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LAKTIK ASIT BAKTERILERININ SAKKAROZ PARCALAMA
AKTIVITELERININ BOZADA INCELENMESI

OZET

Laktik asit bakterileri (LAB) farkli metabolik aktiviteleri ile gida endiistrisinde
onemli gorevlere sahiptir. LAB, fermantasyonda starter kiiltiir, tirettigi metabolitler
ile gida katki maddesi veya proses yardimcisi olarak gorev almaktadir. Gidalarin
teknolojik, besinsel, organoleptik Ozelliklerini  gelistirmekte ve  iirettigi
antimikrobiyallerle gidalarin korunmasinda etkili olmaktadir. Gidalarin yapisini
gelistirerek, aroma maddeleri {ireterek giday1 daha ¢ekici hale getirmekte; peynirlerin
olgunlagmasint hizlandirarak, fajlara diren¢li hale getirilerek teknolojik acidan,
nutrasetikler iireterek, toksik bilesikleri azaltarak ve probiyotik ozelliklere sahip
olarak saglik acisindan avantajlar saglamaktadir.

LAB’ n en 6nemli fonksiyonlarindan biri de gidalarin besinsel degerini artiran,
istenmeyen ve toksik bilesiklerin yok edilmesine, goriiniimiin iyilestirilmesine, farkli
doku ve aroma kazandirilmasina neden olan laktik asit fermantasyonlaridir. Laktik
asit fermantasyonu siit {riinlerinde, hububat bazli iriinlerde, sebzelerin, cesitli
iceceklerin yapiminda goriilmektedir. Bunlar arasindan gida iiretiminin % 60’ ma
katkida bulunan hububatlarin hammadde olarak kullanildigi hububat bazli fermente
tirlinler 6nemli yer tutmaktadir. Bu iiriinlerden biri de geleneksel fermente icecegimiz
bozadir. Boza; dari, piring, misir, bugday gibi hububatlarin kaynatilmasi, sakkaroz
ilave edilerek fermantasyona birakilmasi sonucu tliretilmektedir.

LAB’ m drettigi metabolitlerden biri de ekzopolisakkaritlerdir. Yiiksek molekiil
agirlikli, uzun zincirli polimerler olan ekzopolisakkaritlerin su tutma kapasiteleri
bulunmaktadir. Gida endiistrisinde emiilsifikator, stabilizatér olarak, sineresisin
onlenmesinde, kristalizasyonun kontroliinde pek ¢ok amacta kullanilmaktadir. Bunun
yaninda saglik {izerine yararli metabolitlerdir. Prebiyotik, antitiimor, antitilser etkileri
olup immiin sistemi diizenlemesinde, kalp rahatsizliklarinda etkili olmaktadir.
Sentezinde sakkaroz substrat olarak kullanilmaktadir.

Yapilan calismada bozanin laktik mikroflorasinin  belirlenmesi ve laktik
mikrofloranin ekzopolisakkarit olusturma kapasitelerinin belirlenmesi amaclanmistir.
APl 50 CHL kiti kullanilarak yapilan identifikasyondan sonunda Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus paracasei alttir paracasei, Lactobacillus fermentum,
Leuconostoc mesenteroides alttiir mesenteroides/ dextranicum, Leuconostoc citreum,
Leuconostoc lactis, Lactococcus lactis alttiir lactis, Lactobacillus delbrueckii alttiir
delbrueckii, Lactococcus raffinolactis, Lactobacillus salivarus, Lactobacillus
coprophilus, Lactobacillus brevis ve Pediococcus spp. laktik mikroflora olarak
belirlenmistir. Ekzopolisakkaritlerin saflastiriimasi sonunda modifiye MRS besiyeri
kullanilarak fenol siilfiirik asit metodu ile Leuconostoc citreum, Lactobacillus
coprophilus ve Leuconostoc mesenteroides alttiir mesenteroides/ dextranicum
ekzopolisakkritleri en fazla miktarda {reten tiirler olarak saptanmistir. Boza
tiretiminde sakkaroz kullanilmasi ekzopolisakkarit iiretimi igin uygun kosul
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olusturmaktadir. API ZYM kiti kullanilarak yapilan enzim aktivitelerinin
belirlenmesi sonucunda da izole edilen laktik asit bakterilerinin higbirisinin lipaz ve
tripsin enzimi Uretmedikleri goriilmiistiir. Buna karsilik tiim izolatlar asit fosfataz
{iretmistir. Izolatlar icerisinde iirettigi enzim cesidi en fazla olan bakteri ise Lb.
brevis dir.



EXAMINATION OF SACCHAROSE DEGRADING ACTIVITY OF LACTIC
ACID BACTERIA IN BOZA

SUMMARY

Lactic acid bacteria (LAB) have important properties in food industry with their
diversity of metabolic activities. LAB used in fermentations as a starter culture, or
used as an additive or a processing aid with the metabolites they produce. They
improve the technologic, nutritional, organoleptic properties of foods and they are
effective in preserving foods by the antimicrobials they produce. They improve the
texture of foods and make them attractive by producing flavour compounds. They
provide technologic advantages by accelerating cheese ripening and by becoming
resistant to bacteriophages, nutritional or health promoting advantages by producing
nutraceticals, reducing the toxic compounds and having probiotic properties.

One of the important properties of LAB is the lactic acid fermentations; contributing
to different texture and flavour, increase in nutritional value of foods, elimination of
the unwanted and toxic compounds and improvement of appearance. Lactic acid
fermentations take place in process of dairy products, cereal based products,
vegetable products and some beverages. Among them, cereal based fermented foods
where cereals used as a raw material that contribute to % 60 of world food
production take important place. One of them is our traditional fermented beverage
‘boza’. Boza is produced through boiling cereals such as, millet, corn, rice, wheat
and leaving it to fermentation after adding saccharose.

One of the metabolites that LAB produces is the exopolysaccharides.
Exopolysaccharides are high molecular weight, long chained polimers with water
binding capacities. They are used in food industry for many purposes; as an
emulsifying agent, stabilizator and used for preventing syneresis, controlling
crystallization. Besides, they are health promoting metabolites. They have prebiotic,
antitumour, antiulcer activities and effective in heart diseases and regulation of
immune system. Saccharose is used as a substrate in the synthesis of
exopolysaccharides.

In this study determination of lactic microflora of boza and exopolysaccharide
producing capacities of this lactic microflora is aimed. Lactic microflora is
determined as; Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei alttiir paracasei,
Lactobacillus fermentum, Leuconostoc mesenteroides alttiir mesenteroides/
dextranicum, Leuconostoc citreum, Leuconostoc lactis, Lactococcus lactis alttiir
lactis, Lactobacillus delbrueckii alttiir delbrueckii, Leuconostoc raffinolactis,
Lactobacillus salivarus, Lactobacillus coprophilus, Lactobacillus brevis and
Pediococcus spp. after the identification with APl CHL 50 kites. At the end of the
purification of exopolysaccharides by using modified MRS medium with phenol
sulphuric acid method Leuconostoc citreum, Lactobacillus coprophilus and
Leuconostoc mesenteroides alttiir mesenteroides/ dextranicum is determined as the



species that produce exopolysaccharides in highest amount. Using saccharose in boza
manufacture provides suitable conditions for exopolysaccharide production.

In determination of enzymatic activities by APl ZYM Kits, it is observed that none of
the isolated lactic acid bacteria produced lipase and trypsine enzymes. Despite, all
the isolates produced acid phosphatese enzyme. Among the isolates Lb. brevis
produced the most variable number of enzymes.

Xi



1. GIRIS

Diinyada fermente {iriinler; farkli {retim teknikleri, hammaddeler ve
mikroorganizmalar  kullanilarak  tretilmektedir.  Fermentasyonda rol alan
mikroorganizmalar kullanilan hammaddenin mikroflorasinda bulunmaktadir. Laktik
asit bakterileri ve mayalar fermentasyonda onemli rol oynamaktadir. Uzak Dogu
tilkelerindeki trlinlerde ise kiifler daha 6nemli yer tutmaktadir. Bunlar arasindan
laktik asit bakterileri (LAB)’ nin yer aldig: laktik asit fermentasyonu peynir, yogurt,
tereyagl gibi siit tirinleri, fermente sebze ve et iriinleri, tursu, soya sosu, zeytin,
hububat bazli iiriinler gibi pek ¢ok fermente gidanin iiretiminde uzun zamandan beri

giivenle kullanilmaktadir.

LAB farkli metabolik aktiviteleri ile gida endiistrisinde 6nemli goérevlere sahiptir.
LAB, fermentasyonda starter kiiltiir, laktik asitten farkli olarak tirettigi metabolitler
ile gida katki maddesi veya proses yardimcist olarak gorev almaktadir. Gidalarin
teknolojik, besinsel, organoleptik Ozelliklerini  gelistirmekte ve  iirettigi
bakteriyosinlerle gidalarin korunmasinda etkili olmaktadir. Gidalarin yapisini
gelistirerek, aroma maddeleri {lireterek gidayr daha ¢ekici hale getirmekte; peynirlerin
olgunlagmasim1 hizlandirarak, fajlara direngli hale getirilerek teknolojik agidan,
nutrasetikler iireterek, toksik bilesikleri azaltarak ve probiyotik 6zelliklere sahip

olarak saglik agisindan avantajlar saglamaktadir.

LAB’ nin {irettigi metabolitlerden biri de ekzopolisakkaritlerdir. Uzun zincirli,
yiksek molekiil agirlikli seker polimerleri olan ekzopolisakkaritler (EPS) gida
endiistrisinde emiilsifikator, stabilizator, enkapsiilasyon maddesi olarak, sineresisin
(islenmis gidalardan su ayrilmasi) 6nlenmesinde, kristalizasyonun kontroliinde, film
olusumunda kullanilmaktadir. Yapimin gelistirilmesi amact ile siit endiistrisinde
diisik yaghh peynir, yogurt, dondurma, eksi krema yapiminda kullanimina ait
calismalar bulunmaktadir. Sentezinde sakkaroz substrat olarak kullanilmakta
glukoziltransferaz enzimleri reaksiyonu katalizlemektedir. Ayrica EPS’ lerin
teknolojik 6zelliklerinin yaninda antitiimdr, antiiilser, prebiyotik etkileri bulunmakta,

kolesterolii diisiirmede ve immiin sistemin diizenlenmesinde rol almaktadir.



Siit {irtinleri disinda sebze ve hububattaki LAB tarafindan sentezlenen EPS’ lerin de
cesitliligi, optimum iiretim kosullar1 ve teknolojik uygulamalar1 arastirilmaktadir.
Hububat bazl1 iirlinlerden sadece ekmekle ilgili caligmalar bulunmaktadir. EPS’ lerin
hamur reolojisini iyilestirdigi, bayatlamaya, ekmegin suyu absorbe etmesine ve

ekmek hacminin artmasinda etkili oldugu belirtilmistir.

Yapilan ¢alismada geleneksel icecegimiz bozanin laktik mikroflora identifikasyonu
ve identifiye edilen mikroorganizmalarin enzimatik aktivitelerinin ve EPS olusturma
kapasitelerinin ~ belirlenmesi  amaglanmistir. Boza; yabanci maddelerinden
temizlenmis dari, piring, bugday, misir vb. hububatin kirma veya unlarindan biri
veya birkacina igme suyu katilarak pisirilmesi ve beyaz seker ilave edilerek teknigine
uygun olarak alkol ve laktik asit fermentasyonlarina tabi tutulmasi ile hazirlanan bir
mamuldiir. Seker olarak sakkaroz ilave edilmektedir. Bozanin raf dmriinii uzatmaya
ait yapilan caligmalardaki pastorizasyon denemelerinde uygulanan sicaklia ve
depolama siiresine bagli olarak serum ayrilmasi gozlenmistir. EPS’ lerin su tutma

kapasitelerinin bu sorunda etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri (LAB) gram pozitif, katalaz negatif, oksidaz negatif, spor
olusturmayan, genelde hareketsiz olan aside toleransli ¢ubuk ve koklardir. Oksijeni
kullanmalarina  gore  anaerobik,  aerotolerant veya  mikroaerofiliktirler.
Karbonhidratlar1 metabolize ederken takip ettikleri yola gore homofermantatif ve
heterofermantatif 6zellik gostermektedirler. Homofermantatifler glikolizis (Embden-
Meyerhof yolu) ile son {irlin olarak laktik asit olustururlar. Heterofermantatifler ise
6-fosfoglukonat/ fosfoketolaz yolunu kullanarak laktik asit yaninda etanol, CO2,
asetik asit ve formik asit de olustururlar. Metabolizmalarinda son iiriin olarak en

fazla laktik asit olusturmaktadirlar (Wood ve Holzapfel, 1992, Axelsson, 1998).

