,63 ile 6,66 arasinda degisim gostermistir. En diistik
pH degeri fermantasyonun 48. saatinde glikoz igeren besi yerinde, en yliksek pH degeri

ise 0. saatinde iniilin iceren besi yeri 0rneginde Sl¢iilmiistiir (Cizelge 4.3).

Fermantasyon siiresi boyunca B. animalis subsp. lactis’ e ait bakteri sayilar1 7,073 logio
kob/mL ile 9,552 logio kob/mL arasinda degisim gdstermistir, en yiiksek bakteri sayisi
fermantasyonun 48. saatinde genel olarak glikoz igeren besi yerinde, en diigiik bakteri

sayist ise 0. saatinde bezelye unu ekstrakti igeren besi yerinde saptanmistir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. B. animalis subsp. lactis sayisi i¢in 48 saatlik fermantasyon siiresi boyunca besi yeri 6rneklerindeki ODgso, pH degisimi ve B.
animalis subsp. lactis sayis1 (logio kob/mL)

_ ODeso pH B. animalis subsp. lactis sayis1
Besi yerl cesidl 0.saat 24 .saat 48.saat 0.saat 24 .saat 48.saat 0.saat 24 .saat 48.saat

Negatif Kontrol 0,036 0,546 0,530 6,64 5,79 5,82 7,857 7,389 8,877
Glikoz 0,022 1,200 1,613 6,63 4,06 3,63 7,951 8,547 9,552
fniilin 0,028 1,008 1,054 6,66 4,47 4,41 7,110 8,569 7,951
Bezelye 0,289 2,175 2,225 6,63 4,78 473 7,073 8,326 7,906
Kuru Fasulye 0,237 1,516 1,633 6,62 4,93 4,85 7,522 8,861 8,294
Mas Fasulyesi 2,093 2,371 2,471 6,62 4,93 4,85 7,085 8,460 8,353
Boriilce 0,833 2,207 2,230 6,62 4,76 4,63 7,403 8,682 8,451
Minimum 0,022 0,546 0,530 6,62 4,06 3,63 7,073 7,389 7,906
Maksimum 2,093 2,371 2,471 6,66 5,79 5,82 7,951 8,861 9,552

Ortalama 0,505 1,574 1,679 6,63 4,84 4,71 7,428 8,405 8,483




B. animalis subsp. lactis’ in fermantasyonu siiresince optik yogunluk (ODsso), pH ve
mikroorganizma sayilarindaki (logio kob/mL) degisimlere ait LSD testi sonuglar1 Cizelge
4.4’te verilmektedir. Besi yeri orneklerinin ODeso, pH degerleri ve mikroorganizma
sayilarinin (logio kob/mL) fermantasyon siiresi boyunca degisimini belirlemek amaciyla
yapilan varyans analizine gore, besi yeri ¢esidi, fermantasyon siiresi ve besi yeri ¢esidi x
fermantasyon siiresi arasindaki farkliliklar istatistiksel agidan p<0,01 diizeyinde dnemli

bulunmustur (Cizelge 4.4).

B. animalis subsp. lactis’ in fermantasyonu siiresince ODeso degerlerine iligkin LSD testi
sonuglarina gore, en yliksek ODegso degeri (2,311) mas fasulyesi unu ekstrakti ilave edilen
besi yeri ortaminda, en diisiik ODss0 degeri (0,371) ise karbonhidrat kaynag1 icermeyen
negatif kontrol grubunda saptanmustir. Cizelge 4.4’e gore tiim 6rneklerin istatistiki olarak

farkli gruplara dahil oldugu goriilmiistiir.

Fermantasyon stiresine iliskin ODgs0 degerlerine ait LSD testi sonuglar1 Cizelge 4.4.’de
verilmis, fermantasyon boyunca meydana gelen farkhilik istatistiksel agidan p<0,01
diizeyinde 6nemli bulunmustur. ODsso degerleri en yiiksekten en diistige dogru 48. saat,

24. saat ve 0. saat olarak saptanmistir.

Pek c¢ok gida maddesinin bilesiminde bulunan ya da ortama ilave edilen glikoz
bakterilerce farkli sekilde fermente edilebilen bir substrattir. B. animalis subsp. lactis’ in
fermantasyonu stliresince besi yeri Orneklerinin pH degerlerine iliskin LSD testi
sonuclarina gore en diisiikk pH degeri (4,77) glikoz igceren 6rnekte, en yiiksek pH degeri
(6,08) ise beklenildigi gibi negatif kontrol 6rneginde saptanmistir. En diisiikk ODeso
degerinin ve en yiikksek pH degerinin karbonhidrat igermeyen kontrol Orneginde
goriilmesi, besi yeri ortaminda karbonhidrat kaynag yetersizligi nedeniyle B. animalis
subsp. lactis’ in gelisim gdsterememesi ve buna bagli olarak asitligin gelisememesini

kanitlar niteliktedir.
Fermantasyon siiresine iligkin pH degerlerine ait LSD testi sonuglar1 Cizelge 4.4’te

verilmistir (p<0,01). Fermantasyonun 0., 24. ve 48. saatindeki pH degerleri istatistiki

olarak farkli gruplara dahil olmustur.
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Glikoz, iniilin, bezelye, kuru fasulye, mas fasulyesi ve borililce unu igeren besi yeri
orneklerinde fermantasyon siiresince B. animalis subsp. lactis’in sayisii belirlemek
amaciyla yapilan varyans analizi sonuglarina gore; besi yeri ¢esidi, fermantasyon siiresi
ve besi yeri ¢esidi X fermantasyon siiresi arasindaki farkliliklar istatistiksel agidan
(p<0,01) 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.4). Bakteri gelisimindeki farkliligin glikoz,
iniilin ve baklagil unlarinin prebiyotik potansiyellerinin farkli olmas1 ve fermantasyonun

farkli diizeylerde ger¢eklesmesinden kaynakli oldugu diistintilmektedir.

B. animalis subsp. lactis sayisina iliskin LSD testi sonuglar1 Cizelge 4.4’te verilmistir
(p<0,01). Sonuglar incelendiginde en diisiik bakteri sayismin (7,768 logio kob/mL)
bezelye unu ekstrakti igeren drnege, en yiiksek bakteri sayisinin (8,683 logio kob/mL) ise
glikoz igeren 6rnege ait oldugu goriilmektedir. Bunlar1 boriilce ve kuru fasulye unu
ekstrakti igeren Ornekler izlemektedir. Boriilcenin yiiksek oranda ¢o6ziinebilen ve
coziinmeyen diyet lifleri, fenolik maddeler, mineraller (¢inko, potasyum, demir vb.), B
grubu vitaminleri gibi fonksiyonel bilesenleri ve protein igerigi ile bagirsak
mikrobiyotasinin  6zellikleri tizerinde etkili oldugu, arastrmacilar tarafindan
belirtilmektedir (Kir ve ark. 2017, Jayathilake ve ark. 2018). Poonia (2017) ise, kuru
fasulyenin oligosakkarit igerigi ile dogal bir potansiyel prebiyotik kaynagi oldugunu

belirtmistir.

Siite oligosakkaritler gibi prebiyotiklerin ve fermente edilebilir sekerlerin ilavesi
probiyotik  mikroorganizmalarin  gelisimini  olumlu  ydnde etkilemektedir.
Bifidobacterium tiirleri ‘bifidus yolu’ olarak da adlandirilan ve fosfoketolaz enziminin
onemli rol oynadig1 metabolizmalari ile, glikozu fermente edebilmekte ve gerekli enerjiyi

saglamaktadirlar (Nguyen ve ark. 2019).

B. animalis subsp. lactis sayisi degerlerine ait sonuglar incelendiginde, fermantasyonun
0. saatinde en diisiik bakteri sayis1 degerine, ulagilirken, fermantasyonun 24. ve 48.
saatlerinde B. animalis subsp. lactis sayilar1 istatistiki olarak ayni gruba dahil olmustur

ve gelisim artmustir (p<0,01, Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. B. animalis subsp. lactis sayisi i¢in 48 saatlik fermantasyon siiresi boyunca
besi yeri 6rneklerindeki ODsso, pH degisimi ve B. animalis subsp. lactis sayis1 (logio
kob/mL) degerlerine ait LSD testi sonuglar1

Besi yeri ¢esidi N ODsso pH 5 a:r;::rgsa Isiz;l:ll)sp'
Negatif Kontrol 9 0.371¢ 6,08 8,041
Glikoz 9 0,045¢ 477 8,683
Iniilin 9 0.697" 5,18¢ 7,877
Bezelye 9 1,563¢ 5,38° 7,768°
Kuru Fasulye 9 1.129¢ 5,47° 8,226°
Mas Fasulyesi 9 23112 5,47 7,967
Boriilce 9 1,757 5,34° 8,179

Fermantasyon siiresi

0 21 0,505° 6,63 7,429
24 21 1,575 4,83 8,405
48 21 1,680% 4,70° 8,483%
ANOVA
Besi yeri ¢esidi (B) 6 o o o
Fermantasyon siiresi (F) 2 ** ol ol
BxF 12 fale *x okl
Hata 42

(*) p<0,05 diizeyinde 6nemli  ( **) p<0,01 diizeyinde 6nemli
Farkli harf tagtyan ortalamalar birbirinden farklidir.

B. animalis subsp. lactis probiyotik bakterisinin fermantasyonu siiresince besi yeri

orneklerinde meydana gelen ODegso, pH ve L. casei sayilarindaki (logio kob/mL)

degisimler Sekil 4.2°de verilmistir.
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4.1.3. L. casei ve B. animalis subsp. lactis’in besi yeri orneklerindeki gelisme
oranlarinin karsilastirilmasi

Probiyotik mikroorganizmalarin canliliklarini etkileyen baglica faktorler arasinda
kullanilan bakteri tiirli ya da susuna ait 6zellikler ile ortamda ve gida matriksinde bulunan
fermente edilebilir substratlar sayilabilmektedir (Barat ve Ozcan 2018). L. casei ve
B. animalis subsp. lactis’ in fermantasyon siiresince prebiyotik potansiyeli arastirilan
baklagil unlarin1 fermente edebilme yetenekleri ve bunun sonucunda besi Yyeri
orneklerinde Olgiilen ODeso, pH degerleri ve bakteri sayisi (logio kob/mL)’na ait

karsilagtirmali LSD testi sonuglar1 Cizelge 4.5’te verilmistir.

Besi yeri orneklerinin ODgso ve pH degerleri ile probiyotik bakteri sayilarinin
fermantasyon siiresince degisimini belirlemek amaciyla yapilan varyans analizine gore;
besi yeri ¢esidi, fermantasyon siiresi ve besi yeri g¢esidi X fermantasyon siiresi

interaksiyonu istatistiksel agcidan p<0,01 diizeyinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.5).

Besi yeri 0rneklerinin ODgso ve pH degerleri ile probiyotik bakteri sayisma iliskin LSD
testi sonuglar1 Cizelge 4.5’te verilmistir. Elde edilen bulgular incelendiginde; en yiiksek
ODssodegerinin (2,311) B. animalis subsp. lactis + mas fasulyesi unu ekstrakti igeren besi
yeri ornegine ait oldugu saptanmistir. Wu ve ark. (2015) yaptiklar1 calismada laktik asit
bakterisi ile fermente edilmis mas fasulyesi siitiiniin probiyotik fermente iiriin olarak
kullanim potansiyeline sahip oldugunu ve laktik asit bakterilerinin mas fasulyesi igeren

matrikslerde iyi bir probiyotik kaynak olarak kullanilabildigini belirtmislerdir.

Besi yeri Orneklerinin pH degerleri incelendiginde en disik pH degerinin (5,34)
B. animalis subsp. lactis + boriilce unu ekstrakti igeren besi yeri 6rneginde tespit edildigi

goriilmiistiir (Cizelge 4.5).
Besi yeri ornekleri probiyotik bakteri sayilar1 agisindan degerlendirildiginde gruplar

icerisinde en yiiksek degerin (9,083 logio kob/mL) L. casei + boriilce unu igeren besi yeri

ornegine ait oldugu goriillmiistiir.
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Sonuglar incelendiginde, drneklerin ODgso, pH ve bakteri sayilar1 arasindaki farkliliklarm,
degisen substrat bilesimine bagli olarak besi ortamlarindaki prebiyotikler, kolay
erigilebilir sakkaritlerin ve hidrolize peptitlerin varligi ile L. casei ve B. animalis subsp.
lactis’in farkli fermantasyon yetenekleri ve gelisim oranlarindan kaynaklandigi

distiniilmektedir.

Besi yeri 0rneklerinin ODgso ve pH degerleri ile probiyotik bakteri sayisinin fermantasyon
stiresine ilisgkin LSD testi sonuglar1 Cizelge 4.5’te verilmektedir. En yiiksek ODsgso
degerinin (1,949) 48. saatte, en diisitk ODeso degerinin (0,590) 0. saatte Sl¢iildiigii, bu
degerlere paralel olarak en diisiik pH degerinin (5,10) 48. saatte, en yiiksek pH degerinin
(6,52) 0. saatte belirlendigi goriilmektedir (Cizelge 4.5).

Fermantasyon siiresinin probiyotik bakteriler iizerine etkisinin incelendigi degerlere
bakildiginda en yiiksek bakteri sayilarinin 24. saatte (8,589 logio kob/mL) ve 48. saatte
(8,448 logio kob/mL) oldugu goriilmektedir. En diisiik bakteri sayisinin ise (8,109 logio

kob/mL) ise 0. saatte oldugu saptanmustir.

Ranadheera ve ark. (2010) baz1 gida bilesenlerinin, probiyotik kiiltiirlerin gelisimlerinin
diizenlendigi gastrointestinal kolondan gecerken tamponlama etkisi yaratabileceklerini ve
probiyotik tiirler ile etkilesime girerek islevlerini degistirebilecek biyoaktif bilesenler
icerebileceklerini belirtmislerdir. Yapilan ¢alismada, 48 saatlik fermantasyon siiresi
boyunca tiim drneklerdeki probiyotik bakteri sayismin; terapotik etkinin goriilebilmesi

icin gerekli asgari diizeyin (>10° kob/g, Tian ve ark. 2015) iizerinde oldugu goriilmiistiir.
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Cizelge 4.5. L. casei ve B. animalis subsp. lactis’in 48 saatlik fermantasyon siiresi
boyunca, besi yeri 6rneklerinde ODegso, pH ve bakteri sayist (logio kob/mL) degerlerine
aist LSD testi sonuglar1

Bakteri .
. Co Bakteri sayis1
tiirii Besi yeri cesidi N ODegso pH (l0gz kob/mL)

Bezelye
y 9 1,320¢ 5,75¢ 8,612
I Kuru Fasulye
e ey 9 | o093 5,79° 8,380
: Mas Fasulyesi
- o TASHyes! 9 1,312° 5,837 8,843
Borilce 9 1,493 5,76° 9,083°
Bezelye

o © 9 | 1563 5,38° 7,768"

T 8 Kuru Fasul

E = uri rastlye 9 1,129' 5.46¢ 8.206%

[ o

s 2 Mas Fasulyesi

@ S as rasuiyest 2,311 5,47¢ 7,967

Bortilee o 1,757° 5,34' 8,179%
Fermantasyon siiresi
0 24 0,590° 6,522 8,109"
24 24 1,895° 5,18 8,589°
48 24 1,949° 5,10° 8,448
ANOVA
Besi yeri ¢esidi (B) 7 ol folad *k
Fermantasyon siiresi (F) | 2 ol folad *k
BxF 14 *% *%* *%*
Hata 48

(*) p<0,05 diizeyinde 6nemli ( **) p<0,01 diizeyinde 6nemli
Farkli harf tagtyan ortalamalar birbirinden farklidir.

