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EkĢi hamur mayası su ile çavdar unu veya buğday unu karıĢımının mayalar ve laktik asit 

bakterileri tarafından fermente edilmesi ile elde edilmektedir. Bu süreç laktik asit fermentasyonu ile 

proteoliz ve uçucu ve küf geliĢimini önleyici maddelerin sentezi ile sonuçlanmaktadır. EkĢi hamur mayası 

ekmeğin yapısal ve duyusal özelliklerini iyileĢtirmesinin yanı sıra; ekmeği küf geliĢimine bağlı 

bozulmadan korumaktadır. EkĢi hamur mayasının laktik asit bakteri florasını çoğunlukla Lactobacillus 

türlerinin hetero ve homofermentatif suĢları oluĢturmaktadır. Laktobacilus suĢlarının karbonhidrat 

fermentasyon testleri gibi geleneksel fenotipik tanımlama metotları düĢük tekrarüretilebilirlik ve düĢük 

taksonomik ayrım yeteneğine sahiptir. Bu nedenle doğru bir tanımlama için biyokimyasal profile dayalı 

geleneksel tanımlama ile moleküler yöntemler birlikte kullanılmıĢtır.  

Bu çalıĢmada Bursa ilinden temin edilen ekĢi hamur mayalarından izole edilen Lactobacillus 

suĢları biyokimyasal ve moleküler identifikasyon teknikleri ile tanımlanmıĢtır. Polimeraz zincir 

reaksiyonu ile toplam 68 izolat tür düzeyinde tanımlanabilmiĢtir. Bununla birlikte bu izolatların 9 tanesi 

biyokimyasal temelli fenotipik identifikasyon ile tanımlanamamıĢtır. Her iki teknik ile tanımlanabilen 59 

izolat için aynı tanımlama sonucu elde edilmiĢtir.  

 

Anahtar Kelimeler: Lactobacillus, EkĢi Hamur, Ġdentifikasyon, PZR. 
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 Sourdough yeast is obtained by the fermentation of a mixture of water and wheat or rye flour by 

yeasts and lactic acid bacteria. This process ends with lactic acid fermentation, proteolysis and synthesis 

of volatile compunds and mold growth inhibitors.Sour dough yeast improves the structural and sensory 

properties of the bread, and also protects the bread from spoilage due to mold formation. The lactic acid 

bacteria flora of sourdough yeast is mostly hetero- and homofermentative strains of Lactobacillus species 

Traditional phenotypic identification methods of Lactobacillus strains, such as carbohydrate fermentation 

tests, have low reproducibility and low taxonomic distinction. For this reason, conventional identification 

based on biochemical profiles and molecular methods have been used together in order to get accurate 

identification. 

In this study, Lactobacillus strains isolated from sourdough obtained from Bursa province were 

defined by biochemical and molecular identification techniques. A total of 68 isolates were identified at 

the species level by polymerase chain reaction. However, 9 of these isolates were not identified by 

biochemical based phenotypic identification. The same identification result was obtained for the 59 

isolates identified by both techniques. 

 

Keywords: Lactobacillus, Sourdough, Identification, PCR. 
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1. GĠRĠġ 

 

Günümüzde tüm dünyada farklı fermentasyon süreçleri ile farklı tipte un ve 

bileĢenler kullanılarak üretilen çeĢitli ekĢi hamur mayası ekmekleri tüketilmektedir. 

EkĢi hamur mayası; su ile çavdar unu veya buğday unu karıĢımının mayalar ve laktik 

asit bakterileri tarafından fermente edilmesi ile elde edilmektedir. Bu süreç laktik asit 

fermentasyonu ile proteoliz ve uçucu ve küf geliĢimini önleyici maddelerin sentezi ile 

sonuçlanmaktadır. EkĢi hamur mayası ekmeğin yapısal ve duyusal özelliklerini 

iyileĢtirmesinin yanı sıra; ekmeği küf geliĢimine bağlı bozulmadan korumaktadır. EkĢi 

hamur mayasının fermentasyon sürecinde kullanılan teknoloji laktik asit bakteri 

popülasyonunu doğrudan veya dolaylı olarak etkilemektedir. EkĢi hamur mayasının 

laktik asit bakteri florasını çoğunlukla Lactobacillus türlerinin hetero ve 

homofermentatif suĢları oluĢturmaktadır. Laktobacillus suĢlarının karbonhidrat 

fermentasyon testleri gibi geleneksel fenotipik identifikasyon metotları düĢük 

tekrarüretilebilirlik ve düĢük taksonomik ayrım yeteneğine sahiptir. Bu nedenle doğru 

bir identifikasyon için biyokimyasal profile dayalı geleneksel identifikasyon metotları 

ile moleküler metotlar birlikte kullanılmalıdır. Bu çalıĢmanın amacı Bursa ilinden temin 

edilen ekĢi hamur mayalarından mezofilik Lactobacillus suĢlarının izole edilmesi ve 

biyokimyasal ve moleküler temelli metotlar ile identifikasyonudur. 

EkĢi hamurun üretiminin zor olması, ekĢi hamur yöntemi ile ekmek yapımının 

fazla iĢçilik ve zaman gerektirmesi, üreticilerin kısa sürede ve kapasitelerinin üzerinde 

ekmek üretmek amacıyla fermentasyon süresini kısaltmaları alıĢılagelmiĢ ekmek 

lezzetinden uzak sünger yapıdaki ürünlerin tüketime sunulmasına yol açmaktadır. 

Standardize edilmiĢ bir ekĢi hamur mayasının kullanımıyla, geleneksel aroma elde 

edilebilir, istenmeyen mikroorganizmaların etkileri ortadan kaldırılarak üretim 

güvencesi sağlanabilir, dolayısıyla tüketici sağlığı korunabilir. 

 Bu çalıĢmada geleneksel ekĢi hamur mayaları Bursa ili merkez ve Keles, Büyük 

Orhan, Harmancık, Orhaneli, Mustafa Kemal PaĢa ve Karacabey ilçeleri köylerinden 

toplanmıĢtır. EkĢi hamur mayası örneklerinden izole edilen Lactobacillus türleri 

biyokimyasal ve moleküler yöntemler ile tanımlanmıĢtır. 
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2. KAYNAK ARAġTIRMASI 

 

2.1. Ekmeğin Tarihçesi 

 

Ekmek geleneksel içerik olarak buğday unu, tuz ve suyun maya ile belli 

oranlarda karıĢtırılıp yoğurulması, uygun bir teknikle iĢlenmesi ve hamurun 

fermentasyon sonrasında piĢirilmesi ile oluĢan temel bir gıda maddesidir (Elgün ve 

Ertugay, 1997). Ġnsanlığın ekmeği tanıması ve ekmek piĢirmesi çok eski çağlara 

uzanmaktadır. Ġlk zamanlar buğdayın ezilerek, su ile karıĢtırılmasıyla, kızgın taĢlarda 

haĢlanarak piĢirilmesiyle baĢlayan ekmek yapımı; tarihin akıĢı içerisinde geliĢme 

göstererek, çağımızda ileri tekniklerden faydalanan bir bilim dalı haline gelmiĢtir 

(Göçmen, 1996). 

Yapılan tarihsel çalıĢmalarda, ekmek yapımının tarihini anlatan eserlerin bundan 

7800 yıl öncesine kadar uzandığı belirlenmiĢtir. Asya kıtasının farklı farklı bölgelerinde 

ve Çatalhöyük‘de M.Ö.5900-5700 yılları arasında topraktan ve taĢtan inĢa edilmiĢ 

fırınlar bulunmuĢtur. M.Ö.3000-2700 tarihleri arasında ise Mısırlılar‘ın ekmekçilik 

noktasında oldukça mesafe kaydettikleri ve M.Ö.2000‘li yıllarda biribirinden farklı 16 

türde ekmek piĢirdikleri ortaya çıkarılmıĢtır (Talay, 1997). 

Türkiye‘de ekmek her gün taze olarak üretilir ve tüketime sunulur. Bu taze 

tüketim alıĢkanlığı yapım tekniklerinden dolayı çabuk bayatlama niteliğinde olan 

ekmeğin uzun süre korunabilmesi açısından birçok sorunu da beraberinde getirmektedir. 

Türkiye'de piĢirilen ekmeklerin %10‘unun bayatladığı için çöpe atıldığı ve dolayısıyla 

israf olduğu bilinmektedir. Bayatlama kaynaklı bu israfın önlenmesi için yeni teknikler 

geliĢtirilerek uygulanmaya çalıĢılmaktadır (Anon, 1990). 

 

2.2. EkĢi Hamur Ekmeği 

 

 Geleneksel ekmek çeĢitlerine son yıllarda yabancı ekmek çeĢitlerinin de 

ilavesiyle, çok farklı sayıda ekmek çeĢidinden bahsedilmeye baĢlanmıĢtır. DeğiĢik tip 

ekmek yapımı doğal olarak çok çeĢitli katkı maddelerinin kullanımını da gündeme 

getirmiĢtir. Ayrıca kalitenin iyileĢtirilmesi amacıyla bakterilerden oluĢan kültürler ve 

mayalar kullanılarak yapılan mayalama teknikleri üzerinde de çalıĢmalar yapılmaktadır. 

EkĢi hamur tekniği, geçmiĢ zamanlardan bu yana kullanılan bir tekniktir. EkĢi hamurda 

bakteriler ve mayalar beraber etkin olduklarından dolayı bu yöntem doğal floraya 
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dayanmaktadır. EkĢi hamur ekmeği hacimce uygun olması, etkili aroma ve hoĢ bir 

ekmek içi yapıya sahip olması ve raf ömrünün uzunluğu ile tercih edilmektedir. EkĢi 

hamurun hakim florasında laktik asit bakterileri ve mayaların baskın olmasından dolayı, 

fermentasyonu kontrol etmek ve güvence altına alabilmek için sadece laktik asit 

bakterilerinden oluĢan starter kültür kullanımına gidilmiĢtir. EkĢi hamurun ve laktik 

starterlerin ekmeğin karakteristikleri üzerinde pek çok iyileĢtirici etkisi olduğu tespit 

edilmiĢtir (Göçmen, 2001). 

Maya katılmaksızın kendi kendine bırakılan hamur bir müddet sonra değiĢime 

uğrar, yapısında gaz kabarcıkları oluĢur, yumuĢar, kendini bırakır ve kokusu fenalaĢır. 

Hamurda oluĢan bu değiĢime hava, su ve unun bileĢiminde bulunan mikroorganizmalar 

neden olur ve bunlar içinde en etkili olanları genel anlamda bakterilerdir. Kendiliğinden 

fermentasyonla oluĢan hamur, mayaların yanında asetik asit ve laktik asit bakterilerini 

de içerdiği ve tadı ekĢi olduğu için bu karıĢıma ―ekĢi maya‖ veya ―ekĢi hamur‖ adı 

verilmektedir (Tamerler, 1986). 