Laktik asit bakterilerinin siniflandirilmasi morfolojilerine, glukozu fermente etme
yontemlerine, farkli  sicakliklarda gelisimlerine, rettikleri laktik asidin
konfigiirasyonuna, asit veya alkaliye toleranslarina, yiiksek tuz konsantrasyonunda
gelisimlerine gore yapilmaktadir. Yag asidi kompozisyonu ve hiicre duvar
bilesenleri gibi kemotaksonomik &zellikler de siniflandirmada kullanilmaktadir. Su
andaki taksonomisi rRNA dizisinin belirlenmesine bagli olarak yapilan filogenetik
simiflandirmadir. Yeni tanimlanan cinsler bu dizilerden tiirevlenen oligoniikleotit
problari ile belirlenmektedir. Simiflandirma ve identifikasyon i¢in yeni yontemler
gelistirilmektedir. Bunlardan en fazla gelecek vaat edenleri ise niikleik asit problama

teknikleri, PCR kullanarak kismi r-RNA gen siras1 belirlenmesidir (Axelsson, 1998).

Laktik asit bakterileri zengin besin ihtiyaci gereksinimlerinden dolay: et, siit, sebze
ve iceceklerde, bazilar1 ise memeli agiz, bagirsak ve vajina dogal florasinda
bulunmaktadir (Axelsson, 1998). Dogal habitatlar1 insanlar, hayvanlar, bitkiler olan
laktik asit bakterileri GRAS (Generally Recognized As Safe) statiisiindedir.
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Oenococcus, Enterococcus

ve Streptococcus laktik asit bakterileri arasinda anahtar rol oynayan 7 cinstir



(Temmerman ve dig., 2004). Ayrica Carnobacterium, Sporolactobacillus,
Lactosphaera, Vagococcus, Tetragenococcus, Aerococcus ve Weissella cinsleri de
bulunmaktadir (Blandino ve dig., 2003). Bunlarin disinda filogenetik olarak laktik
asit bakterilerine ait olmadigi halde Bifidobacterium, Propionibacterium ve
Brevibacterium cinslerine ait baz tiirler de laktik asit bakterilerine benzer 6zellikler

gosterdigi i¢in gida endiistrisinde kullanilmaktadir (Temmerman ve dig., 2004).

LAB ilging ve farkli metabolik o6zellikleri ile pek cok endiistriyel uygulamada
kullanilmakta ve degisik ortamlara adapte olmaktadir. LAB siit endiistrisi basta
olmak {izere ragmen et, sebze gibi diger hammaddelerin fermentasyonlarinda
kullanilmaktadir. Kullandiklar1 karbon kaynaklari ile laktik asit olusturmakta ve
hammaddeyi asitlendirerek bulundugu gidanin korunmasinda rol almaktadir.
Gidalarda LAB, starter olarak yapimin gelistirilmesinde, aroma olusumunda,
proseslerin hizlandirilmasinda, nutrasétiklerin iiretiminde, toksik veya besinsel

olmayan faktorlerin azaltilmasinda kullanilmaktadir (Leroy ve de Vuyst, 2004).

Ayrica saglik iizerine etkileri nedeni ile bazi tiirler probiyotik olarak gorev
yapmaktadir (Leroy ve de Vuyst, 2004). Probiyotikler bagirsak mikrabiyal dengesini
saglayarak veya gelistirerek tiiketicilerin sagligina yararli olan canli ek gidalardir.
Saglikli bagirsak mikroflorasinin korunmasi gastrointestinal bozukluklara karsi
koruma saglamaktadir. Probiyotik bakteriyel kiiltiirlerin kullanimi istenilen
mikroorganizmalarin ~ gelisimini diizenlemekte, zararhilarin da uzaklagsmasini
saglamakta ve viicudun dogal savunma sistemini de giiglendirmektedir (Saarela ve

dig., 2000). Bunun yaninda probiyotikler;

- immiin sistemin diizenlemesinde

- patojenlere kars1 antagonist davranis ile elimine edilmesinde

- antikarsinojenik ve antimutajenik aktivitelerde

- laktoz intoleransi1 semptomlarinin azaltilmasinda

- serum kolesteroliiniin diisliriilmesinde

- kan basincinin diisiiriilmesinde

- fekal enzim aktivitelerin azaltilmasinda

- fekal yag asidi miktariin artirilmasinda

- kabizligin 6nlenmesinde ve bagirsak hareketlerinin diizenlenmesinde,

- Clostridium difficile, viriis, antibiyotikler ve seyahat nedeniyle olusan ishalin

olusma siklig1 ve siiresinin azaltilmasinda



- Mukozal biitlinliiglin saglanmasinda

- Onemli sindirim enzimlerinin {iretilmesinde (B-galaktosidaz)

- B grubu ve K vitaminleri, kisa zincirli yag asitleri tirctiminde, mineral ve iz
clementlerin aliminda gérev yapmaktadir (Klaenhammer ve Kullen, 1999,
Holzapfel ve Schillinger, 2002, Mattila- Sandholm ve dig., 2002, Tomasik ve
Tomasik, 2003).

Biyokimyasal ve biyoteknolojik tekniklerin gelisimi de LAB’ larin biyopolimer ve
enzimlerin iretiminde de kullanimlarina yol agmistir (Leroy ve de Vuyst, 2004).
LAB starter olarak veya dogal olarak hammaddede bulunarak fermente gidalarin
tiretiminde rol almakta ve bdylece gida endiistrisinde en Onemli gorevini

gerceklestirmektedir.

2.2. Fermentasyon

Fermentasyon, gida iiretimi ve korunmasinda en eski ve en ekonomik yontemlerden
biridir. Gida tiikketiminin 1/3” {inii fermente {irinler karsilamaktadir. Fermente tiriinler
arasinda yer alan fermente siit iirlinleri ve yagli tohumlar, alkollii ve alkolsiiz
icecekler, sebze ve meyveler, et ve balik {irtinleri, hububat bazli {iriinler diinyanin
cogu lilkesinde beslenmede 6nemli bir yer tutmaktadir. Bunlar arasinda siit iirtinleri,
igecekler ve hububat bazli iriinler ii¢ ana grubu olusturmaktadir (Campbell- Platt,
1994, Hancioglu ve Karapinar, 1998).

Fermentasyonun sagladigi pek ¢ok avantaj bulunmaktadir. Fermentasyon;

- fitat, tripsin inhibitorleri, mikotoksinler gibi toksik  bilesiklerin
azaltilmasinda,

- istenmeyen bilesenlerin yok edilmesinde,

- biyolojik olarak gidanin protein, vitamin, gerekli aminoasit ve yag asitleri ile
zenginlestirilerek besinsel degerin artirilmasinda,

- Uriine farkli yap1 ve aroma kazandirilmasinda,

- gorliniimiin 1yilestirilmesinde,

- pisirme i¢in gerekli enerji ve zamanin azaltilmasinda,

- laktik asit, asetik asit, alkolik ve alkali fermentasyonlar ile daha giivenli bir

iiriin olusturulmasinda rol almaktadir (Campbell- Platt, 1994, Steinkraus, 1994,

Hancioglu ve Karapinar, 1998, Charalampopoulos ve dig., 2002a).



Diinyada fermente {riinler farkli iretim teknikleri, hammaddeler ve
mikroorganizmalar  kullanilarak  tretilmektedir. ~Fermentasyonda rol alan
mikroorganizmalar kullanilan hammaddenin mikroflorasinda bulunmaktadir. Laktik
asit bakterileri ve mayalar fermentasyonda 6nemli yer almaktadir. Uzak Dogu
tilkelerindeki iiriinlerde ise kiifler daha Onemli yer tutmaktadir (Hancioglu ve

Karapmar, 1998).

2.3. Hububat Bazli Fermente Gidalar

Hububatlar diinyada tarim alanlarinin %73’ iinde yetismektedir ve insan sagligi igin
diyet lifi, protein, karbonhidrat, enerji, mineraller, vitaminler saglayarak gida
tiretiminin %60’ 1na katkida bulunmaktadir (Charalampopoulos ve dig., 2002a).
Hububat threonin, lizin, triptofan gibi gerekli aminoasitler agisindan smirhdir. Bu
yiizden protein kalitesi diisiiktlir. Proteinlere bagli olarak bulunan fitik asit, taninler
ve polifenollerin varligi da proteinlerin sindirimini etkilemektedir. Hububat duyusal
ozellikleri, sert yapilari nedeniyle siit ve siit iirlinleri yaninda zayif kalmaktadir.
Hububat cesitlerinin besinsel degerini gelistirmek igin fermentasyon en iyi yontemdir
(Oyewole, 1997). Fermentasyonlar laktik asit, alkali, etanol ve asetik asit

fermentasyonu olmak {izere 4 tiptir.

Laktik asit fermentasyonu; hububat bazli gidalarin giivenligi, besinsel degeri, raf
omrii, tat ve aromasina etki etmektedir. Hububatin fermentasyonu sonucu; fitik asit,
tanin ve polifenol miktar1 azalmakta, protein alimi gelismekte, karbonhidrat degeri
diismekte, bazi aminoasitler sentezlenmekte, B grubu vitaminlerin alimi artmakta,
fitatin enzimatik parcalanmasi icin gerekli pH saglanmakta bdylece c¢Oziinebilir
demir, ¢inko ve kalsiyum miktar1 artmaktadir. Ayrica gerekli aminoasitlerin
saglanmas1 ile protein kalitesi de artmaktadir. Fermentasyon sonucu olusturulan
asitler, hidrojen peroksit ve antibiyotikler giivenligi saglamaktadir (Lorri ve
Svanberg, 1993, Nout ve Motarjermi, 1997, Blandino ve dig., 2003). Riboflavin,
thiamin, niacin gibi vitaminlerin miktar1 artmakta ve mineral alinimi iyilesmektedir

(Sanni ve dig., 1999).

Son yillarda hububat, fonksiyonel gidalarda kullanim igin incelenmektedir.
Hububatin ve hububat bilesenlerinin fonksiyonel gidalarda kullanim amaglari
cesitlidir. Bunlar probiyotik mikroorganizmalarin gelisimi icin fermente edilebilir

substratlardir. Diyet lifi olarak pek ¢ok fizyolojik etkisi bulunmaktadir.



Sindirilemeyen karbonhidratlar nedeni ile prebiyotiktir. Probiyotiklerin stabilitesini
artirmak i¢in enkapsiilasyon maddesi olarak kullanilmaktadir (Charalampopoulos ve
dig., 2002a). Direngli nisasta ve seker alkolleri prebiyotik grubunda olup son yilarda
egilim gosterilen konulardir. Direngli nisasta kalin bagirsakta kolon mikroflorasi
tarafindan prebiyotiklerin fermantasyon oranini etkilemektedir. Kolon mikroflorasi
tafindan fermente olarak yag asitlerine doniistiiriilmektedir. Hububatlarin ¢ogunlugu

prebiyotik olarak énemli rol oynamaktadir (Tomasik ve Tomasik, 2003).