L. casei ve B. animalis subsp. lactis’ in fermantasyonu siiresince besi yeri ortamlarinda

meydana gelen ODsso, pH ve bakteri sayisi (logio kob/mL) degerlerindeki degisimler Sekil

4.3’te verilmistir.
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4.1.4. Baklagil unlarinin prebiyotik aktivite sayisimin (PAS) belirlenmesi

Prebiyotik aktivite sayist (PAS) ile, bagirsak mikrobiyotasinda bulunan probiyotik
bakterilerin gelisimini destekleyen substratin istenmeyen diger mikroorganizma
tirlerinin de gelisimi tlizerine etkisinin karsilastirilmasi saglanmaktadir. Test edilen
substrat, glikoz igeren besi ortamlar1 baz alinarak, logaritmik olarak ya da hiicre
yogunlugu konsantrasyonu olarak karsilastirilmakta ve sonug belirlenmektedir. Yiiksek
PAS degerine sahip olan substratlar, probiyotik bakterilerin gelisimini yiiksek oranda
desteklemektedir (Huebner ve ark. 2007, Anprung ve Sangthawan 2012).

Calismada kullanilan baklagil unlarinin potansiyel prebiyotik etkilerinin belirlenebilmesi
amaciyla L. casei ve B. animalis subsp. lactis bakterilerinin fermantasyonunun 0. ve 24,

saatindeki bakteri sayilar1 belirlenmis ve PAS degerleri hesaplanmuistir.

L. casei ve B. animalis subsp. lactis bakterilerini ve baklagil unlar1 ekstraklarini igeren
besi yerlerinde yapilan analizler sonucunda bulunan PAS degerleri Cizelge 4.6’da, PAS
degerlerine ait LSD testi sonuglar1 ise Cizelge 4.7°de verilmistir (p<0,01). PAS
degerlendirildiginde, en yiiksek degerin (0,58) L. casei + bezelye unu igeren 6rnege ait
oldugu goriilmiistiir. Daha sonra sirasiyla B. animalis subsp. lactis + mas fasulyesi unu
iceren ve L. casei + kuru fasulye iceren 6rnek gelmektedir. Probiyotik bakterilerin farkli
PAS degerlerine sahip olmasi, bakteri tiirlerinin farkliligina bagli olarak metabolizma ve
aktivitelerinin  degisiklik gOstermesi Ve bakteriler tarafindan prebiyotiklerin
kullanilabilmesinin spesifik enzim hidroliz ve tasima sistemlerinin farklihgindan

kaynaklanmis olabilecegi sonucuna ulasilmaktadir.

Kaplan ve Hutkins (2000), Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsi bakterilerin prebiyotik
karbonhidratlar1 fermente etme kabiliyetinin hem susa hem de substrata 6zgii oldugunu
belirtmistir. Petrulakova ve Valik (2015), bezelye unu ilavesinin probiyotik bakteri
gelisimini ve laktik asit tiretimini arttirdigin1 belirtmektedir. Burada, ortam pH’sinin

diisiisliniin patojen bakterilerin gelisimini inhibe etmis olabilecegi diisiliniilebilir.
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Prebiyotiklerin tiiketimi konusunda resmi olarak tavsiye edilen miktarlar olmamasma
ragmen, bazi arastirmacilar giinliik 10 g fruktooligosakkarit ve 7 g galaktooligosakkarit
tilketimini 6nermektedirler (Bouhnik ve ark. 1999, Silk ve ark. 2009).

Cizelge 4.6. L. casei ve B. animalis subsp. lactis’in baklagil unlar1 ilaveli besi
ortamlarindaki PAS degerleri

Bakteri tiirii Besi yeri ¢esidi PAS
Bezelye 0,58

_ Kuru Fasulye 0,43

L. casel Mas Fasulyesi 0,21
Boriilce 0,02

Bezelye 0,12

B. animalis subsp. Kuru Fasulye 0,08
lactis Mas Fasulyesi 0,46
Boriilce 0,11

Cizelge 4.7. L. casei ve B. animalis subsp. lactis’in baklagil unlar1 ilaveli besi
ortamlarindaki PAS degerlerine ait LSD testi sonuglar1

Bakteri tiirii Besi yeri ¢esidi N PAS
Bezelye 2 0,582
L. casei Kuru Fasulye 2 0,43¢
Mas Fasulyesi 2 0,21¢
Boriilce 2 0,029
Bezelye 2 0,12¢
B. animali_s Kuru Fasulye 2 0,08
subsp. lactis
Mas Fasulyesi 2 0,46°
Boriilce 2 0,11°
ANOVA
Besi yeri cesidi 7 *k
Hata 8

(*) p<0,05 diizeyinde 6nemli  ( ** ) p<0,01 diizeyinde 6nemli
Farkli harf tagiyan ortalamalar birbirinden farklidir.
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4.1.5. Laktik asit ve kisa zincirli yag asitleri (KZYA)’nin belirlenmesi

Bifidobacterium ve Lactobacillus spp. gibi probiyotik bakteriler prebiyotik substratlari
kullanarak, laktik asit ve KZY A iiretimi ile fizyolojik etkilerini géstermektedirler. KZY A
profili, substrat yapis1 ve probiyotik bakteri tiirline bagli olarak degisen oranlarda asetik,

propiyonik ve biitirik asidi igermektedir (Cardarelli ve ark. 2007, Tsai ve ark. 2016).

Belirli bir zamanda mikrobiyota tarafindan iretilen laktik asit ve toplam KZY A’larin
miktari, mikroorganizmalarin potansiyel prebiyotik bilesenleri kullanabilme 6lciilerinin

degerlendirilmesinde fayda saglamaktadir (Kotancilar ve ark. 2009, Rowland ve ark.

2018).

L. casei’nin fermantasyon siiresi sonunda besi yeri Orneklerindeki laktik, asetik,
propiyonik, biitirik asit (g/L) miktarlar1 incelendiginde; L. casei igeren besi Yyeri
orneklerinde belirlenen laktik asit miktar1 0,173 g/L ile 1,024 g/L; asetik asit miktar1
0,048 g/L ile 0,623 g/L; propiyonik asit miktar1 0,028 g/L ile 0,115 g/L; biitirik asit
miktar1 ise 0,005 g/L ile 2,293 g/L arasinda degisim gdstermistir (Cizelge 4.8).

L. casei’nin 48 saatlik fermantasyon siiresi sonunda besi yeri 6rneklerinde laktik, asetik,
propiyonik ve biitirik asit miktarlarmin belirlenmesi i¢in yapilan varyans analizi

sonuglarina gore; tiim 6rnekler p<0,01 diizeyinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.9).

Elde edilen verilere gore en yiiksek laktik asit miktar1 (1,024 g/L) glikoz iceren drnekte,
daha sonra kuru fasulye ve bezelye 6rneginde, en yiiksek asetik asit miktar1 (0,623 g/L)
negatif kontrol 6rneginde ve daha sonra masg fasiilyesi 6rneginde, en yiiksek propiyonik
asit miktar1 (0,115 g/L) ve en yiiksek biitirik asit miktar1 (2,293 g/L) ise glikoz igeren ve

baklagillerden kuru fasulye 6rneklerinde bulunmustur (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.8. L. casei’nin 48 saatlik fermantasyon siiresi sonunda besi yerindeki laktik
asit, asetik asit, propiyonik asit ve biitirik asit miktarlar1 (g/mL)

Besi yeri cesidi Lal(i';llll(_)a sit A:ls;ttlk Pml;ls)i/tomk Biit(i;/illj)asit
(9/L) (g/L)

Negatif Kontrol 0,173 0,623 0,028 0,250
Glikoz 1,024 0,048 0,115 2,293
Iniilin 0,531 0,076 0,084 1,292
Bezelye 0,556 0,158 0,036 0,179

Kuru Fasulye 0,558 0,132 0,075 0,230
Mas Fasulyesi 0,231 0,260 0,072 0,005
Bériilce 0,520 0,122 0,071 0,005
Minimum 0,173 0,048 0,028 0,005
Maksimum 1,024 0,623 0,115 2,293
Ortalama 0,513 0,203 0,069 0,608

Cizelge 4.9. L. casei’nin 48 saatlik fermantasyon siiresi sonunda besi yerindeki laktik
asit, asetik asit, propiyonik asit ve biitirik asit miktarlarma (g/mL) ait LSD testi sonuglar1

esiyeri gesiai | N | etk asi A::ittik szg’tonik Biitirik asit
(a/L) (/L) /L) (g/L)
Negatif Kontrol 3 0,173 0,623° 0,028 0,250°
Glikoz 3 1,024 0,076 0,115% 2,293
Iniilin 3 0,531° 0,048° 0,084° 1,292°
Bezelye 3 0,555" 0,158° 0,036° 0,179°
Kuru Fasulye 3 0,558" 0,132¢ 0,075° 0,230¢
Mas Fasulyesi 3 0,231° 0,260° 0,072¢ 0,005
Boriilce 3 0,520° 0,122 0,071¢ 0,005
ANOVA
Besi yeri cesidi 6 ** ol *x **
Hata 14

(*) p<0,05 dizeyinde dnemli  ( **) p<0,01 diizeyinde dnemli
Farkli harf tagiyan ortalamalar birbirinden farklidir.
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B. animalis subsp. lactis’in 48 saatlik fermantasyon siiresi sonunda besi yeri
orneklerindeki laktik, asetik, propiyonik, biitirik asit (g/L) miktarlarinin degisimlerini
belirlemek amaciyla uygulanan analizler sonucunda elde edilen degerler Cizelge 4.10°da

verilmistir.

B. animalis subsp. lactis igeren besi yeri 6rneklerinde belirlenen laktik asit miktar1 0,151
g/L ile 0,366 g/L; asetik asit miktar1 0,025 g/L ile 1,220 g/L; propiyonik asit miktar1 0,003
g/L ile 0,064 g/L; biitirik asit miktar1 ise 0,007 g/L ile 0,071 g/L arasinda degisim
gostermistir (Cizelge 4.10).

Varyans analizi ve LSD testi sonuglarina gore; en yiiksek laktik asit miktar1 (0,365 g/L)
kuru fasulye unu iceren Ornekte, en yiiksek asetik asit miktar1 (1,220 g/L) kontrol
orneginde, en yiiksek propiyonik asit miktar: (0,064 g/L) yine kuru fasulye unu i¢eren
ornekte ve en yiiksek biitirik asit miktar1 (0,071 g/L) ise boriilce unu i¢eren 6rneklerde

bulunmustur (Cizelge 4.11°de, p<0,01).

Cizelge 4.10. B. animalis subsp. lactis’in 48 saatlik fermantasyon siiresi sonunda besi
yerindeki laktik asit, asetik asit, propiyonik asit ve biitirik asit miktarlar1 (g/mL)

Besi yeri ¢esidi La‘(di/t asit Aeslz;['[ik Prozis)i/fnik Bi:siil;ik
W ey | @ @L)
Negatif Kontrol 0,304 1,220 0,034 0,007
Glikoz 0,151 0,085 0,036 0,015
Iniilin 0,282 0,311 0,014 0,056
Bezelye 0,241 0,045 0,003 0,050
Kuru Fasulye 0,366 0,082 0,064 0,010
Mas Fasulyesi 0,249 0,030 0,008 0,045
Boriilce 0,235 0,025 0,058 0,071
Minimum 0,151 0,025 0,003 0,007
Maksimum 0,366 1,220 0,064 0,071
Ortalama 0,261 0,257 0,035 0,036
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Cizelge 4.11. B. animalis subsp. lactis’in 48 saatlik fermantasyon siiresi sonunda besi
yerindeki laktik asit, asetik asit, propiyonik asit ve biitirik asit miktarlarina (g/mL) ait
LSD testi sonuglar1

Besi yeri cesidi N | Laktik asit Azsittik nggtonik Biitirik asit
(g/L) (g/L) /L) (g/L)
Negatif Kontrol 3 0,304° 1,220° 0,034¢ 0,0079
Glikoz 3 0,1519 0,085° 0,036° 0,014°
Iniilin 3 0,282° 0,311° 0,014¢ 0,056°
Bezelye 3 0,241° 0,044° 0,003¢ 0,050°
Kuru Fasulye 3 0,365 0,082¢ 0,064 0,010°
Mas Fasulyesi 3 0,249° 0,030 0,008" 0,045¢
Boriilee 3 0,235' 0,025¢ 0,058" 0,071
ANOVA
Besi yeri cesidi 6 *x fake ** **
Hata 14

(*) p<0,05 diizeyinde 6nemli  ( **) p<0,01 diizeyinde 6nemli
Farkli harf tasiyan ortalamalar birbirinden farklidir.

L. casei ve B. animalis subsp. lactis’in baklagil unlar1 ilave edilen besi ortamlarinda 48
saatlik fermantasyonu sonunda iiretilen laktik, asetik, propiyonik, biitirik asit (g/L)
miktarlarma ait karsilastirmali LSD testi sonuglar1 Cizelge 4.12°de verilmistir. Besi yeri
orneklerinin laktik, asetik, propiyonik ve biitirik asit miktarlarindaki degisimini
belirlemek amaciyla yapilan varyans analizine gore; besi yeri ¢esidi farkliliklari
istatistiksel agidan p<0,01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. L. casei + kuru fasulye igeren
siit matriksindeki laktik asit ve toplam KZYA miktarlarinin en yiiksek oldugu
saptanmistir (Cizelge 4.12).

Biyoaktif peptitler, ana protein sekansi igerisinde inaktif formda bulunmasma karsin,
laktik asit bakterileri tarafindan siitiin fermente edilmesi ve enzimatik hidroliz yoluyla
agiga cikabilmektedir. Rui ve ark. (2015), LAB aktivasyonu ile birlikte bitkisel kokenli
protein peptitlerinden ACE inhibitorlerinin (anjiyotensin doniistiiriici enzim) salinimi

lizerine ¢ok az sayida arastrma olmasma ragmen, kuru fasulye proteinlerinin diger
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baklagillere gore daha giicliic ACE inhibitorii 6zellikleri gosterdigini belirtmektedirler.
Burada, olusan peptit hidrolizinin bakteri gelisiminde etkili olmus olabilecegi

distiniilebilir.