 

2.3. EkĢi Hamur Yönteminin Esası 

 

EkĢi hamur tekniğinin esası sıradan kültür mayalarının yanında havadan ve 

kullanılan hamur unsurlarından gelen doğal mayaların, sitrik asit ve laktik asit 

bakterilerinin etkinlik gösterdiği bir hamur parçasını, ondan sonra gelen hamurda maya 

olarak kullanmaktır (Göçmen, 2001). Ancak bu gün ülkemizde ticari ekmek üretiminde 

ekĢi hamur tekniğinin uygulanması bırakılmıĢtır. Bunun sebebi iĢçiliğin çok olması ile 

iĢletmelerde mayalık hamur için ayrı bir ünite ve ekipman gerektirmesidir. Ayrıca 

üreticilerin kısa sürelerde oldukça fazla ekmek üretme hedefi tüketiciyi alıĢılagelmiĢ 

ekmek lezzetinden uzaklaĢtırmaktadır (Göçmen, 2001). 

Son yıllarda, hamur hazırlamada kullanılan ekmek mayası miktarının %2-

3‘lerden %5-6 oranlarına çıkartılması, ekĢi maya kullanımının tamamen terkedilmesi ve 

fermentasyon süreçlerinin sekteye uğratılması sonucunda alıĢılmıĢ ekmek aromasından 

uzak, süngerimsi yapıda ve kek vari ürünlerin tüketime sunulmasına sebep olmaktadır. 

Oysa ekmeğin aroma açısından zengin olması için yeterli koĢullarda bir fermentasyona 

gereksinim vardır. Bu sebeple tek baĢına maya ya da starter kültür kullanımı artmıĢtır. 

EkĢi hamur yönteminden etkilenen bazı ülkeler laktik starter uygulamasına ağırlık 

vermeye baĢlamıĢlardır. Bu uygulamada fermentasyonu kontrollü koĢullarda devam 
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ettirmek ve ürün kalitesini güvence altına alabilmek için laktik asit bakterilerinden 

oluĢan starter kültür kullanımı üzerinde durulmuĢtur (Göçmen ve Gürbüz, 2000). 

Starter kültür, yalın bir tanım ile ―kontrol altına alınan koĢullarda standart 

kalitedeki bir ürünü meydana getirmek için gıda endüstrisinde kullanılan 

mikroorganizmalardır‖. Bu tanımla birlikte yine yalın olarak ―yoğurt mayası, ekmek 

mayası ve Ģarap mayası‖ starter kültürdür (Halkman ve TaĢkın, 2001). 

 

2.4. Laktik Asit Bakterileri 

 

Geleneksel fermente gıdaların üretiminde yararlanılan laktik asit bakterileri; 

Gram pozitif, fakültatif (isteğe bağlı) anaerob, katalaz negatif, hareketsiz, sitokromdan 

yoksun ve spor oluĢturmayan; Eubacteriales takımının, Streptococcaceae ve 

Lactobacillaceae familyaları içinde yer alan; Lactobacillus, Lactococcus, 

Tetragonococcus, Vagococcus, Weissella, Streptococcus, Leuconostoc, Aerococcus, 

Oenococcus ve Pediococcus cinsi bakterilerdir (Bulut, 2003; Yüksekdag, 2005). 

Laktik asit bakterileri çomak, kok, ovoid ve tetra formasyonda bulunabilirler. 

Laktik asit bakterileri geliĢme sıcaklıkları bakımından termofil ve mezofil özellik 

göstermektedir. Yüksek tuz konsantrasyonlarında ve 10-45 °C arası sıcaklıklarda 

geliĢme ve alkali veya asitli ortamları tolere etme kabiliyetindedirler (Etöz, 2006). 

Ayrıca bu bakteriler heterotrof beslenme Ģekli gösterirler (ġahin, 1995). 

Genel olarak laktik asit bakterileri, süt ve süt ürünlerinde, bitkilerde ve bitki 

artıklarında, insan ve hayvan bağırsak mukozalarında bulunabilirler. Laktik asit 

bakterileri, glikozu homofermentatif ve heterofermentatif olmak üzere iki Ģekilde 

katabolize ederler. Heterofermantatif laktik asit bakterileri glikozu Hekzozmonofosfat 

(HMP) yoluyla parçalayarak laktik asit yanında etanol, asetik asit ve CO2 gibi yan 

ürünler oluĢtururlar. Homofermantatif laktik asit bakterileri ise glikozu Embden 

Meyerhoff Parnas (EMP) yolunu kullanarak parçalaması sonucu, laktik asit ve CO2 

oluĢturan bakterilerdir. Laktik asit bakterilerince üretilen laktik asidin miktarı türlere 

göre değiĢmektedir (Bulut, 2003; Etöz, 2006). Laktik asit bakterileri bu özelliklerinden 

dolayı geleneksel gıdalarda ve gıda endüstrisinde ürünün muhafazası, duyusal 

özellikleri ve besin değerlerinin geliĢtirilmesi amacıyla yaygın olarak 

kullanılmaktadırlar. 
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2.4.1. Geleneksel Fermente Gıdalarda Bulunan Laktik Asit Bakterileri 

 

Süt ürünleri içindeki laktik asit bakterileri ürünlere kendine özgü koku, aroma ve 

yapı oluĢturulmasında yardımcı olmaktadır. Örneğin tereyağında meydana getirdikleri 

metabolitler neticesinde bilhassa diasetil ile yayık yağı aromasının meydana gelmesini 

sağlamaktadırlar (Sagdıç ve ark., 2002). Bu bakterilerin oluĢturduğu metabolitler ve 

bakteriosinler yardımıyla bazı patojenlerin inhibe edilmesini de sağlanmaktadır. 

Örneğin, kefir florasını oluĢturan laktik asit bakterileri ve mayaların enterik ve bazı 

patojen bakteriler üzerine inhibe edici etkileri olduğu tespit edilmiĢtir (Mumcu, 1997; 

Sezer, 2003; Etöz, 2006). Laktik asit bakterileri ürettikleri laktik asitle pH‘yı 

değiĢtirerek ürünün korunmasına yardımcı olurlar (Sagdıç, 2002). Yoğurtta bulunan 

laktik asit bakterileri tarafından üretilen laktik asit ve yoğurdun sahip olduğu diğer 

antibakteriyel maddelerin kolesterol düĢürücü, kalın bağırsakta skatol ve indol gibi 

fenolik bileĢikler üreterek canlı dokuya zarar veren ve  kanserin meydana gelmesine 

sebep olan bakterilere karĢı inhibe edici, ümmin sistemi kuvvetlendirici, hastalıkları 

engelleyici, kadınlarda gebelik boyunca ve doğum sonrası kan basıncını düzenleyici 

özelliği olduğu belirtilmektedir (Canan ve ark., 2004). 

Ülkemizde geleneksel yöntemlerle ve starter kültür kullanılmadan üretilen 

fermente et ürünlerinde hakim mikroflora Lactobacillus brevis (%53) olup, diğer 

mikrorganizmalar ise Lactobacillus plantarum (%33) Pediococcus pentosacceus (%6), 

Lactobacillus pentosus (%5) ve Pediococcus acidilacti (%1) olarak belirlenmiĢtir 

(Güleren, 2008). Fermente et ürünlerinde baskın flora laktik asit bakterileridir. Bunlarda 

en fazla L. plantarum, Lactobacillus sake ve Lactobacillus curvatus türleri 

bulunmaktadır (Özdemir, 1999; Kaban, 2007). Bu mikroorganizmalar meydana 

getirdikleri metabolitler ile et ürünlerine özgü özelliklerin oluĢturulmasında etkendirler. 

Et ürünlerinde laktik asit bakterileri Ģekerli bileĢikleri indirgeyerek aroma oluĢumuna 

fayda sağlarlar. Laktik asit bakterilerinin pH düĢürücü etkisiyle (>5.3) ürün daha hızlı 

kurur, nitritin parçalanması ve rengin meydana gelmesini hızlandırır. Daha çok Ģeker 

ilave edilmesi durumunda yüksek asitlik oluĢmasına sebep olan homofementatif laktik 

asit bakterilerinin geliĢim fazı durağanlaĢırken, heterofermentatif laktik asit bakterileri 

ortamda baskın olurlar. Bu durum yüksek oranda gaz oluĢumuna sebep olarak et 

ürününde gözenekli yapının oluĢmasına sebep olabilir (Alperden, 1993). 

L. plantarum‘un sütte 0.61-0.88 μg/mL laktik asit ve 1.80-3.45 μg/mL hidrojen 

peroksit meydana getirerek Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa 
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ve Staphylococcus aureus üzerine inhibe edici etkisi tespit edilmiĢtir (Toksoy ve ark., 

1999). Benzer Ģekilde, Pediococcus pentosaceus tarafından üretilen laktik asit ve 

hidrojen peroksitin Bacillus megaterium, Bacillus brevis, Bacillus subtilis, Micrococcus 

luteus, S. aureus, Mycobacterium smegmatis ve Yersinia enterocolitica suĢları üzerinde 

inhibitör etkisinin olduğu tespit edilmiĢtir (Erdoğrul, 2002). L. sakei, P. pentosaceus ve 

L. plantarum’un starter olarak kullanılan et ürünlerinde olgunlaĢma ve depolama 

sırasında pH ve su aktivitesinin hızla düĢmesi sonucunda Listeria monocytogenes 

sayısının azaldığı belirlenmiĢtir (Kaya, 2004). 

Boza, az miktarda alkol içeren fermente bir üründür ve florasında pek çok laktik 

asit bakterisi bulunur. Bozada hakim flora olarak bulunan laktik asit bakterileri 

mayalarla iliĢkilidirler (Zorba ve ark., 2003). Danova ve ark., (2005) kımızdan izole 

ettikleri suĢları ticari biyokimyasal identifikasyon paneli  kullanarak L. plantarum, L. 

buchneri ve L. salivarius olarak tanımlamıĢlardır. Tarhana üretiminde ise kullanılan 

maya (Ġlave edilen veya spontan olarak geliĢen) ve yoğurt florasından kaynaklanan 

(Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus) mikroorganizmaların 

geliĢmesi neticesinde üretilen etil alkol, CO2 ve laktik asit ile ürüne has tat ve aroma 

oluĢmaktadır. Tarhanada mikroorganizmalar tarafından en çok oluĢturulan asit laktik 

asittir. Laktik asidin tarhananın pH‘sını indirerek üründe arzu edilmeyen 

mikroorganizmaların geliĢimini inhibe ettiği belirlenmiĢtir. Ayrıca tarhanada bulunan 

laktik asit bakterileri besin öğelerinin emiliminin daha kolay olmasına yardımcı 

olmaktadır (Soyyigit, 2004; Bozkurt ve ark., 2008). 