Laktik asit bakterilerinin hububatta iyi gelisimi insan kaynakli probiyotik tiirlerin
hububatta kontrollii kosullar altinda kullanilmasi, probiyotik ve prebiyotik konseptini
saglayarak sagliga yararli iriinler elde edilmesine yol acacaktir. Bunun yaninda
hububat tanelerinin bilesimi ve proses kosullari, depolamada probiyotik tiiriin
dayaniklilig1, organoleptik 6zellikler, son iiriiniin besinsel degeri ve starter kiiltiirlerin

gelisimi de diistiniilmelidir (Charalampopoulos ve dig., 2002a).

Ayrica tastyict ortamin tamponlama kapasitesi ve pH degeri 6nemli faktorlerdir.
pH’ s1 3.5-4.5 aras1 olan gidalar yiiksek tamponlama kapasiteleri ile gastrik ortamin
pH’ si artirarak ve probiyotik tiiriin dayanikliligini saglamaktadir (Zarate ve dig.,
2000). Charalampopoulos ve dig., (2002b) yaptigi calismada malt, bugday, arpa
ekstraktlarinin asidik kosullarda mideyi taklit ederek insan kaynakli Lb. plantarum

ve Lb. acidophilus tiirleri i¢in koruyucu etki gosterdigini belirtmistir.

Kiiltiirlerin canli kalmas1 probiyotik aktivitenin bir dlctisiidiir. Turlin yiiksek hiicre
populasyonlarina ulasmasi birinci kosuldur. Tiiketim zamaninda 107 hiicre/ ml
seviyesine ulagmalidir. Yiiksek hiicre sayisi ve asidifikasyon orani, fermentasyon
stiresinin kisalmasina ve istenmeyen mikroorganizmalarin gelisimini engelleyerek
istenen tiiriin gelisimini saglamaktadir (Shortt, 1999). Bunun i¢in substrata adapte

olma tiiriin se¢imi i¢in 6nem tasimaktadir.

Laktobasiller ve Bifidobakteriler karbonhidratlar, aminoasitler, peptitler, yag
esterleri, tuzlar, niikleik asit tiirevleri, vitaminler gibi kompleks besin ortamlarina
gereksinim duyarlar. Hububat tanelerinin birincil karbonhidrat bilesenleri nisasta,
diyet lifinin suda ¢oziinen ve ¢odziinmeyen bilesenleri, glukoz, fruktoz, sakkaroz,
ksiloz gibi serbest sekerlerdir (Charalampopoulos ve dig., 2002a). Tablo 2.1’ de bazi
hububat tiirleri ve siit bilesiminin karsilastirilmasi verilmistir. Buna gore hububatda

baz1 gerekli vitaminlerin ve minerallerin siite gore daha fazla oldugu ve diyet lifinin



bulundugu, siitte ise fermente edilebilir karbonhidratlarin daha fazla oldugu
goriilmektedir. Tabloya gore hububatin ve hububat bazli {irlinlerin LAB ihtiyaglarini
karsilayacak, gelisimi ve canlihgmi koruyacak uygun ortamlar olabilecegi
diistiniilmektedir. Bu iriinlere bir 6rnek ise hububat bazli geleneksel fermente
icecegimiz bozadir.

Tablo 2.1: Bazi hububat c¢esitleri ve sit bilesiminin karsilastiriimasi
(Charalampopoulos ve dig., 2002a).

Bilesen Arpa | Pirin¢ Misir Bugday | Dan Siit
Protein (g) 131 7,5 8,9 13,3 9,9 3,5
Yag (g) 1,9 1,9 3,9 2 2,9 3,5
Karbonhidrat (g) 774 | 77,4 72,2 71 72,9 4,9
Lif (g) 5,7 0,9 2 2,3 3,2 -
Kalsiyum (mg) 40 32 22 41 20 118
Demir (mg) 4 1,6 2,1 3,3 68 iz
Potasyum (mg) 400 | 214 284 370 430 144
Fosfor (mg) 330 | 221 268 372 311 93
Magnezyum(mg) 140 | 88 147 113 162 13
Tiamin (mg) 0,49 |0,34 0,37 0,55 0,73 0,03
Riboflavin (mg) 0,31 | 0,05 0,12 0,12 0,38 0,17
Niasin (mg) 900 |17 2,2 4,3 2,3 0,1

Hububat florasindaki bakteriler genellikle mezofilikti. LAB arasindan
heterofermentatif ¢ubuklar (Lb. brevis, Lb. fermentum), homofermentatif ¢ubuklar
(Lb. casei, Lb. plantarum, Lb. curvatus, Lb. salivarus, Lb. coryniformis),
homofermentatif koklar (Lc. lactis, Pediococcus pentosaceus, Enterococcus fecalis),
heterofermentatif koklar (Leuconostoc ve Weissella) hububatta dogal olarak
bulunmaktadir. Lactobacillus tiirleri Leuconostoc ve Weissella’ ya oranla daha
fazladir (De Vuyst ve Neysens, 2004).

2.4. Boza

Boza; yabanci maddelerinden temizlenmis dari, piring, bugday, misir vb. hububatin

kirma veya unlarindan biri veya birkacina igme suyu katilarak pisirilmesi ve beyaz




seker ilave edilerek teknigine uygun olarak alkol ve laktik asit fermentasyonlarina

tabi tutulmasi ile hazirlanan bir mamuldiir (Anonim, 1992).

Boza 6zellikle kis aylarinda tiiketilen bir besindir. Besin degerlerinden ¢ok rahatlatici
ve ferahlik verici etkisiyle aranmaktadir (Birer, 1987). Bozanin ferahlatic1 etkisi
icinde kismen ¢dziinmiis olarak bulunan karbondioksitten ileri gelmektedir. Uretilen
laktik asitten dolay1 boza eksi bir tat almakta ve bu eksilik tiiketilirken alkol tat ve

aromasina oranla daha fazla hissedilmektedir (Pamir, 1961).

2.4.1. Bozanin Tarihcesi

Boza kelimesinin asli Fars¢ada dari anlamina gelen “buze” kelimesidir. Boza
kelimesi Tiirkgeye, Bulgarcaya, Sirpcaya, Hirvatgaya, Macar ve Arnavut dillerine
‘boza’, Rumenceye ‘bozan’, Yunancaya ‘bozas’, Ingilizceye ‘boza’ veya ‘bosa’
(millet beer), Rus, Leh ve Cek dillerine ‘buza’, Fransizcaya ‘bouza’ veya ‘bosan’
(biere blanche), Almancaya ‘busa’ (Hiersebier), italyan, Ispanyol ve Portekiz

dillerine ‘buza’ seklinde gegmistir (Pamir, 1961).

Boza gilinlimiizde bira olarak tiiketilen igecek ile arasindaki biiylik farka ragmen
hububat kaynakli fermente igecek olmasi nedeniyle en eski veya en basit bira ¢esidi
olarak kabul edilmektedir. Boza benzeri ickiler 8-9 bin yillik bir ge¢mise sahiptir.
Stimerlerden giliniimiize gelen ¢ivi yazilarinda daridan bira yapildigi anlagilmaktadir.
Babil eczaciliginda dari birasi onemli yer tutmaktadir. M.O. 401 yili sonunda
Xenophon Dogu Anadolu’ da bozanin ¢dmlek¢i camurundan yapilmis yere gomiilii
kaplara konuldugunu gérmiistiir. Kaggarli Mahmut 1074 yilina ait Divan-ii Liigat-it
Tiirk adli eserinde Karahanlilar’ in bozaya ‘buhoun’ dediklerini belirtmistir. Boza
Osmanli doneminde en parlak yillarin1 yasamustir. XI. Yiizyilda Istanbul’ da ¢ok
cesitli boza tiirleri yapilmistir. Ulema ve Seyhlere sar1 boza, yaseminli, ¢ok kuvvetli
diger kokulu bozalar da yapilmis, icine pekmez, targin, karanfil, zencefil, hindistan
cevizi gibi kokular da katilmistir. II. Selim doéneminde yapilan bozanin alkol
iceriginin ylksek olmasi nedeniyle c¢esitli kisitlamalar getirilmistir. Osmanlh
Devletinde bozahaneler meyhaneler gibi kullanildigindan zaman zaman
kapatilmigtir. IV. Sultan Mehmet’in 1670 yilinda getirdigi i¢ki yasagi ile bozanin da
keyif verici bir i¢ecek olduguna karar verilmis ve bozahaneler kapatilmistir (Tamer

ve Copur, 2004).



2.4.2. Bozanin Besinsel Degeri

Boza o6zellikle kis aylarinda tiiketilen bir besindir. Boza, birgok besin elementini
igerdiginden “sivi ekmek” de denilmektedir. Ayrica fermentasyon sirasinda olusan
%0.3-0.5" lik laktik asit ve karbondioksit bozaya aroma ve ferahlatict 6zellik
kazandirmaktadir. Besin degerlerinden c¢ok rahatlatict ve ferahlik verici etkisiyle

aranan bozanin hem saglik hem de besin olarak degeri vardir (Birer, 1987).

Boza ayrica siit yapici 6zelligi nedeniyle hamile bayanlara ve vitamin kaynagi olarak
sporculara tavsiye edilmektedir. Kolera hastaligi ve oOksiiriikk tedavisinde de etkili

oldugu belirtilmektedir. 100 ml boza i¢in besin degerleri tablo 2.2 de gdsterilmistir.

Tablo 2.2: 100 ml boza i¢in besin degerleri (Giiven ve dig., 2004)

Protein 3590
Yag 059
Karbonhidrat 5759
Kalsiyum 29 mg
Demir 1,3mg
Fosfor 97 mg
Cinko 1 mg
Sodyum 1 mg

A vitamini 6,9 L.U.
Thiamin (B1) 0,09 mg
Riboflavin (B2) 0,05 mg
Niacin 1,16 mg
Kolesterol 1mg
Kalori 100 kcal

Bozanin antimikrobiyal etkisi de bulunmaktadir. Aktug-Goniil ve Hancioglu (1999)
tarafindan yapilan g¢alismada bozanin ve bozadan elde edilen izolatlarin E.coli
O7:H157, Sallmonella typhimurium ve Staphylococcus aureus iizerine etkileri

incelenmistir. pH’ daki azalmaya bagli olarak 12 saat sonunda Salmonella
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typhimurium ve Staphylococcus aureus, 32 saat sonunda da E.coli O7:H157 inaktive

olmustur.

2.4.3. Boza Uretimi

Boza iiretimi hammaddelerin hazirlanmasi, kaynatma, sogutma, seyreltme, siizme,
seker ilavesi ve fermentasyon asamalarindan olusmaktadir. Sekil 1’ de boza iiretimi

proses basamaklar1 verilmistir.

Hammadde hazirlanmasi

T

Kaynatma
(2-8 saat)

il

Sogutma

!

Seyreltme ve Siizme

!