Su ve ark. (2007), bakterilerin gelisme yetenegi ve olusturduklari metabolitlerdeki
degisikliklerin, besi ortamlarindaki karbon kaynaklarinin probiyotik bakteriler tarafindan

farkli sekilde kullanimlarindan kaynaklandigini belirtmektedirler.

Cizelge 4.12. L.casei ve B. animalis subsp. lactis’in 48 saatlik fermantasyon siiresi
sonunda besiyerlerindeki laktik asit, asetik asit, propiyonik asit, biitirik asit ve toplam
KZY A miktarlarina (g/mL) ait LSD testi sonuclar1

_ Laktik | Asetik | Propiyonik | Biitirik
Bakteri | Besi yeri cesidi N asit asit asit asit Toplam
tird QL) | (9/L) (9/L) (g/L) | KZYA

Bezelye 3 | o555* | 0158 | 0036 | 0179 | 0373
g Kuru FaSUIye 3 0,558&1 0,1320 0,075a 0,230a O,437a
S Mas Fasulyesi 3 | 02319 | 0260 0.072° 0.005¢ | 0,337°
J 1 1 1 H
Boriilce 3
0,520° | 0,122¢ 0,071° 0,005° | 0,198
Bezelye 3

0,241° | 0,044 0,003¢ 0,050° | 0,097

Kuru Fasulye 3
0,365° | 0,082° 0,064° 0,010" | 0,156°

Mag Fasulyesi 3
0,249° | 0,030° 0,008 0,045° | 0,083¢

B. animalis subsp.
lactis

Boriilce 3
0,235 0,025" 0,058¢ 0,071°¢ 0,154¢
ANOVA
A Y
Besi yeri cesidi o o o o o
Hata 16

(*) p<0,05 diizeyinde 6nemli  ( **) p<0,01 diizeyinde 6nemli,
Farkli harf tagtyan ortalamalar birbirinden farklidir.
"Toplam KZYA: Asetik asit + Propiyonik asit + Biitirik asit

L. casei ve B. animalis subsp. lactis’in baklagil unlari ilave edilen besi ortamlarinda 48

saatlik fermantasyonu sonunda iiretilen laktik, asetik, propiyonik, biitirik asit miktarlar1
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Sekil 4.4’te verilmistir. Baklagillerin nisasta igerigi %60-70 oraninda amilopektin ve
%30-40 oraninda amilozdan olusurken, diger nisastalar %70-75 oraninda amilopektin ve
%25-30 oraninda amilozdan olusmaktadir. Yapilan calismalarda direngli nisasta ve
amilozun insan sagligi ve mikrobiyota iizerine faydalar ispatlanmistir. Direngli nisasta,
insan sindirim enzimleri tarafindan tamamen sindirilememekte, kalin bagirsaklarda
probiyotik mikroorganizmalar igin substrat gorevi gormekte ve fermantasyonu ile de
kalin bagirsakta saglik lizerine bir ¢ok faydasi olan KZY A’nin {iretimini saglamaktadir

(Chen ve ark. 2010).

1,2

0,8

0,6
0

L.casei + L.casei+ L.casei+ L.casei+ B.lactis+ B.lactis+ B.lactis+ B. lactis+
Bezelye Kuru Mas Boriilce  Bezelye Kuru Mas Boriilce
Fasulye  Fasulyesi Fasulye  Fasulyesi

ES

Laktik asit ve toplam KZY A miktar1 (g/L)
N

o

m Laktik asit m Asetik asit = Propiyonik asit ® Biitirik asit

Sekil 4.4. L.casei ve B. animalis subsp. lactis’in 48 saatlik fermantasyon siiresi sonunda
besiyerlerindeki laktik asit, asetik asit, propiyonik asit, biitirik asit ve toplam KZYA
miktarlar1 (g/L)
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4.2. Baklagil unlar iceren siit modelinde baz1 probiyotik 6zelliklerin belirlenmesi

4.2.1. Baklagil unlan iceren siit modelinde mikrobiyolojik dzellikler

Fermente siit matriksinde bakteri gelisimi ve canli hiicre sayis1 agisindan baklagil
unlarinin potansiyel prebiyotik etkinliginin degerlendirilmesi amaciyla depolamanin 1.,
14. ve 28. gilinlerinde kontrol grubunda (L. casei ve B. animalis subsp. lactis igeren/diger
katkilarin ilave edilmedigi 6rnekler) ve iniilin, bezelye unu, kuru fasulye unu, mas
fasulyesi unu ve boriilce unu ekstraktlarini igeren fermente siit matriksi 6rneklerinde
belirlenen bakteri sayilar1 L. casei i¢in 9,238 ile 10,174 logio kob/g arasinda
degismektedir (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13. L. casei kiiltiirii kullanilan siit matrikslerindeki bakteri sayis1 (logio kob/g)

Depolama siiresi
Fermente siit

matriksi cesidi 1.giin 14.giin 28.giin
Kontrol 9,545 10,174 9,439
Iniilin 10,129 9,697 9,601
Bezelye 9,414 9,636 9,511
Kuru Fasulye 9,397 9,708 9,538
Mas Fasulyesi 9,374 9,591 9,481
Bortilce 9,238 10,040 9,569
Minimum 9,238 9,591 9,439
Maksimum 10,129 10,174 9,601
Ortalama 9,516 9,808 9,523

Kontrol grubu, iniilin ve baklagil unlar1 ekstraktlar1 igeren siit matrikslerindeki L. casei
sayisina iliskin varyans analizi sonuglar1 incelendiginde fermente siit matriksi ¢esidi ve
depolama siiresi farkliliklar1 ile fermente siit matriksi c¢esidi x depolama siiresi

interaksiyonun istatistiksel agidan 6nemli oldugu goriilmektedir (p<0,05) (Cizelge 4.14).

Kontrol grubu, iniilin ve baklagil unlar1 igeren fermente siit 6rneklerindeki L. casei

sayisinin degisimine ait LSD testi sonuglarina gore, en fazla L. casei sayisinin (9,809
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logio kob/g) iniilin igeren drnekte oldugu ve benzer sekilde kontrol grubu, bezelye, kuru
fasulye ve boriilce unu ekstrakti iceren Orneklerin de istatistiksel olarak ayni grupta
bulundugu gériilmiistiir. Iniilin, probiyotik bakteriler tarafindan spesifik fermantasyonu
acisindan kapsamli testlerden gegmis, in vitro ve in vivo kosullarda prebiyotik etkisi
kamtlanmis olan bilesiklerden biridir (Ozcan ve ark. 2018). Beklenildigi gibi bakteri
gelisimi bu 0rnekte yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.14).

Fermente siit modelinde yapilan ¢alismada kontrol grubunda ve iniilin, bezelye unu, kuru
fasulye unu, mas fasulyesi unu ve boriilce unu igeren fermente siit matriksi 6rneklerinde
belirlenen B. animalis subsp. lactis sayilar1 7,690 ile 9,932 logio kob/g arasinda
degismektedir (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.14. L. casei kiiltiirii kullanilan siit matrikslerindeki bakteri sayisina (logio
kob/g) ait LSD testi sonuglar1

Fermente siit N Bakteri sayisi
matriksi ¢esidi
Kontrol 9 9,719%
Iniilin 9 9,809
Bezelye 9 9,520%®
Kuru Fasulye 9 9,548%
Mas Fasulyesi 9 9,482°
Boriilce 9 9,616%®
Depolama siiresi
1 18 9,516°
14 18 9,808?
28 18 9,523°
ANOVA
Fermente siit matriksi cesidi (F) 5 *
Depolama siiresi (D) 2 *
FxD 10 *
Hata 36

( *) p<0,05 diizeyinde énemli ( ** ) p<0,01 diizeyinde onemli
Farkli harf tagiyan ortalamalar birbirinden farklidir.
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Kontrol grubu, iniilin ve baklagil unlari igeren fermente siit 6rneklerindeki B. animalis
subsp. lactis sayisina iligkin varyans analizi sonuglar1 incelendiginde fermente siit
matriksi ¢esidi ve depolama siiresi farkliliklari ile fermente siit matriksi ¢esidi x depolama

stiresi interaksiyonunun onemli oldugu bulunmustur (p<0,01) (Cizelge 4.16).

B. animalis subsp. lactis sayisinin degisimine ait LSD testi sonuclar1 incelendiginde en
fazla B. animalis subsp. lactis sayisinin (9,147 logio kob/g), iniilin igeren 6rnekte oldugu,
bunu sirasiyla boriilce, mas fasulyesi, kuru fasulye ve bezelye unu igeren 6rneklerin takip

ettigi goriilmiistiir (Cizelge 4.16).

Cizelge 4.15. B. animalis subsp. lactis kiiltiirii kullanilan siit matrikslerindeki bakteri
sayisi (logio kob/g)

Fermente siit Depolama Siiresi
matriksi gesidi 1.giin 14.giin 28.giin
Kontrol 8,568 8,302 8,121
Iniilin 9,932 9,009 8,500
Bezelye 8,962 8,860 7,690
Kuru Fasulye 8,788 8,745 8,868
Mas Fasulyesi 9,157 9,192 8,169
Boriilce 9,539 9,524 8,274
Minimum 8,568 8,302 7,690
Maksimum 9,932 9,524 8,868
Ortalama 9,158 8,939 8,270

L. casei ve B. animalis subsp. lactis’ in depolama siiresince probiyotik bakteri
sayilarindaki degisimi karsilastirmak amaciyla fermente siit matrikslerinde 6lgiilen
probiyotik bakteri sayilari (logio kob/g) Cizelge 4.17°de verilmistir. Depolama siiresince
bakteri sayisindaki degisimi belirlemek amaciyla yapilan varyans analizi sonuglarina
gore; fermente siit matriksi ¢esidi, depolama siiresi ve fermente siit matriksi ¢esidi x

depolama siiresi interaksiyonu 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.17, p<0,01).
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Stit matrikslerindeki probiyotik bakteri sayisina iliskin LSD testi sonuglar1 incelendiginde
L. casei bulunan fermente siit matriksleri drneklerinin probiyotik bakteri sayilarinin,
B. animalis subsp. lactis bulunan fermente siit matriksleri 6rneklerinden fazla oldugu

gorilmistiir (Cizelge 4.17).

Genel olarak Lactobacillus tiirleri, Bifidobacterium tiirlerine gére oksijene karsit daha
toleranshidir; oksijen seviyesindeki degisim Lactobacillus tiirlerinin canliligi tizerinde
nadiren etkili olmaktadir. Normal sartlar altinda, Bifidobacterium tiirleri asidik ortam
kosullarina kars1 olduk¢a duyarli olmasma (Barat ve Ozcan 2018) ragmen, Tamime ve
ark. (2005) B. animalis subsp. lactis’ in de diger Bifidobacterium tiirlerine gore diisiikk pH

degerlerine daha toleransli oldugunu belirtmektedirler.

Cizelge 4.16. B. animalis subsp. lactis kiltiirii kullanilan siit matrikslerindeki bakteri
sayisina (logio kob/g) ait LSD testi sonuglar1

Fermente siit
matriksi ¢esidi N Bakteri sayisi
Kontrol 9 8,330°
Iniilin 9 9,147°
Bezelye 9 8,504
Kuru Fasulye 9 8,801
Mas Fasulyesi 9 8,839%°
Boriilce 9 9,112%
Depolama siiresi
1 18 9,158?
14 18 8,939°
28 18 8,270°
ANOVA
Fermente siit matriksi ¢esidi (F) 5 **
Depolama siiresi (D) 2 **
FxD 10 **
Hata 36

( *) p<0,05 diizeyinde énemli ( ** ) p<0,01 diizeyinde onemli
Farkli harf tagiyan ortalamalar birbirinden farklidir.
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Depolama siiresinin probiyotik bakteriler {izerine etkisi incelendiginde L. casei ve
B. animalis subsp. lactis bakterileri i¢in 14. giinde en yiiksek bakteri sayis1 degerine
(9,411 log1o kob/g) ulasildig1 gériilmiistiir (Cizelge 4.17). Depolamanin son giiniine kadar
tiim orneklerin, fermente siit {irlinleri i¢in tercih edilen terapotik etkinin goriilebilmesi
icin Onerilen probiyotik mikroorganizma sayisint (8 logio kob/mL) sagladiklari

goriilmiistlir (Shah 2007).

Cizelge 4.17. L. casei ve B. animalis subsp. lactis kiiltiirleri kullanilan siit
matrikslerindeki bakteri sayilarina (logio kob/g) ait LSD testi sonuglar1

Bakteri tiirii Fermente siit N
matriksi ¢cesidi Bakteri sayisi
Bezelye 9 9,520%
. Kuru Fasulye 9 9,548%
L.casel
Mas Fasulyesi 9 9,482%
Boriilce 9 9,616%
Bezelye 9 8,504"
o Kuru Fasulye 9 8,800°
B. animalis
subsp. lactis Mas Fasulyesi 9 8,839"
Boriilce 9 9,112%®
Depolama siiresi
1 24 9,233%
14 24 9,411%
28 24 8,887°
ANOVA
Fermente siit 7 kel
matriksi ¢esidi (F)
Depolama siiresi (D) 2 *x
FxD 14 kel
Hata 48

( *) p<0,05 diizeyinde 6nemli ( ** ) p<0,01 diizeyinde 6nemli
Farkli harf tagtyan ortalamalar birbirinden farklidir.
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Depolama siiresi boyunca iniilin, bezelye, kuru fasulye, mas fasulyesi ve boriilce unu
ekstraklar1 ilave edilen siit matrikslerindeki L. casei ve B. animalis subsp. lactis
probiyotik bakteri sayilarindaki degisim profili Sekil 4.5’te verilmistir. Bu sonuglara
bakildiginda, fermente edilebilme potansiyeli yiiksek olan diyet lifi ve karbonhidratlar ile
bakterilerce hidrolize olma yetenegi gosteren protein ve amino asitleri bulunduran
baklagillerin, Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirlerinin gelisimlerini kontrol ve iniilin
de oldugu gibi destekledigi soylenebilmektedir. Petrulakova ve Valik (2015),
baklagillerin probiyotik bakteriler i¢in tasiyici sistemler olarak kullanilma potansiyeline
sahip oldugunu ve depolama sonunda 6 logio kob/g probiyotik bakteri igeren gidalarin,

yasal olarak probiyotik gida olarak etiketlenebilecegini belirtmislerdir.

88



68

12

11

10
)
~
=
=)
B/
S 8
en
=
A
z 7
>
<
v
=
<6
]
=
=
%‘ 1.giin 14.giin 28.giin
& Depolama siiresi (giin)

m L. casei / Kontrol B L. casei + Iniilin w L. casei + Bezelye m L. casei + Kuru Fasulye m L. casei + Mas Fasulyesi ® L. casei + Boriilce
m B. lactis / Kontrol B B. lactis+ Iniilin m B. lactis+ Bezelye m B. lactis + Kuru Fasulye m B. lactis + Mag Fasulyesi B B. lactis+ Bériilce
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4.2.2. Baklagil unlar iceren siit modelinde fizikokimyasal 6zellikler

Fermantasyon ve depolama boyunca pH

pH degeri, hidrojen [H*] ve hidroksil iyonlarinin [OH "] konsantrasyonlarina bagli olarak
asitlik ve bazlik derecesini ifade etmektedir (Sadler ve Murphy 2010). L. casei ve B.
animalis subsp. lactis bakteri kiiltlirii kullanilarak {iretilmis fermente siitlerde

fermantasyon siiresince (24 saat siireyle) olgiilen pH degerleri Sekil 4.6.’da gosterilmistir.