Geleneksel Türk içeceği olan Ģalgam üretiminde kullanılan, laktik asit 

bakterilerini de (L. sanfranciscensis, L. pontis, L. brevis, L. plantarum, L. alimentarius, 

L. fructivorans, L. reuteri, L. fermentum) bulunduran ekĢi maya ile fermentasyon 

sonucu ürünün kırmızı renginin daha iyi oluĢtuğu belirtilmektedir (Uylaser ve ark., 

2008). TurĢularda en fazla rastlanılan mikroorganizma L. plantarum‘dur. Bundan 

dolayı, turĢu yapımında salamura konsantrasyonu bu mikroorganizmaya göre dizayn 

edilmektedir. TurĢu üretiminde kontrollü koĢullarda bir fermentasyon sağlanabilmesi 

için L. plantarum‘un starter kültür olarak kullanılması gerekmektedir. Böylece daha 

yüksek konsantrasyonlarda laktik asit oluĢumu mümkün olabilmektedir. Kullanılan L. 

plantarum suĢu temel etken olmasa da hıyar turĢusunda ĢiĢmeye neden olabilmektedir. 

Bu bozulmanın L. plantarum'un malik asidi dekarboksile ederek karbondioksit 

oluĢturmasıyla meydana geldiği bildirilmiĢtir (Aktan ve ark., 1999). 
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2.4.2. Laktobasiller 

  

Laktobasiller düzgün veya kıvrımlı uzun çubuk Ģeklinde, spor oluĢturmayan, 

katalaz negatif, Gram pozitif olarak kabul görmekle beraber eski kültürlerde Gram 

negatif hücreler oluĢturan bakterilerdir. Mikroskobik incelemede genellikle uzun 

zincirler oluĢturarak veya tek tek de konumlanabilirler. Genel anlamda hareketsiz, çoğu 

mikroaerofilik veya anaerobik olup homofermentatif ve heterofermentatif türleri 

bulunmaktadır. Bitkisel ve hayvansal materyallerde ve değiĢik gıdalarda (Hububat, et ve 

süt ürünleri, bira, Ģarap meyve ve meyve suyu, hamur, turĢu ve zeytin) yaygın olarak 

bulunurlar. Bazı türleri fermente süt ürünlerinin üretiminde önemlidir (Özdemir, 1996). 

Lactobacillus cinsi içinde Betabacterium, Streptobacterium ve Thermobacterium 

olmak üzere 3 farklı alt cins bulunmaktadır. Zorunlu heterofermentatif laktobasiller 

(Örneğin L. brevis) Betabacterium alt cinsinde yer almaktadır. Homofermentatif ve 

fakültatif heterofermentatif Lactobacillus türleri ise Streptobacterium ve 

Thermobacterium alt cinsi içindedir. L. acidophilus ve L. bulgaricus Thermobacterium 

alt cinsi içinde yer alır, 40 ºC'de optimum geliĢirler ve uygun Ģartlarda sıvı kültürlerinde 

%3 veya daha yüksek miktarda laktik asit üretebilirler. L. casei, Streptobacterium alt 

cinsi içindedir, optimum geliĢme sıcaklığı 30 ºC'dir ve sıvı kütlelerinde %1,5 veya daha 

fazla miktarda laktik asit üretebilirler. Laktobasiller fermentasyon esnasında 

salgıladıkları metabolitler sayesinde fermente gıda ürünlerinin nihai karakteristiklerinin 

oluĢmasında önemli rol oynamaktadırlar (Özdemir, 1996). 

 

2.4.2.1. EkĢi Hamurdan Sık Ġzole Edilen Laktobasiller 

 

Ekmek hamur fermentasyonunda laktik asit üreten Lactobacillus, Streptococcus, 

Pediococcus ve Leuconostoc türleri çeĢitli araĢtırmacılar tarafından izole edilmiĢ ve 

zamanla çeĢitli türde ekmekçilik ürününün geliĢimini sağlayan kuru-donmuĢ formda 

ticarileĢtirlmiĢ kültür preparatlarının üretiminde kullanılmıĢtır. Bunlardan L. 

delbrueckii, L. brevis ve L. plantarum starter kültürlerine iliĢkin bilgiler Çizelge 2.1‘de 

özetlenmiĢtir. 

L.brevis her çeĢit ekmek yapımında kullanılan heterofermantatif yani 

fermentasyon neticesinde laktik asitle beraber asetik asit, etanol ve diğer aromatik 

bileĢikler üreten bir türdür. Asetik asit oluĢumu aynı zamanda bu kültüre koruyucu 

özellik vermektedir. Kültürlerinde asetik asit:laktik asit oranı yaklaĢık 1:4‘dür (Dinçer 
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ve Çam, 1992). L. plantarum yumuĢak lakin hafif ekĢimsi tat istenen ekmek çeĢitleri 

için uygundur. Hızlı asitlenme ile üründe iyi bir tekstür oluĢturur. Bu kültür ile çeĢitli 

bilimsel ve ticari kuruluĢlar tarafından yapılan denemelerle, Türk tipi ekmekçilikte, 

Türk ağız tadına uygun tat ve aromayı sağladığı görülmüĢtür (Dinçerve Çam, 1992). L. 

delbrueckii ekmekte yumuĢak ve hoĢ bir aroma oluĢturur. Bu mikroorganizma beslenme 

açısından değerli olan L(+)-laktik asit oluĢturmasıyla önemlidir ve düĢük FN (düĢme 

sayısı) değerli çavdar unlarında asitlendirme için uygun olduğu görülmüĢtür (Dinçer ve 

Çam, 1992). 

 

Çizelge2.1. Ekmek starter kültürü olarak kullanılan üç türe ait geliĢme ve biyokimaysal özellikler (Dinçer 

ve Çam, 1992). 

Kültür Lactobacillus brevis Lactobacillus 

plantarum 

Lactobacillus 

delbrueckii 

GeliĢme 

Min.sıc. 

Opt.sıc. 

Maks.sıc. 

 

10 ºC 

37 ºC 

45 ºC 

 

10 ºC 

37 ºC 

45 ºC 

 

10 ºC 

37 ºC 

45 ºC 

pH aralığı 3.6-7.0 3.6-7.0 3.6-7.0 

Tuz 

% 2.5 

% 5 

 

Hafif inhibisyon 

Güçlü inhibisyon 

 

Hafif inhibisyon 

Güçlü inhibisyon 

 

Hafif inhibisyon 

Güçlü inhibisyon 

Genel 

Glikoz 

Fruktoz 

Maltoz 

Laktoz 

Sakaroz 

NiĢasta 

Ana 

dönüĢüm 

ürünleri 

 

Heterofermentatif 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

 

DL-laktik asit, 

asetik asit, etanol, 

CO2 

 

Homofermentatif 

+ 

+ 

- 

- 

- 

 

L(+)-laktik asit 

 

Homofermentatif 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

 

DL-laktik asit 

 

Ekmek eldesinde starter kültür kullanımı ekĢi hamur yapımı esasına 

dayanmaktadır. EkĢi hamur ekmeğin elde edilmesinden yirmi dört saat önce starter 

kültürle aĢılanmıĢ ve uygun koĢullarda 16-20 saat bekletilerek bir gün sonraki üretime 

eklenen sulu bir hamurdur. Sulu hamur bakterilerin serbest hareket edebileceği ve hızla 

üreyebileceği uygun bir ortamdır. Elde edilmek istenen hamurda kullanılacak un 

miktarının %10‘una yakın un, kendi ağırlığının 1,5 katı ve 25-30 ºC sıcaklıkta suyla 

karıĢtırıldıktan sonra, sulandırılan una kültür ilave edilir. Hafifçe bir karıĢtırma 
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yapıldıktan sonra 25-30 ºC‘de 16 saat süre ile fermentasyona bırakılır. Bu süre bittikten 

sonra ekĢi hamur için kullanılan un ve su miktarları düĢürülerek hazırlanmıĢ olan tuz ve 

maya içeren ana hamura ilave edilir ve ana hamur ekmek yapımının normal 

prosedürüne tabi tutulur (Dinçer ve Çam, 1992). 

Laktik asit bakterileri peynir, sucuk, yoğurt, ekĢi hamur ve ekĢi lahana turĢusu 

gibi fermentasyon süreçleri sonunda elde edilen gıdaların üretiminde kullanılan ve 

sanayi açısından değerli olan bir mikroorganizma grubudur. Ekmek gibi fermente tahıl 

ürünlerinin yapımında çok yaygın olarak alkol fermentasyonu yapan Saccharomyces 

cerevisiae türü mayalar kullanılmaktadır. Fakat günümüzde bilhassa Asya ve Avrupa 

ülkelerinde laktik asit bakterilerininde içinde olduğu ve ekĢi hamur mayası olarak 

adlandırılan karıĢık kültürlerden git gide artan miktarlarda faydalanılmaktadır (Çonve 

ġimĢek, 2003). 

EkĢi hamur üretiminde kullanılan ilk starter kültür, Amerika‘da kullanılan ―San 

Francisco‖ starter kültürüdür. EkĢi maya ile buğday ekmeğinin hazırlanması ve ekĢi 

maya mikroflorasının belirlenmesi amacıyla yapılan çalıĢmada, kendiliğinden 

fermentasyona uğrayan San Francisco tipi ekĢi hamur kullanılmıĢtır. San Francisco tipi 

ekĢi hamurda Saccharomyces inusitatus ve Saccharomyces exiguus maya türleri teĢhis 

edilmiĢtir. Aynı çalıĢmada, belirtilen ekĢi hamur örneğinden elde edilen bakteriye 

Lactobacillus sanfrancisco ismi verilmiĢtir. AraĢtırmada bu bakteri izolatının undaki 

maltozun %56‘sını kullandığını, S. exiguus‘un ise maltozu kullanmadığı gözlenmiĢtir. 

Ayrıca ekĢi maya kullanılarak yapılan ekmeklerde asit miktarının 10 kat daha fazla 

olduğu ve asetik asit miktarının toplam asidin yarısı kadar olduğu görülmüĢtür (Gül, 

1999). 

EkĢi hamurdan en sık izole edilmiĢ ve tanımlanmıĢ Laktobasiller Çizelge 2.2‘de 

verilmiĢtir. EkĢi hamur laktik asit bakterileri, metabolik özelliklerinden dolayı özellikle 

ekmek sektörü açısından birçok önemli özelliğe sahiptirler. Bunlar içinde en önemlileri 

L. plantarum, L. sanfranciscensis ve L. fermentum gibi türlerdir. Bu bakterilerin 

yanında S. cerevisiae ile S. exigusmaya türleri yer almaktadır. 