Seker Ilavesi
(%20 sakkaroz)

il

Fermentasyon
(15-25°C, 24 saat)

1l

Saklama

Sekil 2.1: Boza iiretimi proses basamaklar1

2.4.3.1. Hammaddelerin Hazirlanmasi

Ulkemizde boza yapimu i¢in daha ¢ok dari tercih edilmektedir. Bunun yaninda musur,
bugday, piring, bulgur gibi hububat da kullanilabilmektedir. Hammaddeler ayirma

eleklerinde tas, toprak, gibi yabanci maddelerden ayrildiktan sonra kirma
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degirmeninde ogiitiiliir. Ayirma eleginden gegirilerek yabanci maddeler, kavuz ve
kepek kismi ayrilir. Boylece elde edilen irmik boza yapiminda kullanilir. Asagida
boza iiretim basamaklar1 ayrintili olarak agiklanmistir (Birer, 1987, Kose ve Durak,

1998, Aric1 ve Daglioglu, 2002, Tamer ve Copur, 2004).
2.4.3.2. Kaynatma

Eskiden biiylik bakir kazanlarda yapilan kaynatma iglemi gliniimiizde paslanmaz
¢elik kazanlarda yapilmaktadir. Kazana énce hammaddenin 4-6 kati kadar su ilave
edilip kaynatilir. Hammaddelerin eklenmesinden sonra hububatta su alip sisme,
kabarma ve c¢irislenme baslar. Topaklanma ve dibe tutmayr 6nlemek i¢in devamli
karistirilir. Kaynatma sirasinda kaybolan su yerine tekrar kaynar su eklenerek islem

kaynatma sicakligi ve hammadde tipine gore 2-8 saat kadar devam ettirilir.
2.4.3.3. Sogutma

Kaynatilan pigsmis hammadde bulundugu kapta kendi haline birakilarak veya biiyilik
bozahanelerde mermer sogutma teknelerine alinarak 2-12 saat siireyle sogumaya

birakilir.
2.4.3.4. Seyreltme ve Siizme

Hububat kaynatildiktan sonra elde dilen ham bozaya “mayse” denmektedir.
Sogutulmus koyu mayse karistirilarak yeteri kadar su eklenerek seyreltilir. Siizme
cok ince gozenekli piring eleklerde yapilir. Isletmelerde ise islem otomatik calisan
agac tokmaklar yardimiyla yapilir. Tokmaklar asag1 yukar1 hareket ederek mayseyi

doverler. Elekten ficiya gecen siiziilmiis siviya “sekersiz ham boza” denir.
2.4.3.5. Seker Ilavesi

Laktik asit bakterileri ve mayalarin fermentasyonu gergeklestirebilmeleri i¢in ortama
% 20 oraninda sakkaroz partiler halinde ilave edilir. Kolay erimesi i¢in toz seker

tercih edilmektedir. “Sekerli ham boza” ayn1 kapta 15-18 saat dinlenmeye birakilir.
2.4.3.6. Fermentasyon

Bozada iki tip fermentasyon aymi anda goriilmektedir. Birincisi laktik asit
bakterilerinin rol aldig: laktik asit iiretimi ile sonuglanan ve eksi tadi saglayan laktik
asit fermentasyonu, digeri mayalarin rol aldigi, karbondioksit gazi habbecikleri
olusumuna ve hacim artigina neden olan alkol fermentasyonudur. Fermentasyon 24

saatten fazla olursa alkol miktar: yiikselmektedir. Ulkemizde iiretilen bozalarda alkol

12



miktar1 % 1 civarinda iken bu diger iilkelerde % 6’ lara kadar ¢ikmaktadir. pH degeri
de fermentasyon sonucu diismektedir (Birer, 1987, Kose ve Durak, 1998, Arici ve
Daglioglu, 2002, Tamer ve Copur, 2004). Tablo 2.3’°de 24 saatlik boza
asidite, alkol, laktik asit bakterisi

fermentasyonu sirasinda pH, ve maya

miktarlarindaki degisim gosterilmistir.

Tablo 2.3: 24 saatlik boza fermentasyonu sirasinda pH, asidite, alkol, laktik asit

bakterisi ve maya miktarlarindaki degisimi (Karapinar ve Hancioglu, 1997)

Fermentasyon siiresi pH Asidite (%) | Alkol (%) | LAB/mI (cfu) | Maya/ml (cfu)
0 saat 6.13 | 0.02 0.02 7.6x10° 2.25x10°

4 saat 5.85 | 0.04 0.02 8.6x10’ 3.9x10°

8 saat 4.77 | 0.05 0.02 3.4x108 7.4x10°

24 saat 3.48 | 0.27 0.79 4.6x108 8.1x10°

Fermentasyonda maya olarak daha oOnce iiretilen boza kullanilir. Maya miktari
bozanin tiiketilecegi zaman ve sicakliga gore degisir. Sekerli bozanin 16-17 kg’ 1 i¢in
300-500 g maya kullanilmaktadir. En fazla %2-3 oraninda katilan maya, 15-25°C’ de
24 saat kadar sonra bozanin igilecek hale gelmesini saglar. Mevsim basinda boza
bulunmadiginda starter olarak eksi hamur veya yogurt da kullanilabilir (Birer, 1987,
Kose ve Durak, 1998, Arici ve Daglioglu, 2002, Tamer ve Copur, 2004).

2.4.3.7. Saklama

Bozadaki bakteri ve maya faaliyetlerini minimumda tutmak gerekmektedir. Bunun

i¢cin boza 15°C’ nin altinda tutulup satisa sunulmaktadir (Kose ve Durak, 1998).

2.5. Ekzopolisakkaritler (EPS)

Pek cok bakteri hiicre duvari i¢in stres kosullarindan korunma, su kaybini dénleme,
fagositoza ve faj saldirilarina, antibiyotik ve toksik bilesiklere karsi korunma,
yilizeylere tutunma, hiicreleri tanima, farkli ekosistemlerde kolonize olmalar1 igin
biyofilm olusturma, patojenite gibi bir¢ok biyolojik fonksiyonda gdrev alan
polisakkaritler iiretmektedir. Bakteriyel EPS’ ler iiretici mikroorganizma igin enerji
kaynagi degildir (Jolly ve dig., 2002, Ruas-Madiedo ve dig., 2002). O-antijen

lipopolisakkaritler, lipoteikoik asitler, kapsiiler polisakkaritler ve ekzopolisakkaritler
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(EPS), hiicre yiizeyi polisakkaritlerini olusturmaktadir. EPS’ ler hiicre yiizeyine
gevsek bagli olmakta ya da ortama salinmakta, diger ¢esitler ylizeye bagli olmaktadir
(Jolly ve dig., 2002).

Uzun zincirli, yliksek molekiil agirlikli olan ekzopolisakkaritler suda ¢oziinerek gida
formiilasyonlarinda kalinlik veya jel 6zelligi veren polimerlerdir. Ikincil olarak da
gidalarda stabilizatér, emiilsifikator olarak, sineresisin Onlenmesinde, film
olusumunda kullanilmaktadir. Ayrica EPS’ lerin teknolojik 6zelliklerinin yaninda
antitimor, antiiilser, prebiyotik etkileri bulunmakta, kolesterolii diisiirmede ve

immiin sistemin diizenlenmesinde etkili olmaktadir (De Vuyst ve Degeest, 1999).

EPS’ ler dallanmis, tekrarlanan seker veya seker tiirevlerinden olusan uzun zincir
polisakkaritlerdir. Bu seker birimleri genelde farkli oranlarda bulunan glukoz,
galaktoz, ramnoz, glukuronik asit, fukoz, N-asetil glukozamin ve N-asetil
galaktozamindir. Gelisimleri sirasinda ¢evrelerine salinmakta, hiicre yiizeyine
devamli bagli kalmamaktadir (Boels ve dig., 2001, Welman ve Maddox, 2003). EPS
tekrarlanan  birimlerinin  arasinda  glikozidik  baglarin  olusumu  i¢in
glikoziltransferazlar anahtar enzimlerdir (Jolly ve dig., 2002). Glikoziltransferazlar;
(i) sakkarozun hidrolizi (ii) 2-6 arasi polimerizasyon derecesine sahip
oligosakkaritlerin olusumu (iii) polisakkaritlerin olusumu olmak tizere 3 reaksiyonu
katalizlemektedir (Tieking ve Ganzle, 2005).

Ekzopolisakkaritler homopolisakkaritler ve heteropolisakkaritler olarak 2 tiptir. Tek
tip seker birimlerinden olusan homopolisakkaritler de sirasiyla glukoz ve fruktoz
birimlerinden olusan glukan ve fruktan olmak lizere 2’ ye ayrilmaktadir. Sentezi
sakkaroz gibi spesifik substrat gerektirmektedir ve monosakkarit birimlerin
eklenmesi hiicre disinda gerceklesmektedir. Heteropolisakkaritler ise farkli seker
birimlerinden olusmaktadir. Molekiil agirhiklar1 4x10% 6x10° Da aras1 degismektedir
(De Vuyst ve dig., 1998, De Vuyst ve Degeest, 2001, Degeest ve dig., 2001, Ruas-
Madiedo ve dig., 2002, Welman ve Maddox, 2003). Heteropolisakkaritler pek ¢ok
cesit mezofilik ve termofilik LAB tarafindan homopolisakkaritlerden farkli olarak
sentezlenmektedir. Onciil tekrarlanan birimler hiicre i¢inde olusmakta ve izoprenoid
glikozil tasiyan lipitler proseste gérev yapmakta, tekrarlanan birimler hiicre disinda

polimerize olmaktadir (Ruas-Madiedo ve dig., 2002).
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EPS tipleri sentez mekanizmasina ve gerekli onciil maddelere gore degismektedir.
Homopolisakkaritler ve heteropolisakkaritler hiicre i¢i seker niikleotit onciillerinden
sentezlenen diizensiz  tekrarlanan birimlerden olusmaktadir. Hiicre dis1
homopolisakkaritlerin ~ sentezinde  polimerizasyon reaksiyonu hiicre  dis1
glikoziltransferazlarla gerceklesmektedir. Glikoziltransferazlar monosakkaritlert,
uzayan polisakkarit ~ zincirine  eklemektedir (Boels ve dig., 2001).
Heteropolisakkaritler sitoplazmada glukoziltransferazlarla olusturulmakta, disari
salinmadan once de hiicre disinda polimerize edilmektedir. Heteropolisakkaritlerin
yapist tiire 6zglidiir. EPS’ ler monosakkarit kompozisyonu, birimler arasi baglar, yan
zincirlerin varhig1 ile farklilasmaktadir. Dallanmanin uzunlugu ve kompozisyonu

reolojik 6zellikleri etkilemektedir (Jolly ve dig., 2002).

EPS iretimi bakteri gelisim fazi, besiyeri bilesimi, pH ve sicaklik gibi
parametrelerden etkilenmektedir. Farkli EPS’ ler tek bir tiir tarafindan farkli
ortamlarda iiretilebilmektedir (Duboc ve Mollet, 2001, Jolly ve dig., 2002). EPS
tiretimi gelisme fazlarina baghdir. Logaritmik fazda EPS verimi artmakta ve duragan
fazda iiretim olmamaktadir. Kiiltiir kosullar1 ve karbon kaynaklar1 da sentezde etkili
olmaktadir. Diisiik inkiibasyon sicakliklar1 EPS tretimini olumlu etkilemektedir
(Tallon ve dig., 2002).

EPS iireten GRAS statiisiindeki mikroorganizmalar arasinda Streptococcus,
Lactobacillus, Lactococcus ve Leuconostoc gibi LAB cinsleri bulunmaktadir (Boels
ve dig., 2001). Siit iiriinlerindeki Propionibacteria ve Bifidobacteria yeterli miktarda
EPS iiretmekte, gida endiistrisi agisindan alternatif polimer kaynaklar1 olup gida
katkis1 olarak kullanilmaktadir (De Vuyst ve dig., 1998, Degeest ve dig., 2001, De
Vuyst ve dig., 2001). Bu mikroorganizmalar reoloji, yap: ve agiz tadini iyilestirmek
amaciyla Ozellikle fermente siit triinlerinde in situ (yerinde) EPS firetimi i¢in de
kullanilmaktadir (Degeest ve dig., 2001, De Vuyst ve dig., 2001). LAB’ larin iirettigi
heteropolisakkaritlerin gida katkis1 olarak veya fonksiyonel starter kiiltlir olarak
yerinde tretimin gergeklestigi kontrollii kullanimi, gilivenli ve dogal {iriinlerin
olusmasini saglamaktadir. Bu firlinlerde reolojik Ozelliklerin, yapinin, su salma
kapasitesinin ve dayanikliligin gelistirilmesine etki etmektedir. Ayrica EPS
sentezinde olusturulan yapinin zincir uzunlugunda yapilan oynamalarla oligosakkarit

veya kisa zincirli yapilarin gelismesine olanak saglamaktadir. Oligosakkaritlerin
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gastrointestinal sistemde olumlu etkileri bulunmaktadir. Bifidobakterilerin gelisimini

diizenlemektedir (De Vuyst ve dig., 2001).