Baklagil unlar1 igeren siit matriksinde fermantasyonun sonlandirildigi pH olan 4,70’e
ulagma siireleri sirastyla; L. casei + boriilce (733 dk), L. casei + kuru fasulye (737 dk),
L. casei + mas fasulyesi (737 dKk), L. casei + bezelye (740 dk), L. casei + iniilin (745 dk),
L. casei / kontrol (750 dk), B. animalis subsp. lactis +kuru fasulye (825 dk), B. animalis
subsp. lactis + boriilce (890 dk), B. animalis subsp. lactis + mas fasulyesi (895 dk),
B. animalis subsp. lactis + bezelye (904 dk), B. animalis subsp. lactis / kontrol (920 dk)
ve B. animalis subsp. lactis + iniilin (921 dk) olarak bulunmustur. Fermantasyon siiresinin
artis1 metabolik aktivite ile ortama salan laktik asit miktarina baglh olarak degismistir.

L. casei igeren siit matrikslerinde pH diistisii daha hizli olmustur (Sekil 4.6).

Laktik asit bakterilerinin gelisebilmesi i¢in i¢erisinde bulundugu ortamin karbon ve azot
kaynag1 bilesenler, inorganik tuzlar ve prebiyotikler igermesi gerekmektedir. Bu
bilesenler bakterilerin gelisimini hizlandirmakta ve laktik asit bakterileri tarafindan
proteaz enziminin iiretimini tesvik etmektedirler (Chen ve ark. 2016). Calismada siit
matriksindeki laktoz, proteinler ve baklagil unlarinin potansiyel fermente olabilir

bilesikleri bakteri gelisimini etkilemistir.

L. casei bakteri kiiltiirii kullanilan siit matrikslerindeki pH degerleri depolama siiresince

4,39 ile 4,77 arasinda degismistir (Cizelge 4.18).
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Sekil 4.6. L. casei ve B. animalis subsp. lactis kiiltiirleri kullanilan siit matrikslerinde 24
saat siiresince pH degisimleri

Depolamanin ilk ve son giiniinde L. casei bakteri kiiltiirii kullanilan siit matrikslerinde pH
degisimine ait varyans analizi sonucunda; fermente siit matriksi ¢esidi, depolama siiresi
farkliliklar1 ile fermente siit matriksi ¢esidi x depolama siiresi interaksiyonu onemli
bulunmustur (p<0,01) (Cizelge 4.19). LSD testine gore en diisiik pH degeri kuru fasulye
unu ekstrakti igeren 6rnekte ve kontrol grubunda bulunmustur. Bezelye, mas fasulyesi ve
boriilce unu i¢eren siit matriksi drnekleri istatistiksel olarak ayni grupta yer almustir. L.
casei bakteri kiiltiiri kullanilan siit matrikslerinin pH degerleri 28 giinliik depolama siiresi

boyunca azalmistir (Cizelge 4.19).

B. animalis subsp. lactis bakteri kiiltiirii kullanilan siit matrikslerine ait pH degerleri

depolama stiresince 4,71 ile 5,35 arasinda degismistir (Cizelge 4.20).
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Cizelge 4.18. L. casei kiiltiirii kullanilan siit matrikslerindeki pH degerleri

Fermente siit pH
matriksi ¢esidi 1.giin 28.giin
Kontrol 4,75 4,39
Iniilin 4,73 441
Bezelye 4,73 4,43
Kuru Fasulye 4,75 4,39
Mas Fasulyesi 4,75 441
Boriilce 4,77 4,39
Minimum 4,73 4,39
Maksimum 4,77 4,47
Ortalama 4,74 4,41

Cizelge 4.19. L. casei kiiltiirii kullanilan siit matrikslerindeki pH degerlerine ait LSD testi
sonuglar1

Fermente siit
matriksi ¢esidi N pH
Kontrol 6 4,57
Iniilin 6 4,60?
Bezelye 6 4,58%
Kuru Fasulye 6 4,57°
Mas Fasulyesi 6 4,58%
Boriilce 6 4,58%
Depolama siiresi
1 18 4,75%
28 18 4,41°
ANOVA
Fermente siit matriksi ¢esidi (F) 5 faled
Depolama siiresi (D) 1 *x
FxD 5 *x
Hata 24

( *) p<0,05 diizeyinde 6nemli ( ** ) p<0,01 diizeyinde 6nemli
Farkli harf tagtyan ortalamalar birbirinden farklidir.
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Depolamanin ilk ve son giiniinde B. animalis subsp. lactis bakteri kiiltiirii kullanilan
fermente siit 6rneklerindeki pH degisimine dair yapilan varyans analizi sonucunda;
fermente siit matriksi ¢esidi, depolama siiresi farkliliklar1 ile fermente siit matriksi ¢esidi

x depolama siiresi interaksiyonu agisindan 6nemli bulunmustur (p<0,01) (Cizelge 4.21).

B. animalis subsp. lactis bakteri kiiltiirii kullanilan siit matriksindeki pH degerlerine
iliskin LSD testi sonuglar1 Cizelge 4.21.’de verilmistir. En diistik pH degeri (4,74) bezelye
unu ekstrakti iceren fermente siit Orne§inde ve boriilce drneginde bulunmustur. B.
animalis subsp. lactis bakteri kiiltiirii kullanilarak iiretilmis fermente siitlerin pH degeri
28 giinliik depolama siiresi boyunca artmustir. pH'daki degisimlerin kullanilan katki
maddelerinin  bilesimindeki proteinlerin tamponlama kapasitesine bagli oldugu

diistiniilebilir.

Sekil 4.7°de depolamanin 1. ve 28. giinlerinde, fermente siit Orneklerinin pH
degerlerindeki degisim belirtilmistir. Ornekler arasindaki farklilikta, iiretimde kullanilan
baklagil unlarmin bilesimi ve icerdikleri fermente edilebilir karbonhidrat miktarlar1 ve
katilan probiyotik kiiltiir aktivitesi ile asitlik gelisiminin degisik zaman ve diizeyde

olmasinin etkili oldugu diistiniilmektedir.

Cizelge 4.20. B. animalis subsp. lactis kiiltiirii kullanilan siit matrikslerindeki pH
degerleri

Fermente siit pH

matriksi cesidi p” p”
1.giin 28.giin

Kontrol 4,77 4,85
Iniilin 4,78 5,35
Bezelye 4,73 4,74
Kuru Fasulye 4,73 4,95
Mas Fasulyesi 4,77 4,84
Boriilce 4,71 4,84
Minimum 4,71 4,84
Maksimum 477 5,35
Ortalama 475 4,93
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Cizelge 4.21. B. animalis subsp. lactis kiiltiirii kullanilan siit matrikslerindeki pH
degerlerine ait LSD testi sonuglar1

Fermente siit N pH
matriksi ¢esidi
Kontrol 6 4,81>
Iniilin 6 5,062
Bezelye 6 4,74°
Kuru Fasulye 6 4,84°
Mas Fasulyesi 6 4,80
Boriilce 6 4,78%

Depolama siiresi

1 18 4,74
28 18 4,93%
ANOVA
Fermente siit matriksi ¢esidi (F) 5 faled
Depolama siiresi (D) 1 kel
FxD 5 **
Hata 24

(*) p<0,05 diizeyinde 6nemli ( ** ) p<0,01 diizeyinde 6nemli
Farkli harf tagtyan ortalamalar birbirinden farklidir.

Cizelge 4.22. incelendiginde, pH degerlerinin depolama boyunca azaldig1 goriilmektedir.
L.casei kiiltiirii kullanilan siit matrikslerindeki pH degerlerinin, B. animalis subsp. lactis
kiiltiiri kullanilan siit matrikslerindeki pH degerlerine oranla daha diisiik oldugu

saptanmustir.

Zhang ve ark. (2014) laktik asit bakteri suslarinin gelisme hizlarindaki artis ile pH
degerlerindeki azalmanin baglantili oldugunu, Elfahri ve ark. (2014) ise, ¢esitli bakteri
suslarinin farkli metabolik aktivitelere sahip oldugunu ve gelisimleri icin farkli

bilesenlere ihtiya¢ duyduklarini belirtmislerdir.
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Cizelge 4.22. L.casei ve B. animalis subsp. lactis kiiltiirleri kullanilan siit matrikslerindeki
pH degerleri degerlerine ait LSD testi sonuglar1

Bakteri Fermente siit N pH
tiirii matriksi ¢esidi
Bezelye 6 4,58°
I% Kuru Fasulye 6 4,57°
:I? Mas Fasulyesi 6 4,58¢
Boriilce 6 4,58°
o~ Bezelye 6 4,74°
. B 22 Kuru Fasulye 6 4,84°
0 E g C_LU) Mas Fasulyesi 6 4,80%
© Boriilce 6 4,78
Depolama siiresi
1 24 4,74%
28 24 4,62°
ANOVA
Fermente siit matriksi ¢esidi (F) 7 **
Depolama siiresi (D) 1 **
FxD 7 **
Hata 32
(*) p<0,05 diizeyinde 6nemli ( ** ) p<0,01 diizeyinde 6nemli
Farkli harf tagiyan ortalamalar birbirinden farklidir.
6
55
5
45
4
T35
3
2,5
2
1.giin 28.glin
m . casei / Kontrol B L. casei + Iniilin L. casei + Bezelye m | casei + Kuru Fasulye
B L. casei + Mag Fasulyesi W L. casei + Boriilce m B. lactis / Kontrol B B. lactis+ Iniilin
m B. lactis+ Bezelye mB. lactis + Kuru Fasulye ® B. lactis + Mas Fasulyesi M B. lactis+ Boriilce

Sekil 4.7. L. casei ve B. animalis subsp. lactis kiiltiirii kullanilan siit matrikslerindeki pH
degerleri
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Renk tayini

Renk, irlinlerin duyusal 6zelliklerini ve kalitesini belirleyen onemli 6zelliklerinden
biridir. Fermente siitler L*, a* ve b* renk parametreleri agisindan degerlendirilmistir. L*
degeri, 0 (siyah) ile 100 (beyaz) arasinda deger almaktadir ve parlaklig: ifade etmektedir,
a* degeri, -120 ile 120 arasindadir ve kirmizilik/yesillik anlamima gelmektedir; b* degeri
ise -120 ile 120 araliginda deger almakta ve sarilik/mavilik arasinda bir deger

tasimaktadir.

L. casei bakteri kiiltiirii kullanilan siit matriksinin L* degeri 75,99 ile 96,72 arasinda
degismektedir. Ortalama L* degerlerine gore en diisik deger (76,67) depolamanin 1.
giiniinde, en yiiksek deger (93,04) ise 28. giiniinde belirlenmistir (Cizelge 4.23).

Orneklerde belirlenen a* degerleri-2,50 ile 0,66 arasinda degisim gostermistir. Ortalama
a* degerleri incelendiginde ise en diisiik deger (-2,12) depolama siiresinin 14. giiniinde
Olgtiliirken, en yiiksek deger (0,66) 28. giinde Sl¢iilmiistiir. Fermente siit matrikslerinde
belirlenen b* degerleri 1,32 ile 5,15 arasinda degisim gosterirken, en diisiik deger (1,32)
depolamanin 28. giinlinde, en yliksek deger (5,15) ise 14. giiniinde saptanmistir (Cizelge
4.23).

L. casei bakteri kiiltiirti kullanilan siit matrikslerinin renk parametrelerine dair varyans
analizi sonuglarina goére; orneklerinin L*, a* ve b* degerlerinin fermente siit ¢esidi ve
depolama siiresi farkliliklar1 ile, fermente siit ¢esidi x depolama siiresi interaksiyonu
istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (p<0,01) (Cizelge 4.24). LSD testi sonuglarina
gore en yiiksek L* degeri (83,56) bezelye 6rneginde, en yiiksek a* degeri (-0,91) kuru
fasulye 6rneginde ve en yiiksek b* degeri (4,13) ise kontrol 6rneginde saptanmigtir
(Cizelge 4.24). Renk degisiminde kullanilan baklagil unlarmmn 6zellikleri ve renk

pigmentlerinin etkili oldugu diistiniilmektedir.
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Cizelge 4.23. L. casei kiiltiirii kullanilan siit matrikslerinde L*, a*, b* degerlerinin degisimi

Fermente siit L* a* b*
matriksi ¢cesidi 1.giin 14.giin 28.giin 1.giin 14.giin 28.giin 1.giin 14.giin 28.giin
Kontrol 76,78 76,06 76,43 -1,68 2,11 -2,06 3,59 431 450
Tniilin 76,36 76,36 96,23 -1,62 22,31 0,26 371 4,68 1,55
Bezelye 77,19 76,87 96,63 -1,89 22,50 0,13 415 515 1,88
Kuru Fasulye 77,29 75,99 95,79 -1,55 -1,82 0,66 3,66 4,10 1,32
Mas Fasulyesi 76,28 76,19 96,41 157 21,84 0,36 3,74 378 1,78
Boriilce 76,13 76,43 96,72 -1,60 22,06 0,29 3,51 450 2,06
Minimum 76,13 75,99 76,43 11,89 2,50 2,06 3,51 3,78 1,32
Maksimum 77,29 76,87 96,72 -1,55 -1,82 0,66 4,15 5,15 4,50
Ortalama 76,67 76,31 93,04 -1,67 -2,12 -0,06 3,73 4,42 2,18




Cizelge 4.24. L. casei kiiltiirii kullanilan siit matrikslerinde L*, a*, b* degerlerine ait
LSD testi sonuglar1

Fermente siit N L* a* b*
matriksi ¢esidi
Kontrol 9 76,42° -1,95' 4,132
Iniilin 9 82,98" -1,22° 3,31°
Bezelye 9 83,56° -1,42° 3,72
Kuru Fasulye 9 83,02 -0,91° 3,03f
Mas Fasulyesi 9 82,96" -1,02° 3,10°
Bériilce 9 83,10 -1,12° 3,36°
Depolama siiresi
1 18 76,67 -1,65 3,73
14 18 76,31° -2,11° 4,42°
28 18 93,04° -0,06° 2,18°
ANOVA
Fermente siit matriksi cesidi (F) 5 ** ** **
Depolama siiresi (D) 2 ** wx wx
FxD 10 *x xx *x
Hata 36

(*) p<0,05 diizeyinde 6nemli ( ** ) p<0,01 diizeyinde 6nemli
Farkli harf tagtyan ortalamalar birbirinden farklidir.