EkĢi hamur fermentasyonunda laktik asit bakterileri ve mayaların sürdürdükleri 

simbiyotik yaĢam neticesinde mayalar ve heterofermantatif laktik asit bakterileri 

hamurun kabarmasından sorumlu olurken, laktik asit bakterileri ekmeğin lezzetini, 

asitliğini, elastisitesini etkilemektedir (Sıkılı ve Karapınar, 2002). 
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Çizelge 2.2. EkĢi hamurlardan sık olarak izole edilen Lactobacillus türleri 

Fermentasyon tipi Tür 

 

 

Homofermentatif 

Lactobacillus plantarum 

Lactobacillus casei 

Lactobacillus alimentarius 

Lactobacillus delbruckii 

Lactobacillus acidophilus 

Lactobacillus farciminis 

 

 

Heterofermentatif 

Lactobacillus fermentum 

Lactobacillus sanfrancisco 

Lactobacillus brevis var. lindneri 

Lactobacillus fructivorans 

Lactobacillus reuteri 

Lactobacillus sanfranciscensis 

 

2.5. Laktik Asit Bakterilerinin Tanımlanması 

 

2.5.1. Fenotipik Tanımlama 

 

 Genellikle fenotipik mikroorganizma tanımlama metotları moleküler metotlara 

göre daha ekonomiktir. Fenotipik tekniklerin bazılarının laktik asit bakterileri için daha 

elveriĢli olduğu iddia edilsede, sonuçların yakın akraba türler arasında yeterli ayrım 

sağlayamadığı iddia edilmektedir. Günümüzde, otomatize fenotipik tanımlama 

sistemleri ile hızlı ve tekrarlanabilir tanımlama daha az iĢ gücü ile yapılabilmektedir. 

Bununla birlikte, bu sistemlerin maliyetli olması, mikroorganizma morfolojisine iliĢkin 

ön bilginin toplanmasının gerekliliği, yeterli yoğunlukta bakteri süspansiyonu 

hazırlamanın zorunlu olması, biyokimyasal karakteri birbirine benzerlik gösteren 

türlerin birbirinden ayrılmasının zorluğu gibi dezavantajları da vardır. Bu sebeple, 

moleküler tanımlama metotlarının kullanılması daha iyi bir sınıflandırma ve ayrım elde 

etmek maksadıyla uygun görülmektedir (McCartney, 2002). 

Bilhassa endüstriyel ya da uygulamalı mikrobiyoloji laboratuvarlarında, gıda 

kaynaklı laktik asit bakterilerinin tanımlanmasında fenotipik testler halen yaygın 

kullanılmaktadır. Bu metotlar fizyolojik ve morfolojik özelliklerin belirlenmesini, 

karbonhidrat fermentasyon testlerini ve protein profillerinin belirlenmesini 

kapsamaktadır. Gıda teknolojisinde geniĢ çaplı olarak kullanılan Lactobacillus türlerinin 

fenotipik özellikleri Çizelge 2.3.'te verilmiĢtir. 
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Çizelge 2.3.Fakültatif heterofermentatif Laktobasillerin karbonhidrat fermentasyonu (Güley, 2008) 
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Amigdalin + o - + + + - - - - - + d + + 

Arabinoz - d - - - d - - - - - - + d + 

Sellobioz + + + + + + - - - + d + + + + 

Eskulin + + + + + + - d - + o o + + + 

Fruktoz + + + + + + + + + + + + + + + 

Galaktoz + + + + + + + + + + - + + + + 

Glikoz + + + + + + + + + + + + + + + 

Glukonat - + + + + + - + + + - o - + + 

Laktoz + - + d + + + d + d - + + + + 

Maltoz + + + + + + + - + + + + + + + 

Mannitol + - - + + + - + + - - + d + - 

Mannoz + + + + + + - + d + + + + + + 

Melezitoz + - - + + + - - - - - + - d - 

Melibioz + - + - - - - d - - - + + + + 

Rafinoz + - - - - - - d - - - + + + + 

Rhamnoz - - - - - + - + - - - - - - - 

Riboz + + + + + + - - - + + + + + + 

Salisin + + + + + + - d - + d + d + + 

Sorbitol d - - 
+ 
 
 
 

+ + - d - - - + - + - 

Sucroz + + + + + + -. + + - - + + + + 

Trehaloz + + - + + + - - - - d + d + + 

Ksiloz - - - - - - - - - - - - - d - 

d; DeğiĢken 

 

Gonzalez ve ark., (2000) balık ve tatlı su rezervlerinden izole edilen 249 adet 

laktik asit bakterisi suĢunu 44 farklı morfolojik ve fizyolojik test ile tanımlamıĢlardır. 
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Fakat araĢtırmacılar bu izolatların büyük kısmını (%90)'ını sadece cins düzeyinde 

tanımlayabilmiĢtir. Tuncer (2009) Türk tulum peynirlerinden 39 adet enterokok türü 

izole etmiĢ ve bunları geleneksel fenotipik yöntemlerle tanımlamıĢtır. AraĢtırma 

neticesinde elde edilen türler; Enterococcus faecium (%43.58), Enterococcus durans 

(%28.21) ve Enterococcus faecalis (%28.21) olarak saptamıĢtır. ġanlıbaba ve Akçelik 

(2000) çiğ süt ve peynir altı suyundan izole ettikleri 73 adet izolatın tanımlamasını 

geleneksel yöntemler ile gerçekleĢtirmiĢtir. ÇalıĢma neticesinde Laktokok izolatlarının 

50 adedinin L. lactis subsp. lactis, 16 adedinin L. lactis subsp. cremoris ve 7 adedinin 

ise L. lactis subsp. diacetylactis olduğu tespit edilmiĢtir. Sağdıç ve ark., (2002) 20 farklı 

tereyağı numunesinden 55 adet laktik asit bakterisi izole etmiĢler ve yaptıkları 

geleneksel tanımlama çalıĢması neticesinde bu izolatları Streptococcus salivarius ssp. 

thermophilus (%21.2), Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus (%20), Lactobacillus 

casei ssp. casei (%15.3), Streptococcus sp. (%4.7), Enterococcus faecium (%18.8), 

Lactobacillus paracasei ssp. paracasei (%2.3), Leuconostoc pseudomesenteroides 

(Leuconostoc mesenteroides ssp. dextranicum) (%7.1), Leuconostoc gelidum 

(Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides) (%4.7) ve Weissella 

paramesenteroides (Leuconostoc paramesenteroides) (%5.9) olarak tanımlamıĢlardır. 

Laktik asit bakterilerinin cins ve tür seviyesinde tanımlanmasında kullanılan 

fenotipik ve biyokimyasal karakterlere dayalı metotların kullanımı yanlıĢ identifikasyon 

sonuçlarının elde edilmesine sebep olabilmektedir (Kıran ve Osmanağaoğlu, 2011). 

Corsetti ve ark., (2001) ekĢi maya numunelerinde elde ettiği 317 adet muhtemel laktik 

asit bakterisini ticari biyokimyasal identifikasyon paneli kullanarak tanımlamıĢlardır. 

AraĢtırmacılar bakterilerin sadece %38‘inin tür düzeyinde tanımlanabildiğini 

bildirmiĢlerdir. Benzer Ģekilde Uganda geleneksel fermente süt içeceğinden izole edilen 

113 laktik asit bakterisinden yalnızca 14 tanesi fenotipik testler ile tür seviyesinde 

tanımlanamamıĢtır (Muyanja ve ark., 2003). Akpınar ve ark., (2011) çeĢitli geleneksel 

Türk yoğurtlarından izole edilen 208 adet laktik asit bakterisi izolatını klasik fenotipik 

tanımlama testleri, ticari biyokimyasal identifikasyon paneli ve otomatize identifikasyon 

sistemi kombinasyonu kullanarak tanımladıkları çalıĢmalarında yalnızca 41 izolatı tür 

düzeyinde tanımlayabilmiĢtir. Bu çalıĢmalar fenotipik tanımlama yöntemlerinin zayıf 

tekrar edilebilirlik ve düĢük taksonomik ayırma özelliği nedeniyle daha çok cins 

seviyesinde tanımlama için uygun olduğunu göstermektedir. 

SDS-PAGE (Sodyum dodesil sulfat-poliakrilamid jel elektroforezi) laktik asit 

bakterilerinin tanımlanması ve karakterizasyonu maksadıyla saflaĢtırılmıĢ 
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mikroorganizmalardan yararlanarak, toplam hücre proteinlerine ait parmak izinin elde 

edildiği alternatif bir metot olarak bilinmektedir (Busch ve ark., 1999). Laktik asit 

bakterilerinin moleküler iliĢkinin açığa çıkarılmasını hedefleyen bir çalıĢmada SDS-

PAGE tekniği kullanılmıĢtır (Dicks ve ark., 1987). Bu çalıĢmada, protein profil 

neticeleri protein bantlarının varlığı/yokluğundan hareketle numerik analizle 

değerlendirilmeye tabi tutulmuĢtur. Toplanan veriler ile kümeleme analizi uygulanarak 

dendogramlar oluĢturulmuĢtur. Dendogramlar irdelendiğinde L. brevis, L. fermentum ve 

L. buchneri suĢlarının oluĢturduğu 3 farklı küme elde edilmiĢtir. Bu çalıĢmada analiz 

edilen suĢların kendi aralarında ve kendi içlerinde benzerlikleri belirlenebilmiĢtir. 

Neticede toplam hücre protein desenlerinden yola çıkılarak suĢlar arası filogenetik 

iliĢkinin belirlenebileceği, fakat sonuçların DNA temelli moleküler metotlar ile 

desteklenmesi gerektiği belirtilmiĢtir. 

Gıda kaynaklı laktik asit bakterilerinin tanımlanması için yeni moleküler 

tekniklerin geliĢtirilmesi önemli bir çalıĢma alanı haline gelmiĢtir. Özellikle microarray 

teknolojisi ve toplam genom sekanslamanın süratle geliĢmesi tanımlama için yeni 

imkanlar sağlamaktadır. Kütle spektrumuna dayalı ve genomik temele dayanmayan tam 

hücre analizi etkin ayırım gücüne sahip bir diğer teknik olarak ortaya konmuĢtur. 

Kültürden bağımsız moleküler yaklaĢımlar ile gıdaların mikroflorasının belirlenmesinde 

bazı tanımlama kısıtlamaları bulunmaktadır. Bu nedenle, bu tanımlama kısıtlamalarının 

ortadan kaldırılabilmesi için yeni çalıĢmaların yapılmasına ihtiyaç duyulmaktadır 

(Akpınar ve ark., 2011). 

Collins ve ark. (1991) tarafından yapılan bir bir çalıĢmada 16S rDNA 

genlerinden yararlanarak toplam 55 adet Lactobacillus türünün 3 adet birbirinden farklı 

uzaklıkta genetik grup meydana getirdiği saptanmıĢtır. Birinci grupta L. delbrueckii ve 

alt türlerinin, ikinci grupta ise 32 adet Lactobacillus ve 5 adet Pediococcus türünün (L. 

casei, L. ruminis, L. salivarius, Lactobacillus sharpeae ve Pediococcus damnosus gibi), 

üçüncü grupta ise Lactobacillus kandleri, Lactobacillus minor, Lactobacillus 

viridescens, Lactobacillus confosus ve Leuconostoc paramesenteroides gibi türlerin 

olduğu tespit edilmiĢtir. Lactobacillus‘un moleküler tiplendirilmesi sonucunda saptanan 

55 adet tür Lactobacillus cinsinin önemli düzeyde heterojen olduğu göstermektedir. 