LAB tarafindan tretilen EPS yogurt, peynir, fermente krema ve siitlii tatlilar gibi
fermente siit iirlinlerinin reoloji ve yapisini gelistirmede Onemli rol almaktadir
(Duboc ve Mollet, 2001). EPS’ lerin kendine 6zgii tatlar1 yoktur. Ama fermente siit
iriinii vizkoz hale geldigi i¢in tliketim sirasinda agizda kalma siiresi artmakta, tat
reseptorleri ile temasi artmakta ve iriin tadinin algilanmasini 6nemli derecede

artmaktadir (Jolly ve dig., 2002, Welman ve Maddox, 2003).

Siit Urtinlerinde tiiketici tercihi i¢in yumusaklik ve kremsi yapt 6nemlidir. EPS’ ler
dokuyu olusturan ve stabilize eden molekiillerdir. Son iirlinlin vizkozitesini
artirmakta, suyu baglayarak ve protein, misel gibi siit bilesenleri ile etkilesime
girerek kazein aginin yapisini giiclendirmektedir. Sonug¢ olarak EPS sineresisi

azaltmakta ve iiriin dayanikliligini1 artirmaktadir (Duboc ve Mollet, 2001).

EPS iireten LAB peynir iiretiminde de 6nem tagimaktadir. Lactobacillus helveticus’ a
ait birkac sus suyun {riinde tutulmast i¢cin mozarella peyniri iiretiminde
kullanilmaktadir. Yogurtta ise “ropy” tiirler etraflarini saran EPS tabakasi ile protein
matriksine baglanmakta ve yapisini degistirmektedir. Bu bakteriler jel yapinin

sikiligin1 azaltmaktadir (Jolly ve dig., 2002).

Yogurt {retiminde yapin iyilestirilmesi i¢in yag, protein gibi siitiin kati
maddelerinin miktar1 artirilmakta veya pektin, nisasta, aljinat gibi stabilizatorler
eklenmektedir. Bu yaklasimlar tliketicinin diisiik yagli, diisiik sekerli, az miktarda
gida katkis1 iceren {iriinlere talebi karsisinda sinirli kalmaktadir. Bu duruma karsi
starter kiiltlir olarak kullanilan LAB tarafindan dogal olarak iiretilen EPS’ lerden
istifade edilmektedir (Duboc ve Mollet, 2001, Jolly ve dig., 2002, Welman ve
Maddox, 2003).

EPS’ lerin 6nemli kalinlastirma 6zelligi bulunmaktadir ve diisiik konsantrasyonlarda
bile fermente gidalarin yapisini ve reolojisini etkilemektedir. LAB tarafindan iiretilen
EPS’ ler; miktar, kimyasal kompozisyon, molekiil biliylikligii, ytkler, sertlik, yan
zincirlerin varligi, uzaysal diizenlenisi, proteinlerle etkilesime girme yetenegi
acisindan farklilastigr icin EPS konsantrasyonu ve goriiniir vizkozite arasinda agik

bir iligki bulunmamaktadir (Jolly ve dig., 2002).
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EPS’ nin vizkoziteyi artirma derecesi kiiltiir tilirleri arasindaki farklara, inkiibasyon
kosullarina besiyerindeki katt madde miktarina ve vizkozite Ol¢limlerine baglidir.
Bunun disinda vizkozite EPS miktarindan etkilenmeyebilmekte, oldukca farkli
yapidaki EPS besiyerine farkli reolojik oOzellikler kazandirabilir. Ayrica siit
proteinleri (kazein) ile etkilesim goriilebilmektedir. Lc. lactis ssp. cremoris’ e ait 2
sus ile yapilan ¢alismada Ts susu 600 mg/L EPS iiretirken Ol¢iilen vizkozite 20 mPa/s
olarak belirlenmistir. MLS 96 susu ise 220 mg/L EPS iiretip, vizkozite 800 mPa/s
olarak saptanmistir. iki kiiltiir aras1 fark 24 saatlik fermantasyon sonunda 18°C’ de
Olciilen pH’ ya baglanmistir. Ts susunda pH 6.3, MLS 96 susunda ise 4.7 olarak
Olciilmistir. pH 6.3’ de kazeinler misel seklinde oldugu halde pH 4.7° de
¢okelmigtir. Ts susunki daha kiiciik olan molekiiler agirhgin da sonucu

etkileyebiecegi belirtilmistir (Cerning ve dig., 1992).

EPS’ lerin teknolojik ozellikleri yaninda saglik iizerine etkileri de bulunmaktadir.
EPS’ ler gastrointestinal sistemde daha uzun kalmakta ve boylece probiyotik
bakterilerin kolonizasyonunu artirmaktadir. Ayrica immiin sistemi diizenleyici,
kolesterol diisiirticii ve antitimdr etkileri bulunmaktadir (Welman ve Maddox, 2003).
Baz1 EPS’ ler bagirsakta kolon mikroflorasi tarafindan parcalanarak kisa zincirli yag
asitlerinin olusumunu saglamaktadir. Bunlar epiteliyal hiicrelere enerji saglamakta ve
bazilar1 kolon kanserinin olusumunu Onlemektedir (Jolly ve dig., 2002).
Sindirilemeyen karbonhidratlar 6zellikle fruktooligosakkaritler prebiyotik olarak

gorev yapmaktadir (Ruas-Madiedo ve dig., 2002).

Lactobacillus plantarum gibi baz1 LAB tarafindan iiretilen polisakkaritler i¢indeki
fosfat gruplan lenfositlerin aktivasyonunda ve antitimor aktivitede gerekmektedir.
Polimere negatif yiik veren fosfat gruplari metal iyonlar1 gibi pozitif yiiklii toksik
bilesikleri yakalamada rol oynamaktadir (Tallon ve dig., 2003).

LAB tarafindan tretilen EPS T-lenfositlerinin ¢ogalmasini, makrofaj aktivasyonunu
ve sitokinlerin (interferon-y, interlokin-1la) iretimini saglayarak immiin sistemde
gorev yapmaktadir. Genelde in vitro caligmalar yapilmasina ragmen in vivo
calismalar da bulunmaktadir. Kefirden elde edilen EPS agiz yoluyla verildiginde
timor gelisimini yavaslatmistir. Liyofilize Lc. lactis subsp. cremoris KVS 20 kiiltiiri
intraparitonal olarak enjekte edilmesi ile yapilan caligmada farede Sarkoma 180

timorlerinin gelisimi salman slime formdaki materyalin immiin aktivitesi ile
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engellenmistir. Lb delbrueckii subsp. bulgaricus OLL 1073R-1 antitimor aktivitesi
gostermistir (Ruas-Madiedo ve dig., 2002).

Pediococcus damnosus ve Lactobacillus brevis p-glukan yapisinda EPS
iretmektedir. B-glukanlarin kolesterol diisiirme gibi yararl etkileri bulunmaktadir ve
diyet lifi olarak tanimlanmaktadir. Diyet liflerinin yenilenen tanimi bitkisel
polisakkaritlerin analoglari olan mikroorganizmalardan elde edilen polisakkaritleri de
kapsamaktadir. Bu mikroorganizmalar; starter kiiltiir olarak fermente iiritinlerde diyet
lifinin artirilmasi amaci ile tiretilen tiriinlerde 6nem tasimaktadir. Diyet lifince zengin

gidalar tansiyon diisirmede yararlidir (Martensson ve dig., 2003).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Orneklerin Saglanmasi

Boza &rnekleri, Istanbul’daki marketlerde satisa sunulan 3 ayri firmadan temin
edilmistir. Alinan Orneklerde kimyasal, mikrobiyolojik ve biyokimyasal analizler

gerceklestirilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Fiziksel ve Kimyasal Analizler

Bozada kati madde, protein, kiil, toplam asitlik, pH, indirgen ve toplam seker,
ekzopolisakkarit ve su aktivitesi tayinleri yapilmistir. Tiim analizler paralel olarak
yapilmistir.

3.2.1.1. Kati Madde Tayini

Kati madde tayini TS 1135’e gore etiiv yontemi kullanilarak yapilmistir.

3.2.1.2. Protein Tayini

Protein tayini Kjeldahl 1030 protein tayin cihazi kullanilarak Kjeldahl metoduna
gore yapilmustir. Azot miktar1 6,25 ile ¢arpilarak protein miktar1 bulunmustur.
3.2.1.3. Kiil Tayini

TS-15117e gore 550°C’ de yakma metodu kullanilarak yapilmistir.

3.2.1.4. Toplam Asitlik Tayini

Toplam asitlik tayini Thyagaraja ve dig. (1992)’ e gore yapilarak % laktik asit
cinsinden ifade edilmistir. 10 g boza 6rnegi 25 ml su ile seyreltilip 100 ml’ lik erlene
alinmis ve iizerine birkag damla fenolfitaleyn ilave edilmistir. Ornekler iyice

karigtirilarak 0.1 N NaOH ile acik pembe renk olusana kadar titre edilmistir.
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3.2.1.5. pH Tayini

TS-1728’de belirtilen yonteme gore Jenway 3010 tipi pH metre kullanilarak tayin

edilmistir.

3.2.1.6. Indirgen ve Toplam Seker Tayini

Indirgen ve toplam seker tayini TS-7780’e gore yapilmustir. Calismada TS’ de
belirtilen seker ve invert seker ¢ozeltileri yeterli olmadigindan % 20’lik seker
cozeltisi ve % 10’luk standart invert seker ¢ozeltileri kullanilmistir. Kiremit rengi

cokelti elde edilene kadar titrasyon yapilmuistir.

3.2.1.7. Ekzopolisakkarit (Toplam Karbonhidrat) Tayini

Ekzopolisakkarit tayini fenol siilfiirik asit metoduna gore glukoz standart olarak
kullanilarak spektrofotometrede (Philips, PU8625) gergeklestirilmistir (Dubois ve
dig., 1956). 0-100 pg/ml arasi degisen konsantrasyonlarda glukoz standardi
hazirlanmis, 1 g/L olarak alinan 6rnekten uygun diliisyonlar hazirlanarak ol¢iim

yapilmuistir.

3.2.1.8. Su Aktivitesi Tayini

Su aktivitesi tayini Decagon PawKit su aktivitesi Ol¢iim cihazi kullanilarak

yapilmistir.
3.2.2. Mikrobiyolojik Analizler

3.2.2.1. Laktik Asit Bakterilerinin Sayim

Laktik asit bakterilerinin (LAB) sayiminda 25 g boza 6rnegi aseptik kosullarda 225
ml steril fosfat tamponuna transfer edilerek uygun diliisyonlar hazirlanmistir. Uygun
diliisyonlardan Man Rogosa ve Sharpe (MRS, Merck), Rogosa (Merck) ve M17
(Merck) kati besiyerlerine yayma plak yontemi ile paralel ekimler yapilmustir.
Inkiibasyonda sicaklik derecesi olarak 30°C, 37°C ve 45°C kullanilmis, 48 saat
sonunda petrilerde laktik asit bakteri sayimi gerceklestirilmistir. Toplam LAB kob/g

cinsinden belirlenmistir.
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3.2.2.2. Bozadan Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Laktik asit bakterilerinin izolasyonu i¢in 3.2.2.1° de elde edilen petrilerdeki koloniler
stereomikroskop altinda incelenerek farkli koloni morfolojisine sahip olan izolatlar,
tamimlamalar1 igin MRS, Rogosa, M17 agarlara sirme ekim yapilarak
saflagtinnlmistir. Kiiltiirler, 4°C’ de MRS yatik agarda ve %10’ luk yagsiz siittozu
besiyerinde, -20°C” de ise %20 gliserol igeren MRS brot besiyerinde saklanmustir.