Orneklerin renk degerlerinin depolama siirelerine iliskin LSD testi sonuglarma gore
depolama siiresince en yiiksek L* degeri (93,04) ve en yiiksek a* degeri (-0,06) 28. giinde
ve en yiksek b* degeri (4,42) ise 14. giinde belirlenmistir. Bulgular incelendiginde
depolama siiresince renk indeksi degerlerine bagli olarak L* ve a* degerlerinin arttigi,

b* degerinin Once artip sonra azaldigi goriilmistiir (Cizelge 4.24).

B. animalis subsp. lactis kiiltiirii kullanilan siit matriksinin L* degeri 71,25 ile 94,19
arasmda degismektedir. Orneklerde ortalama L* degerlerine gore en diisiik deger (73,59)
depolamanin 14. giiniinde, en yiiksek deger (93,76) ise 28. giiniinde belirlenmistir
(Cizelge 4.25).
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Orneklerde belirlenen a* degerleri -3,16 ile 0,42 arasinda degisim gostermis, en diisiik
deger (-2,86) depolama siiresinin 14. giiniinde Ol¢iiliirken, en yiiksek deger (-0,02) 28.
giiniinde Ol¢lilmistiir. Fermente siit 6rneklerinde belirlenen b* degerleri 2,78 ile 6,73
arasinda degisim gostermistir. Ortalama b* degerlerine gore en diisiik deger (3,24)
depolamanin 28. giiniinde, en yiiksek deger (6,36) ise 1. giiniinde saptanmistir (Cizelge
4.25).

B. animalis subsp. lactis kiiltiirii kullanilan siit matrikslerinin renk parametrelerine dair
varyans analizi sonuglarina gore; 6rneklerinin L* ve a* ve b* degerlerinin fermente siit
cesidi ve depolama siiresi farkliliklar1 ile, fermente siit ¢esidi X depolama siiresi
interaksiyonu istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (p<0,01, Cizelge 4.26). Fermente
stit matriksinin L*, a* ve b* degerlerine ait LSD testi sonuglar1 Cizelge 4.26’da
verilmistir. En yiiksek L* degeri (81,48) mas fasulyesi unu igeren 6rnekte, en yiiksek a*
degeri (-1,60) ve en yiiksek b* degeri (5,59) ise kontrol 6rneginde saptanmuistir.

Orneklerin renk degerlerinin depolama siiresine iliskin LSD testi sonuglarina gore
depolama siiresince en yiiksek L* degeri (93,76) ve en yiiksek a* degeri (-0,02) 28. giinde
ve en yiiksek b* degeri (6,36) ise 1. giinde belirlenmistir. Bulgular incelendiginde
depolama siiresince Orneklerin L* ve a* degerlerinin 6nce azalip sonra arttigi; b*

degerinin ise azaldig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.26).

L. casei ve B. animalis subsp. lactis bakteri kiiltiiri kullanilarak iiretilmis fermente siit
orneklerinin renk parametrelerine dair varyans analizi sonuglarina gore; orneklerinin L*
ve a* ve b* degerlerinin fermente siit ¢esidi ve depolama siiresi farkliliklari ile, fermente
stit ¢esidi x depolama siiresi interaksiyonu istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur
(p<0,01) (Cizelge 4.27).
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Cizelge 4.25. B. animalis subsp. lactis kiiltiirii kullanilan siit matrikslerinde L*, a*, b* degerlerindeki degisim

Fermente siit L* a* b*
matriksi ¢esidi 1.giin 14.giin 28.giin 1.giin 14.giin 28.giin 1.giin 14.giin | 28.giin
Kontrol 75,86 73,63 94,19 -2,64 22,57 0,42 6,73 6,68 3,35
fnilin 74,70 71,25 93,16 22,87 3,16 0,01 6,24 6,06 3,75
Bezelye 75,04 74,11 93,94 -2,65 22,67 0,32 6,43 6,39 2,88
Kuru Fasulye 75,71 73,44 93,84 -2,79 -2,92 -0,34 6,12 5,89 2,78
Mas Fasulyesi 75,69 74,98 93,77 -2,68 22,91 20,23 6,24 6,54 3,25
Boriilce 76,19 74,15 93,63 2,81 22,94 20,29 6,37 6,29 3,43
Minimum 74,70 71,25 93,16 -2,87 -3,16 -0,34 6,12 5,89 2,78
Maksimum
76,19 74,98 94,19 -2,64 -2,57 0,42 6,73 6,68 3,75
Ortalama 75,53 73,59 93,76 -2,74 -2,86 -0,02 6,36 6,31 3,24




Cizelge 4.26. B. animalis subsp. lactis kiiltiirii kullanilan siit matrikslerinde L*, a*, b*
degerlerine ait LSD testi sonuglar1

Fermente siit N L* a* b*
matriksi ¢esidi
Kontrol 9 81,22 -1,60° 5,59%
Iniilin 9 79,70° -2,01° 5,35
Bezelye 9 81,02° -1,67° 5,23°
Kuru Fasulye 9 81,00° -2,02¢ 4,93¢
Mas Fasulyesi 9 81,48° -1,93¢ 5,34
Boriilce 9 81,33% -2,02¢ 5,36°
Depolama siiresi
1 18 75,53 -2,74° 6,36
14 18 73,59° -2,86° 6,31°
28 18 93,76% -0,02* 3,23°
ANOVA
Fermente siit matriksi ¢esidi (F) 5 ** ** **
Depolama siiresi (D) 2 ** ** **
FxD 10 ** ** **
Hata 36

(*) p<0,05 diizeyinde 6nemli ( ** ) p<0,01 diizeyinde 6nemli
Farkli harf tagtyan ortalamalar birbirinden farklidir.

L* degeri acisindan en yiiksek degerin (83,56) L. casei bakterisi tarafindan fermente
edilmis bezelye unu igeren siit matriksinde oldugu goriilmiistiir. a* degeri agisindan en
yiiksek degerin ise (-0,91) L. casei + kuru fasulye unu igeren siit matriksinde, b* degeri
acisindan en yliksek degerin (5,37) ise B. animalis subsp. lactis + boriilce unu igeren siit
matriksinde saptanmistir. Bakteriyel fermantasyon ve baklagil unu bilesimi sonuglar
iizerinde etkili olmustur. Orneklerin L*, a* ve b* degerlerinin depolama siiresine iliskin
LSD testi sonuglarina gore depolama siiresince en yiiksek L* degeri (95,09) ve en yiiksek
a* degeri (0,11) 28. giinde ve en yiiksek b* degeri (5,33) ise 14. giinde belirlenmistir.
Bulgular incelendiginde depolama siiresince Orneklerde, mikrobiyel degisime bagh
olarak L* ve a* degerlerinin dnce azalip sonra arttigi; b* degerinin ise dnce artip sonra

azaldig1 gorilmiistiir (Cizelge 4.27).
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Cizelge 4.27. L. casei ve B. animalis subsp. lactis kiiltiirleri kullanilan siit matrikslerinde
L*, a*, b* degerlerine ait LSD testi sonuglar1

Bakteri Fermente siit N L* a* b*
tiirii matriksi ¢esidi
Bezelye 9 83,56° -1,42¢ 3,73¢
'z Kuru Fasulye 9 83,02 -0,91° 3,039
§ Mas Fasulyesi 9 82,96" -1,02° 3,101
Boriilce 9 83,10 -1,12¢ 3,36°
v @ Bezelye 9 81,02¢ -1,67¢ 5,23
c_Ets c_té Kuru Fasulye 9 81,00¢ -1,94" 4,93
g §- Mas Fasulyesi 9 81,48° -2,02¢ 5,342
0 3 Bortilce 9 81,33° -2,02° 5,37°
Depolama siiresi
1 24 | 76,19° -2,20° 5,03
14 24 75,26° -2,45° 5,33
28 24 95,09% 0,11% 2,42°
ANOVA
Fermente siit matriksi ¢esidi (F) | 7 ** e e
Depolama siiresi (D) 2 ** *x e
FxD 14 ** ** **
Hata 48

( *) p<0,05 diizeyinde 6nemli ( ** ) p<0,01 diizeyinde 6nemli
Farkli harf tagtyan ortalamalar birbirinden farklidir.

Depolama siiresi boyunca kontrol grubu ve baklagil unlari ilaveli fermente siitlerin renk

parametrelerinin degisimi Sekil 4.8’de goriilmektedir.
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Depolama siiresi (giin)
m L. casei / Kontrol B L. casei + Iniilin m L. casei + Bezelye m L. casei + Kuru Fasulye
B L. casei + Mag Fasulyesi W L. casei + Boriilce m B. lactis / Kontrol W B. lactis+ Iniilin
m B. lactis+ Bezelye mB. lactis + Kuru Fasulye ® B. lactis + Mas Fasulyesi m B. lactis+ Boriilce

Sekil 4.8. L. casei ve B. animalis subsp. lactis kiiltiirleri kullanilan siit matrikslerinde L*
(@), a* (b), b* (c) degerlerinin degisimi
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Protein tayini

Gidalardaki proteinlerin benzersizligi ve kalitesi temel olarak, amino asit kompozisyonu
ile spesifik amino asitlerin sindiriminden ve emiliminden sonraki fizyolojik kullanimina
baglidir (Elhardallou ve ark. 2015).

L. casei bakteri kiiltlirii kullanilarak iiretilmis fermente siitlerin protein degerleri
incelendiginde 4,03 ile 5,18 arasinda degistigi bulunmustur. En yiiksek protein igerigi

(5,18) mas fasulyesi unu ilave edilen fermente siit matriksindedir (Cizelge 4.28).

L. casei bakteri kiiltiirii kullanilan siit matriksi orneklerinin protein igeriklerine dair
varyans analizi ve LSD testi sonuglarina gore mas fasulyesi unu igeren siit matriksinin en
yiiksek protein degerine sahip oldugu, kontrol grubu, bezelye, kuru fasulye ve boriilce

unu igeren siit matriklerinin ayni gruba dahil oldugu bulunmustur (p<0,01, Cizelge 4.29).

B. animalis subsp. lactis kiiltiirii kullanilarak tiretilmis fermente siitlerin protein degerleri
incelendiginde 4,64 ile 4,88 arasinda degistigi bulunmustur. (Cizelge 4.30). B. animalis
subsp. lactis bakteri kiiltiirii kullanilan siit matrikslerinin protein i¢eriklerine dair varyans
analizi sonuglarma gore fermente siit matriksleri arasindaki sonuglarin 6nemli oldugu
saptanmustir. LSD testi sonuglarina gore ise; bezelye unu i¢eren siit matriksi en yiiksek
protein icerigine sahiptir. Mas fasulyesi ve boriilce unu igeren siit matriksleri ise
istatistiksel olarak ayni gruba dahil olmus ve bezelyeden sonra yiiksek protein degeri

icerecek sekilde saptanmustir (p<0,05, Cizelge 4.31).

L. casei ve B. animalis subsp. lactis bakteri kiiltiirii kullanilan siit matrikslerinin protein
iceriklerine dair varyans analizi sonuglarmm 6nemli oldugu ve en yiiksek protein
iceriginin L. casei + mas fasulyesi 6rnegine ait oldugu saptanmustir (p<0,01, Cizelge
4.32). Baklagil unlarinin bilesimindeki proteinler, kullanilan probiyotik bakterilerin
proteolitik 6zelliklerindeki farkliik ve gelisme oranina bagh olarak peptizasyonun
degismesi protein oranlar1 iizerinde etkili olmustur. Riu ve ark. (2014), LAB’nin
proteolitik sistemler gelistirdigini ve proteinleri hidrolize ederek biyoaktif peptidleri ve

amino asitleri serbest biraktiklarini belirtmislerdir.
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Cizelge 4.28. L. casei kiiltiirii kullanilan siit matrikslerinde protein degerleri (%)

Fermente siit Protein (%)
matriksi ¢esidi

Kontrol 4,61
Iniilin 4,03
Bezelye 4,52
Kuru Fasulye 4,54
Mas Fasulyesi 5,18
Boriilce 4,74
Minimum 4,03
Maksimum 5,18
Ortalama 4,60

Cizelge 4.29. L. casei kiiltiirii kullanilan siit matrikslerinde protein degerlerine ait LSD
testi sonuglari

Fermente siit N Protein
matriksi cesidi
Kontrol 2 4,61°
Iniilin 2 4,03°
Bezelye 2 4,52°
Kuru Fasulye 2 4,54°
Mas Fasulyesi 2 5,182
Boriilce 2 4,74°
ANOVA
Fermente siit matriksi ¢esidi 5 *x
Hata 6

( *) p<0,05 diizeyinde 6nemli ( ** ) p<0,01 diizeyinde 6nemli
Farkli harf tagtyan ortalamalar birbirinden farklidir.
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Cizelge 4.30. B. animalis subsp. lactis kiiltiiri kullanilan siit matrikslerinde protein (%)
degerleri

Fermente siit Protein (%)
matriksi ¢esidi

Kontrol 4,64
Iniilin 4,64
Bezelye 4,88
Kuru Fasulye 4,67
Mas Fasulyesi 4,76
Boriilce 4,75
Minimum 4,64
Maksimum 4,88
Ortalama 473

Cizelge 4.31. B. animalis subsp. lactis kiiltiirii kullanilan siit matrikslerinde protein
degerlerine ait LSD testi sonuglar1

Fermente siit N Protein
matriksi ¢esidi
Kontrol 2 4,64°
Iniilin 2 4,63°
Bezelye 2 4,882
Kuru Fasulye 2 4,67°
Mas Fasulyesi 2 4,76%®
Boriilce 2 4,75%
ANOVA
Fermente siit matriksi ¢esidi 5 *
Hata 6

( *) p<0,05 diizeyinde 6nemli ( ** ) p<0,01 diizeyinde 6nemli
Farkli harf tagtyan ortalamalar birbirinden farklidir.

L. casei ve B. animalis subsp. lactis bakterilerinin 48 saatlik fermantasyonu sonucunda

orneklerin protein degerleri Sekil 4.9°da verilmistir.
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Cizelge 4.32. L. casei ve B.animalis subsp. lactis kiiltiirleri kullanilan siit matrikslerinde
protein degerlerine ait LSD testi sonuclar1

Bakteri tiirii Fermente siit N Protein
matriksi ¢esidi
Bezelye 2 4,524
L.casei Kuru Fasulye 2 4,54%
Mas Fasulyesi 2 5,18%
Boriilce 2 4,744
Bezelye 2 4,88°
B. animalis Kuru Fasulye 2 4,67
subsp. lactis Mas Fasulyesi 2 4,76
Boriilce 2 4,74
ANOVA
Fermente siit matriksi ¢esidi 7 **
Hata 8
( *) p<0,05 diizeyinde 6nemli ( ** ) p<0,01 diizeyinde 6nemli
Farkli harf tagiyan ortalamalar birbirinden farklidir.
6
5
g ¢
c
5 3
e
a2
1
0
m . casei / Kontrol B L. casei + Iniilin m L. casei + Bezelye m |, casei + Kuru Fasulye
m L. casei + Mas Fasulyesi W L. casei + Boriilce m B. lactis / Kontrol B B. lactis+ Iniilin
m B. lactis+ Bezelye m B. lactis + Kuru Fasulye ®mB. lactis + Mas Fasulyesi B B. lactis+ Boriilce

Sekil 4. 9. L. casei ve B.animalis subsp. lactis kiiltiirleri kullanilan siit matrikslerinde
protein degerlerinin degisimi

107



Amino asit bilesimi

Proteinlerin yap1 taglari olan amino asitler, esansiyel ve esansiyel olmayan olmak tizere
iki gruba ayrilmaktadir. Esansiyel amino asitler; lisin, 16sin, izolésin, metionin, treonin,
triptofan, fenilalanin, valin’dir. Esansiyel olmayan amino asitler ise alanin, glisin, arjinin,
aspartik asit, sistein, sistin, glutamik asit, histidin, prolin, serin, trozin, glutamin’dir
(Saldamli ve Temiz 2007).