Lactobacillus türlerinin moleküler tiplendirilmesi maksadıyla gerçekleĢtirilen bir diğer 

çalıĢmada ise, değiĢik kültür koleksiyon merkezlerinden tedarik edilen ve çeĢitli 

hayvanların sindirim sistemlerinden izole edilen 34 adet Lactobacillus türü 

kullanılmıĢtır. Örnekler 16S rDNA genlerine yönelik primerler ile PZR‘a tabi tutulmuĢ 
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ve sonrasında elde edilen ürünler restriksiyon enzimleri (Bcl I, Bgl II, EcoRI) ile belirli 

bölgelerden kesilmiĢtir. Agaroz jel elektroforezinden sağlanan sonuçlar 

değerlendirildiğinde, değiĢik genetik uzaklığı olan 4 grubun ortaya çıktığı görülmüĢtür 

(Rudtong ve ark.,1993). Laktobasillerin tanımlanması amacıyla yararlanılan bir diğer 

moleküler biyoloji tekniğinin kullanıldığı çalıĢmada ise, fermente süt ürünlerinin 

yapımında kullanılan Lactobacillus delbrüeckii subsp. bulgaricus, L. delbrüeckii subsp. 

lactis, L. paracasei subsp. paracasei, L. rhamnosus, L. casei ve L. helveticus suĢları                                                              

kullanılmıĢtır. ÇalıĢmada suĢlar 23S rDNA probları kullanılarak tanımlanmıĢtır. SDS-

PAGE ile protein profili analizleri de yapılan bu suĢların istatistiksel analiz sonuçlarına 

göre kesin gruplar elde edilmiĢtir. AraĢtırma sonuçları bu bakterilerin hızlı ve güvenli 

bir Ģekilde tanımlanmasında her iki teknikten de yararlanılabileceğini göstermiĢtir 

(Hertel ve ark., 1993). Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus gasseri ve 

Lactobacillus johnsonii türlerinin tanımlanması ve sınıflandırılması maksadıyla yapılan 

bir çalıĢmada, 23S rDNA oligonükleotidleri kullanılarak Dot Blot hibridizasyon 

ürünleri elde edilmiĢ ve bu mikroorganizmaların toplam hücre protein desenleri ortaya 

konmuĢtur. Her iki yöntemle elde edilen veriler kıyaslandığında; L. johnsonii ile L. 

gasseri'nin çok yakın bir iliĢki içinde, L. acidophilus‘un ise belli bir genetik uzaklığa 

sahip olduğu ortaya konmuĢtur (Pot ve ark.,1993). Yine benzer bir çalıĢma Tannock ve 

ark., (1999) tarafından yapılmıĢtır. Gastrointestinal sistem, silaj ve yoğurt örneklerinden 

izole edilen laktobasil suĢlarının tanımlaması maksadıyla 16S-23S rDNA intergenik 

spacer bölgelerine özel primerler ile PZR yapılmıĢ ve araĢtırmada uygulanan metodun 

bütün izolatlar için kullanılabileceği neticesine varılmıĢtır. Senini ve ark., (1997) tipik 

bir Ġtalyan peyniri olan Fontina'nın mikrobiyotasını belirlemek; Drake ve ark., (1996) 

süt ürünlerinden elde edilen çeĢitli Laktobasilleri tanımlamak; Chen ve ark., (2000) 

Lactobacillus casei, L. paracasei ve L. rhamnosus arasındaki genetik farklılıkları ortaya 

koymak; Sohier ve ark., (1999) ise Lactobacillus hilgardii ve Lactobacillus brevis 

arasındaki genetik uzaklığı saptamak maksadıyla rDNA oligonükleotid primerleri ile 

PZR kullanımı yoluna gitmiĢlerdir. 

 

2.5.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) 

 

BaĢarılı bir PZR temelli moleküler teknik için öncelikle toplam DNA‘nın 

örnekten etkili bir Ģekilde izolasyonu gereklidir. Toplam DNA izolasyonu ve 

saflaĢtırılması pek çok farklı prosedüre baĢvurularak gerçekleĢtirilmektedir. Ancak, 
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karmaĢık matrikslerde bulunan tüm bakterilerin DNA‘sı her zaman izole edilemeyebilir 

veya örnekte bulunan tüm mikroorganizmaların DNA‘larının izolasyonu aynı seviyede 

verimli olmayabilir. Bu sebeple, PZR amplifikasyonu materyalde bulunan bütün laktik 

asit bakterinin amplikonlarının elde edilememesiyle sonuçlanabilmektedir. Bu sonuç 

incelenen materyalin yeteri kadar homojenize edilememesi, eksik kalmıĢ hücre ekstraktı 

ve nükleik asit izolasyonu veya PZR ürünlerinin inhibe olması sebebiyle 

oluĢabilmektedir (Justé ve ark., 2008). 

Çok çeĢitli organizmaların ayırt edilmesinde PZR‘de amplifikasyon için 

kullanılabilecek bir gen veya genetik markörün seçimi moleküler tanımlama için kritik 

bir aĢamadır. Günümüzde, bakteriyel 16S rRNA ve 23S rRNA genleri mikrobiyal 

ekoloji araĢtırmalarında moleküler markör olarak oldukça sık kullanılmaktadır (Justé ve 

ark., 2008). Bununla birlikte, 16S rRNA geni ile yakın iliĢkili türlerin tanımlanmasında 

zorluklar yaĢanmaktadır. Bu nedenle, laktik asit bakterilerinin tanımlanmasında 

elongasyon faktörü, rpoB, rpoA, Tu geni, pheS ve RecA genleri benzeri öteki hedef 

genlerden de yararlanılmaktadır (Justé ve ark., 2008). 

Gıdalarda bulunan laktik asit bakterilerinin cins, tür veya serotip seviyesinde 

tespit edilmesinde kullanılan en hızlı PZR yaklaĢımı örnekten ekstrakte edilen toplam 

bakteriyel DNA‘nın takson spesifik primerler ile PZR‘ye tabi tutulmasıdır. Bu yöntemin 

en önemli dezavantajı ise sadece örnekte bulunması ihtimali olan türlerin tespit 

edilebilmesidir. Bu sebeple, takson spesifik PZR analizleri yöresel peynirler gibi 

karmaĢık mikrobiyal ekosistemlerin analizinde yetersiz kalmaktadır. Her bir bakteri türü 

için özel primer gerektiğinden dolayı bu yaklaĢım süt ürünleri gibi karıĢık bir 

mikrofloraya sahip gıdalarda çok tercih edilmemektedir (El-Baradei ve ark., 2007). 

Geleneksel Mısır Domiati peynirinde bakteriyal mikrobiyotanın biyoçeĢitliliği kalıp 

DNA olarak peynirden doğrudan izole edilen DNA ve türe özel PZR kullanımıyla 

incelenmiĢtir. Peynirdeki bakteriyel türlerin tanımlanmasında 31 farklı türe özel primere 

baĢvurulmuĢtur. AraĢtırmada, türe özel PZR tekniği kullanılarak pek çok Lactobacillus, 

Enterococcus, Staphylococcus, Leuconostoc ve Lactococcus cinsi mikroorganizma 

tespit edilebilmiĢtir (El-Baradei ve ark., 2007).  

 

2.5.2.1.Gerçek Zamanlı PZR 

 

Geleneksel PZR'da, amplifiye edilmiĢ DNA ürünü analizin son aĢamasında 

tespit edilebilir. Gerçek zamanlı PZR ise, reaksiyon sırasında hedeflenen DNA 
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molekülünün amplifikasyonunun izlenmesine imkan tanır. Bu sayede veriler jel 

elektroforezi ve DNA bantlarının mor ötesi ıĢıkta görüntülenmesi gibi ilave 

uygulamalara gerek olmadan değerlendirilebilir (Bogovič ve Matijašič, 2009). 

Gerçek zamanlı PZR ürünlerinin analizlerinde, herhangi bir çift sarmallı DNA 

ile interkalasyon yapabilen spesifik olmayan floresan boyalar veya diziye özgü DNA 

problarına etiketlenmiĢ floresan reporterlardan yararlanılmaktadır. Gerçek zamanlı PZR, 

reaksiyon esnasında her bir PZR döngüsünde ürünün verdiği ıĢımaya göre oluĢan ürünü 

tespit edebilen bir sistemdir (Aydın, 2005). Bogovič ve Matijašič, (2009) probiyotik 

ürünlerde bulunan Enterococcus faecium, Lactobacillus gasseri ve Bifidobacterium 

infantis‘in selektif ve spesifik tespiti için 16S rRNA gen parçalarının amplifikasyonuna 

dayalı gerçek zamanlı PZR yönteminin elveriĢli bir teknik olduğunu kanıtlamıĢlardır. 

Geçek zamanlı PZR mikrobiyal tanımlamanın yanı sıra örnekteki 

mikroorganizma sayısının belirlenmesi amacıyla da kullanılabilir. Ġtalyan peynirlerinde 

hedef gen olarak fenilalanil-tRNA sentaz (PheS) kültürden bağımsız gerçek zamanlı 

PZR kullanımı Enterococcus gilvus‘un varlığını ve miktarını belirlemek amacıyla 

standardize edilmiĢtir. Enterococcus gilvus‘un diğer laktik asit bakterilerinden kesin 

olarak ayırt edilmesi sağlanmıĢ ve böylelikle gerçek zamanlı PZR yönteminin 

özgünlüğü ispatlanmıĢtır (Zago ve ark., 2009). Akpınar ve ark., (2011) yoğurt ve 

meyveli yoğurtlardaki Streptococcus thermophilus sayısını gerçek zamanlı PZR 

metoduyla belirlemiĢlerdir. Streptococcus thermophilus‘un kültürel yöntemle sayım 

sonuçları ve gerçek zamanlı PZR ile elde edilen sayım sonuçları arasında yüksek 

benzerlik olduğu ortaya konmuĢtur. Lactococcus lactis ssp. cremoris ATCC 19257 

suĢunun karıĢık kültürle fermente edilen süt ürünündeki sayısı gerçek zamanlı PZR 

tekniği kullanılarak baĢarılı bir Ģekilde belirlenmiĢtir. KarıĢık kültürde bulunan 

Lactococcus lactis ssp. cremoris ATCC 19257 suĢunun tespit sınırı 200 kob/mL olarak 

saptanmıĢtır (Grattepanche ve ark., 2005).  

 

3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1. EkĢi Hamur Mayası Örnekleri 

 

  Laktobasillerin izole edildiği ekĢi hamur mayaları Bursa ili merkez ve Keles, 

Büyük Orhan, Harmancık, Orhaneli, Mustafa Kemal PaĢa ve Karacabey ilçeleri 
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köylerinden toplanmıĢ ve mobil soğutucular içinde Gıda ve Yem Kontrol Merkez 

AraĢtırma Enstitüsü‘ne taĢınmıĢtır. EkĢi hamur mayalarından izole edilen Laktobasiller 

biyokimyasal ve moleküler yöntemler ile tanımlanmıĢtır. 