3.2.2.3. Laktik Asit Bakterilerinin Tanimlanmasi (Identifikasyonu)

Sayimi1 yapilan MRS, Rogosa, M17 agar plaklardan segilen izolatlar, izole edildikleri
besiyerlerine siirme ekim yapilarak saf kiiltir haline getirilmistir. Elde edilen saf
kiiltiirlere gram boyama, katalaz ve oksidaz testleri uygulanmistir. Gram boyamada
pozitif, katalaz ve oksidaz testlerinde negatif sonu¢ veren izolatlarin tanimlanmasi

API CHL 50 kiti (BioMerieux, Fransa) kullanilarak yapilmistir.
3.2.3. Biyokimyasal Analizler
3.2.3.1. Gram boyama

Gram boyamada 18-24 saatlik saf kiiltiirler 6nce 1-2 dakika kristal violet ile
muamele edilmis ve boya saf su ile akitilmistir. Boyanin etkisini artirmak i¢in iyot
cozeltisi kullanilmig ve alkol ile yikanmistir. Karsit boya olarak 30 saniye kadar
karbol fuksin ile boyanip yikanan preparatlar immersiyon yagi altinda incelenmistir.

Mor renkte goriilen hiicreler gram pozitif olarak kabul edilmistir.

3.2.3.2. Katalaz Testi

Katalaz testi Harrigan (1998)’ a gore yapilmistir. MRS, Rogosa, M17 besiyerlerinden
elde dilen izolatlarin 48 saatlik kiiltiiriinden bir 6ze alinarak temiz bir lam tizerinde 1
damla %3’ likk hidrojen peroksit ¢ozeltisi ile karistirnllmistir. Hava kabarcigi ¢ikist

pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.
3.2.3.3. Oksidaz Testi

Harrigan (1998)’ a uygun olarak oksidaz testinde (Fluka 70439) anlatildig1 sekilde
yapilmustir. N,N-dimetil-p-fenilendamil oksalat ve a-naftol emdirilmis disklere 6ze

ile koloni yayilmis, mor-mavi renk olusumu pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.
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3.2.3.4. izolatlarin Karbonhidrat Metabolizmalarimin Belirlenmesi

Bozadan izole edilen mikroorganizmalarin karbonhidrat metabolizmalarinin
belirlenmesi i¢in APl 50 CH Kiti kullanilmistir. Bu Kit, anaerobik ve aerobik zonlar1

bulunan 50 mikrotiipten olugsmaktadir.

[k mikrotiip substrat icermemekte ve negatif kontrol olarak kullamlmaktadir. Geriye
kalan mikrotiipler karbonhidrat ailesi ve tiirevlerine (heterosidler, polialkoller, iironik
asitler) ait belirlenmis miktarda susuz (dehidrate) substrat igermektedir. Bu
substratlar ¢esitli biyokimyasal yollarla metabolize edilebilmektedir. Se¢ilen ortam
icinde yer alan bir pH indikatdrii aracilifiyla saptanan asit liretimine bagli olarak

renk degisimleri gézlenmektedir.

Inokiilasyon maddesi olarak kullanilan API 50 CHL medium Lactobacillus ve iliskili
cinslerin identifikasyonu i¢in hazirlanmis bir besiyeridir. AP 50 CH Kkiti ile 49
karbonhidratin fermentasyon o6zellikleri tespit edilebilmektedir. Besiyeri ig¢inde test
edilecek mikroorganizma ile bir slispansiyon hazirlanir ve Kitteki her tiip inokiile
edilir. Inkiibasyon sirasinda karbonhidratin fermentasyonu ile asidik ortam olusur ve
buna bagli olarak pH diiser. Bu ortam degisikligi indikatorler sayesinde tespit edilir.
Bu sonuglar susun biyokimyasal profilini ortaya koymakta ve tanimlamada

kullanilmaktadir.

Bozadan izole edilen kiiltiirlerin safligi kontrol edildikten sonra MRS agar
besiyerinde kiiltiirii yapilarak 24 saat siireyle izole edildigi sicakliga bagli olarak
30°C veya 37°C’ de inkiibe edilmistir. Kiti uygulamak icin 45°C’ den izole edilen
suslarin da 37°C’ de gelisebilirligi kontrol edilmistir. 24 saatlik kiiltiirlerdeki tiim
bakteriler ekiivyon yardimiyla alinmis ve 2 ml steril distile sudan olusan siispansiyon
ortaminda yogun bir silispansiyon hazirlanmigtir. 5 ml steril distile sudan olusan
slispansiyon ortamina siispansiyondan belli sayida damlatilarak 2 McFarland’ a
esdeger tiirbidite seviyesine sahip siispansiyon elde edilmistir. Damla sayist ‘n’
olarak kaydedilmistir. API 50 CHL medium ampiiliine damla sayisinin 2 kat1 kadar
(2n) siispansiyon ilave edilerek inokiile edilmistir. Medium karistirilarak homojenize
edilmistir. Kitin i¢indeki tiipler API 50 CHL medium ile inokiile edilmis ve tiim
tiipler mineral yag1 ile kaplanmistir. 48 saat siireyle aerobik olarak 30° C ya da 37°

C’ de inkiibe edilmistir. Tiim testlerin 24 ve 48 saat sonunda okumalar1 yapilmistir.

Medium i¢indeki bromkrezol moru indikatoriinlin sartya donmesiyle ortaya cikan
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asidifikasyon ile testin pozitifligi ortaya ¢ikmaktadir. 25 nolu tiipteki eskiilin i¢in de
mordan siyaha doniisiim pozitif olarak degerlendirilmistir. API kitlerinin sonuglari

Apilab Plus Software ile karsilagtirilmistir (Rocha ve Malcata, 1999).
3.2.3.5. izolatlarin Enzimatik Aktivitelerinin Belirlenmesi

Bozadan elde edilen izolatlarin enzimatik aktivitelerinin belirlenmesinde APl ZYM
(BioMerieux, Fransa) enzim kiti kullanilmistir. Her enzim igin renkler belirlenmis
olan Kitte spesifik rengin olusumu pozitif sonug, ac¢ik sar1 veya reksiz olanlar negatif

sonug olarak degerlendirilmektedir.

3.2.4. Boza Laktik Florasim Olusturan Suslardan Ekzopolisakkarit izolasyonu

ve Saflastirilmasi

Boza laktik florasin1 olusturan suslardan ekzopolisakkaritlerin izolasyon ve
saflastirilmasi i¢in Cerning ve dig. (1994), van Geel-Schutten ve dig. (1998) ve
Smitinont ve dig. (1999)’ nin metotlar1 adapte edilerek gerceklestirilmistir.

Ekzopolisakkaritlerin izolasyonu i¢in saklanan kiiltiirler 6nce MRS brot besiyerinde
24 saat siireyle izole edildikleri sicakliklarda inkiibe edilerek aktive edilmistir. Daha
sonra normalde 20 g/l glukoz iceren MRS brot besiyeri yerine karbonhidrat kaynagi
olarak 100 g/l sakkaroz igeren sivi modifiye- MRS (m-MRS) besiyeri hazirlanmistir.
Sekerler ayr1 olarak otoklavlanmigtir. Kiiltiirler 10 ml’ lik m- MRS besiyerinde
37°C’ de anaerobik olarak 3 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirler
6000 rpm” de 20 dakika boyunca santrifiij edilerek (Hettich, Universal 16 A) hiicreler
uzaklastirilmistir. Stipernatanta 3 hacim etanol (Riedel-deHaén) ilave edilerek 4°C’
de 24 saat bekletilerek ¢oktiiriilmiistiir. Cokelti 6000 rpm’ de 20 dakika santrifiij
edilerek toplanmistir. Cokelti 10 ml suda ¢oziindiiriilerek distile suya kars1 4°C” de
24 saat diyaliz edilmistir (Sigma, MA>12000). Saflastirilan EPS’ de toplam seker
icerigi fenol siilfiirik asit metodu ile glukoz standart olarak kullanilip belirlenmistir

(Dubois ve dig., 1956).
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IV.BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Kimyasal Analiz Sonuc¢lari

Boza 6rneklerinin % asitlik ve pH degerleri Sekil 4.1° de gdsterilmistir.
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3,5

2,5

1,5
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1. Ornek

2. Ornek 3. Ornek

Sekil 4.1: Boza 6rneklerinin % asitlik ve pH degerleri

Yapilan analizlerde boza 6rneklerinin pH degerleri 3 6rnek i¢in sirasiyla 3.95, 3.47

ve 3.68, asitlik degerleri ise % 0.25, 0.27 ve 0.3 olarak saptanmustir. Asitlik degerleri

% 0.2-0.5 aras1 olup boza standardinda yer alan tatli boza 6zelliklerine uymaktadir.

Sonuglar Kozat (2000)’ i buldugu % 0.32-0.64 degerlerinden daha diisiik ¢ikmustir.

Pamir (1961)’in ¢alismas1 ile de (% 0.28-0.46) tek Ornek agisindan uyum

gostermektedir.
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Boza orneklerinin % kuru madde degerleri Sekil 4.2° de gosterilmistir.
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Sekil 4.2: Boza drneklerinin % kat1 madde degerleri

Kuru madde miktar1 tayini sonuglar1t sirasiyla % 22.74, 24.07 ve 14.39 olarak
saptanmistir. TS’ de bozanin kuru madde miktarinin en az % 20 olmas1 gerektigi
belirtilmistir. Bu sonuca gore 1. ve 2. Ornekler standarda uyarken 3. ornek

uymamaktadir. Yavuz (2000) kati madde miktarin1 %23.40, Kentel (2001) ortalama
% 25,95 olarak bulmustur.

Boza orneklerinin % kiil degerleri Sekil 4.3” de gosterilmistir.

0,5

0,4

0,3

kil %

0,2

0,1

1. Ornek 2. Ormek 3. Ormnek

ornek

Sekil 4.3: Boza 6rneklerinin % kiil degerleri

Kiil miktar1 3 6rnek i¢in % 0.44, 0.24 ve 0.17 olarak saptanmistir. Yavuz (2000) ise

kil miktarini 0.33 olarak saptamaistir.
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Boza 6rneklerinin % protein degerleri Sekil 4.4° de gosterilmistir.
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Sekil 4.4: Boza 6rneklerinin % protein degerleri

Boza orneklerinin protein degerleri % 0.46, 0.56 ve 0.65 olarak saptanmistir.
Standartta protein ile ilgili bir deger verilmemistir. Kozat (2000) protein degerlerini
% 0.3-0.6 arasi, Yavuz (2000) %1.33, Pamir (1961) ise nitrojen iceren bilesiklerin
miktarimi % 0.88-1.66 olarak saptamistir.

Sekil 4.5° de boza orneklerinin % toplam seker degerleri invert seker ve sakkaroz
cinsinden gosterilmistir.
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Sekil 4.5: Boza orneklerinin invert seker ve sakkaroz cinsinden % toplam seker
degerleri
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Calismada TS’ de belirtilen seker ve invert seker ¢ozeltileri yeterli olmadigindan %
20’1lik seker ¢ozeltisi ve % 10’luk standart invert seker cozeltileri kullanilmistir.
Buna gore 1., 2. ve 3. 6rnekler i¢in toplam seker miktarlar1 invert seker cinsinden %

23.8, 16.84 ve 6.98, sakkaroz cinsinden de % 22.62, 16.0 ve 6.63 olarak saptanmustir.

Boza standardinda toplam seker miktar1 sakkaroz cinsinden minimum % 10 olarak
verilmigtir. Buna gore 3. 6rnek standarda uymamaktadir. Kozat (2000) toplam seker
miktarm1 % 5.98-11.68, Yavuz (2000) % 16.6 olarak tayin etmistir. Saptanan
degerler Kozat (2000)’ a gore tiim oOrnekler, Yavuz (2000)’ a gore de 1. ornek
yiiksek bulunmustur.