L. casei ve B.animalis subsp. lactis bakterilerini ve baklagil unlarint igeren siit
matriksinde fermantasyon sonucunda belirlenen amino asit kompozisyonu Cizelge

4.33°te verilmektedir.

Siit matriksleri incelendiginde esansiyel amino asitlerden lisin ve 16sin amino asitlerinin
en yiiksek degerleri L. casei + bezelye unu igeren siit matriksinde bulunmustur. Esansiyel
amino asitlerden iz616sin amino asidi miktar1 incelendiginde en yiiksek deger, B. animalis
subsp. lactis + kuru fasulye unu ekstrakti igeren siit matriksinde bulunmus, L. casei +

kuru fasulye unu ekstrakti iceren siit matriksindeki iz616sin miktar1 onu takip etmistir.

Protein sentezini baslatmaya yardimci olan amino asitlerden metiyonin miktarlar
incelendiginde en yiiksek deger, L. casei ve B. animalis subsp. lactis bakterilerinin her
ikisi i¢in de, boriilce unu iceren siit matriksi 6rneklerinde bulunmustur. Diger énemli
amino asitleri tiretmek i¢in viicut tarafindan kullanilan fenilalanin esansiyel amino asiti
miktarlar1 incelendiginde en yiiksek deger, B. animalis subsp. lactis ile fermente edilmis
kuru fasulye unu ekstraktinda bulunmustur. L. casei ile fermente edilmis siit matriksleri

icerisinde en yiiksek deger ise mas fasulyesi unu ekstraktina ait bulunmustur.
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Esansiyel amino asitlerden valin amino asiti miktarlar1 incelendiginde en yiiksek deger,
L. casei ile fermente edilmis mas fasulyesi unu igeren siit matriksinde bulunmustur.
B. animalis subsp. lactis ile fermente edilmis siit matrikslerinde valin amino asiti

miktarlar1 tespit sinirmin altinda ¢ikmustir.

L. casei ile fermente edilmis ile siit matriksi 6rneklerindeki toplam amino asit miktarlari
incelendiginde en yiiksek degerlerin sirasiyla mas fasulyesi unu ve kuru fasulye unu
ekstrakt1 i¢eren siit matrikslerinde oldugu tespit edilmistir. B. animalis subsp. lactis ile
fermente edilmis siit matriksi 6rneklerindeki toplam amino asit miktarlar1 incelendiginde
ise en yiiksek degerlerin sirasiyla kuru fasulye ve boriilce unu ekstrakti igeren siit
matrikslerinde oldugu tespit edilmistir. Fermantasyon iglemi sirasinda proteinler kismen
peptidlere ve amino asitlere hidrolize olmaktadir. Laktik asit bakterilerinin proteolitik
aktivitelerinin ~ de§ismesi, slit matrikslerinin  amino asit kompozisyonunu

degistirebilmektedir.
Hussain ve Basahy (1998) yaptiklar1 ¢alismada, boriilce proteinlerinin en az 17 gesit

amino asitten olustugunu ve kiikiirt igeren amino asitlerinkinden daha yiiksek miktarlarda

valin, 10sin, fenilalanin ve lisin gibi amino asitleri igerdigini belirtmislerdir.
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Cizelge 4.33. L.casei ve B. animalis subsp. lactis kiiltiirleri kullanilan siit matrikslerindeki amino asit degerleri (ug /g)

Bakteri cesidi
L. casei B. animalis subsp. lactis
Kontrol | Iniilin | Bezelye FKuru Mas | Biriilce | Kontrol | Iniilin Bezelye Kuru Mas 1 piriilee
asulye | Fasulyesi Fasulye | Fasulyesi

Arjinin 218,00 | 364,79 | 125,33 | 530,02 | 422,90 | 31,03 23,24 | 52,89 | 16,85 27,24 26,89 19,12

Serin 144,89 | 89,90 | 276,44 | 95,78 411,55 | 27,07 7,36 141,99 | 178,28 | 21,03 16,69 73,10
o | Glisin 535,67 | 435,21 | 803,79 | 428,84 | 1380,80 | <LOD 34,58 | 223,53 | 200,77 | 635,40 | 385,08 293,84
§ Alanin 86,53 16,96 | 269,65 | 21,94 418,96 | <LOD 226,57 | 209,43 | 145,28 | 5,49 156,54 197,71
~ | Pirolin 137,52 | 36,49 | 699,52 | 45,03 577,19 | <LOD 85,10 | 87,97 | 56,827 | 59,70 9,24 76,04
E Valin 14,78 33,00 | 304,58 | 33,12 187,82 | 10,58 <LOD | <LOD | <LOD | 3,61 <LOD <LOD
= | Tirolin 20,04 17,55 | 143,49 19,61 229,01 | 19,27 31,12 | 28,48 | 23,53 25,77 37,91 24,13
E Metiyonin 489,25 | 502,23 | 31,58 481,81 | 59,67 535,61 725,71 | 678,55 | 409,32 | 575,80 | 518,98 814,50
2 | 1zol6sin 474,23 | 460,36 | 566,76 | 692,15 | 631,72 | 519,13 524,05 | 633,24 | 52,039 | 840,91 | 48,81 506,05
-% Losin 224,19 | 16,36 | 1225,80 | 7,36 1000,60 | <LOD 3,61 3,61 9,24 <LOD | 13,45 3,61
S | Fenilalanin 11,11 6,99 85,62 6,42 136,67 | 11,00 42,91 | 10,82 | 30,88 246,70 | 7,36 41,04
':% Tirozin 34,41 123,42 | 42,51 44,88 375,06 | 14,54 156,82 | 35,19 | 0,03 130,22 | 23,14 54,39
= Aspartik asit | <LOD | 7,36 1,74 9,24 7,36 182,39 1,74 3,61 <LOD | 28,56 1,73 7,36
I= Glutamik asit | 43,54 9,24 3,61 4,55 7,93 8,16 12,88 | 2,28 0,80 2,30 71,14 7,55
<C | Histidin <LOD |1,29 <LOD 19,12 31,64 36,54 72,54 | 3,99 2,30 11,11 <LOD 5,49

Lisin <LOD | 0,80 108,76 | 34,10 24,53 12,99 100,71 | 2,67 0,42 13,37 <LOD 0,42

Toplam 2434,2 | 21219 | 4689,2 | 2473,9 | 5903,4 | 1408,3 2048,9 | 2118,3 | 1126,6 | 2627,2 | 1316,9 2124,35

LOD: En diisiik dedeksiyon limiti




Toplam antioksidan aktivite ve toplam fenolik madde tayini

Baklagil tohumlari, polifenoller, flavonoidler, antosiyaninler ve tanenler gibi cesitli

fitokimyasallar icermektedir (Jayathilake ve ark. 2018).

DPPH metodu, gidalarin toplam antioksidan aktivitesini degerlendirmek ve bilesiklerin
hidrojen verici veya serbest radikal siipiiriicii gibi davranarak aktivitesini 6lgmek
amaciyla yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (Kedare ve Singh 2011). L. casei kiiltiirii
kullanilarak iiretilmis fermente siitlerin DPPH yontemine gore bulunan toplam
antioksidan aktivite degerleri 3,76 ile 5,90 mg Trolox /100 g arasinda bulunmustur
(Cizelge 4.34). En yiiksek toplam antioksidan aktivite miktar1 mags fasulyesi unu ekstrakti

iceren fermente siit matriksinde gorilmiistiir.

Folin-Ciocalteu reaktifi ile toplam fenolik madde miktar1 tayini ise tiim antioksidan
caligmalarinda 6rnekteki fenolik igerigin belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir ve bu
tayinde en sik kullanilan standart bilesik gallik asittir (Mogalhaes ve ark. 2006). Cizelge
4.34’de fermente siit matrikslerinde toplam fenolik madde miktar1 degerleri

goriilmektedir.

Cizelge 4.34. L. casei kiiltiirii kullanilan siit matrikslerinde toplam antioksidan aktivite
ve toplam fenolik madde degerleri

Fermente siit Toplam antioksidan aktivite Toplam fenolik madde
matriksi ¢esidi (mg Trolox /100 g) (DPPH) (mg GAE /100 g)

Kontrol 4,86 5,77
Iniilin 3,86 7,81
Bezelye 3,76 6,27
Kuru Fasulye 3,95 6,89
Mas Fasulyesi 5,90 7,01
Bortilce 4,14 6,70
Minimum 3,76 5,77
Maksimum 5,90 7,81
Ortalama 4.41 6,74
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L. casei kiiltiirii kullanilan siit matrikslerinde toplam fenolik madde degerleri 5,77 ile 7,81
mg GAE /100 g arasinda bulunmustur. Toplam fenolik madde miktar1 genel olarak

birbirine benzer bulunmustur (Cizelge 4.34).

Cizelge 4.35. L. casei kiiltiirii kullanilan siit matrikslerinde toplam antioksidan aktivite
ve toplam fenolik madde degerlerine ait LSD testi sonuglari

Fermente siit N Toplam antioksidan Toplam fenolik madde
matriksi cesidi aktivite (mg GAE /100 g)
(mg Trolox /100 g)
(DPPH)
Kontrol 3 4,86% 5,77°
Iniilin 3 3,86° 7,81°
Bezelye 3 3,76° 6,27

Kuru Fasulye 3 3,95° 6,89%

Mas Fasulyesi 3 5,90% 7,01®
Boriilce 3 4,14° 6,70®
ANOVA

Fermente siit 5 ** *

matriksi cesidi

Hata 12

( *) p<0,05 diizeyinde 6nemli ( ** ) p<0,01 diizeyinde 6nemli
Farkli harf tagtyan ortalamalar birbirinden farklidir.

L. casei kiiltiirii kullanilan siit matrikslerinde toplam antioksidan aktivite degerlerine dair
varyans analizi sonuglarmma gore fermente siit matriksleri arasindaki sonuglarin 6nemli
oldugu saptanmistir (p<0,01). Fermantasyon siiresi tamamlanan orneklerin toplam
antioksidan aktivite degerlerine ait LSD testi sonuglarma gore en yiiksek deger mas

fasulyesi unu ekstrakti igeren drneklerde bulunmustur (Cizelge 4.35).

Oksidatif stres, lipidlere, proteinlere ve DNA'ya zarar veren yiiksek hiicre i¢i oksijen
radikalleri anlamina gelmektedir (Wang ve ark 2017b). Laktik asit bakterileri
fermantasyon sirasinda antioksidan bilesikler olusturabilmektedir. In vivo ve in vitro
olarak yapilan caligmalarda farkli probiyotik suslarmin farkli antioksidan kapasiteye

sahip oldugu gorilmiistiir. L. casei nin fermente edilmis keci siitlerinin antioksidan
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miktarmi arttirmak amaciyla kullanildigi bir ¢alismada, bu bakterinin yiiksek
antioksidatif etki gosteren bir tiir oldugu belirtilmistir (Zhang ve ark. 2011, Parrella ve
ark. 2012).

L. casei kiltiirii kullanilan siit matrikslerinde toplam fenolik madde degerlerine dair
varyans analizine gore, fermente siit matriksleri arasindaki sonuglarin istatiksel agidan
onemli oldugu saptanmis en yiiksek deger L. casei + iniilin igeren 6rnekte bulunmustur

(Cizelge 4.35, p<0,05).

Cizelge 4.36. B. animalis subsp. lactis kiiltiirii kullanilan siit matrikslerinde toplam
antioksidan aktivite ve toplam fenolik madde degerleri

Fermente siit Toplam antioksidan aktivite Toplam fenolik madde
matriksi cesidi (mg Trolox /100 g) (DPPH) (mg GAE /100 g)

Kontrol 3,52 12,41
Iniilin 2,56 10,91
Bezelye 1,94 6,28
Kuru Fasulye 3,67 6,59
Mas Fasulyesi 5,31 7,39
Boriilce 4,57 7,95
Minimum 1,94 6,28
Maksimum 5,31 12,41
Ortalama 3,60 8,59

B. animalis subsp. lactis kiiltiirii kullanilan siit matrikslerinde DPPH yontemine goére
bulunan toplam antioksidan aktivite degerlerinin 1,94 ile 5,31 mg Trolox /100 g arasinda,
toplam fenolik madde degerlerinin ise 6,38 ile 12,41 mg GAE /100 g arasinda oldugu
bulunmustur (Cizelge 4.36).

B. animalis subsp. lactis kiiltiirii kullanilarak iretilmis fermente siitlerin toplam
antioksidan aktivite degerlerine dair varyans analizi sonuglarma gore fermente siit
matriksleri arasindaki sonuglarm istatiksel acidan 6nemli oldugu saptanmustir. Orneklerin
toplam antioksidan aktivite degerlerine ait LSD testi sonuglarina gére en yiiksek deger

mas fasulyesi unu ekstrakti igceren 6rneklerde bulunmustur. (Cizelge 4.37, p<0,01).
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Cizelge 4.37. B. animalis subsp. lactis kiiltiirii kullanilan siit matrikslerinde toplam
antioksidan aktivite ve toplam fenolik madde degerlerine ait LSD testi sonuglari

N Toplam antioksidan Toplam fenolik madde
Fermente siit ..
matriksi cesidi aktivite (mg GAE /100 g)
(mg Trolox /100 g)
(DPPH)
Kontrol 3 3,52° 12,41°
Iniilin 3 2,56° 10,91°
Bezelye 3 1,94° 6,28¢
Kuru Fasulye 3 3,67° 6,59¢
Mas Fasulyesi 3 5,31% 7,39°
Boriilce 3 4,57° 7,95°
ANOVA
Fermente siit 5 ** **
matriksi cesidi
Hata 12

(*) p<0,05 diizeyinde 6nemli ( ** ) p<0,01 diizeyinde énemli
Farkli harf tasiyan ortalamalar birbirinden farklidir.

B. animalis subsp. lactis kiiltiirii kullanilan siit matrikslerinin toplam fenolik madde
degerlerine dair varyans analizi sonuglarina gore fermente siit matriksleri arasindaki
sonuglarin istatiksel agidan 6nemli oldugu saptanmis ve en yiiksek deger kontrol

orneginde bulunmustur (Cizelge 4.37, p<0,01).