 

  3.2. Laktobasillerin Ġzolasyonu 

 

  3.2.1. Besiyerleri 

 

3.2.1.1. Maximum Recovery Diluent (MRD) 

 

Pepton  1,0 g/L 

NaCl             8,5 g/L 

 

 

 Toz besiyeri (Merck, Darmstadt, Almanya) distile su içinde 9,5 g/L olacak 

Ģekilde çözündürülmüĢtür. Besiyeri ĢiĢelere (90 mL) ve tüplere (9 mL) taksim 

edildikten sonra otoklavda 121 °C‘de 15 dakika sterilizasyona tabi tutulmuĢtur. 

Dilüsyon iĢlemlerinde kullanılmak üzere +4
0
C ortama kaldırılmıĢtır. 

 

3.2.1.2. Tryptone Soy Agar (TSA) 

 

Tripton 15 g/L 

Soya pepton 5 g/L 

NaCl 5 g/L 

Agar 12 g/L 

  

Toz besiyeri (Lab M, Bury, Ġngiltere) distile su içinde 37 g/L olacak Ģekilde 

çözündürülmüĢtür. KarıĢımın homojen hale gelmesiyle birlikte otoklavda 121 °C‘de 15 

dakika sterilizasyona tabi tutulmuĢtur. Sterilizasyon sonrası 48 °C‘ye soğutulan 

besiyeri, 90 mm çaplı petrilere yaklaĢık 15 mL olacak Ģekilde dökülmüĢtür. 
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3.2.1.3. DE MAN, ROGOSA and SHARPE (MRS) Agar 

 

Kazein pepton 10,0 g/L 

Et ekstraktı 10,0 g/L 

Maya ekstraktı 4,0 g/L  

D(+) Glikoz 20,0 g/L 

K2HPO4 2,0 g/L 

Tween 80 1,0 g/L  

di-Amonyum hidrogen sitrat 2,0 g/L 

Sodyum asetat 5,0 g/L 

MgSO4 0,2 g/L 

MnSO4 0,04 g/L 

Agar 14,0 g/L 

 

 Toz besiyeri (Merck) distile su içinde 68,2 g/L olacak Ģekilde çözündürülmüĢtür. 

KarıĢımın homojen hale gelmesiyle birlikte otoklavda 121 °C‘de 15 dakika 

sterilizasyona tabi tutulmuĢtur. Sterilizasyon sonrası 48 °C‘ye soğutulan besiyeri, 90 

mm çaplı petrilere yaklaĢık 15 mL olacak Ģekilde dökülmüĢtür. Ġnokülasyon 

iĢlemlerinde kullanılmak üzere +4
0
C ortama kaldırılmıĢtır. 

 

3.2.1.4. Brain Heart Infusion (BHI) Broth 

 

Pepton 27,5 g/L 

D(+) Glikoz 2,0 g/L 

NaCl 5 g/L 

di- Sodyum Hidrogen Fosfat 2,5 g/L 

 

 Toz besiyeri (Merck) distile su içinde 37 g/L olacak Ģekilde çözündürülmüĢtür 

ve tüplere (10 mL) taksim edilmiĢtir. Otoklavda 121 
o
C'de 15 dakika sterilizasyona tabi 

tutulmuĢtur. Canlandırma iĢlemlerinde kullanılmak üzere +4
0
C ortama kaldırılmıĢtır. 
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3.3. Ġzolasyon 

 

EkĢi hamur mayası örneklerinden Laktobasillerin izolasyonu ISO 15214, (1998) 

standardına göre gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu amaçla aseptik Ģartlar altında ve steril ekipman 

ile 10 g örnek 90 mL steril MRD içinde stomacher (Merck, Darmstadt, Almanya) ile 

homojenize edilmiĢtir. Homojenizasyon sonrasında MRD içinde ilave ondalık 

dilüsyonlar hazırlanmıĢtır. BaĢlangıç süspansiyonu ve ilave ondalık dilusyonlardan 

MRS agara inokülasyon yapılmıĢtır. Ġnokülasyon sonrası izolasyon besiyerleri jar içinde 

ve mikroaerofilik ortamda (BioMérieux, Marcy l‘etoile, Fransa) 37 ºC‘de 72 saat inkübe 

edilmiĢtir.  Ġnkübasyon sonrasında izolasyon besiyerleri üzerindeki morfolojik açıdan 

farklılık arz eden tüm koloni tipleri TSA üzerinde saflaĢtırılmıĢtır. Ġnkübasyon 

sonrasında TSA üzerindeki kültürlere katalaz testi yapılmıĢtır. Bu amaçla TSA 

üzerindeki koloniler bir lam üzerine alınmıĢtır ve üzerine bir kaç damla %3‘lük hidrojen 

peroksit damlatılarak gaz kabarcıklarının oluĢup oluĢmadığı gözlemlenmiĢtir. Gaz 

oluĢturan örnekler katalaz pozitif, oluĢturmayanlar ise katalaz negatif olarak 

değerlendirilmiĢtir (Harrigan ve McCance, 1976). Yalnızca katalaz negatif izolatlar 

biyokimyasal ve moleküler identifikasyona tabi tutulmuĢtur.  

 

 

Resim 3.1. MRS Agar üzerinde laktik asit bakterileri kolonileri 

 

 

3.4. Stok Kültürler 

 

Katalaz negatif izolatların stok kültürleri biyokimyasal ve moleküler 

tanımlamada kullanılmak üzere %20 oranında gliserol içeren BHI broth içinde -20 
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ºC‘de muhafaza edilmiĢtir. Stoklanan izolatlar belli aralıklarla tekrar canlandırılarak 

stabiliteleri kontrol edilmiĢtir. 

 

3.5. DNA Ġzolasyonu 

 

DNA izolasyonu için ticari bakteriyal genomik DNA izolasyon kiti (ISOLATE 

II, Bioline, Londra, Ġngiltere) kullanılmıĢtır. Stok kültürler oda sıcaklığına getirilerek 

çözünmeleri sağlanmıĢtır. Çözünen kültürler BHI broth içine aktarılarak 37 
°
C'de 24 

saat inkübasyona tabi tutulmuĢtur. Ġnkübasyon sonunda BHI broth içindeki kültürlerden 

TSA‘ya inokülasyon yapılmıĢtır. 37 
°
C'de 24 saat inkübasyon sonrasında bir kaç koloni 

alınarak steril ultra saf su içinde homojenize edilmiĢtir. Homejenize edilen bakteri 

süspansiyonlarından 1 mL alınarak mikrosantrifüj tüplerine aktarılarak 10.000 g‘de 1 

dakika santrifüj (Hettich, Tuttlingen, Almanya) edilmiĢtir. Santrifüj sonrasında 

süpernatant uzaklaĢtırılmıĢtır ve tüplere 400 µL lizis tamponu ve 25 µL Proteinaz K 

ilave edilerek 65 ºC de 2 saat çalkalamalı termomikserde (Eppendorf, Hamburg, 

Almanya) inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonrası tüplere 210 µL etanol ilave edilmiĢtir. 

Tüp içerikleri içinde spin filtre bulunan toplama tüplerine aktarılarak 12.000 g‘de 1 

dakika santrifüj edilmiĢtir. Daha sonra silika membranların yıkanması amacıyla tüplere 

kit ile birlikte sağlanan yıkama tamponları ilave edilerek 12.000 g‘de 1 dakika santrifüj 

edilmiĢtir. Yıkama sonrasında kurutma amacıyla tüpler 12.000 g‘de 1 dakika santrifüj 

edilmiĢtir ve spin filtreler yeni toplama tüplerine aktarılmıĢtır. DNA elüsyonu için 

tüplere kit ile birlikte sağlanan elüsyon tamponu ilave edilerek 12.000 g‘de 1 dakika 

santrifüj edilmiĢtir. Elusyon iĢlemi sonrasında izole edilen DNA örneklerinin saflığı ve 

miktarı mikro hacim spektrofotometre (Thermo, Waltham, ABD) ile kontrol edilmiĢtir. 

Kontrol edilen DNA örnekleri gerçek zamanlı PZR analizlerinde kullanılmak üzere -20 

°C‘da muhafaza edilmiĢtir. 

 

3.6. Gerçek Zamanlı PZR Analizi 

 

 Ġzolatlar hotstart PZR ve sekans spesifik çift boya iĢaretli prob (TagMan) 

prensiblerine dayalı gerçek zamanlı PZR kitleri (GEN-IAL, Troisdorf, Almanya) ile 

tanımlanmıĢtır. Kullanılan kitler ve hedef Lactobacillus türleri Çizelge 3.6.1‘de 

verilmiĢtir. Amplifikasyon esnasında hidroliz ile raportör boyanın probtan ayrılması 

sonucu floresan sinyaldeki artıĢ 518 nm‘de FAM kanalında ölçülmüĢtür. 
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Çizelge 3.6.1. Kullanılan gerçek zamanlı PZR kitleri (GEN-IAL) ve hedef Lactobacillus türleri 

Hedef Türler Ürün Kodu 

L. brevis / L.brevisimilis TPLB 0050 

L. casei / L. paracasei / L. rhamnosus / L. zeae TPLCR 0050 

L. plantarum / L. paraplantarum / L. pentosus TPLP 0050 

L. buchneri / L. parabuchner TPLBU 0050 

L. collinoides /L. paracollinoides TPLC 0050 

L. lindneri TPLL 0050 

 

 

PZR için reaksiyon karıĢımları kitler ile birlikte sağlanan premiks (Tag DNA 

polimeraz, dNTP, MgCl2 ve tampon) ve ultra saf su içinde çözündürülmüĢ primer ve 

prob karıĢımına DNA örneklerinin ilavesi ile hazırlanmıĢtır. Negatif kontrol amacıyla 

DNA örneği yerine saf su ilave edilmiĢ PZR karıĢımı, pozitif kontrol amacıyla kitler ile 

birlikte sağlanan hedef türe ait kontrol DNA‘sı ilave edilmiĢ PZR karıĢımı 

kullanılmıĢtır. PZR karıĢımı bileĢenleri ve hacimleri Çizelge 3.6.2.‘de verilmiĢtir.  

 

Çizelge 3.6.2. PZR karıĢımı bileĢenleri ve hacimleri 

PZR karıĢımı Hacim (µL)  

Premix 13,5 

Primer ve prob (Ultra saf su içinde)  1,5 

Örnek DNA 5 

Ultra saf su 5 

Toplam hacim 20 

 

PZR tüpleri içinde hazırlanan PZR karıĢımları amplifikasyon için gerçek 

zamanlı PZR cihazına (Light Cycler, Roche, Mannheim, Almanya) yerleĢtirilmiĢtir. 