Sekil 4.6 de boza drneklerinin % w/w ekzopolisakkarit degerleri verilmistir.
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Sekil 4.6: Boza orneklerinin % w/w ekzopolisakkarit degerleri

Fenol siilfiirik asit metoduna goére yapilan ekzopolisakkarit (toplam karbonhidrat)
degerleri 1., 2. ve 3. ornekler i¢in glukoz kalibrasyon egrisi kullanilarak % 13.3, 15.3
ve 9.2 olarak saptanmistir. Kozat (2000) ise bu degerleri % 6.71- 15.7 olarak tayin

etmistir.

Boza orneklerinin su aktivitesi degerleri ise sirasiyla 0.94, 0.91 ve 0.92 olarak

Olclilmiistiir.
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4.2. Mikrobiyolojik Analizler
4.2.1. Laktik Asit Bakterilerinin Sayim

Piyasadan saglanan boza Ornekleriyle sicaklik olarak 30°C, mezofilik laktik asit
bakterileri i¢in 37°C ve termofilik laktik asit bakterileri i¢in 45°C kullanilarak Man
Rogosa ve Sharpe (MRS), Rogosa ve M17 kati besiyerlerine yapilan ekimlerden 48
saatlik inkiibasyon sonucunda laktik asit bakteri saymmi kob/g cinsinden
gerceklestirilmistir. Elde edilen degerler kob cinsinden tablo 4.1°de de gosterilmistir.
Bunun sonucunda laktik asit bakteri 30°C, 37°C ve 45°C’ de sirasiyla MRS
besiyerinde; 1,4.10°% 2,1.108 ve 3,2.10" kob/ g, Rogosa besiyerinde; 9,7.107, 5,1.10’
ve 1,9.10° kob/ g, M17 besiyerinde ise; 1,2.108, 2,3.10% ve 2,7.10" kob/ g olarak
bulunmustur.

Tablo 4.1: 30°C, 37°C, 45°C’ de MRS, Rogosa ve MI17 besiyerlerinde
gerceklestirilen laktik asit bakteri sayimlar: (kob/g)

Besiyeri
Stcaklik MRS Rogosa M17
30°C 1,4.10% 9,7.108 1,2.10°
37° C 2,1.10° 5,1.108 2,3.10°
45° C 3,2.108 1,9.10° 2,7.108

4.2.2. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyon ve Identifikasyonu

3.2.2.2°ye gore yapilan izolasyon islemi sonucunda farkli sicaklik ve besiyerinden
izole edilen 52 izolat saflastirilmistir. Tiim izolatlar gram pozitif, katalaz negatif ve
oksidaz negatif sonu¢ vermistir. izolatlar API CHL 50 kiti ve API Plus Software
kullanilarak tanimlanmistir. Buna gore piyasadan saglanan bozalardaki laktik
mikroflora Lactobacillus plantarum (%19.2), Lactobacillus paracasei alttiir
paracasei (%15.4), Lactobacillus fermentum (%9.6), Leuconostoc mesenteroides
alttiir mesenteroides/dextranicum (%9.6), Lactococcus lactis alttiir lactis (%9.6),
Leuconostoc citreum (%7.7), Leuconostoc lactis (%7.7), Lactobacillus delbrueckii

alttiir delbrueckii (%7.7), Lactococcus raffinolactis (%5.8), Lactobacillus salivarus
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(%1.9), Lactobacillus coprophilus (%1.9), Lactobacillus brevis (%1.9), Pediococcus

spp. (%1.9) olarak saptanmustir.

Laktik asit bakterilerinin izole edildikleri sicaklik ve besiyerleri tablo 4.2° de

belirtilmistir.

Tablo 4.2: Laktik asit bakterilerinin izole edildikleri sicaklik ve besiyerleri

izole Edilen LAB Besiyeri Sicaklik
Lb. plantarum MRS, Rogosa, M17 | 30°C, 35°C, 45°C
Lb. paracasei alttiir paracasei M17, Rogosa 30°C, 35°C
Lb. fermentum MRS, Rogosa 35°C, 45°C
Leu. mesenteroides alttiir | MRS, Rogosa 30°C, 35°C
mesenteroides/ dextranicum

Lc. lactis alttiir lactis M17 30°C, 35°C
Leu. citreum MRS, Rogosa 30°C

Leu. lactis MRS, M17, Rogosa | 30°C, 35°C
Lb. delbrueckii alttiir delbrueckii | MRS 35°C, 45°C
Lc. raffinolactis M17 30°C

Lb. salivarus Rogosa 30°C

Lb. coprophilus Rogosa 35°C

Lb. brevis MRS 35°C
Pediococcus spp. MRS 30°C

Boza ile ilgili olarak iilkemizde ve Bulgaristan’ da yapilan ¢aligmalar bulunmaktadir.
Ulkemizde ilk olarak Pamir (1961) yaptig1 calismada Micrococcus varians migula,
Streptococcus spp. ve Lactobacillus spp. izole etmis fakat bunlart tiir diizeyinde

belirleyememistir.
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Hancioglu ve Karapinar (1997) tarafindan yapilan ¢alismada musir, bugday ve piring
unlarmin 2:1:1 oraninda karigimi kullanilarak laboratuar kosullarinda yapilan
bozadan 77 izolat elde edilmistir. izole edilen laktik asit bakterileri Lactobacillus
sanfrancisco (% 21.9), Leuconostoc mesenteroides alttiir mesenteroides (%18.6),
Leuconostoc paramesenteroides (%18.6), Lactobacillus coryniformis (%9.1),
Lactobacillus confusus (% 7.8), Leuconostoc mesenteroides alttiir dextranicum (%
7.3), Lactobacillus fermentum (%6.5), Leuconostoc oenos (%3.7) olarak

bulunmustur.

Bir diger ¢alismada bozadan elde edilen 56 izolat Lactobacillus brevis alttiir lidneri
(%80.4), Lactobacillus curvatus (%7.1), Leuconostoc mesenteroides alttiir
mesenteroides/dextranicum (%5.4), Leuconostoc mesenteroides alttiir
mesenteroides/cremoris (%3.6), Lactobacillus plantarum (%3.6), Lactobacillus

delbrueckii alttiir delbrueckii seklinde belirlenmistir (Kozat, 2000).

Bulgar bozasi ile yapilan calismada da Gotcheva ve dig. (2000) boza laktik florasini
Lactobacillus plantarum (%24), Lactobacillus acidophilus (%23), Lactobacillus
fermentum (%19), Lactobacillus coprophilus (%11), Lactobacillus brevis (%5),
Lactococcus raffinolactis (%9), Leuconostoc mesenteroides (%9) olarak tespit

etmistir.

Calismamizda ise izole edilen LAB tiirii ¢esidinin, daha dnce boza ile yapilan laktik
mikroflora ¢aligmalarindan daha fazla oldugu saptanmistir. Ayrica Lactobacillus
paracasei alttiir paracasei, Leuconostoc citreum, Leuconostoc lactis, Lactococcus
lactis alttiir lactis, Lactobacillus salivarus ve Pediococcus spp. bozadan ilk defa izole
edilen tirlerdir. Bunlara ek olarak Lactococcus raffinolactis ve Lactobacillus
coprophilus da Bulgar bozasinda saptanmasina ragmen Tirkiye’ de yapilan

caligmalarda izole edilememistir.

Bu tiir zenginligine, bozalarin yapiminda kullanilan hammadde farkliliginin yaninda
izolasyonda ti¢ farkli sicaklik ve ti¢ farkli segici besiyeri kullanilmasinin etkili

oldugu goriilmektedir.

Izole edilen tiirlerden Lactobacillus salivarus, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus paracasei alttiir paracasei, Lactobacillus fermentum, Leuconostoc
mesenteroides alttiir mesenteroides/ dextranicum’ un in vitro ve in vivo ¢alismalarda

probiyotik ozellikler gosterdigi belirtilmistir.
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Bunlardan Lactobacillus salivarus; iltihapli bagirsak hastaligi semptomlarini
azaltmakta, fekal Enterokok seviyesini artirarak bagirsak florasini1 diizenlemekte,
immiin sistemde fagositik aktiviteyi artirmakta, mukozal IgA cevabi
diizenlemektedir (Saarela ve dig., 2000). Bagirsaklarin iltihaplanmasi ile olusan
iltihapl bagirsak hastaligi (IBS) ve Crohn’ s hastalig1 kanser riskini artirmaktadir.
Lb. salivarus’ un iltihaplanmay1 azaltmada etkili oldugu goriilmiistiir. Lactobacillus
paracasei alttiir paracasei ve Lb. salivarus’ un Helibacter pylori ile olusan tlsere

kars1 etkili oldugu saptanmistir (Mattila-Sandholm ve dig., 1999).

Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus fermentum’ un immiin sistemi diizenleyici
aktivitesi bulunmaktadir. Lactobacillus plantarum gidalarda depolama sirasinda ®-3
yag asitlerini artirmaktadir. Patojenleri inhibe etmeleri ile de biyolojik korumada rol
almaktadir. Birka¢ tilirii sebzelerden nitrati elimine etmektedir. Sebzeler nitrat¢a
zengin oldugundan fazla sebze tiiketimi sindirim sisteminde nitrozaminler
olusturarak kanseri tesvik etmektedir. Ayrica barsak mukozasini korumakta, kolon
hiicreleri icin enerji kaynagi olan kisa zincirli yag asitlerinin olusumuna yol
acmaktadir (Bengmark, 1998, Tomasik ve Tomasik, 2003). Leuconostoc
mesenteroides alttiir mesenteroides ile olusturulan izomaltooligosakkaritlerin

prebiyotik ve antimutajenik aktiviteleri bulunmaktadir.

Yapilan ¢aligmada toplam LAB sayimlarinin 45° C disinda oldukga yiiksek olmasi
(>107) saptanan probiyotik tiirlerin boza tiiketimi sirasinda da probiyotik 6zelliklerini

koruyabilecegini gostermektedir.
4.2.3. izolatlarin Enzimatik Aktivitelerinin Belirlenmesi

Bozadan elde edilen izolatlarin enzimatik aktivitelerini belirlemek amaciyla; alkali
fosfataz, esteraz, esteraz lipaz, lipaz, 16sin arilamidaz, valin arilamidaz, sistin
arilamidaz, tripsin, a-kimotripsin, asit fosfataz, naftol fosfohidrolaz, a-galaktozidaz,
B-galaktozidaz,  B-glukuronidaz,  o-glukozidaz,  p-glukozidaz, = N-asetil-B-
glukozaminidaz, a-mannozidaz, a-fukozidaz enzimlerini iceren API ZYM enzim kiti

kullanilmistir. Sonuglar tablo 4.2” de gosterilmistir.
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Tablo 4.3: Bozadan elde edilen izolatlarin enzimatik aktiviteleri
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Alkali fosfataz + + + + |+
Esteraz + + + + + |+
Esteraz lipaz + |+ |+ + + |+ |+ |+
Lipaz
Losin arilamidaz + + + + + + + + + + +
Valin arilamidaz + |+ |+ + |+ |+ |+ |+ +
Sistin arilamidaz + |+ |+ + + |+ +
Tripsin
a-Kimotripsin + +
Asit fosfataz + + + + + + + + + + + + +
Naftol fosfohidrolaz + |+ |+ + + |+ |+ |+ |+ |+
a-galaktozidaz + + +
B-galaktozidaz + + + +
B-glukuronidaz +
a-glukozidaz + |+ |+ |+ + + + |+ +
B-glukozidaz + [+ |+ + + +
N-asetil-p-glukozaminidaz + +
a-mannozidaz +
+

a-fukozidaz
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Tablo 4.3’lin incelenmesi ile goriildiigii gibi bozadan izole edilen laktik asit
bakterilerinin higbirisinin lipaz ve tripsin enzimi tiretmedikleri belirlenmistir. Buna
karsilik tiim izolatlar asit fosfataz iiretmistir. izolatlar igerisinde iirettigi enzim cesidi en

fazla olan bakteri ise Lb. brevis dir.