L. casei ve B. animalis subsp. lactis bakteri kiiltiirii kullanilarak {iretilmis fermente
stitlerin varyans analizi sonuclarina gore fermente siit matriksleri arasindaki sonuglarin
toplam antioksidan aktivite degerleri (p<0,01) ve toplam fenolik madde degerleri
(p<0,05) igin 6nemli oldugu saptanmustir. Baklagil unlar1 ilave edilen fermente siit

matrikslerinde en yiiksek antioksidan aktivite degerinin; L. casei + mas fasulyesi unu, en
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yiiksek fenolik madde degerinin; B. animalis subsp. lactis + boriilce unu 6rneklerine ait

oldugu bulunmustur (Cizelge 4.38).

Cizelge 4.38. L. casei ve B. animalis subsp. lactis kiiltiirleri kullanilan siit matrikslerinde
toplam antioksidan aktivite ve toplam fenolik madde degerlerine ait LSD testi sonuglar1

) Toplam Toplam fenolik
Bakteri tiirii nljztrr?l:;t;:?;i N antioksidan madde
aktivite (mg GAE /100 g)
(mg Trolox /100 g)
(DPPH)
Bezelye 3 3,76% 6,27
L.casei Kuru Fasulye 3 3,95% 6,897
Mas Fasulyesi 3 5,90% 7,01®
Bériilce 3 4,14% 6,70
Bezelye 3 1,94¢ 6,28
B. animalis Kuru Fasulye 3 3,679 6,59°
subsp. lactis Mas Fasulyesi 3 5,31% 7,39%
Bortilce 3 4,47 7,95%
ANOVA
Fermente siit 7 ** *
matriksi cesidi
Hata 16

(*) p<0,05 diizeyinde 6nemli ( ** ) p<0,01 diizeyinde 6nemli
Farkli harf tastyan ortalamalar birbirinden farklidir.

L. casei ve B. animalis subsp. lactis bakterilerinin 48 saatlik fermantasyonu sonucunda
orneklerin toplam antioksidan kapasite ve toplam fenolik madde miktarlar1 Sekil 4.10°da

verilmistir.

115



O P, N W b 01 O N 00 ©

Toplam antioksidan aktivite (mg trolox/100 g) Toplam fenolik madde (mg GAE/100 g)

Toplam antioksidan aktivite ve toplam
fenolik madde

m L. casei + Bezelye m L. casei + Kuru Fasulye L. casei + Mag Fasulyesi
W L. casei + Boriilce m B. lactis+ Bezelye B. lactis + Kuru Fasulye
B B. lactis + Mag Fasulyesi B B. lactis+ Boriilce

Sekil 4.10. L. casei ve B. animalis subsp. lactis kiiltiirleri kullanilan siit matrikslerinde
toplam antioksidan aktivite ve toplam fenolik madde degerlerinin degisimi

Tekstiirel analizler

Fermente siit {iriinlerinin kalitesinin belirlenmesinde en 6nemli parametrelerden biri olan
sikilik yani firmness degeri, ilk sikistrmada uygulanan maksimum kuvvet veya gida
maddesinin deformasyonu i¢in gerekli olan kuvvet olarak tanimlanmaktadir (Izadi ve ark.
2015). Tekstiir analiz grafiginde pozitif egrinin altinda kalan alanin hesaplanmasiyla elde
edilen konsistens degeri, tirtiniin yogunlugu hakkinda bilgi vermektedir (Yildiz ve Ozcan
2019).

Maksimum negatif kuvvet olarak tanimlanan i¢ yapiskanlik degeri, iriiniin ig¢
baglarindaki kuvvet ve yapisal biitlinliik ile iligkilendirilmektedir. Tekstiir analizinde
ikinci sikigtirma sonrasi olusan pozitif alanim, birinci sikistirma sonucu olusan pozitif
alana oranlanmasi ile i¢ yapiskanlik degeri elde edilmektedir (Peng ve ark. 2009,
Delikanli ve Ozcan 2014). Viskozite indeksi; fermantasyon sirasinda meydana gelen
fizikokimyasal ve biyokimyasal degisimlere bagli olarak kazein misellerinin bir araya

gelmesi ve jel olusumu ile iligkilendirilmektedir (Singh ve Kim 2009).
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L. casei probiyotik kiiltiirii kullanilan fermente siit matriksindeki sikilik degerleri
depolama siiresince 19,75 g ile 25,29 g arasinda, konsistens degerleri 124,47 ile 183,80
gs arasinda, i¢ yapiskanlik degerleri; -9,99 g ile -15,24 g arasinda, viskozite indeksi
degerleri; -3,29 gs ile -8,68 gs arasinda degisim gostermistir (Cizelge 4.39).

Fermente siit matrikslerinin tekstiirel 6zelliklerine ait varyans analizi sonuglarma gore,
orneklerin sikilik, konsistens, i¢ yapiskanlik ve viskozite indeksi degerleri, fermente siit
matriksi ¢esidi, depolama siiresi farkliliklar1 ve fermente siit matriksi ¢esidi x depolama

stiresi interaksiyonu agisindan dnemli bulunmustur (Cizelge 4.40, p<0,01).

LSD testi sonuglarina gore L. casei kiiltiirii kullanilan ve genel olarak boriilce unu ilave
edilen fermente siit matriksi 6rneklerinin sikilik, konsistens ve viskozite indeksi degerleri

diger orneklere kiyasla yliksek bulunmustur (Cizelge 4.40).

Baklagil proteinlerinin temel amino asitleri ve biyoaktif peptidleri igermelerinin yani sira,
Su tutma, yag baglama, kopiirme ve jellesme gibi onemli fonksiyonlara sahip olmalari,
cesitli gidalarin gelistirilmesinde kullanilabilmelerine imkan tanimaktadir (Boye ve ark.
2010). Yapilan bu c¢ahsmada, baklagil unlari ilaveli siit matrikslerinde tekstiirel
parametreler depolama boyunca artmaya devam etmistir, bu durumun baklagil proteinleri
ile su arasindaki hidrofilik etkilesimler nedeniyle su tutma kapasitesinin artmasiyla iligkili

oldugu diisiiniilmektedir (Cizelge 4.39).

B. animalis subsp. lactis probiyotik kiiltiirii kullanilan fermente siit matriksindeki sikilik
degerleri depolama siiresince 13,14 g ile 21,05 g arasinda, konsistens degerleri 94,46 ile
153,00 gs arasinda, i¢ yapiskanlik degerleri; -6,43 g ile -12,98 g arasinda, viskozite
indeksi degerleri; -0,49 gs ile -6,00 gs arasinda degisim gostermistir (Cizelge 4.41).

117



8TT

Cizelge 4.39. L. casei kiiltiirii kullanilan siit matrikslerinin tekstiirel 6zellikleri

Fermente siit Sikihik (g) Konsistens (gs) i¢ yapiskanhk (g) Viskozite Indeksi (gs)
matriksi cesidi
1.giin 14.giin | 28.giin 1.giin 14.giin | 28.giin 1.giin 14.giin | 28.giin 1.giin 14.giin | 28.giin

Kontrol 2124 | 21,04 | 21,66 | 157,41 | 152,86 | 159,58 | -10,88 | -12,97 | -1409 | -406 | -598 | -6,1
Tndlin 2158 | 19,89 | 19,75 | 160,20 | 150,06 | 150,38 | -9,99 | -12,82 | -1201 | -329 | -6,27 | -588
Bezelye 2454 | 21,90 | 21,69 | 173,42 | 157,26 | 162,48 | -11,40 | -13,73 | -13,80 | -515 | -6,94 | -7,36
Kuru Fasulye 21,67 | 21,03 | 2529 | 162,00 | 160,19 | 183,80 | -1420 | -13,85 | -1524 | -582 | -6,64 | -8,68
Mas Fasulyesi 2157 | 2251 | 22,82 | 160,47 | 157,80 | 168,79 | -10,78 | -13,18 | -13,49 | -424 | -646 | -7,49
Borillce 2487 | 22,77 | 2423 | 177,42 | 173,04 | 17531 | -11,71 | -14,72 | -1524 | -486 | -7,40 | -8,12
Minimum 21,24 | 1989 | 19,75 | 157,41 | 12447 | 150,38 | -9,99 | -12,82 | -1201 | -329 | -598 | -588
Maksimum 2487 | 2277 | 2529 | 177,42 | 173,04 | 183,80 | -1420 | -1471 | -1524 | -582 | -7.40 | -8,68
Ortalama 2270 | 2148 | 2256 | 16515 | 15853 | 166,72 | -11,49 | -1354 | -1398 | -457 | -662 | -7.41




Cizelge 4.40. L. casei kiiltiirii kullanilan siit matrikslerinin tekstiirel 6zelliklerine ait LSD

testi sonuglart

Fermente siit N Sikihk | Konsistens ic Viskozite
matriksi cesidi ) (99) vapiskanlik | indeksi (gs)
(@)
Kontrol 9 21,31 156,62% -12,65" -5,65%
Iniilin 9 20,40° 153,55¢ -11,60° -5,15°
Bezelye 9 22,71® 164,39 -12,98%¢ -6,48%
Kuru Fasulye 9 22,67® 168,66% -14,432 -7,05°
Mas Fasulyesi 9 22,30° 162,35 -12,48 -6,06®
Boriilce 9 23,96° 175,26° -13,89% -6,79°
Depolama siiresi
1 18 22,58° 165,15® -11,49° -4,57°
14 18 22,57° 158,53% -13,54° -6,62°
28 18 21,52¢ 166,72 -13,98° -7,40°
ANOVA
Fermente siit 5 *x *x kel kel
matriksi ¢esidi (F)
Depolama siiresi (D) 2 ** ** ** **
FxD 10 = *x *x *x
Hata 36

( *) p<0,05 diizeyinde 6nemli ( ** ) p<0,01 diizeyinde 6nemli

Farkli harf tagtyan ortalamalar birbirinden farklidir.
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Fermente siit matrikslerinin tekstiirel 6zelliklerine ait varyans analizi sonuglarma gore,
orneklerin sikilik, konsistens, i¢ yapiskanlik ve viskozite indeksi degerleri, fermente siit
matriksi ¢esidi, depolama stiresi farkliliklar: ve fermente siit matriksi ¢esidi x depolama

sliresi interaksiyonu ag¢isindan dnemli bulunmustur (Cizelge 4.42, p<0,01).

LSD testi sonuglarma gore B. animalis subsp. lactis kiiltiirii kullanilan ve mas fasulyesi
unu ilave edilen fermente siit matriksi 6rneklerinin sikilik, konsistens, i¢ yapiskanlik ve
viskozite indeksi degerleri, diger Orneklere kiyasla yiiksek bulunmustur. Depolama
stireleri boyunca tiim drneklerin sikilik, konsistens ve viskozite indeksi degerlerinin 14.

giinde azaldigi, 28. giinde arttig1 saptanmustir (Cizelge 4.42).

Baklagil unlarindaki diyet lifi ve protein igeriklerindeki farkliliklar, jel yapisini
etkilemektedir. L. casei ve B. animalis subsp. lactis kiiltiirii kullanilan siit matrikslerinin

tekstiirel 6zelliklerindeki degisim Sekil 4.11°de verilmektedir.

Proteinler arasindaki disiilfit kopriileri, hidrojen baglar1 ve hidrofobik etkilesimler, jel
yapisinin olusmasinda ve baklagil jellerinin reolojik 6zellikleri tizerinde etkili olmaktadir.
Chihi ve ark. (2016) yaptiklar1 g¢alismada, 1s1l islem uygulamasi sonrasinda jel
olusumunun protein ¢esidinden daha az etkilenmesinin nedeninin, baklagil proteinleri ve
siit proteinleri arasindaki bag olusumundan kaynakli olabilecegini belirtmislerdir. Protein
kiimelesmelerine 1s1 etkisini arastirdiklar1 bu calismalarinda, 85°C’lik 1s1l islemin -
laktoglobulin ve bezelye globulinleri arasinda protein kiimelesmelerine neden oldugunu
tespit etmiglerdir. Olusan a-laktoglobulin-bezelye globulin agregatlarmin yeni disiilfit

baglar1 ve kovalent olmayan etkilesimler igerdigini de belirtmislerdir.

L. casei ve B. animalis subsp. lactis bakteri kiiltiirleri kullanilarak iiretilmis fermente
siitlerin tekstiirel 6zelliklerine ait LSD testi sonuglarina gore; i¢ yapiskanlik ve viskozite
indeksi degerleri depolama siiresince artmistir. En yiiksek sikilik ve konsistens degerleri
L. casei + boriilce unu iceren 6rneklerde, en yiiksek i¢ yapiskanlik ve viskozite degerleri

ise L. casei + kuru fasulye unu i¢eren 6rneklerde bulunmustur (Cizelge 4.43).

120



1¢T

Cizelge 4.41. B. animalis subsp. lactis kiiltiirii kullanilan siit matrikslerinin tekstiirel 6zellikleri

Fermente siit Sikihik (@) Konsistens (gs) i¢c yapiskanhk (g) Viskozite indeksi (gs)
matriksi cesidi
1.giin 14.giin | 28.giin 1.giin 14.giin | 28.giin 1.giin 14.giin | 28.giin 1.giin 14.giin | 28.giin

Kontrol 19,12 14,13 14,41 126,52 103,71 | 103,27 -7,75 -9,47 -8,48 -2,70 -0,76 -0,53
Iniilin 14,98 13,54 21,05 111,54 | 100,00 | 110,09 -7,68 -9,61 -6,43 -3,25 -0,61 -3,26
Bezelye 15,44 13,23 13,14 113,99 98,27 94,46 -8,20 -9,09 -8,60 -2,99 -0,49 -1,75
Kuru Fasulye 18,79 14,84 16,39 141,59 | 109,28 | 120,39 -9,21 -10,27 | -11,19 -2,69 -1,44 -3,07
Mas Fasulyesi 20,82 17,76 18,23 153,00 | 134,88 | 143,23 | -10,17 -12,98 | -12,08 -2,49 -5,85 -6,00
Boriilce 19,95 14,88 17,77 149,60 | 112,79 | 132,81 -9,68 -10,13 | -10,83 -3,34 -1,88 -4,08
Minimum 14,98 13,23 13,14 111,54 98,27 94,46 -7,68 -9,09 -6,43 -2,49 -0,49 -0,53
Maksimum 20,82 17,76 21,05 153,00 | 134,88 | 143,23 | -10,17 -12,98 | -12,08 -3,34 -5,85 -6,00
Ortalama 18,18 14,73 16,90 132,71 | 109,82 | 117,34 -8,78 -10,26 -9,60 -2,91 -2,17 -3,15




Cizelge 4.42. B. animalis subsp. lactis kiiltiri kullanilan siit matrikslerinin tekstiirel
ozelliklerine ait LSD testi sonuglar1