Çizelge 3.6.3.‘te verilen PZR termal döngü programı ile amplifikasyon 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Reaksiyon sonucunda FAM kanalında tespit edilebilir düzeyde 

floresan sinyal artıĢı, identifikasyon için test edilen izolat için pozitif sonuç olarak 

değerlendirilmiĢtir. 
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Çizelge 3.6.3. PZR termal döngü programı 

Reaksiyon basamağı Sıcaklık (°C) Süre  Döngü sayısı 

BaĢlangıç denatürasyonu 95 15 dakika - 

Denatürasyon 95 15 saniye 
35 

Bağlanma/uzama 60 60 saniye 

Soğutma 40 15 saniye - 

 

 

3.7. Fenotipik Ġdentifikasyon 

 

 Fenotipik identifikasyon dehidre formda 1 adet kontrol ve 49 adet karbohidrat 

(D-arabinoz, L-arabinoz, Gliserol, riboz, D-ksiloz, eritritol, L-ksiloz, inositol, galaktoz, 

fruktoz, adonitol, mannoz, sorboz, D-turanoz, D- lyxose, glikoz, rhamnoz, salisin, 

sellobioz, maltoz, laktoz, melibioz, sukroz, trehaloz, inulin, dulsitol, melezitose, nisasta, 

ksilitol, gentiobiose, glikojen, rafinoz, D-tagatoz, eskulin, α-metil-D-mannosid, α-metil-

Dglikozid, N-asetil-glikozamin, amigidalin, arbutin, D-arabitol, L-arabitol, glukonat, 2-

keto-glukonat, 5-keto glukonat, mannitol, sorbitol, D- fukoz, L-fukoz, b-metil- D-

ksilosid) fermentasyon besiyeri içeren minyatürize API 50 CH (BioMérieux) 

identifikasyon paneli ile gerçekleĢtirilmiĢtir. MRS Agar ortamına mikrobiyolojik analiz 

yöntemlerine uygun bir Ģekilde yeterli düzeyde dilüsyonlar yapılarak ekimi yapılan ve 

ekim sonucu elde edilen izolatlardan katalaz reaksiyonu negatif olanlar, identifikasyon 

paneli ile birlikte sağlanan süspansiyon besiyeri (API 50 CHL) içinde süspanse 

edilmiĢtir. Yoğunluğu 2 McFarland olarak ayarlanan süspansiyon inokülüm olarak 

kullanılmıĢtır. Panel üzerindeki kontrol ve test kuyucukları steril bir pastör pipeti 

kullanılarak inokülum ile doldurulmuĢtur ve üzerleri mineral yağ ile kapatılmıĢtır. 37 

°C‘da 24 saat inkübasyon sonunda kuyucuklardaki renk değiĢimlerine göre sonuçlar 

değerlendirilmiĢtir. pH indikatörü içeren kuyucuklarda besiyeri renginin Ģeker 

fermentasyonuyla sarıya dönmesi durumunda test sonucunun pozitif, rengin aynı 

kalması neticesinde ise sonuç negatif olarak kaydedilmiĢtir. Bu sonuçlar ile elde edilen 

nümerik profil apiweb (BioMérieux) isimli yazılıma aktarılarak izolatlar tür düzeyinde 

tanımlanmıĢtır. 
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4. ARAġTIRMA BULGULARI VE TARTIġMA 

 

4.1. Biyokimyasal ve Moleküler Tanımlama Sonuçları 

 

 Bursa ili merkez ve ilçeleri köylerinden toplanan ekĢi hamur mayalarından elde 

edilen izolatların gerçek zamanlı PZR ile identifikasyonu sonucunda izolatların 54 adedi 

Lactobacillus plantarum, 11 adedi Lactobacillus brevis, ve 3 adedi Lactobacillus paracasei 

olarak tanımlanmıĢtır. Aynı izolatların API 50 CH ile biyokimyasal identifikasyonu ile 47 

adedi L.plantarum, 9 adedi L.brevis, ve 3 adedi L. paracasei olarak tanımlanmıĢtır. 

API 50 CH ile elde edilen biyokimyasal identifikasyon sonuçları ve gerçek 

zamanlı PZR ile elde edilen moleküler identifikasyon sonuçları Çizelge 4.1‘de 

verilmiĢtir. Gerçek zamanlı PZR ile tanımlanabilen 68 adet izolatın 59 tanesi API 50 CH 

ile de tanımlanabilmiĢtir. 

 

Çizelge 4.1. Biyokimyasal temelli fenotipik identifikasyon ve gerçek zamanlı PZR sonuçları 

Ġzolat Lokasyon 
Gerçek Zamanlı PZR 

(GEN-IAL) 
Fenotipik Tanımlama   

(API 50 CH) 

1 Bursa 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

2 Bursa 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

3 Bursa 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

4 Bursa 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

5 Bursa 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

6 Bursa 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

7 Bursa 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

8 Bursa 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

9 Bursa 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

10 Bursa 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

11 Bursa 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

12 Bursa 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 
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13 Bursa 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Tanımlanamadı 

14 Bursa 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Tanımlanamadı 

15 Bursa 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

16 Bursa Lactobacillus brevis/ Lactobacillus brevisimilis Lactobacillus brevis 

17 Bursa Lactobacillus brevis/ Lactobacillus brevisimilis Tanımlanamadı 

18 Bursa 
Lactobacillus casei/ Lactobacillus paracasei/ 

Lactobacillus rhamnosus/ Lactobacillus zeae 
Lactobacillus paracasei 

19 Keles 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

20 Keles 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

21 Keles 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

22 Keles 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

23 Keles 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Tanımlanamadı 

24 Keles 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

25 Keles 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

26 Keles 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

27 Keles Lactobacillus brevis/ Lactobacillus brevisimilis Lactobacillus brevis 

28 Keles Lactobacillus brevis/ Lactobacillus brevisimilis Tanımlanamadı 

29 Keles Lactobacillus brevis/ Lactobacillus brevisimilis Lactobacillus brevis 

30 Keles 
Lactobacillus casei/ Lactobacillus paracasei/ 

Lactobacillus rhamnosus/ Lactobacillus zeae 
Lactobacillus paracasei 

31 Harmancık 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

32 Harmancık Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

33 Harmancık Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

34 Harmancık Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

35 Harmancık Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

36 Harmancık Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

37 Harmancık Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

38 Harmancık Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Tanımlanamadı 

39 Harmancık Lactobacillus brevis/ Lactobacillus brevisimilis Lactobacillus brevis 
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40 Harmancık Lactobacillus brevis/ Lactobacillus brevisimilis Lactobacillus brevis 

41 Harmancık Lactobacillus brevis/ Lactobacillus brevisimilis Lactobacillus brevis 

42 Harmancık 
Lactobacillus casei/ Lactobacillus paracasei/ 

Lactobacillus rhamnosus/ Lactobacillus zeae 
Lactobacillus paracasei 

43 B.Orhan 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

44 B.Orhan 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

45 B.Orhan 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

46 B.Orhan 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

47 B.Orhan 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

48 B.Orhan 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Tanımlanamadı 

49 B.Orhan 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

50 B.Orhan 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

51 B.Orhan Lactobacillus brevis/ Lactobacillus brevisimilis Lactobacillus brevis 

52 Orhaneli 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

53 Orhaneli 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

54 Orhaneli 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

55 Orhaneli 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

56 Orhaneli 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

57 Orhaneli 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

58 Orhaneli 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

59 Orhaneli 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

60 Orhaneli Lactobacillus brevis/ Lactobacillus brevisimilis Lactobacillus brevis 

61 M. K. PaĢa 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Tanımlanamadı 

62 M. K. PaĢa 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Tanımlanamadı 

63 M. K. PaĢa 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

64 Karacabey 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 
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65 Karacabey 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

66 Karacabey 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

67 Karacabey 
Lactobacillus plantarum/Lactobacillus 

paraplantarum /Lactobacillus pentosus 
Lactobacillus plantarum 

68 Karacabey Lactobacillus brevis/ Lactobacillus brevisimilis Lactobacillus brevis 

 

 
Resim 4.1. API 50 CH yazılımında biyokimyasal profil ile elde edilen identifikasyon sonucu 

 

 

 

 

Resim 4.2. API 50 CH identifikasyon panelinde Lactobacillus brevis suĢu ile elde edilen reaksiyon sonuçları 
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Çizelge 4.2. API Sonuçlarına Göre Tanımlanan Ġzolatlar ve Kullandıkları Karbohidrat Kaynakları 

 
 
 
 

Karbohidrat 

L
. 

p
la

n
ta

ru
m

 

L
. 

p
a

ra
ca

se
i 

L
. 

b
re

vi
s Karbohidrat 

L
. 

p
la

n
ta

ru
m

 

L
. 

p
a

ra
ca

se
i 

L
. 

b
re

vi
s 

Kontrol    Kontrol    

Glycerol    Salisin √ √ √ 

Erythritol    Sellobioz √ √ √ 

D-Arabinoz    Maltoz √ √ √ 

L-Arabinoz    Laktoz √ √  

Riboz √ √  Melibioz √   

D-Ksiloz    Sakkaroz √ √ √ 

L-Ksiloz    Trehaloz √ √ √ 

Adonitol    Inulin   √ 

Metil-Ksilosit    Melezitoz √ √ √ 

Galaktoz  √ √ D-Raffinoz    

D-Glikoz √ √ √ Amidon    

D-Fruktoz √ √ √ Glikojen    

D-Mannoz √ √ √ Ksilitol    

L-Sorboz    Gentiobioz √  √ 

Rhamnoz    D-Turanoz   √ 

Dulcitol    D-Liksoz   √ 

Inositol    D-Tagatoz   √ 

Mannitol √ √  D-Fukoz    

Sorbitol √ √  L-Fukoz    

Metil-D-mannosit    D-Arabitol    

Metil-D-glukosit    Arabitol    

N-Asetil 

glikozamin 
√  √ Glukonat  √ √ 

Amigdalin √  √ 2 seto-glukonat    

Arbutin √  √ 5 seto-glukonat    

Eskulin √ √ √     

 
 

 

 

 

 



28 

 

 

 

 

Resim 4.3. Gerçek zamanlı PZR cihazı yazılımı ekran görüntüsü 

 

4.2. TartıĢma 

 

Laktik asit bakterileri, yoğurt, peynir, sucuk, ekĢi lahana turĢusu ve ekĢi hamur 

gibi fermente gıdaların üretiminde kullanılan ve endüstriyel açıdan önem arz eden 

mikroorganizmalar grubudur. Ekmek benzeri fermente tahıl ürünlerinin yapımında pek 

yaygın bir Ģekilde alkol fermentasyonu yapan S. cerevisiae türü mayalar 

kullanılmaktadır. Fakat günümüzde Asya ve Avrupa ülkelerinde laktik asit bakterilerini 

de içeren ve ekĢi hamur mayası olarak adlandırılan karıĢık kültürlerden git gide artan 

miktarlarda faydalanılmaktadır (Çon ve ġimĢek, 2003). 