4.2.4. Boza Laktik Florasim Olusturan Suslardan Ekzopolisakkarit izolasyonu

ve Saflagtirilmasi

Fermente gidalardan (siit Uriinleri, hububat bazli fermente iirlinler, et iirlinleri)
ekzopolisakkarit tireten suslarin belirlenmesi ve bunlarin miktarlarinin tayini ile ilgili
son yillarda pek ¢ok calisma yapilmaktadir. Hububat bazli iiriinlerden sadece ekmek
ile calisilmakta, boza ve diger hububat kaynakli friinlerle bir ¢alisma

bulunmamaktadir.

Laktik asit bakterileri tarafindan {iretilen ekzopolisakkaritleri izole etmek ve
incelemek icin MRS besiyeri, sentetik besiyerleri, siit ve peynir alti suyu igeren
besiyerleri kullanilmistir (Degeest ve dig., 2001). Onceleri sentetik besiyerlerinde ve
MRS’ de ekzopolisakkaritler gézlenemedigi icin siit en fazla kullanilan besiyeri
olmustur (Garcia- Garibay ve Marshall, 1991, Cerning ve dig., 1992, Ludbrook ve
dig., 1997, De Vuyst ve dig., 1998, Martensson ve dig., 2000, Sanni ve dig., 2002).
Peynir alt1 suyu igeren besiyerlerinden de sonu¢ alinmistir (Ariga ve dig., 1992).
Gassem ve dig. (1997) vizkozitedeki degisimi baz alarak peynir alti suyu igeren
besiyeri kullanmigtir. Daha sonralari sentetik ve yar1 sentetik besiyerleri
gelistirilmistir (Cerning ve dig., 1994, Kimmel ve Roberts, 1998). Karbonhidrat
kaynagi, aminoasit, vitaminler, mineraller, niikleik asitler igeren bir besiyerinde
bilesenlerin gelisim, metabolik yollar ve ekzopolisakkarit olusumuna etkilerini

incelemek daha rahat olmustur.

Bunun yaninda son yillarda normalde glukoz igeren MRS besiyerinde, Sakkaroz,
fruktoz, rafinoz, ramnoz gibi farkli karbonhidrat kaynaklar1 kullanilarak hazirlanan
modifiye MRS besiyerlerinde de sik¢a ¢alismalar yapilmaktadir (van Geel- Schutten
ve dig., 1998, Smitinont ve dig., 1999, Tieking ve dig., 2003, Savadogo ve dig.,
2004).

Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen ekzopolisakkaritlerin verimi besiyeri

bilesimine (karbon ve nitrojen kaynaklari, gelisme faktorleri v.b.), sicaklik, pH,
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oksijen miktari, inkiibasyon siiresi gibi faktdrlere baglhdir. Uretilen EPS verimi
optimize edilmeyen kiiltiir kosullarinda tiirden tiire 0,045-0,350 g/L arasinda
degismektedir. Optimal kiiltiir kosullarinda ise 0,150-0,600 g/L olmaktadir. S.
thermophilus LYO03 tiirii ile optimal karbon/ nitrojen oraninda siit ve MRS
besiyerlerinde 1,5 g/L’ ye ulasilmaktadir. Lactobacillus sakei 0-1 ve Lactobacillus
rhamnosus 9595M tiirleri ile sirasiyla 1,4 ve 1,3 g/L ekzopolisakkarit elde edilmistir
(Degeest ve dig., 2001).

Van Geel- Schutten ve dig. (1998)’ nin yaptig1 ¢calismada MRS besiyerinde yapilan
modifikasyon ile yiliksek oranda EPS elde edilmistir. Normalde 20g/L glukoz igeren
MRS sivi besiyerinde karbon kaynagi olarak 100 g/L sakkaroz, fruktoz, maltoz,
rafinoz, galaktoz, laktoz ve glukoz kullanilmistir. En iyi enerji kaynagi sakkaroz
olarak belirlenmistir. Test edilen 182 tiirden 60 tanesi EPS pozitif olarak tespit
edilmistir (Van Geel- Schutten ve dig., 1998). Buna kars1 10 g/L glukoz igeren siit
besiyerinde ise 607 tiirden 30 tanesi EPS pozitiftir (Degeest ve dig., 2001). Modifiye
MRS kullanimi, yiiksek EPS iiretme potansiyeline sahip tiirlerin belirlenmesinde
daha etkili bir yontem oldugu belirtilmistir. Tiirlerin % 10’u 0,1 g/L’ den fazla, 5 tiir
1 g/L’ den, bunlarin 2 tanesi de 4 g/L.” den fazla EPS tiretmistir. Bu degerler, van den
Berg ve dig. (1995) tarafindan yapilan ¢alismadaki degerlerden 10-100 kat daha fazla

bulunmustur.

Van Geel- Schutten ve dig. (1998)’ nin yaptigi c¢alismada alinan sonuglar
dogrultusunda karbon kaynagi olarak 100 g/L. sakkaroz igeren sivi m- MRS
besiyerleri hazirlanmistir. Inkiibasyondan sonra besiyerinden hiicreler santrifiijle
uzaklastirllmig, silipernatanttaki EPS etanol ile ¢oktiiriilmiistiir. Tekrar santrifiij
edilerek elde edilen ¢okeltide EPS tayini fenol siilfiirik asit metoduna gére yapilmis
ve tiirlerin 0,327- 2,4 g/L arasi EPS iirettigi saptanmistir. Bozadan izole edilen
suslarin trettigi EPS miktarlar tablo 4.4’ te gosterilmistir. Buna gore en fazla EPS
tireten suslar Leuconostoc citreum, Lactobacillus coprophilus ve Leuconostoc
mesenteroides alttiir mesenteroides/ dextranicum olarak saptanmistir. Sekil 4.7 de de

tiirlerin tUirettigi EPS miktarlari aras1 fark daha agik olarak belli olmaktadir.

Literatirde LAB arasinda Leuconostoc mesenteroides alttiir mesenteroides,
Leuconostoc  mesenteroides alttiir  dextranicum, Lactobacillus  plantarum,

Lactococcus lactis alttiir lactis, Lactobacillus brevis, Pediococcus spp. tiirlerine ait
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suslarin ekzopolisakkarit iiretebildigi belirtilmektedir (DeVuyst ve Degeest, 1999,

Ruas- Madiedo ve dig., 2002, Martensson ve dig., 2003). 2002 yilinda yapilan yeni

bir ¢alismada Meksika’ da misirdan tiretilen fermente icecekte Leuconostoc citreum’

un iniilosiikraz enzimi ile iniilin benzeri polisakkarit iirettigi bulunmustur (Tieking ve

dig., 2003).

Tablo 4.4: Bozadan izole edilen suslarin iirettigi EPS miktarlar

Laktik Asit Bakteri Tiirleri

EPS Miktar1 (g/L)

Lactobacillus plantarum
Lactobacillus paracasei alttiir paracasei
Lactobacillus fermentum

Leu. mes. alttiir mes./ dextranicum
Lc. lactis alttiir lactis
Leuconostoc citreum

Leuconostoc lactis

Lb. delbrueckii alttiir delbrueckii
Lactococcus raffinolactis
Lactobacillus salivarus
Lactobacillus coprophilus
Lactobacillus brevis

Pediococcus spp.

0,405
0,327
0,337
0,766
0,363
2,400
0,392
0,472
0,343
0,435
1,926
0,351
0,397
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Sekil 4.7: Bozadan izole edilen suslarin tirettigi EPS miktarlar1 (g/L)

Genelde siit endiistrisinde kullanilan ekzoplisakkaritlerin hububat bazli {irtinlerde
kullanim1 bulunmamaktadir. Ancak son yillarda yapilan calismalarda ekmek ve
hamur reolojisini, besinsel degerlerini gelistirmek i¢in kullanilmaktadir. Leuconostoc
mesenteroides tarafindan tiretilen dextran, firinlamada ticari olarak uygulanmaktadir.
EPS’ ler, hamur reolojik parametrelerini ve ekmek kalitesini gelistirmektedir.
Kilogram basina 5 g eklenen dextran bugdaydan yapilan hamurlarin viskoelastik
ozelliklerini etkileyerek ekmek hacmini artirmaktadir. In situ (yerinde) olarak
tiretilen EPS ilave edilenlere gore daha etkili olmaktadir. Sakkarozdan EPS olusumu
mannitol, glukoz, asetat gibi ekmek kalitesini gelistiren metabolitlerin olusumunu da
saglamaktadir. EPS’ ler hamurun su absorpsiyonunu, bayatlamasini, soguk depolama
sirasinda hamur stabilitesini, hacmini etkileyerek ekmek ve hamur kalitesine etki
etmektedir. Ekmegin aroma, doku, raf omrii gelismekte, katki maddesi kullanimi

azalmaktadir (Tieking ve Ganzle, 2005).

Bozanin raf dmriinii uzatmak icin pastorizasyon calismalart bulunmaktadir (Pamir,
1961, Hancioglu, 1996, Kentel, 2001). Bu calismalarda uygulanan sicaklik ve
depolama siiresine bagli olarak artan serum ayrilmasi saptanmistir. Hancioglu (1996)
calismasinda 65°C’ de 15 dakika, 75°C’ de 10 dakika, 80°C’ de 5 dakika ve 8°C’ de
10 dakika pastorizasyon uygulanmis boza orneklerinde 25°C ve 4°C’ de 6 giinliik
depolama sonucunda olusan Onemli Ol¢iide serum ayrilmasi sonucu ({iriiniin

stabilitesinin bozuldugu saptanmistir. 93°C’ de 4 dakika pastorize edilmis drneklerde
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15 giin sonunda hafif serum ayrilmasi gozlenmistir. Kentel (2001) de pastorize
orneklerde 3. giinden itibaren yaklasik 1 mm’ lik serum ayrilmasi saptamig, bunun

ilerleyen gilinlerde arttig1 ve 30. giinde yaklasik 10 mm’ ye ulastig1 belirtilmistir.

Yogurtta su tutma kapasiteleri ile serum ayrilmasini onlemek i¢in kullanilan EPS’
lerin bozada da ayni1 amag i¢in kullanilabilecegi ve bozanin raf dmriinii artiracagi
diistiniilmektedir. Burada EPS fiireten tiirlerin yliksek sicakliklara dayanikliligi da

Onem tasimaktadir.
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5. SONUC

Calismada ilk olarak geleneksel fermente icecegimiz bozanin laktik mikroflorasi
belirlenmistir. Buna goére piyasadan saglanan bozalardaki laktik mikroflora
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei alttiir paracasei, Lactobacillus
fermentum, Leuconostoc mesenteroides alttiir mesenteroides/ dextranicum,
Leuconostoc citreum, Leuconostoc lactis, Lactococcus lactis alttiir lactis,
Lactobacillus delbrueckii alttiir delbrueckii, Lactococcus raffinolactis, Lactobacillus
salivarus, Lactobacillus coprophilus, Lactobacillus brevis, Pediococcus spp. olarak
saptanmistir. Bunlardan Lactobacillus paracasei alttiir paracasei, Leuconostoc
citreum, Leuconostoc lactis, Lactococcus lactis alttiir lactis, Lactobacillus salivarus

ve Pediococcus spp. bozadan ilk olarak izole edilen LAB tiirleridir.

Elde edilen kiiltiirlerin ekzopolisakkarit olusturma kapasiteleri saptanmistir. Buna
gore Leuconostoc citreum, Lactobacillus coprophilus ve Leuconostoc mesenteroides
alttiir mesenteroides/ dextranicum ekzopolisakkritleri en fazla miktarda {ireten tiirler

olarak belirlenmistir.

Yapilan enzimatik aktivitelerinin belirlenmesi ¢alismasinda da bozadan izole edilen
laktik asit bakterilerinin higbirisinin lipaz ve tripsin enzimi tiretmedigi belirlenmistir.
Buna karsilik tiim izolatlar asit fosfataz iiretmistir. izolatlar icerisinde iirettigi enzim cesidi

en fazla olan bakteri ise Lb. brevis olarak saptanmustir.
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