Fermente siit N Sikihk | Konsistens ic Viskozite
matriksi gesidi (9) (9s) yapiskanhk | indeksi
(9) (9s)
Kontrol 9 15,88° 111,17¢ -8,56 -1,33°
Iniilin 9 16,52° 107,21% -7,91° -2,37"
Bezelye 9 13,94¢ 102,24¢ -8,63 -1,75
Kuru Fasulye 9 16,67 123,75° -10,22% -2,40
Mas Fasulyesi 9 18,93% 143,70° -11,74% -4,78°
Boriilce 9 17,53° 131,73 -10,21% -3,10®
Depolama siiresi
1 18 18,18° 132,712 -8,78" -2,91®
14 18 14,73° 109,82 -10,26° -1,83"
28 18 16,83° 117,34 -9,60% -3,11°
ANOVA
Fermente siit 5 ** ** wx wx
matriksi ¢esidi (F)
Depolama siiresi (D) 2 ** ** ** **
FxD 10 s s s s
Hata 36

( *) p<0,05 diizeyinde 6nemli ( ** ) p<0,01 diizeyinde 6nemli
Farkli harf tagtyan ortalamalar birbirinden farklidir.
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Cizelge 4.43. L. casei ve B. animalis subsp. lactis kiiltiirii kullanilan siit matrikslerinin tekstiirel 6zelliklerine ait LSD testi sonuglari

Bakteri tiirii Fermente siit N Sikilik (g) Konsistens (gs) | I¢ yapiskanhk (g) | Viskozite indeksi
matriksi cesidi (9s)
Bezelye 9 22,71® 164,39° -12,98%¢ -6,48°
Kuru Fasulye 9 22,66® 168,66% -14,43% -7,05°
L.casei Mas Fasulyesi 9 22,30° 162,35° -12,48 -6,06%
Boriilce 9 23,96° 175,26° -13,89% -6,79°
Bezelye 9 13,94° 102,24° -8,63° -1,74°
B. animalis Kuru Fasulye 9 16,67¢ 123,75¢ -10,22% -2,40°
subsp. lactis Mas Fasulyesi 9 18,91° 143,70° -11,74% 477"
Bortilce 9 17,53¢ 131,72¢ -10,21% -3,10¢
Depolama siiresi
1 24 20,95% 153,94° -10,67° -3,94°
14 24 19,95 137,94° -12,24% -4,63°
28 24 18,61° 147,66" -12,56% -5,822
ANOVA
Fermente siit matriksi ¢esidi (F) 7 ** ** ** *x
Depolama siiresi (D) 2 ** ** ** **
F X D 14 ** ** ** **
Hata 48

( *) p<0,05 diizeyinde 6nemli ( ** ) p<0,01 diizeyinde 6nemli

Farkl harf tasiyan ortalamalar birbirinden farklidir.
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Sekil 4.11. L. casei ve B. animalis subsp. lactis kiiltiirii kullanilan siit matrikslerinin
depolama siiresince sikilik (g), konsistens (gs), i¢ yapiskanlik (g), ve viskozite indeksi
(gs) degerleri
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5. SONUC

Fonksiyonel gidalarin beslenmede yer almasi, kronik hale gelen saglik sorunlarinin
¢oziilmesine yardimei olmakta, tiiketicilerin terapotik bilesenlere olan ilgisini arttirmakta
ve fonksiyonel gida pazarindaki biiylimeyi tesvik etmektedir. Bununla birlikte son
yillarda bu gidalarm etkileri lizerine yapilan caligmalarda artis goriilmekle beraber
iceriklerindeki aktif bilesenlerin biyoyararliliklar: tizerine yapilacak calismalara ihtiyag

duyuldugu goriilmektedir.

Fonksiyonel 6zellige sahip gida formiilasyonlarinin tiretiminde tiriin matriksleri, gidalarin
duyusal ozellikleri ve tiiketicilerin kabul diizeyleri esas alinarak degistirilmektedir.
Saghiga yararli bilesenleri iceren gidalar insanlarin beslenme diizenine dahil edilerek,
bagirsak mikrobiyotasindaki yararli bakterilerin ¢esitliliginin ve gelisiminin arttirilmasi
hedeflenmektedir. Metabolik olarak viicutta meydana gelen degisikliklerin ve icerisinde
bulundugu konakg1 hiicreyle olan etkilesimlerinin daha iyi anlagilmasi ile insan sagligina

etkilerinin daha da arttirilacagi diisiintilmektedir.

Gida endiistrisinde geleneksel gida isleme yontemlerinin kullanilmasi, karmasik gida
matrikslerindeki biyoaktif bilesenlerin islevselliginin korunmasi agisindan zorluklar
yaratabilmektedir. Probiyotik gida iiretimlerindeki en 6nemli gereksinim, gida isleme ve
depolama sirasinda probiyotik mikroorganizma sayismin ve beklenen terapotik etkinin
korunmasidir. Bu etkinin saglanabilmesi i¢in prebiyotiklerden yararlanilmaktadir. Genel
olarak prebiyotikler hakkinda yapilacak ¢aligmalarim, kronik saglik bozukluklar1 yasayan
bireylerde ya da yaslilar gibi spesifik popiilasyon gruplarinda fayda saglamak amacl
koruyucu diyetlerin gelistirilmesi iizerine olacag: diisiiniilmektedir. Insan bagirsak
sistemindeki bireysel farliliklar sebebiyle, ¢ok islevli diyet kavraminin, metabolik sistem
tizerinde daha etkili olacagi ongoriilmektedir. Gelecekteki prebiyotiklerin, bagirsak
mikrobiyotasini, insiilin seviyelerini ve KZYA profilini istenen yonde degistirebilmek,
sistemik enflamasyonu ve oksidatif stresi azaltabilmek, midenin bosalma siiresini
arttrmak ve doygunluk kazandirmak gibi o6zelliklerine ilaveten spesifik oOzellikler

kazandirilmis olmasi beklenmektedir.
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Baklagillerin spesifik bilesenlerinin kullanildigi fonksiyonel gida sistemleri hakkinda
yaymlanmigs ¢ok fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Baklagiller yiiksek protein,
karbonhidrat, diyet lifi, vitamin, mineral ve fitokimyasal madde bilesenleri ile
besleyici degeri yiiksek gidalardir. Bu igerikleri ile potansiyel prebiyotik kaynagi
olabilecekleri gibi probiyotik bakterilerin gelisimi i¢in gerekli biyoaktif bilesikleri de

bulundurmaktadirlar.

Bagirsak mikrobiyotasi tarafindan fermente edilen prebiyotikler, saglik iizerine faydalari
olan bakterilerin aktivitesini uyarmakta ve gelisimine fayda saglamaktadir. Prensip olarak
fermente edilebilen tiim diyet lifleri potansiyel prebiyotik bilesenlerdir. Bu sebeple, bu
caligmada gesitli baklagil unlarmin (bezelye unu, kuru fasulye unu, mas fasulyesi unu ve
boriilce unu) probiyotik bakterilerin gelisimi iizerine etkisi in vitro kosullarda ve siit

modelinde arastirilmistir.

Calismanm ilk asamasmda L. casei ve B. animalis subsp. lactis’ in gelisimi {izerine
baklagil unlarinin etkisi in vitro kosullarda arastirilmustir. Bu amagla karbonhidrat
icermeyen negatif kontrol; %2 glikoz ve %2 iniilin i¢eren pozitif kontrol ve %2 oraninda
baklagil (bezelye, kuru fasulye, mas fasulyesi ve boriilce) unlar1 ekstraktlari igeren sivi
besi ortamlarinda bakteri fermantasyonu ve gelisimi saptanmistir. 48 saatlik
fermantasyon siiresince hiicre yogunlugu (ODeso), pH, probiyotik bakteri sayisi,
prebiyotik aktivite sayis1 (PAS) ile laktik asit ve KZY A miktarlar1 belirlenmistir.

Baklagil unlarinin L. casei ve B. animalis subsp. lactis bakterileri tarafindan in vitro
kosullardaki fermantasyonunun hiicre yogunlugu ve asitlik gelisimi ilizerinde etkili
oldugu, en yiiksek ODgso Ve en diisiik pH degerlerinin fermantasyonun 48. saatinde
Olgtildiigii saptanmistir. En yiiksek probiyotik mikroorganizma sayisinm L. casei igin
boriilce unu iceren besi yeri ortaminda, B. animalis subsp. lactis igin ise kuru fasulye
iceren besi yeri ortaminda oldugu belirlenmistir. Ornekler arasindaki farkhiliklarin besi
ortamlarindaki monosakkaritlerin ve peptidlerin kompozisyonlarinin degisiminden
kaynaklandig1 sonucuna varilmistir. Prebiyotik aktivite sayisina (PAS) ait bulgular
incelendiginde L. casei nin bezelye ve kuru fasulye unu igeren ortamlardaki, B. animalis

subsp. lactis’in ise mas fasulyesi ve boriilce unu igeren ortamlardaki PAS degerleri daha
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yiiksek bulunmustur. Elde edilen sonuglar dogrultusunda ilave edilen baklagil unlarinin
probiyotik bakterilerin gelisimlerini destekleyen substratlara sahip oldugu sonucu ortaya

cikmustir.

Besi ortamlarinda L. casei ve B. animalis subsp. lactis tarafindan tiretilen laktik asit ve
KZY A miktarlar1 incelendiginde genel olarak L. casei 'nin B. animalis subsp. lactis’e gore
daha fazla miktarda laktik asit ve toplam KZY A {irettigi tespit edilmistir. Baklagil unlar1
karsilastirildiginda ise her iki bakteri i¢in de en yiiksek degerin, kuru fasulye unu i¢eren
besi ortaminda elde edildigi belirlenmistir. Bakterilerin olusturduklar1 metabolitlerdeki
farkliliklarin, besi ortamlarindaki karbon kaynaklarinin probiyotik bakteriler tarafindan

farkli sekilde kullanimlarindan kaynaklandigi sonucuna varilmastir.

Caligmanin ikinci asamasinda; rekonstitiie edilen (%11,11 KM) yagsiz siitlere %2
baklagil unu ekstraktlar1 (bezelye unu, kuru fasulye unu, mas fasulyesi unu ve boriilce
unu) ve %3 oraninda L. casei ve B. animalis subsp. lactis probiyotik bakteri kiiltiirleri
ayr1 ayr1 ilave edilerek fermantasyonu izlemek ic¢in, siit modeli olusturulmustur.
Depolama siiresinin 1., 14., ve 28. giinlerinde fermente siit matrikslerinde probiyotik
bakteri sayimi, pH analizi, renk tayini ve tekstiirel analizler yapilmis, depolama
baslangicinda (1. giin) ise protein, amino asit, toplam antioksidan aktivite ve fenolik

madde miktarlar1 iirlin analizi olarak tespit edilmistir.

Depolama siiresi boyunca baklagil unlar1 ilaveli fermente siit matriksinde L. casei ve
B. animalis subsp. lactis sayilarinin tiim 6rnekler i¢in (>8.330 logio kob/g) oldugu ve
biyoterapétik seviyede kaldigi saptanmigtir. L. casei ve B. animalis subsp. lactis bakterisi
i¢in, bakteri sayisindaki artis ve pH’daki diisiis korelasyon iginde bulunmustur. L. casei
sayist baklagil unlar1 igeren Orneklerde bakterilerin farkli fermantasyon ozelliklerine
bagli olarak B. animalis subsp. lactis’ e gore daha yiiksek saptanmistir. Fermente siit
matriksleri renk oOzellikleri agisindan incelendiginde L. casei ile fermente edilmis
orneklerin L*(parlaklik) degerlerinin daha yiiksek oldugu, B. animalis subsp. lactis ile
fermente edilmis Orneklerin ise b* (+b: sarilik) degerlerinin daha yiiksek oldugu

belirlenmistir.
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Fermente siitlerin protein degerleri ve toplam amino asit bilesimleri incelendiginde en
yiiksek degerin L. casei + mas fasulyesi unu i¢eren ornekte oldugu bulunmustur. Bu
sonucun baklagil unlarinin bilesiminden ve kullanilan probiyotik bakterilerin proteolitik

ozelliklerindeki farliliklardan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

Toplam antioksidan aktivite degerleri incelendiginde her iki bakteri i¢in de mas fasulyesi
iceren siit matrikslerinin antioksidan igeriklerinin en yiiksek oldugu ve B. animalis subsp.
lactis + boriilce Orneginin toplam fenolik madde miktarmin en yiiksek oldugu
belirlenmistir. Fermente siit matriksleri tekstiirel 6zellikler agisindan karsilastirildiginda
L. casei iceren Orneklerin sikilik, konsistens, i¢ yapiskanlik ve viskozite indeksi
parametrelerinin genel olarak daha yiiksek degerlere ulastigi ancak tekstiirel agidan

belirgin bir degisimin olmadig1 tespit edilmistir.

Sonug olarak, baklagil unlar1 ilavesi probiyotik bakteri gelisimini ve aktivitesini arttirarak
fermente siitlerdeki probiyotik bakteri sayisinin terapotik etkinin goriilebilmesi igin
gerekli seviyede (en az 6-7 logio kob/g) tutulmasini saglamistir. Bu anlamda teknolojik
Ozellikleri tizerinde olumlu etkilerinin yani sira gastrointestinal sistemde arzu edilen
mikrobiyotanin olugsmasi i¢in probiyotik mikroorganizmalar1 tesvik ve stimiile etmesi
sebebiyle biyoaktif bilesenleri igeren baklagil unlarinin yenilik¢i fonksiyonel siit

iirinlerinin gelistirilmesinde prebiyotik kaynak olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Bununla birlikte baklagil unlarinin siit matrisklerine ilavesinde kullanilan konsantrasyon
miktari, 1sitma ve denatiirasyon sicakligi ile jellesme 6zelliklerinin de optimizasyonu
gerekmektedir. Ayrica baklagil unlarinin iiriin bilesimlerinde kulaniminda teknolojik ve
tekstiirel ozelliklerin gelistirilmesi amaciyla stabilizatorlerin de ilaveten kullanimi

Onerilebilir.

Baklagil unlarmin prebiyotik potansiyeli ve probiyotik bakterilerin canliligini
stirdiirmesi, gelismesi ve kolonizasyon etkisinin in vitro ve in vivo canli modellerinde ve
farkli sistem ve kosullarda arastirilmasi, gelecekteki caligmalardan elde edilecek
sonuglarla desteklenmelidir. Ayrica, probiyotik {irlinlerin stabilitesinin arttirilmasi igin,

genomik, proteomik, transkriptomik ve metabolomik gibi “-omic” tekniklerin de
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gelistirilmesiyle birlikte stres toleransmin molekiiler temelleri {izerinde ¢alismalar da
onemlidir. Buna ilaveten, mikroenkapsiilasyon, hiicre koruyucu ajanlar, biiylimeyi tesvik
eden gida bilesenleri, antioksidanlar, oksijen bariyerli ambalaj malzemeleri ve depolama
kosullarinin  modifikasyonu gibi yeni teknolojilerin de gida sistemlerinin
diizenlenmesinde kullanilmasinm probiyotiklerin canligini siirdiirerek fonksiyonel siit

uriinlerinin gelistirilmesinde kullanabilecegi diisiiniilmektedir.
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