 EkĢi hamurda bakteri ve mayalar beraber faaliyet gösterdiğinden dolayı bu 

uygulama doğal floraya dayanmaktadır ve ekĢi hamur ekmeği uygun hacim, güçlü 

aroma, iyi bir ekmek içi yapısı ve uzun raf ömrüne sahip olması nedeniyle tercih 

edilmektedir. EkĢi hamurun hakim florasında maya ve laktik asit bakterilerinin hakim 

olmasından yola çıkılarak, fermentasyonu kontrol etmek ve güvence altına alabilmek 

için, saf laktik asit bakterilerinden oluĢan starter kültür kullanımına gidilmiĢtir. EkĢi 

hamurun ve laktik starterlerin ekmeğin kalite parametreleri üzerine pek çok iyileĢtirici 

etkisi olduğu tespit edilmiĢtir (Göçmen, 2001). 

Günümüzde fermente gıdalara olan ilgi ve gereksinim oldukça artmıĢ 

durumdadır. Bu nedenle fermente gıdaların mikrobiyolojik florasının ve insan sağlığı 

üzerine olan etkilerinin araĢtırılması önemli bir çalıĢma alanı haline gelmiĢtir. Laktik 

asit bakterilerinin klasik mikrobiyolojik yöntemlerle identifkasyonu genelde çok zaman 

almaktadır ve elde edilen test sonuçları ile çoğunlukla net bir tanımlama 
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yapılamamaktadır. Bunun yanısıra tür düzeyinde bir tanımlama için çok sayıda 

biyokimyasal teste olan ihtiyaç tanımlama maliyetlerini arttırmaktadır. Bu sebeplerden 

dolayı, endüstriyel bakımdan önem arz eden laktik asit bakterilerinin güvenilir ve hızlı 

olarak tanımlanması ve karakterize edilmesi maksadıyla farklı bazı moleküler 

metotların geliĢtirilmesi ve uygulamaya aktarılmasına yönelik çalıĢmalar artmıĢtır. 

Laktik asit bakterilerinin yüksek doğrulukta tanımlanmaları gıda güvenliği ve 

teknolojisi ve mikrobiyal ekoloji bakımından büyük önem arzetmektedir. Son yıllarda 

moleküler biyolojik tekniklerin mikrobiyoloji alanında kullanımının ivme kazanması ile 

birlikte, fermente ürünlerdeki doğal laktik asit bakterilerinin moleküler metotlar 

kullanılarak tanımlanmasına yönelik çalıĢmalardan ümit verici neticeler elde edilmiĢtir 

(Hertel ve ark., 1993). Uygulanan koĢulları standart hale getirilen bu moleküler 

yöntemler, laktik asit bakterilerinin tanımlaması, türler arası karĢılaĢtırma ve 

karakterizasyonu açısından geniĢ bir yelpazede kullanım sahası bulmaktadır (Pot ve 

ark., 1993). DNA temelli metotların yanı sıra toplam hücre proteinlerine dayalı 

metotların kullanımının da klasik metotlara nazaran daha basit ve yüksek duyarlılıkta 

bir uygulama olduğu bildirilmektedir (Tsakalidou ve ark., 1992). 

 Gıdalardan izole edilen laktik asit bakterilerinin tanımlanması, karakterize 

edilmesi ve taksonomik olarak sınıflandırılmasında birçok moleküler biyolojik teknik 

değerlendirilmiĢtir. Fermente gıda ürünlerinin mikrobiyal floransında bulunan laktik asit 

bakterilerinin cins, tür veya serotip seviyesinde tanımlanmasında kullanılan en hızlı 

moleküler biyolojik yöntem hedef taksona spesifik primerlerin kullanıldığı gerçek 

zamanlı PZR tekniğidir. Gerçek zamanlı PZR ile eser miktarda DNA veya RNA‘nın 

belirlenen bir bölgesinin çok kısa bir süre zarfında milyarlarca kez çoğaltılabilmektedir. 

Hızlı sonuç elde edilmesinin yanı sıra teknik aynı zamanda yüksek duyarlılığa sahiptir 

ve hedef mikroorganizma için yüksek özgüllükte sonuçlar verebilmektedir. Gerçek 

zamanlı PZR analizi ile elde edilen sonuçlardaki hata oranı biyokimyasal ve serolojik 

yöntemler ile kıyaslandığında oldukça düĢük düzeyde kalmaktadır. (Kıran ve ark., 

2006). 

Daha önce yapılan çalıĢmalar gerçek zamanlı PZR baĢta olmak üzere moleküler 

biyolojik tekniklerin gıda kaynaklı laktik asit bakterisi izolatlarının tanımlanmasındaki 

yeterliliğini teyit etmiĢtir. Yapılan bir araĢtırmada, farklı kültür merkezlerinden 

sağlanan ve bu merkezlerce süt ürünlerinden izole edildiği bildirilen toplam 31 adet 

Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrüeckii, Lactobacillus delbrüeckii subsp. 

bulgaricus ve Lactobacillus delbrüeckii subsp. lactis suĢunun toplam hücre protein 
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profili, DNA parmak izi ve rDNA genlerinin gerçek zamanlı PZR ile analizi ile 

karakterize edilmesi amaçlanmıĢtır. Elde edilen sonuçlar kullanılan metotların izolatlar 

arasında farklılıkların ve benzerliklerin ortaya çıkarılmasında baĢarılı ve yeterli 

olduğunu göstermiĢtir (Moschetti ve ark., 1997). Falsen ve ark., (1999) 'larının 

gerçekleĢtirdiği bir çalıĢmada ise insanlardan izole edilen muhtemel Lactobacillus 

türlerinin fenotipik ve genotipik bakımdan karakterizyonu hedeflenmiĢtir. Bu amaçla 

katalaz negatif, Gram-pozitif ve basil formuna sahip 11 adet izolat sırasıyla API test 

prosedürü uygulanarak biyokimyasal testlere, toplam hücre protein analizine, hücre 

duvarı yapısında bulunan murein miktarı analizine, ve gerçek zamanlı PZR ile 

çoğaltılan 16S rDNA genlerinin dizi analizine tabi tutulmuĢtur. Biyokimyasal testler ve 

protein profili analizleri 11 adet izolatın Lactobacillus cinsine ait olduğunu ortaya 

koymakta yeterli olmuĢtur. Ancak tüm izolatların tür düzeyinde tanımlanabilmesi ancak 

16S rDNA genlerinin dizi analizi ile mümkün olmuĢtur. Elde edilen analiz sonuçları ile 

izolatların Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus iners, Lactobacillus johnsonii veya 

Lactobacillus gasseri olduğu saptanmıĢtır. ÇalıĢmada tanımlanan türler arasında genetik 

uzaklıklar da hesaplanmıĢtır. Lactobacillus gasseri ile Lactobacillus johnsoni'nin 

birbirleriyle oldukça yakın, Lactobacillus delbrueckii ile Lactobacillus iners‘in ise 

birbirlerine ve diğer türlere uzak oldukları belirlenmiĢtir. Ġtalya‘da gerçekleĢtirilen bir 

çalıĢmada ekĢi hamurdan izole edilen mayalar ve laktik asit bakterileri klasik ve 

moleküler biyolojik metotlardan faydalanılarak tanımlanmıĢtır. Farklı coğrafi 

bölgelerden alınan 25 ekĢi hamur örneklerinden izole edilen 317 izolatın %38‘inin 

biyokimyasal ve fizyolojik test sonuçlarına göre laktik asit bakterisi olduğu 

belirlenmiĢtir. Bu sonuç 16S-23S rDNA primerleri kullanılarak gerçek zamanlı PZR ile 

doğrulanmıĢtır. Örneklerden izole edilen maya suĢları beklendiği gibi aynı zamanda 

ekmek mayası olarak da bilinen Saccharomyces cerevisiae türü olarak tanımlanmıĢtır. 

ÇalıĢmada moleküler yöntemler ile laktik asit bakterileri tür düzeyinde tanımlanabildiği 

bildirilmiĢtir  (Corsetti ve ark., 2001). 

Fenotipik tekniklerin bazı laktik asit bakterileri için daha elveriĢli olduğu iddia 

edilse de, yapılan çalıĢmalar biyokimyasal profile dayalı karĢılaĢtırmanın birbirleriyle 

genotipik benzerlik arzeden türler arasında güvenilir olmayan sonuçlar verdiğini ortaya 

koymuĢtur. Günümüzde biyokimyasal profile dayalı otomatize tanımlama sitemleri ile 

hızlı ve tekrarlanabilir sonuçlar elde edilebilmektedir. Ancak otomasyon biyokimyasal 

identifikasyonun ayrım gücüne bir katkı sağlamamaktadır. Bu çalıĢmada elde edilen 

veriler değerlendirildiğinde Lactobacilus suĢlarının karbonhidrat fermentasyon testleri 
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gibi geleneksel fenotipik identifikasyon metotları ile tanımlanmasında düĢük 

taksonomik ayrım yeteneği gösterdiği görülmektedir. Moleküler tanımlama metotlarının 

ayrım gücünün ise fenotipik metotlara göre daha üstün olduğu görülmüĢtür. Doğru bir 

identifikasyon için biyokimyasal profile dayalı geleneksel identifikasyon metotları ile 

moleküler metotlar birlikte kullanılmalıdır. 

 

5. SONUÇLAR VE ÖNERĠLER 

 

Ekmek üretiminde ekĢi hamur metodunu kullanan fırınlardan alınan hamur 

örneklerinden izole edilen Lactobacillus suĢlarının ticari biyokimyasal identifikasyon 

paneli ve gerçek zamanlı PZR metotları ile elde edilen identifikasyon sonuçlarının 

karĢılaĢtırıldığı bu çalıĢmada gerçek zamanlı PZR ile tanımlanan 68 adet Lactobacillus 

suĢunun %13‘ü (9 adet) biyokimyasal identifikasyon paneli ile tanımlanamamıĢtır. Bu 

sonuç biyokimyasal profile dayalı tanımlama yöntemlerinin moleküler biyolojik 

yöntemlere nazaran laktik asit bakterilerinin identifikasyonunda daha düĢük bir ayrım 

gücünün olduğunu göstermiĢtir. 

 Türkiye'de ekmek sofralarımızda en çok bulunan temel gıdalarımızın baĢında 

gelmektedir. Tüketim miktarı toplumun sosyo-ekonomik yapısı ve beslenme 

alıĢkanlıkları ile doğru orantılı olarak oldukça yüksektir. Toplum sağlığının korunması 

ve daha sağlıklı bir ekmek üretiminin gerçekleĢebilmesinin bir yolu da ekĢi hamur 

yönteminin kullanılmasıdır. EkĢi hamura ait mevcut mikrobiyal floranın araĢtırılarak 

elde edilecek laktik asit bakterilerinin endüstriyel kullanım potansiyellerinin 

belirlenmesi ve sektöre kazandırılması önem arz etmektedir. Elde edilen laktik asit 

bakterilerinin farklı kombinasyonlarının fermente gıdalar için starter kültür olarak 

kulanılması ve ülkemize özgü yeni türlerin tanımlanarak ülke gen kaynaklarının 

korunması sağlanmalıdır. 
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